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Resumen 

Las plantas son organismos sésiles que deben adaptar su crecimiento al medio en que se 
encuentran. Para ello, han desarrollado una serie de mecanismos de respuesta a diferentes 
señales endógenas y exógenas que regulan la activación de diferentes rutas genéticas. La 
regulación de la expresión génica en eucariotas se da a distintos niveles, siendo el 
transcripcional el más estudiado. Sin embargo, los procesos de regulación 
postranscripcional tienen un papel muy relevante en la regulación de la 
expresión. Recientemente se ha observado que la poliadenilación de los tránscritos 
inmaduros es clave en la regulación de la expresión génica, ya que participa en los 
procesos de procesamiento postranscripcional, estabilidad, exportación nuclear y 
localización subcelular de los ARN mensajeros. Este nivel de regulación depende de la 
localización del sitio de corte y poliadenilación (PAS), que se selecciona gracias a la 
interacción de numerosas proteínas implicadas en el reconocimiento de secuencias y 
activación de la Poly(A) polimerasa. 

Este trabajo de tesis doctoral se centra en el análisis de la regulación de la expresión génica 
por poliadenilación alternativa (APA) en el organismo modelo Arabidopsis thaliana. Se han 
descrito diferentes tipos de APA que se han relacionado con diferentes tipos celulares, así 
como con su grado de diferenciación celular: Por un lado, la poliadenilación de diferentes 
puntos situados en el extremo 3’UTR (regiones canònicas) da lugar a mensajeros de 
diferente longitud, portadores de diferentes secuencias diana para proteínas reguladoras 
implicadas en la estabilidad y localización subcelular del mensajero maduro. Por otro lado, 
la		poliadenilaciòn de regiones no canònicas (extremo 5’UTR, CDS e intrones) se ha 
relacionado con sistemas de control de calidad de los mensajeros y con su procesamiento. 
Por ello, se han planteado los siguientes objetivos: 

	 Evaluar el papel de la regulación de la expresión génica mediante APA en el 
desarrollo radicular de Arabidopsis thaliana. 

	 Analizar el papel de FIP1 en la selección de sitios de poliadenilación (PAS) en, así 
como su impacto en la distribución de los PAS en las distintas regiones genómicas 
(3’UTR, 5’UTR, CDS e intrones). 

	 Identificar genes que experimentan poliadenilación alternativa (APA) en el fondo 
mutante fip1-1 en condiciones óptimas de crecimiento. 

	 Caracterizar el fenotipo del fondo mutante fip1-1 e identificar rutas de señalización 
desreguladas como consecuencia de alteraciones en la selección de PAS. 

	 Evaluar el papel de la regulación de la expresión génica vía APA en la respuesta a 
diferentes estreses abióticos. Se analizará la distribución de PAS en las distintas 
regiones genómicas y se identificarán genes regulados por APA como respuesta al 
estrés. 

	 Caracterizar la respuesta del mutante fip1-1 a estos estreses y analizar el impacto 
de la regulación vía APA en la tolerancia. 

Se ha identificado un mutante puntual y viable de una de las proteínas responsables del 
proceso de poliadenilación: FIP1, responsable de la estimulación de la actividad de la 
Poly(A) polimerasa y del reconocimiento de secuencias específicas del ARN mensajero 
inmaduro. El mutante fip1-1 presenta un fenotipo pleiotrópico que afecta a distintos 
aspectos de su desarrollo y respuesta a diferentes estreses abióticos. Se ha realizado una 
caracterización fenotípica de fip1-1, así como un perfil transcriptómico por RNASeq y un 
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estudio de sitios de corte y poliadenilación mediante la técnica PATSeq. Estos abordajes 
han revelado que la regulación de la expresión génica vía APA participa en diferentes 
procesos de señalización implicados en el desarrollo y la respuesta a estrés. 

Los resultados obtenidos han permitido identificar regulación vía APA en genes que 
participan en diferentes procesos de señalización hormonal. Entre ellas, destacan auxinas y 
ácido abscísico (ABA), ambas reguladoras de algunos de los procesos alterados en el fondo 
genético fip1-1. Entre estos procesos destacan el desarrollo del meristemo apical principal y 
las raíces laterales, ambos regulados por las rutas hormonales alteradas en el mutante. 

Por otra parte, se realizó un análisis de poliadenilación en condiciones de estrés salino y 
ayuno de nitrógeno que ha permitido identificar en el fondo genético control numerosos 
casos de APA relacionados con la respuesta a estrés. En cuanto al mutante fip1-1, tolerante 
a los estreses analizados, selecciona sitios de corte y poliadenilación propios de la 
respuesta a estrés incluso en condiciones óptimas de crecimiento. En conjunto, estos datos 
sugieren que FIP1 participa en la generación de transcriptomas en respuesta a señales 
endógenas y estímulos ambientales. Así, se ha observado que la regulación de la expresión 
génica vía poliadenilación alternativa es clave en la regulación del desarrollo y la respuesta 
a estrés en Arabidopsis, y se propone a FIP1 como selector de sitios de poliadenilación 
específicos de condiciones de crecimiento óptimas. 

En resumen, se ha observado que FIP1 tiene un papel determinante en la selección de PAS 
y que su ausencia provoca APA en un conjunto de genes entre los que destacan el 
desarrollo radicular, la respuesta a la fitohormona ABA y el estrés salino. Como 
consecuencia, numerosos de procesos de señalización celular se encuentran alterados en 
el fondo mutante fip1-1. Así, es posible afirmar que los eventos de poliadenilación 
alternativa que sufre fip1-1 provocan alteraciones de la señalización y éstas, a su vez, 
defectos en el desarrollo. 

En lo que a la respuesta a estrés se refiere, los resultados obtenidos han permitido observar 
que la regulación de la expresión vía APA participa en la regulación de las respuestas a 
salinidad y deficiencia de nitrógeno y que FIP1 juega un papel importante en esta 
regulación. Dados los datos previos que apuntan a que FIP1 es promotor de transcriptomas 
propios de células en bajo estado de diferenciación y visto su patrón de expresión y su 
tendencia a seleccionar PAS proximales, se propone que el fenotipo de fip1-1 en 
condiciones estándar de crecimiento podría ser consecuencia de la generación de un 
transcriptoma propio de respuesta a estrés. 
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Abstract 

Plants are sessile organism that have to adapt their growth to the environment. They have 
developed several pathways in response to different endogen and exogen signals, so they 
can control the activation of different genetic routes. Eukaryotic regulation of gene 
expression takes place at different levels, being transcriptional level the most studied one. 
However, post-transcriptional regulation processes such as polyadenilation play an 
important role in gene expression regulation. It has been recently observed that the choice of 
Poly(A) Site (PAS) can effectively determine what the gene will code for and how it may be 
regulated, so it influences mRNA splicing, stability, transport and subcellular 
localization. This regulation level depends on the position of the Polyadenylation Site (PAS), 
which is selected through the interaction of several proteins that recognize specific 
sequences and induce activation of Poly(A) polymerase enzymes. 

This PhD work is focused in post-transcriptional regulation of gene expression through 
alternative polyadenylation (APA) in the model organism Arabidopsis thaliana. It has been 
described that different APA types are related to cell type specification and differentiation 
through different strategies: On one hand, polyadenylation of different 3’UTR positions 
(canonic regions) results in mRNA with different length that can present different regulatory 
sequences which have a role on stability and localization of mature mRNA. On the other 
hand, polyadenylation at non canonic regions (5’UTR, CDS and introns) has been related to 
quality mechanisms and splicing. For this reason, we propose the following objectives: 

	 To assess the role of APA regulation of gene expression in Arabidopsis thaliana root 
development. 

	 To analyse the role of FIP1 in polyadenylation site (PAS) selection, as well as PAS 
distribution throughout genomic regions (3’UTR, 5’UTR, CDS and introns). 

	 To identify genes affected by APA during fip1-1 development under optimal
 
conditions.
 

	 To characterize fip1-1 phenotype and indentify altered signaling pathways due to 
APA. 

	 To assess the role of APA regulation of gene expression in abiotic stress response. 
We will analyze PAS distribution along genomic regions and we will identify APA 
regulated genes in response to stress. 

We identified fip1-1 a novel and viable mutant affected on FIP1, a subunit of the 
polyadenylation machinery. FIP1 stimulates poly(A) polymerase activity and also recognizes 
specific sequences of pre-mRNA. fip1-1 has a pleiotropic phenotype that it is affected in 
several developmental and stress responsive pathways. We have carried out phenotypic 
characterization of fip1-1, as well as transcriptomic RNASeq and polyadenylation site 
selection analysis. These approaches show that APA plays a role in different signal 
pathways related to regulation of development and abiotic stress responses. 

It has been observed that APA regulation takes place at some fitohormones networks such 
as auxins and abscisic acid (ABA), both key regulators of some of the altered developmental 
processes at fip1-1. Among these processes, root apical meristem and lateral root 
development stand out. 

On the other hand, we carried out a polyadenylation analysis under salt stress and nitrogen 
starvation and detected several APA events related to stress response in wildtype seedlings. 
Regarding to fip1-1, which is tolerant to tested stresses, we observed that a number of those 
APA events are FIP1-dependent. Besides, some of the APA events found at fip1-1 are also 
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present in wildtype plants under abiotic stress. Overall, these data suggest that FIP1 plays a 
role on poly(A) site selection in response to endogenous and environmental signals. 
Thereby, APA seems to be a key factor in development and stress response, and we aim 
that FIP1 moves polyadenylation machinery towards poly(A) sites that are specific to optimal 
growth conditions. 

In summary, it has been observed that FIP1 has a role in PAS selection and its absence 
induce APA in a set of genes. Among these genes, some gene ontology categories stand 
up: root development, ABA response and salt stress. Due to these APA events, fip1-1 shows 
alteration of several signalling pathways, which trigger developmental deffects. 

With regard to stress response, we observed that APA regulation of gene expression plays a 
role in salt stress and nitrogen starvation responses. Moreover, FIP1 plays an important role 
in this level of regulation. FIP1 has been proposed to induce undifferentiated cells 
transcriptomes, which correlates with the expression pattern observed and its tendency to 
select proximal PAS. With these data, we propose that fip1-1 phenotype in standard 
developmental conditions could be a consequence of its stress-response transcriptome. 
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Abreviaturas y siglas 

ABA: Ácido abscísico 

APA: Poliadenilación alternativa 

CF: Células fundadoras 

D-Root: Dark-Root 

FUE: Regiones lejanas situadas aguas arriba en los sitios de poliadenilación 

GFP: Proteína fluorescente verde 

GUS: β-glucuronidasa 

kb: kilobase 

mm: milímetro 

NUE: Regiones cercanas situadas aguas arriba en los sitios de poliadenilación 

PAS: Sitio de corte y poliadenilación 

PRL: Primordio de raíz lateral 

RAM: Meristemo radicular apical 

RL: Raíces laterales 

ROS: Especies reactivas de oxígeno 

um: micrómetro 

YFP: Proteína amarilla fluorescente 

ZD: Zona de diferenciación del meristemo radicular apical 

ZO: Zona de oscilación del meristemo radicular apical 

ZT: Zona de transición del meristemo radicular apical 
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Introducción
 

Las plantas son organismos sésiles que deben adaptar su crecimiento al medio que las 

rodea. Para ello, disponen de capacidad para formar órganos de origen postembrionario, lo 

que les permite modular su crecimiento según sus necesidades. Esta capacidad reside en 

un balance de la tasa de diferenciación celular y posterior diferenciación de las células 

meristemáticas. Este balance está regulado a través de una serie de factores genéticos que 

son influenciable por distintos estímulos externos 

Se han descrito diversos mecanismos genéticos de regulación que actúan para asegurar la 

actividad de las proteínas en el momento, lugar y medida necesarios. La regulación de la 

expresión génica se puede agrupar en 3 niveles principales: transcripcional, 

postranscripcional y postraduccional. Investigaciones recientes han permitido destacar el 

efecto de la regulación postranscripcional mediante poliadenilación alternativa (APA) en 

células animales y vegetales, habiéndose podido relacionar tanto con el grado de 

diferenciación celular como con la especificidad de tejido o la respuesta a estímulos. 

En este trabajo de tesis se estudia la regulación del desarrollo y respuesta a diferentes 

estrés abióticos mediante APA en Arabidopsis thaliana. En un rastreo de mutantes de 

Arabidopsis con alteraciones en el sistema radicular se identificó un mutante viable de FIP1, 

un componente esencial de la maquinaria de poliadenilación. Hemos caracterizado 

morfológica y molecularmente el mutante fip1-1, que muestra un fenotipo altamente 

pleiotrópico. Este mutante se identificó en un rastreo de mutantes que mostraba una 

deslocalización de la expresión del marcador de formación de raíces laterales SKP2B::GUS 

en la raíz y por los defectos que ésta tiene en su arquitectura radicular. 

Sistema radicular 

Debido a su incapacidad para desplazarse, el desarrollo del sistema radicular es 

fundamental para los organismos vegetales. La raíz permite la absorción de agua y 

nutrientes, da soporte estructural y ancla la planta al suelo. Además, participa en las 

interacciones con el ambiente biótico del suelo. Así, a pesar de que la morfología de la raíz 

está determinada genéticamente, la arquitectura final del sistema radicular depende en gran 

medida del ambiente; de modo que la planta adecúa su desarrollo al desarrollar una 

respuesta específica ante multitud de estímulos externos. De este modo, el patrón de 

desarrollo radicular se ve regulado por dos sistemas independientes: Endógeno 

(dominancia apical, número y posición de raíces laterales) y exógeno (distribución de 

nutrientes en el suelo, gravedad, intensidad y calidad de la luz que incide en el sistema 

radicular) (Woodward et al., 2005). 

La disponibilidad de agua y nutrientes son algunos de los factores limitantes del crecimiento 

en todos los ecosistemas, ya que su adquisición es vital para el mantenimiento de la 

proliferación celular, el crecimiento y la eficiencia reproductiva (Zhang y Forde, 2000; Lopez-

Bucio et al., 2002; Maruyama-Nakashita at al., 2004). La plasticidad en su desarrollo permite 

regular la formación de pelos radiculares y de raíces laterales y adventicias, lo que permite 

aumentar la superficie de absorción, así como explorar el suelo en busca de puntos de 
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elevada concentración de nutrientes (Smith y De Smet, 2012). De este modo, la producción 

de órganos de origen postembrionario permite que la planta module su desarrollo para 

incrementar la superficie de absorción en ambientes con baja disponibilidad de nutrientes 

y/o agua, respondiendo a una gran variedad de situaciones de estrés. Por todas estas 

razones, ampliar los conocimientos e investigar los factores que determinan la arquitectura 

de la raíz representa un hecho agronómico importante (Hodge, 2004). 

La ramificación del sistema radicular es un elemento clave en la capacidad de adaptación 

de la planta al medio. La formación de raíces laterales o adventicias, este proceso está 

regulado por señales hormonales y nutricionales que inducen o inhiben localmente su 

desarrollo (Bellini et al., 2014; Giehl and von Wirén, 2014). Se ha descrito una gran 

diversidad de arquitecturas radiculares en plantas superiores tanto a nivel anatómico como 

sistémico (Lloret y Casero, 2002). Uno de los aspectos básicos de esta arquitectura es la 

producción de raíces laterales o adventicias de origen postembrionario como complemento 

a la raíz principal. Así, mientras que en dicotiledóneas todo el sistema radicular procede de 

la ramificación de la raíz principal o seminal en raíces laterales (LR) (Nibau et al., 2008), las 

monocotiledóneas como el maíz (Zea mays) o el arroz (Oryza sativa) basan su desarrollo 

radicular en la producción de raíces adventicias (Hochholdinger et al., 2004; Osmont et al., 

2007). Se ha identificado una colección de genes comunes en el desarrollo de raíces 

laterales y adventicias (Hochholdinger y Zimmermann, 2008). Sin embargo, la regulación del 

desarrollo de estos dos órganos es independiente y se realiza a través de rutas específicas. 

A día de hoy se han hecho grandes avances en este terreno, especialmente en el caso de 

la dicotiledónea Arabidopsis thaliana L., que constituye el sistema experimental mejor 

caracterizado para el estudio del desarrollo radicular. 

Arabidopsis thaliana como organismo de estudio 

Arabidopsis thaliana (Figura) pertenece a la familia Cruciferae o Brassicaceae y se 

distribuye por Europa, Asia y Norteamérica (Meyerowitz y Somerville, 1994). Se han 

catalogado muchos ecotipos diferentes a partir de poblaciones naturales que están 

disponibles en diferentes bancos de germoplasma para su uso en investigación. Columbia y 

Landsberg son los ecotipos más utilizados como modelos para estudios genéticos y 

moleculares. 

Desarrollo y fisiología 

El ciclo de vida completo de Arabidopsis es de aproximadamente 6 semanas, incluyendo la 

germinación de la semilla, la formación de la roseta, el desarrollo del tallo principal, la 

floración y la maduración de las primeras semillas. El crecimiento de las plantas se puede 

llevar a cabo en placas petri bajo luces fluorescentes en el laboratorio o en macetas en un 

invernadero o cámara de cultivo. 

Las plantas desarrollan una arquitectura radicular simple, fácil para estudiar en cultivo in 

vitro. Las plantas maduras alcanzan entre 15 y 20 cm de altura y desarrollan una roseta que 

de entre 2 y 10 cm de diámetro, dependiendo de las condiciones de crecimiento. Las hojas 

están cubiertas con pequeños pelos unicelulares llamados tricomas que son un modelo muy 

14 



 
 

         

           

         

           

          

          

 

   

          

            

       

        

            

       

         

          

      

            

    

        

          

           

        

              

      

        

           

           

       

        

            

         

          

          

         

          

          

            

           

             

               

          

adecuado para estudiar morfogénesis y diferenciación celular. La floración empieza 

alrededor de las 3 semanas en tierra, y la inflorescencia resultante forma una progresión 

lineal de flores y silicuas durante varias semanas, antes de entrar en senescencia. Las 

flores, de 2 mm de longitud, pueden ser fácilmente fertilizadas aplicando polen sobre la 

superficie del estigma. Por su parte, los frutos son silicuas y contienen más de 50.000 

semillas que alcanzan unos 0,5 mm en la madurez (Meinke et al., 1998). 

Caracterización genética y molecular 

El genoma de Arabidopsis está organizado en cinco parejas de cromosomas y contiene 

27.025 genes. Su secuenciación se completó en diciembre del año 2000 gracias a una 

iniciativa Internacional The Arabidopsis Genome Initiative (AGI) (AGI, 2000). 

A lo largo de los últimos años, se han desarrollado numerosos recursos genéticos y 

métodos necesarios para definir a esta planta como un organismo modelo (Koncz et al., 

1992; Martínez-Zapater y Salinas, 1998). Las semillas maduras son las dianas perfectas 

para la mutagénesis química, lo que permite la producción masiva de mutantes puntuales. 

Por otro lado, la mutagénesis por inserción de ADN transferido (T-DNA) mediante 

Agrobacterium tumefaciens permite generar plantas transgénicas con una elevada 

eficiencia, así como elaborar mutantes de inserción con inserciones de T-DNA por todo el 

genoma (Meinke et al., 1998). 

En los últimos 25 años se han identificado miles de mutantes de Arabidopsis afectados en 

casi todos los aspectos del crecimiento y desarrollo vegetal, incluido el desarrollo radicular 

(Meyerowitz y Somerville, 1994). El análisis genético y molecular de mutantes de 

Arabidopsis ha proporcionado detalles moleculares de algunos genes involucrados en el 

contexto de genómica funcional (Finnegan et al., 1998), así como la identificación de genes 

con aplicación agronómica (Meinke et al., 1998). 

Por otro lado, estas técnicas han hecho posible identificar algunos de los mecanismos de 

regulación sistémica que modulan el desarrollo radicular. Entre ellos, destaca la 

señalización hormonal mediada por auxinas, que se ha descrito como inductora de la 

degradación de los inhibidores de la transcripción Aux/IAA. Estudios genéticos y 

moleculares han permitido identificar los receptores de auxinas y su posterior transducción 

de señal. En presencia de auxinas, las proteínas con función redundante de tipo F-box TIR1 

(TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1) y 5 miembros de la familia AFB (AUXIN 

RECEPTOR F-BOX PROTEIN) interaccionan con proteínas del tipo Aux/IAA y las marcan 

para su degradación vía Ubiquitina/Proteasoma (Darmashiri et al., 2005; Gray et al., 2003; 

Zenser et al., 2001 Kepinski y Leyser, 2005; Pérez-Torres et al., 2008). 

En ausencia de auxina los represores Aux/IAA dimerizan con factores de transcripción de 

respuesta a auxina llamados ARF (Auxin Response Factor), que a su vez regulan la 

transcripción de los genes de respuesta a auxina (Figura 1). La familia de factores de 

transcripción ARF está formada por 23 miembros (Guilfoyle y Gahen, 2007). Entre ellos, 5 

de ellos tienen función de activador transcripcional (ARF 4, 5, 6, 7 y 19) y el resto se 

asocian con un papel represor (Tiwari et al., 2003; Tiwari et al., 2004). Estos factores se han 

asociado al control de múltiples procesos de desarrollo, incluidos el desarrollo de raíces 
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laterales (Mallory et al., 2005; Wang et al., 2005; Tian et al., 2004). 

Figura 1: Regulación de la expresión de genes de respuesta a auxinas. En presencia de auxinas se 

induce degradación de los represores Aux/IAA y activación de la expresión de los genes inducidos 

por los factores ARF (Nanao et al., 2013). 

Desarrollo del sistema radicular de Arabidopsis thaliana. 

La raíz principal de A. thaliana presenta una anatomía muy simple. En una sección 

transversal se observa una epidermis monoestratificada que contiene entre 16 y 23 células 

y que reviste exteriormente a la raíz sin sucesión de continuidad (Figura 2). Está compuesta 

por dos tipos celulares cuya identidad depende de su posición relativa a las células 

corticales inmediatamente subyacentes (Overvoorde et al., 2010). Así, las células 

epidérmicas que contactan con las paredes transversales de dos células corticales 

adyacentes se diferencian en células que producen pelos radiculares (tricoblastos) 

(Cormack, 1949). Por otro lado, las células epidérmicas que contactan con la pared 

tangencial externa de solo una célula cortical (atricoblasto) generalmente no producen 

ningún pelo radicular (Dolan et al., 1993; Overvoorde et al., 2010). 

Inmediatamente hacia el interior se localizan dos capas de células: corteza (externa, células 

de mayor tamaño) y endodermis (interna). Ambos estratos suelen contener ocho células 

muy vacuolizadas que tienden a disponerse emparejadas radialmente. Las células de la 

endodermis presentan en sus paredes las características bandas de Caspary, que aíslan 

hidráulicamente a estas células de los haces vasculares. 

En el interior de la endodermis se encuentra el periciclo, que rodea a un cilindro vascular 

diarco que ocupa el centro de la raíz. El periciclo contiene entre 11 y 13 células de pequeño 

tamaño y con un citoplasma más denso que las células de la endodermis o de la corteza. 

Dentro del cilindro vascular, el xilema atraviesa diametralmente el cilindro vascular, con lo 

que ambos extremos (polos del xilema) contactan con las células del periciclo. Por otro lado, 

el floema forma dos grupos separados de células (polos de floema) situados 

perpendicularmente respecto a los polos del xilema y cuyas células más externas también 

establecen contacto con las células del periciclo. Las células del parénquima vascular, que 

constituyen el resto del cilindro vascular, separan las células del xilema de las del floema. 
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En una sección longitudinal las células se suceden a lo largo de la raíz formando columnas 

continuas que discurren en paralelo en la mayor parte de su extensión y que confluyen 

hacia las células iniciales, en el extremo del meristemo apical (RAM) (Dolan et al., 1993; 

Overvoorde et al. 2010). 

Figura 2: Organización celular de la raíz principal de Arabidopsis thaliana. A) Sección longitudinal B) 
Sección transversal a nivel de la zona madura C) Sección transversal a nivel de meristemo apical 
(Adaptado de Overhoorde et al., 2010). 

Crecimiento de la raíz principal de Arabidopsis thaliana 

Las raíces son capaces de mantener su crecimiento durante todo el periodo de vida de la 

planta (Waisel et al., 2002). En todas las plantas vasculares superiores, este crecimiento es 

consecuencia de dos procesos: proliferación y elongación celular. La proliferación se 

produce en el extremo apical del RAM, donde las células iniciales, localizadas junto al 

Centro Quiescente (CQ), se dividen para generar dos células hijas (Dolan et al., 1993; 

Overvoorde et al., 2010). La célula hija en contacto con el CQ se mantendrá en estadio de 

pluripotencia, mientras que la otra sufre una serie de divisiones celulares antes de salir del 

meristemo y elongar (Scheres, 2007). Así, las células se originan desde el centro 

quiescente formando columnas paralelas de modo que se mantiene la estructura del tejido 

(Figura 3) (Beemster et al., 2003). Atendiendo al estadio de desarrollo de los tipos celulares, 

el ápice radicular de Arabidopsis se puede dividir en las siguientes regiones (Dolan et al., 

1993): 

- Meristemo apical (RAM). El meristemo apical está localizado en el extremo de la 

raíz y contiene el nicho de células madre pluripotentes, así como aquellas células 

que están en proceso de división activa y experimentan niveles mínimos de 

elongación celular. En esta zona las células se dividen y elongan de forma 

coordinada de modo que el tamaño de la célula permanece más o menos constante. 
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Ambos procesos son simultáneos y su regulación es independiente y obedece a 

mecanismos de control diferentes (Barlow, 1984; Allan y Trewavas, 1986, Beemster 

et al., 2003). 

- Meristemo basal o zona de transición (TZ). En la zona basal del meristemo las 

células se dividen aproximadamente a la misma velocidad que en la mitad apical del 

meristemo, pero la velocidad de elongación incrementa con la distancia al ápice de 

la raíz. Como consecuencia, el tamaño de la célula empieza a aumentar 

progresivamente (Casero et al., 1989). 

- Zona de elongación (EZ). Las células no se dividen, pero elongan más del 40% por 

hora (Traas et al., 1998; Beemster y Baskin, 1998). Estas células pueden llegar a 

aumentar su longitud hasta el 300% en 3 horas (Verbelen et al., 2006), lo que 

conlleva que la longitud celular aumente hasta alcanzar un máximo que define el 

límite proximal de la zona de elongación. El mecanismo descrito para la inducción 

de elongación contemplan la acidificación de la pared celular mediante activación de 

bombas de protones y la activación de las enzimas expansinas, que relajan la pared 

y permiten su extensión (Shcherban et al., 1995; Vissenberg et al., 2005; Park and 

Cosgrove, 2012). 

- Zona madura de la raíz. Las células no se dividen ni elongan (salvo en procesos 

relacionados con el desarrollo de las raíces laterales). En su lugar, experimentan 

diferenciación celular en forma de modificaciones que determinan una forma y 

función determinadas, lo que permite la especialización en un tipo celular (De Smet 

et al., 2007) 

Figura 3: Procesos de crecimiento en el ápice de la raíz de Arabidopsis thaliana (Beemster et al., 

2003). 

El progreso de los diferentes procesos que intervienen en el crecimiento de la raíz principal 

depende del equilibrio entre proliferación y elongación, que a su vez se coordina mediante 

señales sistémicas. Se ha descrito un mecanismo de retroalimentación entre los sistemas 

antagónicos de señalización dependientes de auxinas y citoquininas que explica esta 

organización. Así, el gradiente de auxinas asegura la proliferación en el meristemo apical y 

su efecto se ve paulatinamente reprimido en la ZT por acción de las citoquininas (Figura 4 

A). 
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La distribución de auxinas a lo largo de la raíz principal depende de su síntesis en el 

meristemo apical (Chen et al., 2014) y del transporte polar (Rashotte et al., 2000). El punto 

máximo de respuesta a auxina se encuentra en el RAM, donde promueve la iniciación y el 

mantenimiento de la actividad mitótica en una doble estrategia. En primer lugar actúa como 

mitógeno estimulando la expresión de genes que codifican distintas proteínas clave en la 

transición G1/S (Doerner et al., 2000; Tromas et al., 2009). Además, la señalización por 

auxinas induce la expresión de una serie de factores de transcripción implicados en el 

desarrollo radicular. Por un lado, WOX5 (WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX5) se encarga 

del mantenimiento de la pluripotencia y la quiescencia en el CQ (Sarkar et al., 2007; Forzani 

et al., 2014). Por otro lado, la transcripción de los genes PLT (PLETHORA) mantiene la 

identidad y de la homeostasis de las células del CQ, además de estimular la actividad 

proliferativa de las células meristemáticas en un proceso dependiente de dosis (Aida et al., 

2004; Blilou et al., 2005; Mahönen et al., 2014). 

Esta señal activada por auxinas se modula de forma adicional mediante el efecto de las 

citoquininas, cuya síntesis se produce en el RAM y la ZT (Dello Ioio et al., 2008; Zhang et 

al., 2013). En el CQ los elevados niveles de citoquininas reprimen el influjo de auxina vía 

ARR1 (ARABIDOPSIS RESPONSE FACTOR 1) (Zhang et al., 2013). En las células 

iniciales, sin embargo, el regulador SCR (SCARECROW) reprime la expresión de 

transcripción ARR1 permitiendo así la entrada de auxina y la activación de la mitosis 

(Sabatini et al., 2003; Moubayidin et al., 2013). A su vez, la expresión de SCR es inducida 

por auxinas, lo que supone un sistema de retroalimentación que controla la homeostasis 

responsable de la actividad del nicho de células madre. Además, los altos niveles de 

auxinas en las células que rodean el CQ refuerzan el transporte polar mediante inducción 

de la degradación del inhibidor SHY2/IAA3 por el sistema SCFTIR1/AFB, lo que a su vez 

reduce la señalización de citoquininas (Mockaitis et al., 2008). 

En el meristemo basal, por otra parte, los altos de niveles de citoquininas activan la 

degradación de ciclinas mitóticas y, por tanto, favorecen el proceso de endorreduplicación y 

la consiguiente elongación celular (Okushima et al., 2014), además de estimular la 

expresión de ARR1 y ARR12, que a su vez inducen la expresión de SHY2/IAA3 (SHORT 

HYPOCOTYL 2). Este sistema, por una parte, reprime la señal de auxina y, por otra, altera 

el transporte para favorecer la acumulación de auxina en el RAM (Dello Ioio et al., 2008; 

Moubayidin et al., 2010). Además, se ha observado que la actividad de ARR1 también 

depende del correcto transporte basipétalo de auxinas hacia la ZT (Mouyabidin et al., 2010) 

y de la actividad de SCR en la endodermis (Mouyabidin et al., 2016), lo que supone un fino 

balance de señales hormonales. 

Recientemente se ha descrito que las señales de proliferación y diferenciación celular se 

integran a través de la distribución de flavonoles (Silva-Navas et al., 2016). Los flavonoles 

son compuestos polifenólicos producidos como metabolitos secundarios en respuesta a luz 

(Brown et al., 2001; Buer y Muday, 2004) y tienen función inhibidora de la síntesis y el 

transporte de auxinas (Brown et al., 2001; Peer et al., 2001; Peer et al., 2004; Peer et al., 

2013), además de regular la señalización por ROS (Maloney et al., 2014; Watkins et al., 

2014; Silva-Navas et al., 2016). La acumulación de flavonoles en la zona de diferenciación 

se favorece por señalización de citoquininas (a través de SHY2) y de peróxido de 

hidrógeno, lo que a su vez estimula la elongación celular. Así, los flavonoles se han 

propuesto como mecanismo intrínseco de regulación de la zonación del RAM en respuesta 

a señales endógenas (Figura 4B) (Silva-Navas et al., 2016). 
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Figura 4: A) Distribución de auxinas a lo largo de la raíz principal y gradiente de expresión de los 

genes PLT. Se representa el transporte de auxinas en naranja y la biosíntesis y transporte de 

citoquininas en azul (Barrada et al., 2015). B) Modelo de acción de los flavonoles como integradores 

de señales de proliferación y diferenciación celular (Adaptado de Silva-Navas et al., 2016). 

Se han observado evidencias de regulación a través de otras fitohormonas (Figura 5), como 

es el caso del ácido jasmónico, que inhibe el crecimiento primario a través del factor de 

transcripción MYC2/JAI1 (JASMONATE INSENSITIVE 1), regulador negativo de PLT1 y 

PLT2 (Chen et al., 2011). Otra de las hormonas implicadas en el control de la activación de 

rutas reguladas por auxina son los brasinosteroides (BRs), activadores de la transcripción 

de BES1 (BRI1-EMS SUPRESSOR1), un potente represor de las divisiones del centro 

quiescente (Vilarrasa-Blasi et al., 2014; Chaiwanon and Wang, 2015). Además, los 

brasinosteroides estimulan la expresión de ERF115 (ETHYLENE RESPONSE FACTOR 

115), un factor limitante en las divisiones del centro quiescente, lo que permite establecer 

una convergencia entre las rutas de señalización del etileno y los brasinosteroides (Ortega-

Martínez et al., 2007; Heyman et al., 2013). 

También se ha descrito que el ácido abscísico (ABA) regula la quiescencia e inhibe la 

diferenciación de las células del meristemo radicular (Zhang et al., 2010), además de 

estimular la elongación celular en la ZT (Sharp et al., 2004; Geng et al., 2013). Por otro lado, 

se ha observado que las giberelinas participan en la represión de la expresión de ARR1 por 

parte de SCR en la ZT (Mouyabidin et al., 2016). 
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Figura 5: Esquema general de la regulación entre los procesos de proliferación y diferenciación en la 

raíz principal de Arabidopsis. En el centro de la imagen se pueden observar las distintas capas 

celulares en un corte longitudinal. A la izquierda, se representa el proceso predominante a diferentes 

alturas del meristemo. A la derecha, las rutas de regulación implicadas en cada paso del proceso se 

esquematizan cómo se regula el ciclo celular en cada estrato celular (Adaptado de Barrada et al., 

2015). 

Desarrollo de las raíces laterales de Arabidopsis thaliana 

La formación de raíces laterales (RL) es un proceso organogenético postembrionario que 

contribuye al establecimiento de la arquitectura radicular en plantas superiores (Fukaki et 

al., 2009). Al igual que el crecimiento de la raíz principal, la iniciación de RL en Arabidopsis 

sigue un patrón acropétalo. Así, las RL jóvenes generalmente se encuentran en el extremo 

apical de la raíz, mientras que las raíces laterales más maduras se localizan en la zona 

proximal de la misma. La iniciación de estas raíces laterales ocurre a un ritmo regular 

durante el crecimiento de la raíz (Lucas et al., 2008) generando una distribución izquierda-

derecha (De Smet et al., 2007) 

En Arabidopsis thaliana las raíces laterales se originan a partir de células del periciclo 

adyacentes a los dos polos del protoxilema (células XPP, Figura 6B) que son especificadas 

como células fundadoras (CF) (Dolan et al., 1993; Casero et al., 1995; Laskowsky et al., 

1995; Malamy y Benfey, 1997; Casimiro et al., 2001, 2003; Dubrovsky et al., 2001; Lloret y 
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Casero, 2002). Dubrovsky y colaboradores definieron en 2001 estas células fundadoras 

como “células que adquieren un destino de desarrollo diferente del de su madre y, como 

consecuencia, juegan un papel principal durante los primeros estadios de la iniciación de las 

raíces laterales”. Estas células, una vez especificadas, experimentan una serie de divisiones 

y expansiones celulares pkara formar un primordio de raíz lateral (PRL) (Figura 6C) 

(Malamy y Benfey, 1997; Casimiro et al., 2001, 2003; Dubrovsky et al., 2001; Lloret y 

Casero, 2002; Péret et al., 2013) 

Figura 6: Estructura y desarrollo de la raíz de Arabidopsis. A) Sección longitudinal. Se pueden 

apreciar las distintas zonas del meristemo, así como los pasos más relevantes en la formación de 

PRL. B) Sección transversal del meristemo basal. Las células XPP se han destacado en color rojo 

con borde amarillo. C) Sección longitudinal de un PRL en desarrollo. Las células del periciclo 

próximas a las células XPP son especificadas en CF (verde) y la iniciación del PRL ocurre con la 

primera división asimétrica (Azul) (Van Norman et al., 2013). 

Descripción histológica del desarrollo del primordio de raíz lateral 

La iniciación de RL se detecta a nivel morfológico cuando determinadas células del XPP 

experimentan la migración de sus núcleos hacia la pared celular colindante. En Arabidopsis 

son tres las columnas de células del periciclo enfrentadas al protoxilema las que se dividen 

durante la formación de las raíces laterales. No obstante, experimentos de linaje celular han 

mostrado que sólo la fila central contribuye significativamente al establecimiento del 
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primordio (Kurup et al., 2005). Este proceso precede a una división transversal asimétrica y 

simultánea en ambas células que da lugar a dos células hijas cortas flanqueadas por dos 

células más largas (estadio I del PRL, Figura 7) (Casimiro et al., 2001; Casimiro et al.,2003; 

Dubrovsky et al., 2001; De Smet et al., 2007). Las divisiones asimétricas son indicativas de 

que las células hijas tienen distintos destinos celulares (Scheres y Benfey, 1999) y se ha 

observado que las células hijas pequeñas expresan genes relacionados con la división 

asimétrica (De Smet et al., 2008). 

Figura 7: Primeros eventos del desarrollo del PRL. a) Células del periciclo especificadas. b) Migración 

nuclear. c) División asimétrica. d) Divisiones periclinales (Sparks, 2015). 

Después del primer par de divisiones asimétricas en una columna del periciclo, las células 

localizadas a la misma altura en las columnas adyacentes también se activan. Las células 

hijas continúan dividiéndose simétrica y asimétricamente, desde el centro hacia arriba y 

hacia abajo, creando grupos con un máximo de diez células cortas que son similares en 

longitud. Una serie idéntica de divisiones mitóticas ocurre también en ambas columnas de 

células del periciclo adyacentes, lo que da lugar a un grupo de células cortas centrales 

localizadas al mismo nivel transversal. A menudo se observa una plasticidad considerable 

en el preciso orden de estas divisiones (Casimiro et al., 2001; Casimiro et al., 2003). 

Siguiendo un periodo de expansión radial, las células hijas cortas centrales se dividen 

periclinalmente para formar un primordio compuesto por dos capas de células definido como 

estadio II (Malamy y Benfey, 1997; Casimiro et al., 2001; Casimiro et al., 2003). Las 

siguientes divisiones conducen a los estadios III-VII, haciendo crecer el PRL en forma de 

bóveda o campana hasta emerger como RL (Figura 8) (Malamy y Benfey, 1997; Lucas et 

al., 2013). Debido a esta configuración en forma de campana, se ha podido observar una 

gran variabilidad en la orientación de los planos de estas divisiones (Lucas et al., 2013). 

Para completar la emergencia, los primordios deben atravesar varios tejidos de la raíz 

principal. En Arabidopsis, esto comprende capas monoestratificadas de células 

endodérmicas, corticales y epidérmicas (Dolan et al., 1993; Swarup et al., 2008; Péret et al., 

2009). Durante los últimos años se ha especulado que el desarrollo de las raíces laterales y 

los procesos de separación celular en los tejidos adyacentes de la raíz deberían estar 

finamente coordinados para minimizar los daños en los tejidos y reducir el riesgo de 

infección. Así, los pasos IV-VI del desarrollo del PRL son claves para su emergencia ya que 

de debe atravesar la Banda de Caspary, capa que aísla los tejidos internos de la raíz (Lloret 
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y Casero, 2002; Péret et al., 2009). 

Una vez atravesada la endodermis (estadio VI), los PRL tienen una organización similar al 

meristemo de la raíz principal. A partir de este punto, la elongación celular permite la 

emergencia desde la raíz madre (estadio VIII), proceso que se puede observar entre los 

cinco y los siete días post germinación (Casimiro et al., 2001; Dubrovsky et al., 2001). 

Para que se produzca esta emergencia los diferentes tejidos de la raíz principal deben 

participar activamente en el proceso. Se ha observado que las células situadas junto a los 

primordios expresan genes que codifican enzimas remodeladoras de la pared celular (CWR, 

cell wall remodelling) para facilitar la separación celular en los tejidos de alrededor y 

promover la emergencia de los PRL (Neuteboom et al., 1999; Roberts et al., 2002; 

Laskowski et al., 2006). 

Figura 8: Estadios de desarrollo de un PRL (Casimiro et al., 2001). 

El desarrollo de los primordios es fundamental en el establecimiento de la arquitectura 

radicular, por lo que es un proceso altamente regulado. Además, este desarrollo puede 

inducirse o reprimirse en respuesta a las condiciones ambientales, lo que permite a la planta 

adaptar su crecimiento. Algunos de los estímulos descritos que pueden modificar el 

desarrollo de los PRL de Arabidopsis thaliana son: la baja disponibilidad de agua como 

consecuencia de estrés osmótico/salino, así como la disponibilidad de nutrientes como 

nitrógeno y fósforo en el medio (Malamy, 2005; Deak y Malamy, 2005; Lima et al., 2010; 

Péret et al., 2011; Jones y Ljung, 2012; Lavenus et al., 2013) 

Regulación del desarrollo de raíces laterales 

La formación de raíces laterales es un proceso altamente regulado en Arabidopsis thaliana. 

A continuación se describen los mecanismos moleculares responsables del desarrollo de 

raíces laterales en Arabidopsis thaliana en cada uno de los siguientes procesos: 

Especificación de células fundadoras, iniciación del primordio de raíz lateral, emergencia y 

adquisición de meristemo. La Figura 9 muestra un resumen de las principales rutas 

reguladoras de dichos procesos identificadas. 
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Figura 9: Representación esquemática de los módulos de señalización de auxina que actúan durante 

la especificación, migración nuclear e iniciación del PRL (De Rybel et al, 2010). 

Especificación de células fundadoras 

La especificación de los primordios comienza en el meristemo basal, donde determinadas 

células del periciclo son especificadas para dar lugar a células fundadoras (CF) (Beemster 

et al., 2003). En esta región las células del periciclo próximas al floema mantienen su 

actividad mitótica paralizada en estado G1, mientras que aquellas próximas al xilema 

(Xylem pole pericycle cells - XPP-) tienen capacidad para pasar a fase G2 y continuar 

dividiéndose incluso después de salir del meristemo principal (Beeckman et al., 2001; 

Casimiro et al., 2003). De Smet y colaboradores demostraron en 2007 que las células XPP 

situadas en la ZT tienen una morfología y perfil de expresión génica concretos y se 

especifican en células proliferativas mediante señalización por auxina que se transporta 

desde el RAM a través de los transportadores PIN y AUX1 (De Smet et al., 2007). 

No todas las células XPP muestran el mismo potencial, ya que sólo algunas de ellas se 

dividen para formar primordios y establecerse como CF (Casimiro et al., 2003). 

Recientemente se ha asociado esta activación con la oscilación en la expresión de cientos 

de genes (Moreno-Risueno et al., 2010). Esta oscilación puede monitorizarse in vivo 

mediante diferentes construcciones del marcador de respuesta a auxinas DR5 (DIRECT 

REPEAT 5) y se ha observado hay un máximo de señal en las células del protoxilema 

localizadas en la zona de oscilación y que su periodo coincide con los picos de respuesta a 

auxinas que preceden la iniciación del primordio (De Smet et al., 2007; Moreno-Risueno et 

al., 2010). 

Se han identificado otros genes relacionados en la formación de LR o que actúan aguas 

abajo de la señalización de auxinas con expresión pulsátil en la zona de oscilación 

(Moreno-Risueno et al., 2010). Entre ellos, destaca el caso de ARF7 (AUXIN RESPONSIVE 

FACTOR 7), que oscila en antifase con DR5 y cuyo mutante ve afectada la formación de 

sitios de prerramificación. Estos resultados sugieren que ARF7 podría tener una función en 

la periodicidad de la expresión génica en la ZO, lo que podría explicar el patrón de 

expresión oscilatorio de genes como LBD16 (LATERAL ORGAN BOUNDARIES DOMAIN 
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16) implicado en la iniciación del primordio (Okushima et al., 2007). 

Por otro lado, se han identificado algunos genes activados por auxinas cuya expresión es 

específica de las CF: GATA23 (Regulado por ARF6, ARF8, ARF19 e IAA28, De Rybel et al., 

2010; Xuan et al., 2015), MAKR4 (MEMBRANE-ASSOCIATED KINASE REGULATOR 4) 

(Xuan et al., 2015; Van Norman et al, 2015) y SKP2B (S-PHASE KINASE-ASSOCIATED 

PROTEIN 2B, regulado por IAA28, Manzano et al., 2012). Así, Möller y colaboradores 

(2017) proponen que la activación transitoria de ARF7 podría ser resultado de la 

degradación periódica de determinadas proteínas Aux/IAA en la zona de oscilación como 

respuesta a la acumulación local de auxinas. 

Sin embargo, no se ha podido identificar evidencias de que otros promotores activados por 

auxinas presenten expresión oscilatorio. Además, la adición de auxina exógena en la zona 

de oscilación no es suficiente para iniciar una nueva oscilación de DR5 (Moreno-Risueno et 

al., 2010), lo que ha llevado a estos autores a afirmar que esta oscilación no es 

consecuencia de fluctuaciones en el contenido de auxinas. En su lugar, proponen un 

modelo de reloj biológico similar al observado durante la somitogénesis de animales 

vertebrados, de modo que este sistema de regulación endógeno e independiente de 

auxinas aseguraría el patrón de desarrollo espacial con información temporal (Moreno-

Risueno y Benfey, 2011). Esta hipótesis se apoya en la identificación de más de 2000 genes 

que oscilan en fase con DR5 y 1400 en antifase, así como en el hecho de que no se han 

identificado patrones de expresión en otras fases (Moreno-Risueno et al., 2010). 

Por último, es necesario remarcar que que el periodo de oscilación transcripcional en el 

meristemo basal es más corto que la frecuencia de iniciación de PRLs, lo que sugiere que la 

adquisición de competencia para formar una RL y la iniciación del PRL son procesos 

independientes (Moreno-Risueno et al., 2010). Manzano y colaboradores (2011) sugieren 

que el hecho de que se especifiquen más CF que PRL emergen permite a la planta generar 

un reservorio de CF que podrían responder a activación por señales externas, aportando 

capacidad de adaptación. 

Iniciación del primordio de raíz lateral 

En Arabidopsis, la primera división del periciclo para formar una RL ocurre en la zona de 

diferenciación (Casimiro et al., 2001) y corresponde con áreas de máxima respuesta a 

auxinas (Casimiro et al., 2001; De Smet et al., 2007; Dubrovsky et al., 2008). Sin embargo, 

se ha observado que la inhibición química del transporte de auxinas a las células 

fundadoras inhibe la división asimétrica inicial (Casimiro et al., 2001), aunque no la 

migración nuclear (De Smet et al., 2007), lo que implica que estas células deben haber sido 

expuestas a una señal inductora aún sin determinar. De Smet y colaboradores sugirieron en 

2007 que las células del protoxilema que expresan el marcador DR5 podrían señalizar a las 

células XPP adyacentes para que se dividan y den lugar a un primordio en estadio I. Así, la 

señal de auxinas podría ser una señal de división para la CF más que una señal de 

iniciación. 

Se ha monitorizado la respuesta y distribución de auxinas a lo largo del sistema radicular de 

Arabidopsis y se ha observado la inducción de DR5 en las CF se produce en una zona con 

bajos niveles de auxinas. Estos resultados han permitido establecer una ventana 
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espaciotemporal para la iniciación de RL. Esta ventana se adaptaría de forma dinámica al 

crecimiento de la raíz, lo que garantizaría una apropiada secuencia de formación de raíces 

laterales en función de las condiciones de crecimiento (Dubrovsky et al., 2006; Dubrovsky et 

al., 2008). 

Por otro lado, se ha observado que la alteración del transporte polar de auxinas altera su 

distribución en la ventana espaciotemporal a nivel mínimo. Sin embargo, esta fluctuación es 

suficiente para provocar inhibición de la iniciación (Dubrovsky et al., 2011; Marhavý et al., 

2013). Estos resultados sugieren que la respuesta podría desencadenarse ante 

fluctuaciones mínimas del estímulo. Así, una porción de las células XPP podrían estar 

experimentando cambios locales en los niveles de auxina disponible como señal para el 

desarrollo del primordio (Dubrovsky et al., 2011). 

Algunos de los transportadores de auxinas implicados en el proceso de activación de las 

células fundadoras son PIN3 (PIN-FORMED 3) y AUX1 (AUXIN TRANSPORTER PROTEIN 

1). PIN3 importa auxinas a las células del periciclo desde las células endodérmicas 

adyacentes para crear un punto de máxima concentración de auxinas que desencadena la 

iniciación del primordio (Marhavý et al., 2013). Por su parte, AUX1 se localiza en la 

membrana plasmática basal de las células del protofloema (donde facilita el transporte 

acrópeto de auxina) y en superficie la apical de las células de la cofia lateral y/o epidermis 

(Swarup et al., 2001). Se ha observado que los elementos más apicales del protofloema 

coinciden con la posición de las células fundadoras en la transición G1-S (De Smet et al., 

2003), lo que sugiere que AUX1 podría participar en la elevada concentración de auxina 

encontrada en esta posición (Kleine-Vehn et al., 2006). . 

Se han caracterizado muchos de los componentes de la transducción de señal que regula la 

formación de RL (Fukaki et al., 2007). Los resultados más recientes apuntan a que la 

distribución de auxina activaría el mecanismo de señalización vía TIR1/AFB1-3 y la 

consecuente activación de las células fundadoras, que iniciarían la migración nuclear y la 

primera división asimétrica (De Rybel et al., 2010; Goh et al., 2012). Así, los represores 

transcripcionales de la familia Aux/IAA regulados por TIR1/AFB serían degradados en 

respuesta a auxina, desencadenando la expresión de los genes de respuesta (Chapman y 

Stelle, 2009). Además, se han logrado identificar las rutas dependientes de auxina 

IAA12/BDL(BODENLOS)-ARF5 y IAA14/SLR-ARF7/ARF19 como componentes de 

respuesta necesarios para este proceso (Fukaki et al., 2002, 2005; Okushima et al., 2005; 

Vanneste et al., 2005; De Smet et al., 2010; Vernoux et al., 2011). 

Regulación vía IAA14/SLR-ARF7/ARF19 

Se han identificado mutantes puntuales de SLR incapaces de ser degradados a través de la 

ruta TIR1/AFB1-3 en respuesta a auxinas. Estos mutantes slr-1, que son dominantes 

negativos, son incapaces de llevar a cabo las primeras divisiones anticlinales del periciclo 

(Fukaki et al., 2002). Se ha observado que estos mutantes tienen bloqueada la expresión de 

SKP2B en CF y PRL, lo que sugiere que la degradación de SLR tras la especificación 

podría ser necesaria para que se diera la iniciación y la primera división asimétrica. Por otro 

lado, la sobreexpresión de CYCD3;1 (un regulador positivo de la transición G1/S) en el 

fondo mutante slr-1 induce algunas rondas de división, pero es incapaz de activar la 
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expresión de marcadores de la primera división asimétrica (De Smet et al., 2008) o de 

desarrollar el PRL (Vanneste et al., 2005), lo que demuestra que la activación del ciclo 

celular no es suficiente para rescatar la formación de los primordios en el mutante slr-1. 

La proteína SLR interacciona con ARF7 y ARF19 (Fukaki et al., 2005) y su degradación en 

respuesta a auxinas desbloquea a estos activadores y permite que se produzcan las 

divisiones anticlinales que dan comienzo al desarrollo del PRL (Fukaki et al., 2002; Wilmoth 

et al., 2005; Vanneste et al., 2005). El doble mutante arf7/arf19 presenta una drástica 

reducción en la formación de PRL (Fukaki et al., 2002; Wilmoth et al., 2005). Sin embargo, 

esta reducción no es total, lo que sugiere que otros factores de transcripción podrían 

contribuir al proceso de formación de RL (Fukaki et al., 2007). 

Por otro lado, simulaciones recientes muestran que la inducción del gen de respuesta a 

auxinas ARF7 comienza durante la iniciación y que actúa en un sistema de 

retroalimentación positiva que mantiene elevados los niveles de auxinas en el PRL en 

desarrollo (Lavenus et al., 2015; Chen et al, 2015). Se ha identificado a la familia de factores 

de transcriptión LBD (LATERAL ORGAN BOUNDARIES DOMAIN) como genes diana de la 

ruta SLR/IAA14-ARF7/ARF19. LBD16, LBD18 y LBD19 son reguladores positivos de la 

formación de raíces laterales (De Smet et al., 2010). LBD16, por su parte se expresa 

específicamente en las células del periciclo antes de la iniciación y su inducción 

desencadena la migración nuclear que es uno de las etapas iniciales y limitantes del 

desarrollo del primordio (Goh et al., 2012). 

Otro de los targets identificados de SLR/ARF7 es el factor de transcripción MYB77 (Shin et 

al., 2007). El mutante myb77 reduce sus niveles de expresión y esto se traduce en una 

disminución de la densidad de raíces laterales. El dominio de activación de MYB77 

interacciona con los dominios III y IV de la proteína SLR1 y se ha observado que la 

coexpresión de MYB77 y la región C-terminal de ARF7 aumenta la expresión de genes de 

respuesta a auxina en protoplastos. Las interacciones con SLR y ARF7, así como su efecto 

sinérgico, sugieren que MYB77 (e incluso otros MYBs relacionados) interaccionan con los 

factores ARF para regular procesos de respuesta a auxina. 

Regulación vía IAA12/BDL(BODENLOS)-ARF5 

Alternativamente, se ha descrito el módulo BDL(BODENLOS)/IAA12-ARF5 como regulador 

de la formación de RL que actuaría aguas abajo de SLR/IAA14-ARF7/ARF19 (De Smet et 

al., 2010). Este trabajo propone la coordinación de módulos discretos y sucesivos que 

regularían distintos aspectos del desarrollo en respuesta a auxinas de una forma similar a la 

regulación de dianas únicas que controla la respuesta bipartita de la auxina durante la 

especificación de la hipófisis (Weijers et al., 2006). . 

Otros reguladores de la iniciación mediada por auxinas del primordio de raíz lateral. 

Se han identificado numerosos genes implicados en el desarrollo de los PRL, aunque sus 

rutas de regulación están sin determinar. En conjunto, estos resultados permiten describir 

una red genética que regula procesos muy diversos en función de su respuesta a una sola 
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molécula señalizadora: la auxina, mediante mecanismos de respuesta multimodular (De 

Smet et al., 2010) A continuación se describen los más relevantes: 

- El factor de transcripción de tipo AP2 (APETALA 2) / EREBP (ETHILENE 

RESPONSIVE ELEMENT BINDING PROTEIN) PUCHI se expresa en respuesta a 

auxinas en todas las células de PRL en estadios tempranos, donde controla los 

patrones de división del primordio (Hirota et al., 2007) 

- GNOM regula la división celular asimétrica (Steinmann et al., 1999) y su mutación 

produce incapacidad para iniciar el primordio (Geldner et al., 2004). Este gen 

codifica una ARF-GEF (ADP RIBOSYLATION FACTOR-GUANIDINE EXCHANGE 

FACTOR) que regula el tráfico de los transportadores de auxinas tipo PIN 

(Steinmann et al., 1999) 

- El gen ACR4 (ARABIDOPSIS CRINCKLY 4) se expresa en las células hijas 

pequeñas que se forman después de la primera división asimétrica y su mutación 

provoca defectos en la distribución alterna de los primordios, así como en su periodo 

a lo largo de la raíz principal y alteraciones de la expresión de LBD5 o DR5 en los 

PRL. Esta proteína se ha descrito como un receptor tipo kinasa asociado a 

membrana que sería responsable de detectar y transmitir una señal inhibitoria de la 

división celular. Así, reprimiría de una forma no autónoma la proliferación de las 

células del periciclo que rodean el primordio (De Smet et al., 2008) 

- El factor de transcripción MYB93, que es inducible por auxinas, se expresa de forma 

exclusiva y temporal en las células endodérmicas localizadas en los nuevos 

primordios, desde donde regula negativamente el desarrollo de la raíz lateral (Gibbs 

et al., 2014) 

- El gen DFL1/GH3.6, participa en la transducción de señal mediada por auxinas y es 

inhibidor de la diferenciación celular durante la formación de raíces laterales, así 

como de la elongación celular en la parte aérea y el hipocotilo (Nakazawa et al., 

2001) 

Regulación mecánica de la iniciación de raíces laterales 

De forma paralela al control genético existe un mecanismo de regulación del patrón espacial 

de las raíces laterales mediado por respuestas trópicas o estímulos mecánicos (Ditengou et 

al., 2008). Se ha observado que el estímulo gravitrópico, provocado por la torsión manual 

de la raíz, puede inducir el desarrollo de primordios en la zona externa de raíces dobladas 

(Lucas et al., 2008). Este proceso de inducción se han asociado a una acumulación de 

auxinas en la zona doblada (Ottenschlager y colabores (2003) y Swarup y colaboradores 

(2005). Análisis transcriptómicos de estos experimentos de torsión manual han revelado 

cambios dinámicos en la expresión de genes de respuesta a auxina consistentes con una 

redistribución de la misma (Ditenglou et al., 2008; Laskowski et al., 2008). 

Se ha propuesto que la estimulación mecánica induce cambios en la expresión de genes de 

respuesta a auxinas en el sitio de iniciación de RL mediante relocalización del transportador 

PIN1 (PIN-FORMED1) en las células adyacentes del protoxilema (Ditenglou et al., 2008). 

Por otro lado, Laskowski y colaboradores (2008) elaboraron un modelo in silico en el que el 

estímulo gravitrópico generaría acumulación de altos niveles de auxina en la parte superior 

de la raíz doblada como consecuencia de cambios en los tamaños celulares. Esta señal 

promovería la expresión del importador de auxinas AUX1 (AUXIN RESISTANT 1) y se 

desencadenaría un proceso de retroalimentación positiva que concluiría con la aparición de 
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un punto máximo en los niveles de esta fitohormona. El defecto en la formación de RL del 

mutante aux1, sin embargo, puede ser compensado por estimulación mecánica (Ditenglou 

et al., 2008). Estos datos, unidos al hecho de que el mutante pin1 no muestra defectos en 

el desarrollo de RL (Benkova et al., 2003), sugieren que la señalización mediada por 

estímulo mecánico es independiente del marcaje de las células fundadoras. Así, se puede 

afirmar que la distribución de los PRL se encuentra bajo regulación de al menos dos 

mecanismos diferentes que operan de forma coordinada, lo que puede explicar la capacidad 

de la raíz para responder a señales endógenas y ambientales. 

Emergencia del primordio de raíz lateral 

La emergencia de las raíces laterales es un proceso altamente regulado e independiente de 

la iniciación del primordio (Casimiro et al., 2001; De Smet et al., 2007). Su progreso 

depende de la auxina sintetizada en la parte aérea (Bhalerao et al., 2007; Swarup et al., 

2008), que se trasloca a la raíz mediante los transportes floemático y polar (Ljung et al., 

2005). Si durante la iniciación del primordio la auxina estimulaba la división celular, durante 

el desarrollo del primordio su función se encuentra ligada a la separación celular mediante 

el control de los niveles de expresión de enzimas remodeladoras de la pared celular como 

pectoliasa, pectil metilesterasa, expansinas y b-xilolasa (Boerjan et al., 1995; Laskowski et 

al., 2006). Así, la auxina actúa como una señal inductora que reprograma las células 

adyacentes al PRL y estimula la separación de sus paredes celulares (Swarup et al., 2008). 

La auxina se acumula en un primer momento en las células centrales de los PRL para pasar 

más adelante a las células del extremo del primordio. Ahí, estimulará la degradación de las 

proteínas Aux/IAA y la consiguiente activación de los factores de transcripción ARF. Uno de 

los targets identificados de esta ruta son los transportadores de auxinas PIN3  y LAX3 (LIKE 

AUX1 3), estimulados por ARF7 (Figura 10) (Péret et al., 2013; Palme y Teale, 2013). PIN3 

se expresa en las células corticales como respuesta a la señal de auxina emitida por las 

células XPP. El resultado es una pérdida neta de la respuesta a auxinas en estas células. 

Sin embargo, la señal es suficiente para que las dos columnas de células corticales que 

rodean a los PRLs expresen LAX3, experimenten acumulación local de auxinas y activen la 

señal para llevar a cabo la separación celular necesaria para el desarrollo del primordio 

(Swarup et al., 2008; Péret et al., 2013). Este patrón de expresión restringido asegura que la 

separación celular esté sincronizada con el desarrollo y la emergencia de los PRLs, 

reduciendo la tensión creada por los tejidos de alrededor y permitiendo a las células 

meristemáticas del ápice de los PRLs dividirse periclinalmente (Péret et al., 2009). 
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Figura 10: Inducción secuencial de los transportadores de auxinas PIN3 y LAX3 en el desarrollo del 

PRL. A) Modelo de la ruta de regulación de la expresión de LAX3. B) La auxina procedente de las 

células XPP estimula la expresión de PIN3 en el córtex, lo que resulta en un flujo neto de auxinas 

hacia las células de la epidermis. C) Las células corticales que rodean a las CF acumulan suficiente 

auxina para inducir la expresión del importador de auxinas LAX3, lo que desencadena la separación 

celular necesaria para el desarrollo del PRL. (Péret et al., 2013). 

En lo que a su función se refiere, se ha podido determinar que LAX3 regula la expresión 

dependiente de auxina de un grupo de enzimas remodeladoras de pared celular (CWR) en 

las células que rodean al primordio (Cosgrove, 2000; Marín-Rodríguez et al., 2002; 

Vissenberg et al., 2005; Wen et al., 2006). Como resultado de la activación enzimática, las 

paredes de las células que rodean a los PRLs se debilitan. Sin embargo, en la endodermis 

este mismo grupo de enzimas remodeladoras está controlado por IAA/SHY2, lo que refleja 

las diferencias en la composición de la pared celular entre los tejidos de la endodermis de la 

raíz principal y la raíz lateral (Tian y Reed, 1999; Vermeer et al., 2014). 

Sin embargo, la remodelación de la pared no es el único proceso necesario para la 

emergencia de los PRL (Caspary, 1865). Además de las distintas capas celulares, el 

primordio debe atravesar la Banda de Caspary, una red que conecta las células de la 

endodermis con una barrera impermeable que sella el espacio apoplástico (de Rufz de 

Lavison, 1910; Nagahashi and Thomson, 1974). La formación de la Banda de Caspary 

depende de las enzimas CASP (CASPASAS), que guían a la maquinaria de biosíntesis de 
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lignina (Roppolo et al., 2011), así como de la acción de NADPH oxidasas y peroxidasas que 

favorecen la polimerización (Lee et al., 2013). Adicionalmente, las células endodérmicas 

presentan un segundo nivel de diferenciación de pared celular que consiste en el depósito 

de suberina entre la pared primaria y la membrana citoplásmica (Andersen et al., 2015; 

Barberon et al., 2016). 

Otro de los factores clave en la emergencia de las RL es el transporte de agua. (Péret et al., 

2012). Los PRLs están aislados simplásticamente de la vasculatura de la raíz principal 

(Oparka et al., 1995), por lo que es necesario establecer un flujo de agua entre las células 

que se están expandiendo y dividiendo. Se han descrito cambios en la distribución de 

acuaporinas que facilitan la emergencia de las RL como respuesta a auxina, así como una 

compleja interacción espaciotemporal entre ambas (Figura 11) (Péret et al., 2012). La 

mayoría de los genes que regulan la actividad de las acuaporinas están reprimidos en la 

raíz principal de Arabidopsis durante la formación de las raíces laterales, mientras que se 

expresan en la base de estadios tempranos (I-II) de los PRLs, de una manera dependiente 

de auxina. Así, la auxina reprime la conductividad hídrica en las células de la raíz principal 

y la promueve en los PRLs (Péret et al., 2012) 

Figura 11: Regulación de la emergencia mediante control del equilibrio hídrico. Como resultado de la 

acumulación de auxina, se estimula el transporte de agua en los tejidos basales del PRL (Péret et al., 

2012). 

Adquisición de meristemo 

Se ha descrito ampliamente el control del desarrollo de los PRL mediante la importación de 

auxina sintetizada en la parte aérea y traslocada a la raíz mediante transporte polar y 

floemático (Bhalerao et al., 2007; Ljunget al., 2005; Swarup et al., 2008). Sin embargo, 

experimentos de escisión de tallo han demostrado que, aunque los PRL jóvenes son 

incapaces de continuar dividiéndose en ausencia de auxina exógena, los primordios 

maduros son capaces de finalizar correctamente su desarrollo (Dubrovsky et al., 2001). Así, 

los PRL entre los estadios de desarrollo III y V se desarrollan independientemente de la 

auxina proveniente del transporte polar, lo que indica que contienen tipos celulares que han 

desarrollado la capacidad de funcionar como fuente de auxina endógena (Laskowski et al., 

1995; Himanen et al., 2002; Marchant et al., 2002; Casimiro et al., 2003). 

El establecimiento de un gradiente autónomo de auxinas a lo largo de la raíz lateral en 

crecimiento es fundamental para su desarrollo y su efecto es similar al de los gradientes de 

morfógenos en el desarrollo animal (Bhalerao y Bennett, 2003). Se ha observado que la 

respuesta máxima a auxinas se localiza en las células centrales de primordio durante las 

primeras etapas de su desarrollo para trasladarse más tarde al ápice de los PRLs 
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multicelulares (Benková et al., 2003; Péret et al., 2009). Este gradiente depende del 

transporte auxina mediado por GNOM y los transportadores PIN (Friml et al., 2003). La 

interferencia química (a través de inhibidores) o genética (mutantes) con el transporte de 

auxina origina alteraciones tanto en el establecimiento del gradiente de auxina como en el 

desarrollo de los PRLs (Benková et al., 2003; Geldner et al., 2004). 

Otras rutas de regulación hormonal implicadas en la formación y desarrollo de PRL. 

Citoquininas 

Se ha descrito una actividad represora de las citoquininas en la formación de raíces 

laterales. Esta represión se produce mediante interrupción del transporte polar de auxinas 

(Benková et al., 2003; Laplaze et al., 2007; Li et al., 2006). Bielach y colaboradores 

demostraron que las fases tempranas del desarrollo de PRL, incluyendo las células en 

estadio premitótico, son más sensibles a citoquinina que los primordios desarrollados 

(2012). Estos autores proponen que la sensibilidad a citoquininas está inversamente 

relacionada con los niveles de auxina endógena, de manera que en la ventana de 

desarrollo, donde los niveles de auxina son bajos, la citoquininas adicionada exógenamente 

sería capaz de interrumpir el proceso de desarrollo del primordio. Sin embargo, en 

primordios más desarrollados, donde los niveles de auxina son mayores, el impacto de las 

citoquininas sería menor. 

ABA 

El Ácido Abscísico (ABA) participa en la formación de raíces laterales a diferentes niveles. 

En primer lugar, se ha descrito un papel promotor que actúa a través de la inducción de la 

expresión de genes inducidos por auxinas. El receptor PYL 8 (PYR1-like), interacciona 

directamente con los factores de transcripción MYB77, MYB44 y MYB73, lo que permite 

modular la actividad de ARF7 e incrementar la expresión de LBD16 y LBD29, ambos 

inductores de la formación y elongación de raíces laterales (Okushima et al., 2005; 

Okushima et al., 2007; Wilmoth et al., 2005). 

Por otro lado, se ha descrito que el ABA tiene un papel inhibidor de la formación de RL 

mediante la inhibición de la expresión de TIR1 vía miR393 y ABI4 (ABA INSENSITIVE 4), lo 

que conlleva inhibición de la respuesta a auxinas (Chen et al., 2012). Además, el ABA tiene 

un papel antagonista del efecto cooperativo de Giberelinas (GA) y etileno, ambos inductores 

de la muerte celular programada de las células epiteliales adyacentes al PRL (Mergemann 

and Sauter, 2000; Steffens et al., 2006). 
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Figura 12: Esquema general de las rutas hormonales de regulación de la formación de RL en 

Arabidopsis thaliana (Chen et al., 2012). 

Poliadenilación alternativa 

El transcriptoma de las células eucariotas se modifica por diferentes procesos que regulan 

su estabilidad y traducción. Uno de esos procesos clave en la maduración de los pre-mRNA 

es el corte endonucleotídico del ARN naciente, seguido de la síntesis de una cola de 

adeninas (Poly(A)) en su extremo 3’UTR (Colgan et al., 1997). La poliadenilación es 

esencial para la localización, exportación, estabilidad y traducción del RNA maduro 

(Revisado por Millevoy y Vagner, 2009) y su adición se regula de forma interconectada a los 

procesos de procesamiento (splicing) y transcripción (Maniatis et al., 2002). 

Se han hallado multitud de evidencias de un sistema de regulación de la expresión génica 

mediante la selección del sitio de corte y poliadenilación que implica selección de sitios de 

poliadenilación (PAS) en diferentes regiones genómicas del mensajero inmaduro (UTRs, 

CDS e intrones). Este nivel de regulación se encuentra ampliamente extendido entre los 

metazoos y ha permitido describir el proceso de Poliadenilación Alternativa (APA) como 

aquel que genera mensajeros de distinta longitud en respuesta a señales específicas de 

tejido, de estadio de desarrollo y de respuesta a estímulos (Elkon et al., 2013; Tian & 

Manley, 2013; Gruber et al., 2014; Neve et al., 2014). 

Recientes proyectos de secuenciación masiva han mostrado que el proceso de 

poliadenilación alternativa se da en un 70-79% del transcriptoma de mamíferos (Revisado 

por Derti et al., 2012), 54% en Drosophila melanogaster (Smibert et al., 2012), 30-40% en 

Caenorhabditis elegans (Mangone et al., 2010; Jan et al., 2011; Haeni et al., 2012), 70-75% 

y en Arabidopsis thaliana (Wu et al., 2011; Sherstnev et al., 2012). En levaduras, por otro 

lado, se ha descrito una amplia extensión de sitios de poliadenilación alternativos, aunque el 

porcentaje de genes afectados difiere entre las distintas publicaciones (Ozsolak et al., 2010; 

Wilkening et al., 2013) (Tabla 1). 
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Tabla 1: Porcentaje de eventos de poliadenilación alternativa en diferentes especies (Shi et al., 

2012). 

La selección de PAS alternativos revela un nuevo nivel de regulación de la expresión génica 

con un elevado nivel de complejidad. En primer lugar, y dado que el proceso de 

poliadenilación conlleva el corte del mensajero, la selección de PAS puede producir 

proteínas truncadas, así como añadir o eliminar diferentes segmentos reguladores en el 

mensajero maduro, tales como sitios de unión de microRNA (Sandberg et al., 2008; Mayr et 

al., 2009; Pelechano et al., 2013; Lianoglou et al., 2013; Masamha et al., 2014; Geisberg et 

al., 2014; Oikonomou et al., 2014). Además, se ha podido asociar la poliadenilación con los 

eventos de splicing, adiciòn del CAP 5’, iniciaciòn y terminaciòn de la traducciòn (Proudfoot, 

2004; Tollervey, 2004; Tian et al., 2007). 

La selección de los distintos sitios de corte y poliadenilación se regula mediante la 

interacción entre elementos en cis localizados en la secuencia del pre-mRNA y la 

maquinaria de poliadenilación (Danckwardt et al. 2008) y se traduce en la generación de 

diferentes mensajeros que pueden tener afectada la longitud de su extremo 3’UTR o sufrir 

cambios en su región codificante (Figura 13). Los sitios de corte y poliadenilación (PAS) 

pueden situarse en el extremo 3’UTR y afectar a la presencia de diferentes elementos que 

actúan en cis durante la regulación postranscripcional. Por otro lado, los PAS situados 

aguas arriba del último exón (formas no canónicas) conllevan la producción de isoformas 

proteínicas alternativas, así como tránscritos susceptibles de ser objeto de regulación 

postranscripcional (Hamill et al., 2010). A continuación se describen los métodos de 

regulación descritos para estas dos formas de poliadenilación alternativa. 
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Figura 13: Esquema de posibles sitios de poliadenilación alternativa. Las cajas azul oscuro 

representan la región codificante, mientras que las claras son los extremos UTR. Los mensajeros 

maduros se han categorizado en funciòn de la localizaciòn del PAS alternativo: Extremo 3’UTR (tipo 

II), intrón (tipo III) y región codificante (tipo IV) (Lutx y moreira 2011). 

Poliadenilaciòn del extremo 3’UTR 

La selecciòn de PAS alternativos en el extremo 3’UTR da lugar a mensajeros con diferente 

longitud. En células humanas, se ha observado que la distribución de estos mensajeros 

depende de la localización subcelular. Las isoformas largas tienen tendencia a localizarse 

en el núcleo, aunque no se ha podido determinar si se debe a diferencias en la estabilidad 

de los mensajeros en su exportación al citoplasma (Djebali et al., 2012; Neve et al., 2016). 

Uno de los factores que apoyan la teoría de la estabilidad es la presencia de elementos 

reguladores en la secuencia del 3’UTR alternativo. Se han descrito numerosas evidencias 

de la presencia de motivos reclutadores de proteínas en estas secuencias. En mamíferos y 

levaduras se ha observado que el acortamiento masivo de los extremos 3’UTR no 

correlaciona con cambios generales de expresión (Spies et al., 2013; Gupta et al., 2014). 

Estas secuencias pueden contener motivos represores (Sandberg et al., 2008; Mayr et al., 

2009; Pelechano et al., 2013; Lianoglou et al., 2013; Masamha et al., 2014) o activadores 

(Geisberg et al., 2014; Oikonomou et al., 2014) y el resultado de su eliminación masiva 

podría ser neutral para el transcriptoma (Chen y Shyu, 2016). 

Los elementos reguladores en cis responsables de la estabilidad del mensajero más 

estudiados son los ARE (Barreau et al., 2006; Fabian et al., 2012; Jonas et al., 2015). Estos 

elementos reclutan proteínas de unión (ARE-Binding Proteins) y mi RNAs, además de 

deanilasas y/o enzimas decapantes que promueven la degradación del mensajero (Behm-

Ansmant et al., 2006; Stoecklin et al., 2006; Garneau et al., 2007; Sandler et al., 2011; Hogg 

y Goff, 2010; Gong et al., 2011). 

Uno de los procesos mejor estudiados en este nivel de regulación de la expresión genética 

es la inestabilidad que produce la aparición de dianas de miRNA, comunes en esta región 

(Bartel et al., 2009; Sandberg et al., 2008; Ji et al., 2009; Lianoglou et al., 2013). Se ha 
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observado que el acortamiento de los extremos 3’UTR durante la proliferaciòn celular 

mejora el contexto de reconocimiento para los miRNA, aumentando su eficiencia en la 

promoción de la división (Hoffman et al., 2016). También se ha encontrado que el ratio de 

isoformas es específico de tipos celulares en mamíferos y se ha sugerido que el uso de 

PAS proximales en células específicas podría evitar el silenciamiento por elementos 

localizados en el extremo distal del 3’UTR (Derti et al., 2013; Lianoglou, 2013). Así, se ha 

observado que, entre los genes transcritos ubicuamente, aquellos que producen sólo una 

isoforma están enriquecidos en sitios de reconocimiento para miRNAs específicos de tejido, 

mientras que aquellos que experimentan APA se encuentran enriquecidos en sitios de 

reconocimiento de miRNAs generales (Lianoglou et al, 2013). 

Figura 14: Regulación de la presencia de elementos reguladores en el extremo 3’UTR de mensajeros 

maduros alternativos. La presencia de motivos reclutadores de proteínas de unión a RNA o miRNAs 

en el extremo alternativo regulan la localización, traducción y estabilidad del mensajero (Tian y 

Manley, 2013). 

Por otra parte, se ha observado que secuencias localizadas en el extremo 3’UTR de 

algunos mensajeros pueden facilitar las interacciones proteína-proteína, actuando como 

reclutadores de la maquinaria de traslación. Así, favorecen su transporte a las proximidades 

del retículo endoplásmico, donde se acopla la traducción con la translocación de la proteína 

naciente (Loya et al., 2008; Reid et al., 2015; Berkovits et al., 2015). 

En Arabidopsis thaliana se ha observado cambios en el 3’UTR en más del 80% de los 

genes que sufren APA, haciéndolos susceptibles de servir de diana para distintos 

reguladores de la expresión (Wu et al., 2011). 

Poliadenilación aguas arriba del último exón. 

Los eventos de APA localizados en la regiòn codificante, los intrones, o los extremos 5’UTR 

dan lugar a isoformas de mRNA no canónicas. En los dos primeros casos, la selección de 

estos sitios de corte y poliadenilación conlleva cambios en la secuencia de aminoácidos de 

la proteína resultante, lo que conlleva un aumento de la variación genética sin que se 

produzca cambio alguno en la secuencia del DNA. Esta diversificación del transcriptoma 
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sería específica de tejido y tipo celular y se ha asociado con el mantenimiento del estado de 

proliferación celular (Elkon et al., 2012; Hoque et al., 2013; Taliaferro et al., 2016). Además, 

se han descrito fenómenos de diversificación proteínica mediante APA que afectan a 

algunos dominios de anclaje a membrana (Davis et al., 2006), así como producción de 

proteínas truncadas que con un efecto de dominancia negativa (Mbita et al., 2012). 

La producción de mensajeros no canónicos se ha asociado con represión de la expresión. 

Así, se han descrito mecanismos de degradación de tránscritos aberrantes que afectan a 

algunas de las isoformas producidas por APA. En el caso de los PAS localizados en 

intrones, el resultado habitual es la formación de un tránscrito con un codón stop prematuro 

(PTC), que son dianas del sistema Nonsense-Mediated decay (NMD, Figura 15) (Arciga-

Reyes et al., 2006; Hogg y Goff, 2010; Hwuang y Maquat, 2011). Este proceso está 

mediado por la familia de proteínas UPF (UP-FRAMESHIFT SUPPRESSOR) que, en 

Arabidopsis thaliana, se encargan de la degradación de los PCT en proceso independiente 

de la maquinaria de splicing (Arciga-Reyes et al., 2006). Recientemente se han podido 

identificar algunos procesos regulados por este sistema en Arabidopsis: Se ha observado 

regulación del tiempo de floración por producción de distintas isoformas del tránscrito FCA 

(Simpson et al., 2013; Duc et al., 2003). Además, el sistema NMD se ha asociado con la 

modulación de la inmunidad en respuesta a infecciones bacterianas (Wachter y Hartmann, 

2014). 

Se han descrito PAS localizados en intrones en un 2-6% de los casos de APA analizados en 

Arabidopsis (Shen et al., 2011; Wu et al., 2011). Ambas publicaciones muestran evidencias 

de una regulación cruzada entre los procesos de splicing y poliadenilación y sugieren un 

papel de los intrones en la regulación de la expresión. La retención de intrones es un 

fenómeno común en plantas (Ner-Gaon et al. 2004), aunque aún no se ha podido 

determinar si esta retención es responsable del APA o es el evento de corte y 

poliadenilación lo que bloquea el procesamiento del intrón. Además, el análisis de las 

secuencias adyacentes a los PAS localizados en intrones reveló que no hay diferencias 

significativas entre estos y aquellos localizados en el extremo 3’UTR (Wu et al., 2011). 

Por otro lado, la poliadenilación de la región codificante (CDS), genera tránscritos que 

carecen de codón STOP. En mamíferos y levaduras, estos mensajeros son inestables y se 

degradan por el mecanismo Non-Stop Decay (NSD, Figura 15). Este sistema actúa a través 

del exosoma en levaduras (Frischmeyer et al., 2002; Van Hoof et al., 2002), mientras que en 

mamíferos produce inhibición de la traducción por acumulación de los ribosomas (Akimitsu 

et al., 2007). El sistema NSD, en estos casos, se ha interpretado como mecanismo de 

control de calidad de los mRNA, de modo que la célula eliminaría los tránscritos en los que 

se han producido errores en la transcripción o en el procesamiento. Sin embargo, la elevada 

presencia de PAS situados en el CDS de Arabidopsis thaliana (10% de los casos de APA 

analizados) apunta a que estos RNAs podrían formar parte del transcriptoma normal de la 

planta, aunque de momento no se puede explicar cómo tolera tal cantidad de mensajeros 

que serían deletéreos en otros organismos (Wu et al., 2011). 
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Figura 15: Representación esquemática de los procesos que median la estabilidad de los 

mensajeros. A) Degradación estándar por deadenilación. B) Nonsense-Mediated decay (NMD). 

Mecanismo que marca para degradaciòn mensajeros poliadenilados cerca del extremo 5’UTR. C) 

Non-Stop decay (NSD). Mecanismo de degradación de mensajeros que no presentan codón STOP. 

(Wagner y Lykke-Andersen, 2002). 

Figura 16: Clasificaciòn de los PAS que mapean en el extremo 5’UTR. Se han clasificado en 4 

categorías (P1-P4), que se pueden observar en la parte inferior de la imagen. Las flechas anchas 

representan mensajeros inmaduros en los que se ha coloreado de gris oscuro los extremos 3’ y 
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5’UTR, en gris claro el CDS y en blanco los intrones. La posición de los PAS se representa como 

flechas negras. A) Distribución de los PAS según la clasificación. B) Expresión media de los genes 

diana de los PAS en antisense. Se representa el ratio entre la expresión media de cada clase entre la 

media global (Wu et al., 2011). 

Por último, los casos de poliadenilaciòn del extremo 5’UTR suponen una incògnita. Estos 

extremos pueden contener marcos de lectura localizados aguas arriba del gen en estudio. 

En mamíferos este fenómeno se ha asociado con inhibición de la traducción por restricción 

del acceso de los ribosomas. Además, se han detectado numerosas evidencias de la 

relaciòn entre la longitud del extremo 5’UTR y la especificidad de tejido o la presencia de 

secuencias diana de proteínas reguladoras. (Revisado por Hughes et al., 2006) 

En Arabidopsis, se ha observado que alrededor del 4% de los casos de APA afectan al 

extremo 5’UTR (Shen et al., 2011), y dentro de estos un 22% no se pueden explicar por la 

presencia de genes adyacentes. Estos PAS podrían representar genes sin identificar o ser 

el resultado de terminación de la transcripción por alguna clase de señal (Figura 16) (Wu et 

al., 2011). 

Selección de PAS alternativos 

La selección de los distintos PAS depende de la interacción de elementos en cis localizados 

en la secuencia del pre-mRNA y algunas de las proteínas que forman parte de la 

maquinaria de poliadenilación (Danckwardt et al. 2008). 

Elementos que actúan en cis en la selección de los PAS 

Las secuencias de los motivos que actúan en cis durante la selección del PAS son 

específicos del tipo de organismo analizado. Así, se han encontrado diferencias 

sustanciales entre las secuencias que flanquean los PAS de mamíferos, levaduras y 

plantas. En el caso de las plantas, se ha observado que su secuencia estándar se acerca 

más a las de levaduras que a las de otros metazoos gracias a la presencia de elementos 

AAUAAA aguas arriba del sitio de corte flanqueado por una secuencia rica en Uracilos (Li y 

Hunt, 1997). Las observaciones realizadas en distintos organismos han permitido elaborar 

un modelo en el que se definen 3 regiones señalizadoras: NUE (Near Upstream Element), 

FUE (Far Upstream Element) y CE (Cleavage Element). 

La región NUE se sitúa 10-30 nucleótidos aguas arriba del sitio de corte y comprende un 

grupo de motivos relacionados con la secuencia AAUAAA, que es la señal dominante en la 

selección de PAS de células animales. Sin embargo, a pesar de que esta señal es 

responsable de más de la mitad de los eventos de poliadenilación de animales (Tian et al., 

2005), sólo se ha identificado en el 10% de los genes de Arabidopsis (Loke et al., 2005) y 

arroz (Lu et al., 2006; Shen et al., 2008). Estos resultados sugieren que la maquinaria de 

poliadenilación podría ser menos estricta en la selección de la señal AAUAAA debido a que 

requiere la presencia de las otras señales (FUE y CE). 

Las señales FUE, por su parte se localizan aguas arriba de las NUE y comprenden una 
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región de 60-120 nucleótidos en la que no se han podido identificar motivos conservados 

(Loke et al., 2005; Shen et al., 2008), aunque se han observado cambios cuantitativos en 

mensajeros deleccionados (Mogen et al., 1990; Rothnie et al., 1994). Por último, la señal CE 

se localiza en las proximidades del sitio de corte y poliadenilación. El sitio de corte se define 

entre las posiciones -1 y +1, siendo el último nucleótido antes de la cola de poly(A) el que 

define la posición -1. Esta posición contiene un motivo YA (CA o UA) y se ha observado que 

la secuencia de las regiones que lo flanquean (CE) se pueden organizar en una serie de 

patrones que intervienen en la selección del sitio YA (Figura 17) (Loke et al., 2005). 

Figura 17: Representación esquemática de las señales identificadas en los PAS de humanos (A) y 

Arabidopsis (B). El sitio de corte y poliadenilación se representa como YA y se compara la 

distribución de las diferencias secuencias reguladoras (Loke et al., 2005). 

Elementos que actúan en trans en la selección de los PAS 

El proceso de poliadenilación involucra una serie de proteínas que interaccionan con el 

mensajero naciente, seleccionan el PAS y estimulan el corte y síntesis de la cola de poly(A). 

Estas proteínas son responsables de la especificidad del corte, así como de la relación 

entre la poliadenilación, el procesamiento de los intrones y la transcripción (Maniatis et al., 

2002). La maquinaria de poliadenilación está relativamente conservada en metazoos 

(Figura 18) y se compone de diferentes subcomplejos entre los que se encuentran las 

proteínas CPSF (CLEAVAGE AND POLYADENYLATION SPECIFITY FACTOR, identifican 

la secuencia señal de PAS), CstF (CLEAVAGE STIMULATION FACTOR), la proteína 

SYMPLEKIN y el extremo C-terminal de la RNA POLYMERASE II (CTD). Estas proteínas 

identifican el PAS, reclutan a la POLY(A) POLIMERASA (PAP) y estimulan su actividad 

(Kuhn et al., 2009). 

La mayoría de las proteínas de la maquinaria de poliadenilación de humanos y levaduras 

tienen ortólogos en Arabidopsis (Revisado por Hunt, 2008). El ensamblaje de las proteínas 

CPSF en plantas es dinámico (Rhao et al., 2009; Zhao et al., 2009), pero se ha podido 

determinar que CPSF100 actúa como núcleo para la interacción del resto de proteínas del 

complejo. Por su parte, CPSF30 conecta con las proteínas CstF vía FIP1 y media la 

interacción entre los CPSF y otros factores como CLPS3, SYM5 y PCFS4 (Zhao et al., 

2009). Por otro lado, se han identificado proteínas específicas de plantas entre las que se 

encuentra el factor catalizador del corte del pre-mRNA CPSF73 y la proteína FY, ambas 

involucradas en procesos específicos como el desarrollo sexual y la floración (Xu et al., 

2006). 

41 



 
 

 

         

    

         

        

           

               

           

             

             

Figura 18: Representación esquemática de las proteínas de la maquinaria de poliadenilación en 

metazoos, levaduras y plantas (Millevoy, 2009). 

Las diferencias fundamentales entre la maquinaria de poliadenilación de plantas y la de 

otros organismos radican en que los factores de plantas se codifican en familias génicas 

(Xing et al., 2008) y en que algunos de ellos afectan a funciones biológicas específicas (Xu 

et al., 2006; Zhang et al., 2008). Entre los últimos, destaca el caso de CPSF30, responsable 

de catalizar el corte del mensajero inmaduro y cuya mutación produce un cambio 

generalizado en la selección de PAS, aunque sin una tendencia concreta. Se ha propuesto 

que CPSF30 podría reconocer específicamente la región NUE del mensajero inmaduro y se 
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ha observado que la colección de genes que presentan PAS dependientes de CPSF30 está 

enriquecida en genes reguladores del desarrollo y de respuesta a estrés, lo que sugiere que 

esta proteína podría conectar las distintas señales de regulación de la expresión génica con 

el proceso de poliadenilación (Thomas et al., 2012). 

El análisis de las posibles interacciones de estas proteínas ha revelado que la maquinaria 

de poliadenilación se organiza en torno a 3 proteínas clave: CPSF100, CPLS3 y FIP1[V] 

(Hunt et al., 2008). En el caso de FIP1[V], cuyas interacciones se producen a través del 

extremo N-terminal, el subcomplejo podría incluir distintas isoformas de PAP, 3 proteínas 

tipo PABN y algunos miembros de las familias CFIS y CLPS (FIgura 19). Este subcomplejo 

no tiene ortólogo en la maquinaria de poliadenilación de mamíferos o levaduras, pero el 

hecho de que las PAP interaccionen con FIP1[V] en Arabidopsis apoya la importancia de 

esta proteína en el proceso de poliadenilación. 

Figura 19: Red de interacciones de la maquinaria de poliadenilación de Arabidopsis (Hunt et al., 

2008). 

La relación de FIP1 con la poliadenilación se describió por primera vez en levaduras, donde 

se observó que Fip1p (Factor interacting with Pap1) interacciona con la Poly(A) polimerasa 

Pap1 (Preker et al., 1995) y funciona como plataforma de unión para otras proteínas del 

complejo, poniendo en contacto a Pap1 con el pre-mRNA cortado (Ezokwonko et al., 2011). 

Además, se ha descrito inactivación de la actividad de Fip1p por cambio conformacional 

mediado por fosforilación que afecta a la interacción con Pap1 (Zieliński et al., 2006). 

El análisis de secuencias ha permitido identificar ortólogos de Fip1p en numerosos 

organismos. La comparación de estos ortólogos, por otro lado, apunta a que la organización 

de dominios se ha conservado a lo largo de la evolución, de modo que las proteínas FIP1 

presentan un extremo N-terminal ácido, una región altamente conservada en el centro de la 

proteína (dominio PF05182) y una región rica en prolinas (Kaufmann et al., 2004). Sin 

embargo, al margen de estas regiones, la homología entre las proteínas FIP1 identificadas 

es mínima (Hunt et al, 2012). 
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En 2004, Kaufmann y colaboradores identificaron el ortólogo de Fip1p en humanos (hFip1) y 

demostraron que esta proteína interacciona con regiones del pre-mRNA con amplia 

presencia de uracilos a través de una región rica en argininas y con las proteínas PAP, 

CPSF30, CPSF160 y CstF77 a través del extremo N-terminal ácido. Así, hFip1 es esencial 

en el reconocimiento del PAS y el reclutamiento de la poly(A) polimerasa, cuya actividad 

estimula. Previamente se ha descrito activación de la PAP vía Fip1p en levaduras (Preker et 

al., 1995; Ezokwonko et al., 2011). Sin embargo, la presencia del dominio de unión a RNA 

en hFIP1 evidencia diferencias fundamentales en la función de esta proteína en eucariotas 

superiores (Kaufmann et al., 2004). Estos resultados podrían explicar el papel de hFIP1 en 

el mantenimiento de la pluripotencia de células embrionarias, ya que hFip1 podría estar 

controlando el patrón de PAS para optimizar la expresión de genes involucrados en la 

diferenciación durante la reprogramación somática (Lackford et al., 2014). 

En lo que a las plantas se refiere, se han identificado los ortólogos de hFip1 por homología 

de secuencia en numerosos organismos. Además se ha identificado una duplicación génica 

que se extiende a las plantas superiores (Figura 20) (Hunt et al., 2012). En Arabidopsis se 

han identificado dos posibles ortólogos de Fip1p y hFip1: FIP1[III] (At3g66652) y FIP1[V] 

(At5g58040) (Figura 21). Ambos contienen el dominio FIP, pero sólo FIP1[V] presenta la 

región rica en argininas responsable de la unión a RNA, aunque la homología con los 

dominios análogos de mamíferos y levaduras son muy limitadas (Tabla 2). Además, se ha 

observado que las similitudes en la secuencia de aminoácidos fuera de estos dominios es 

muy modesta (Forbes et al. 2006). 

Figura 20: Árbol filogenético de genes con motivo Fip en distintas especies de plantas (Hunt et al., 

2012). 

Figura 21: Esquema comparativo de los dominios identificados en los genes que contienen el motivo 

Fip1 en plantas (AtFip1[III] y AtFip1[V]), humanos (HsFip) y levaduras (Fip1p) (Forbes et al., 2006). 
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FIP1[V] hFip1 (humanos) Fip1p (levaduras) 

Identidad 26% 38% 

Similaridad 40% 56% 

Tabla 2: Homología de FIP1[V] con sus ortólogos en humanos y levaduras (Forbes et al., 2006). 

Tanto FIP1[V] como FIP1[III] interaccionan a través de la región ácida de su extremo N-

terminal con diversos componentes de la maquinaria de poliadenilación: Poly(A) Polimerasa 

IV, CSF30, CstF77, CFIm-25 y PabN1. Además, el extremo C-terminal de FIP1[V] 

interacciona con ]Cstf64 (Figura 21) (Forbes et al., 2006). Sin embargo, los resultados 

publicados por Hunt y colaboradores en 2008 apuntan a FIP1[V] como un elemento 

nucleador de uno de los subcomplejos. Estas interacciones podrían darse simultáneamente 

sobre FIP1[V] o podrían reflejar la existencia de diversos subcomplejos que podrían ser 

fruto de la progresión del proceso de corte y poliadenilación o bien ser combinaciones 

especializadas en el reconocimiento de distintos PAS (Forbes et al., 2006). En este mismo 

trabajo se propone que el dominio de unión a RNA de FIP1[V] interacciona con las regiones 

FUE del mensajero inmaduro, mientras que algunas de sus proteínas interactoras (CPSF30, 

CFIm25 o PABN1) podrían ser responsables del reconocimiento del resto del PAS. 

Por otro lado, se ha observado que el extremo N-terminal de FIP1[V] es capaz de estimular 

la actividad de la PAP de forma autónoma, mientras que el ortólogo de humanos requiere la 

actuación de la proteína completa. Se ha sugerido que la activación de la PAP podría darse 

en varias fases y ser dependiente de la interacción de la polimerasa, FIP1[V] y el mensajero 

inmaduro (Kaufmann et al., 2004; Forbes et al., 2006). 

Funcionalidad de la regulación vía poliadenilación alternativa 

Se ha observado una relación entre la selección de los sitios de poliadenilación y 

determinados procesos celulares vitales para el desarrollo de la misma en el contexto de un 

organismo multicelular. Así, se ha asociado el uso de PAS alternativos con el estadio de 

diferenciación celular, la especificidad de tejido y la respuesta a diferentes estímulos. Este 

nivel de control permitiría afinar la regulación de la expresión génica en cada una de las 

células contribuyendo al correcto desarrollo del organismo. 

Poliadenilación alternativa y desarrollo 

Se han encontrado numerosas evidencias de la relación entre el tejido analizado y la 

distribución de PAS utilizados tanto en células animales como en vegetales. El análisis de 

tránscritos de células humanas ha revelado que los niveles de transcripción participan 

conjuntamente con la regulación vía APA para asegurar la correcta expresión génica. Se ha 

observado que los genes con expresión específica de tejido tienen tendencia a presentar un 

sólo PAS, mientras que la mayoría de los genes con expresión ubicua generan múltiples 

extremos 3’UTR (Lianoglou et al., 2013). Estos autores proponen el uso de PAS específicos 

de tejido estaría ofreciendo una colección de escenarios sobre los que actuaría el conjunto 
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de miRNAs. Además, se ha podido relacionar la longitud de los 3’UTR y la proliferación 

celular y se ha propuesto el proceso de APA como mecanismo de regulación de la 

expresión génica responsable del desarrollo embrionario y la diferenciación de células 

adultas en diferentes tejidos. Así, la diferenciación celular progresa coordinadamente con un 

aumento progresivo de la longitud del 3’UTR, lo que aumenta las posibilidades de control 

postranscripcional (Sandberg et al., 2008; Ji et al., 2009). 

En el caso de Arabidopsis, Wu y colaboradores (2011) mostraron que los extremos 3’UTR 

de semillas son, en promedio, más cortos que los de hojas. Sin embargo, menos del 2% de 

los genes con 2 o más PAS expresados en ambos tejidos presenta cambios detectables 

en la distribución de los mismos. Estos autores sugieren que la regulación de la 

poliadenilación dependiente de tejido se daría en un conjunto determinado de genes. 

Por otro lado, se han hallado numerosas evidencias del papel regulador de la 

poliadenilación alternativa en algunos procesos del desarrollo y respuesta a estrés de 

Arabidopsis. Uno de los mecanismos mejor estudiados es el control de la floración, 

habiéndose descritos eventos de APA en las proteínas FCA y FPA, que a su vez participan 

en la selección del PAS en antisentido de FLC (Simpson et al., 2003; Liu et al., 2010; 

Horbyk et al., 2010). En el caso de FCA y FPA, los PAS alternativos están localizados en 

intrones y dan lugar a mensajeros con distinta composición (Macnight et al., 2002; Quesada 

et al., 200; Hornyk et al., 2010). Se ha observado que el incremento de la producción de la 

isoforma larga del mRNA de FCA correlaciona con un aumento de la expresión de FLC y el 

consiguiente retraso de la floración (Simpson et al., 2003; Xing et al., 2008). En cuanto a 

FLC, se han detectado dos isoformas distintas de tránscritos antisentido y su abundancia 

relativa se ha relacionado con la presencia de FCA, FY y FPA (Hal-Pogar et al., 2005; Ji et 

al., 2009; Hornyik et al., 2010; Liu et al., 2010). Además, se ha descrito que FPA podría 

tener una función más extendida en el procesamiento de los mensajeros inmaduros, ya que 

su pérdida de función produce tránscritos quiméricos y defectos en la poliadenilación (Duc 

et al., 2013). 

Otro de los procesos afectados por la regulación vía APA es la germinación, que es sensible 

inhibidores de la poliadenilación y la traducción, pero no a inhibidores de la transcripción, lo 

que apunta a que el fin de la dormancia se controla en parte a nivel postranscripcional 

(Thao y Khan ,1976; Data et al., 2083). Además, se ha observado que los mensajeros 

maduros en semillas tienen mayor porcentaje de eventos de PAS localizados en el CDS, 

intrones y extremo 5’UTR que otros tejidos, lo que podría estar apuntando a una extensa 

regulación de la expresión génica a este nivel (Shen et al., 2011). Recientemente se ha 

descubierto que la proteína DOG1, que previene la germinación de las semillas de 

Arabidopsis mediante la regulación de la expresión de genes relacionados con el 

metabolismo de las giberelinas (Graeber et al., 2014), experimenta regulación por APA 

(Cyrek et al., 2016). La expresión de este gen se induce por ABA y bajas temperaturas 

(Chiang et al., 2011; Kendall et al, 2011). Sin embargo, sólo la isoforma corta, que sufre 

corte y poliadenilación de uno de sus intrones es funcional. La forma larga, por su parte, 

podría competir con la corta por la maquinaria de traducción y actuar como inhibidor de la 

expresión (Cyrek et al., 2016). 
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Poliadenilación alternativa y respuesta a estrés 

El procesamiento de los mensajeros es un factor clave en la respuesta a diferentes estreses 

abióticos. Se han observado alteraciones de la sensibilidad a ABA y estrés por frío en 

mutantes afectados el metabolismo del RNA Nuclear (Lee et al., 2006). Además, el análisis 

de mutantes de diferentes proteínas de la maquinaria de exportación apunta a que el 

proceso de exportación podría ser clave en el desarrollo de tolerancia a bajas temperaturas 

en Arabidopsis (Gong et al., 2005; Dong et al., 2006; Lee et al., 2006). 

En lo que al proceso de poliadenilación propiamente dicho se refiere, se ha identificado la 

proteína CPSF30 como un regulador temprano de la respuesta a estrés oxidativo (Zhang et 

al, 2008) y se ha propuesto que esta proteína puede mediar los cambios de expresión 

derivados del aumento del calcio citoplasmático, que es una de las primeras consecuencias 

de este tipo de estrés (Price et al., 1994; Rentel et al., 2004; Evans et al., 2005). Se han 

identificado dianas dependientes de CPSF30 y se ha observado entre ellas 

sobrerrepresentación de genes reguladores de la respuesta a estrés abiótico. Sin embargo, 

este grupo de genes afectados supone una pequeña porción de los genes de respuesta a 

ROS descritos hasta la fecha, lo que ha llevado a proponer un modelo relativamente 

específico, en el que múltiples mecanismos median distintos niveles de tolerancia (Zhang et 

al., 2008). Además, se ha asociado la actividad de esta proteína con la resistencia a la 

infección por Pseudomonas syringae gracias a su papel en la regulación del proceso de 

muerte celular programada (Coll et al., 2011) 

Por su parte, el mensajero de CPSF30 también se ve afectado por procesos de regulación 

vía APA, lo que confirma la importancia de este proceso en la respuesta a estrés. Así, sólo 

la versión corta del mensajero maduro (PAS localizado en un intrón) es capaz de recuperar 

el fenotipo mutante (Delaney et al., 2006). 
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Objetivos 

	 Evaluar el papel de la regulación de la expresión génica mediante APA en el 
desarrollo radicular de Arabidopsis thaliana. 

	 Analizar el papel de FIP1 en la selección de sitios de poliadenilación (PAS) en, así 
como su impacto en la distribución de los PAS en las distintas regiones genómicas 
(3’UTR, 5’UTR, CDS e intrones). 

	 Identificar genes que experimentan poliadenilación alternativa (APA) en el fondo 
mutante fip1-1 en condiciones óptimas de crecimiento. 

	 Caracterizar el fenotipo del fondo mutante fip1-1 e identificar rutas de señalización 
desreguladas como consecuencia de alteraciones en la selección de PAS. 

	 Evaluar el papel de la regulación de la expresión génica vía APA en la respuesta a 
diferentes estreses abióticos. Se analizará la distribución de PAS en las distintas 
regiones genómicas y se identificarán genes regulados por APA como respuesta al 
estrés. 

	 Caracterizar la respuesta del mutante fip1-1 a estos estreses y analizar el impacto 
de la regulación vía APA en la tolerancia. 
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Materiales y Métodos 

Material vegetal y condiciones de cultivo 

Las semillas de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia (L.) HEYNH se esterilizaron en una 

solución de hipoclorito sódico diluida al 50% durante 10 minutos tras lo que se lavaron 3 

veces con agua destilada estéril. En el caso de las semillas dedicadas a la obtención de 

grandes cantidades de RNA se realizó un paso previo de esterilización en una atmósfera 

rica en ozono durante 15 minutos. 

Las semillas se estratificaron durante 48 horas a 4ºC en oscuridad y se sembraron en 

posición vertical en placas Petri cuadradas de 12cm sobre un medio de cultivo medio 

Murashige and Skoog (MS) con 0,05% de ácido 2-(N-morpholone)-ethanesulfonic (MES) y 

1% de Plant Agar (Duchefa Biochemie B.V.) preparado con la mitad de concentración de 

sales (MS½) y suplementado con MES 0,05%, sacarosa 1% y Plant-agar 1%. El medio se 

ajustó a pH 5,7 y se esterilizó en autoclave 20 minutos a 120ºC. 

Una vez solidificado el medio y estratificadas las semillas, éstas se sembraron en campana 

de flujo laminar. El método de siembra se seleccionó en función del objetivo propuesto: 

- Análisis de fenotipo y selección de cruces con marcadores moleculares: Siembra 

superficial mediante el uso de pipeta pasteur. Las semillas se alinearon en la parte 

superior de cada placa separadas entre sí por una distancia aproximada de 10mm. 

En el caso de los experimentos en los que se buscaba mantener las raíces en 

oscuridad, las semillas se cubrieron con un peine antes de cubrir la placa con el 

dispositivo R-Dark (Silva-Navas et al., 2015) 

- Extracción de RNA para RNASeq y PATSeq y estudio ionómico: Las semillas se 

colocaron en alta densidad mediante pipeta pasteur. En el caso de los tratamientos 

con cloruro sódico la siembra se realizó sobre una tira de papel de filtro estéril para 

facilitar el traslado de las plántulas a un segundo medio de cultivo. 

- Selección de transformantes: Se realizó una siembra en placa horizontal 

complementada con kanamicina 50uM. 

Las placas se sellaron con cinta quirúrgica (MILLIPORE) y se colocaron en una cámara de 

germinación con 65 % de humedad relativa, iluminación con luz fluorescente blanca fría (75 

μmol/m2 x seg) y fotoperiodo de día largo (ciclos de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad) 

a una temperatura de 21/18 ºC. 
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Condiciones de cultivo de los diferentes tratamientos
 

- Estrés salino: Las semillas fip1-1 y su correspondiente control se sembraron en 

medio de cultivo MS½ sobre una tira de papel de filtro estéril. 4 días después de la 

imbibición, las plántulas fueron trasplantadas a un medio MS½ suplementado con 

cloruro de sodio 75uM, 100uM y 125uM donde se dejaron crecer 5 días más. 

- Déficits nutricionales: Se hizo uso del medio Murashige and Skoog (MS½) sin fósforo 

(PhytoTecnology Laboratories®) con 0,05% de ácido 2-(N- morpholone)­

ethanesulfonic (MES) y 1% de Plant Agar (Duchefa Biochemie B.V.). Para las 

condiciones de control, este medio se suplementó con sales hasta igualar las 

concentraciones de los iones con el medio MS½. Las medidas radiculares y la 

recogida de muestras se realizó a los 13 días después de la imbibición. 

- Condiciones de luz/oscuridad: Para analizar el efecto de la incidencia de la luz en la 

raíz se hizo uso del sistema de crecimiento R-Dark, tal y como describen Silva-

Navas y colaboradores (2015). Este sistema permite que la plántula se desarrolle en 

condiciones similares a tierra, manteniendo la raíz protegida de la luz incidente con 

un dispositivo que se puede retirar para observar el desarrollo radicular. 

- Tratamientos hormonales: Las semillas se germinaron en MS½, donde se dejaron 

crecer 5 días, pasados los cuales se trasplantaron a los medios suplementados con 

los siguientes tratamientos: IAA 10-6M, 2,4-D 10-8M, ABA 10-6M y ACC 10-6M. 

Pasados 3 días, se realizó la medida de la longitud de la raíz principal. En el caso 

del IAA, también se realizó un análisis del número de raíces laterales y primordios de 

raíz lateral a los 6 días de tratamiento. 

Análisis morfológico 

Desarrollo radicular 

El análisis morfológico radicular se realizó mediante observación a la lupa y contaje del 

número de RL emergidas. El número de primordios se estableció por clarificación de raíces 

y observación microscópica y la longitud de la raíz principal se cuantificó mediante el 

software ImageJ (https://imagej.net/). El análisis estadístico se realizó mediante T-student 

en el caso de las comparaciones uno a uno, y ANOVA en el caso de las comparaciones 

múltiples. 

En cuanto al uso de líneas marcadoras, se han realizado distintas aproximaciones. En lo 

que a la expresión de SKP2B y FIP1 se refiere, se ha hecho uso de la tinción histoquímica 

GUS por incubación de X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-indol-β-glucurónico, Duchefa) en 

presencia de tampón fosfato y, en los casos en los que no se requirió la supervivencia de la 

plántula, ferrocianuro potásico. Por otro lado, las líneas marcadoras fluorescentes se 

observaron en un microscopio confocal Leica SP8. Se realizaron preparaciones de raíz de 

plántulas de 8 días teñidas con con yoduro de propidio y la fluorescencia se cuantificó 

mediante el software Leica Application Suite. Las construcciones utilizadas (pDR5:GFP, 

pAUX1:YFP, pPIN1:GFP, pPIN2:GFP, pAUX1:YFP, pWOX5:YFP, pSCR:GFP, pCYCB1;1::GFP) se 

introdujeron en el fondo genético fip1-1 mediante cruces y posterior selección de líneas 

homocigotas. 
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Respuesta gravitrópica 

Se germinaron plantas silvestres y mutantes en placas verticales y medio MS1/2 y se 

dejaron crecer durante 5 días. Después, se realizó un giro de 90º de las placas y se 

realizaron distintas observaciones a distintos tiempos. En primer lugar, se observó el 

desarrollo de PRL inducidos por estímulo gravitrópico siguiendo el protocolo descrito por 

Péret y colaboradores (Péret et al., 2012). Se cosecharon y clarificaron las plantas 

sometidas al estímulo durante 18h (correspondiente a estadio de desarrollo IV-V) y se 

observaron en un microscopio Zeiss Axiophot con constraste interdiferencial de Nomarski. 

En cuanto a la respuesta de la raíz principal, se realizó una tinción con lugol seguida de de 

lavado y montaje con cloralhidrato y se observó la distribución de los gránulos de almidón 

en un microscopio Leica MD 2000. 

Amplificación, clonaje y análisis de secuencias 

Genotipado de mutantes de inserción SALK 

Se analizaron 15 líneas de inserción por T-DNA obtenidas a través de la colección NASC 

(Nottingham Arabidopsis Stock Centre) (Tabla3). La homocigosis del alelo mutante se 

comprobó por genotipado por PCR. Para ello, se extrajo ADN genómico de una hoja de 

plantas de aproximadamente 4 semanas siguiendo el protocolo descrito por Bernatzky y 

Tanksley (1986) y se sometió a amplificación con la polimerasa de la marca comercial 

Biotools B&M Labs. Los fragmentos obtenidos se analizaron mediante electroforesis en 

agarosa al 1%. 

Clonaje de FIP1 y su promotor para generación de plantas transgénicas 

El gen FIP1[V]/FIP1 (At5g58040) fue clonado a partir de ADN genómico de Arabidopsis 

thaliana L. ecotipo Columbia mediante el uso de la polimerasa Phusion High-Fidelity 

(Thermo Fisher) y los oligonucleótidos especificados en la Tabla 4. Para el clonaje de la 

secuencia genómica se utilizó una estrategia clásica de clonaje en dos partes aprovechando 

la diana de restricción con corte único en la secuencia PstII (Figura). Los fragmentos C y N-

terminal de FIP1 se clonaron con el kit pGEM®-T Easy (Promega), se sometieron a 

digestión y se separaron los fragmentos obtenidos por electroforesis en agarosa al 1%. Las 

bandas obtenidas se purificaron con el kit FavorPrepTM GEL/PCR Purification (Favorgen 

Biotech. Corp.) y se ligaron mediante la ligasa T4 (Thermo-Fisher). Los clones obtenidos se 

comprobaron por restricción y se secuenciaron en Secugen S.L. (ABI PRISM 3700, Applied 

Biosystems). El alineamiento de las secuencias se hizo mediante la herramienta ClustalW2 

(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). 
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NASC code nombre AGI 

N685733 SALK_041367C 
At5g58610 

N655234 SALK_005190C 

N389366 GK-035B02.01 At5g59269 

N612359 SALK_112359 (BS) At5g59580 

N654043 SALK_002838C At5g56980 

N665855 SALK_041346C At5g58960 

N740000 GK-129F04.01 At5g57370 

N816171 SAIL_347_C06 At5g57840 

N481455 GK-849D11 [set] At5g59660 

N560622 SALK_060622 (AR) At5g58880 

N815357 SAIL_330_F06 At5g58880 

N671650 SALK_085428C 
At5g57330 

N808586 SAIL_178_A11 

N678589 SALK_063063C At5g58560 

N680058 SALK_099558C At5g58040 

N840107 SAIL_890_H08 At5g57655 

N819102 SAIL_413_G09 At5g57830 

N871603 SAIL_155_A01 At5g59290 

Tabla 3: Mutantes de inserción de los genes situados en el intervalo de segregación de sbrel52 

Nombre Secuencia 5→3' 

FIP1-FW GGCCGTTCTTCTTCTTCTTCC 

FIP1Pst-RV CCCTGTTGCTGCAGCTAACTC 

FIP1Pst-FW GTTAGCTGCAGCAACAGGGGC 

FIP1-RV TGCGTATTCCCTCCCTATTCT 

FIP1.prom-FW GGAGATAGAACCATCGTGGAAACTCGTGACC 

FIP1.prom-RV CCAGAAAGCTGGGTCCATTGGAGTAAAGAG 

Tabla 4: Cebadores diseñados para el clonaje del ADN genómico de FIP1 y de su promotor 

Para la complementación del fondo genético fip1-1 se extrajo la secuencia genómica de 

FIP1 del plásmido pGEM®-T Easy mediante el uso de dianas de restricción y se ligó en el 

plásmido pROKII (KmR, Figura 22), con el que se procedió a la transformación de la cepa 

GV3101 de Agrobacterium thumefaciens y a la posterior infección de las plantas fip1-1. Las 

semillas obtenidas se seleccionaron por resistencia a kanamicina y se comprobaron por 

amplificación de parte de la construcción pROKII-FIP1. De forma paralela, se comprobó el 

fondo genético mediante la metodología dCAPS (Neff et al., 1998) y observados en 

electroforesis de agarosa al 4%. 
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Figura 22: Esquema de la estrategia de clonaje para el ADN genómico de FIP1. 

Por otro lado, se diseñaron cebadores para amplificar los 5Kb situados aguas arriba del 

codón START de FIP1 y se clonaron mediante la metodología Gateway® (Thermo-Fisher) 

en el plásmido pGWB3. La transformación de plantas silvestres de Arabidopsis permitió 

crear la línea pFIP:GUS, que se comprobó por amplificación de la construcción en el ADN 

genómico de las plantas transformadas. 

Procesamiento de FIP1 

Para el análisis del procesamiento del Intrón 2 de FIP1 en los fondos fip1-1 y control se 

realizó una extracción de ARN mediante el uso de TRIzol® Reagent (Invitrogen). A 

continuación se añadió 0,1mL de cloroformo por 1mL de TRIzol, se agitó vigorosamente 

durante 15 segundos y se centrifugó a 13.000rpm a 4ºC durante 15 minutos. La fase soluble 

se trató con isopropanol y el precipitado se lavó con etanol 80% para después ser 

resuspendido en 50uL de agua DEPC. El ARN extraído se sometió a una reacción de 

retrotranscripción con la enzima Supercript®III (Invitrogen) y cebadores oligo d(T). El cDNA 

obtenido de ambos fondos genéticos se sometió a amplificación con cebadores localizados 

en el Exón 2 (FW) y Exón 3 (RV) (Tabla 5). Los fragmentos amplificados se separaron en 

electroforesis de agarosa al 2% y se clonaron en el sistema pGEM®-T Easy (Promega) para 

proceder a su secuenciación en Secugen S.L. 

Nombre Secuencia 5→3' 

FIP1.E2-FW CATTCCTGGAGGTGCTGCATC 

FIP1.E3-RV ATATCTCCAGGGCTTTTCTTC 

Tabla 5: Cebadores diseñados para el análisis del procesamiento del Intrón 2 de FIP1 en los fondos 

genéticos fip1-1 y control. 
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Análisis transcriptómicos 

Análisis de expresión: RNASeq 

Se realizó una extracción de 2 réplicas biológicas de ARN total de plántulas de 12dpi 

germinadas in vitro en las condiciones antes mencionadas por TRIzol® Reagent (Invitrogen) 

que se purificó mediante el método de columnas RNAeasy® (Qiagen) y se sometió a la 

metodología RNASeq en los laboratorios BGI Genomics, que también procedió al análisis 

estadístico. Se han considerado como desregulados los genes con un cambio de expresión 

igual o superior a 2 y un valor de FDR menor de 0,01. 

Análisis de poliadenilación alternativa: PATSeq 

El análisis de APA se realizó en dos experimentos de respuesta a estrés, cada uno de ellos 

formado por 3 réplicas biológicas independientes: Estrés salino y estrés por ayuno de 

nitrógeno. En el primer caso, se sometió a plántulas de 4dpi germinadas en MS½ a un 

tratamiento de 5 días en un medio suplementado con cloruro de sodio 75mM. Por su parte, 

las plántulas del grupo sin tratamiento se trasladaron a un medio MS½ estándar. Por otro 

lado, las muestras del ayuno de nitrógeno se tomaron de plantas de 13 dpi germinadas en 

el medio carente de nitrógeno y su respectivo control suplementado con la concentración de 

sales propia del medio MS½ completo. 

Pasados los tiempos de cultivo, se procedió a la recogida de muestras de raíz (ambos 

tratamientos) y parte aérea (estrés salino.) Ambas partes se separaron limpiamente con un 

bisturí estéril y se recogieron en tubos falcon que se trataron con TRIzol® (Invitrogen) para 

extracción del ARN total. 

Debido a que los posteriores tratamientos se realizarían en el laboratorio del Dr. Arthur Hunt 

en el Plant & Soil department de la Universidad de Kentucky, las muestras de ARN se 

desecaron mediante tratamiento con el kit RNAstable® y se conservaron a temperatura 

ambiente durante aproximadamente una semana. Posteriormente, se procedió a su 

resuspensión en 50uL de agua estéril libre de nucleasas y se purificaron mediante 

columnas RNAeasy® (Qiagen). Se realizó una medida de la calidad y cantidad del ARN 

purificado en un espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 y se procedió a la elaboración de 

librerías. 

Elaboración de librerías Poly(A) tag (PAT) 

Las librerías de poly(A) tags (PAT) se generaron a partir de 0,5-2ug de RNA total en un 

volumen de 20uL. En primer lugar se fragmentó la muestra mediante un tratamiento de 5 

minutos a 70ºC con el Buffer de Fragmentación (10×: 100 mM ZnCl 2 en 100 mM Tris–HCl 

pH 7.0). La reacción se paró mediante incubación 5 minutos a temperatura ambiente en una 

solución EDTA pH 8. A continuación se sometió a las muestras a un tratamiento de 65ºC 

durante 5 minutos para romper las estructuras secundarias y enriquecieron en RNA 

poliadenilados mediante incubación con bolas de poly(dT25). Para ello, las bolas se 

resuspendieron 30 minutos en agitación a temperatura ambiente y se repartieron en 

alícuotas de 20uL. Cada alícuota se lavó 2 veces con 100uL de Buffer de Unión (20mM 
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Tris–HCl pH 7.5, 1.0M LiCl,2 mM EDTA) y se resuspendió en 50 uL del mismo buffer. Las 

beads y las muestras de ARN fragmentado se incubaron durante 10 minutos a temperatura 

ambiente, tras lo que se lavaron 2 veces con 100uL del Buffer de Lavado (10mM Tris–HCl 

pH 7.5, 0.15M LiCl, 1mM EDTA. Por último, los fragmentos de ARN poliadenilados se 

eluyeron de las bolas en 20uL de agua DEPC mediante la incubación a 80ºC durante 2 

minutos. 

Una vez enriquecidas las muestras en fragmentos de ARN poliadenilados se procedió a una 

primera ronda de retrotranscripciòn. Para ello, se usò la enzima SMARTScribe™ (que 

añade 3 citosinas al extremo 3’ del cDNA) y uno de los cebadores de la serie PE-RT3, que 

incluye un código de identificación de 7 nucleótidos. A continuación, se realizó una segunda 

ronda de retrotranscripción con el cebador genérico SMART7.5, que contiene 3 nucleótidos 

de guanina en su extremo 5’. Ambos cebadores aportan además un adaptador específico 

del sistema de secuenciación que además permitirá más adelante amplificar los fragmentos 

mediante una reacción de PCR con los primers PE-PCR1 y PE-PCR2 (Tabla 6). 

Una vez finalizada la retrotranscripción se procedió a una purificación mediante incubación 

con bolas de AMPure. Esta metodología permite realizar una selección por tamaño según la 

proporción de bolas utilizada. Se usaron 20uL de bolas por cada 24uL de reacción de 

retrotranscripción para seleccionar fragmentos de entre 200 y 500 pares de bases. En 

primer lugar se homogeneizó la solución de bolas 30 minutos en agitación a temperatura 

ambiente y se lavaron 2 veces con el Buffer de Unión. Las muestras se incubaron con una 

alícuota de 20uL de AMPure bolas a temperatura ambiente durante 8 minutos y, a 

continuación, se lavaron dos veces con una solución de etanol al 80% preparada en el 

momento y se eluyó el ARN en 50uL de agua libre de nucleasas. 

A) 

Nombre Secuencia 5→3' 

serie PE-RT3 
ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTNNxxxT 

TTTTTTTTTTTTTTTTTVN 

SMART7.5 CGGTCTCGGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATCTG 

PE-PCR1 
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCT 

ACACGACGCTCTTCCGATCT 

PE-PCR2 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGGTCTCGGCATT 

CCTGCTGAACCGCTCTTCCGATCT 

Tabla 6: A) Cebadores utilizados para la retrotranscripción y amplificación de los fragmentos de ARN 

poliadenilados. La serie PE-RT3 incluye un código de identificación de 7 nucleótidos que se muestran 

como xxx. B) Relación de codigos de la serie PE-RT3. 
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primers RT-PE3 Código xxx 

a CCCTTTT 

b CGGTTTT 

c AACTTTT 

d AGCTTTT 

e ACGTTTT 

f AGATTTT 

g CCGTTTT 

h CAATTTT 

j CAGTTTT 

k GGATTTT 

l CCATTTT 

m CACTTTT 

n GAGTTTT 

o GCATTTT 

p GAATTTT 

q GGCTTTT 

r ACCTTTT 

s GACTTTT 

t AGGTTTT 

u CGATTTT 

v CGCTTTT 

w GCGTTTT 

x GCCTTTT 

y AAGTTTT 

z AAATTTT 
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La amplificación de los fragmentos purificados se realizó con la enzima Phire Hot Start II 

(Thermo Fisher) utilizando los cebadores PE-PCR1 y PE-PCR2 en dos fases. En primer 

lugar, se realizó una amplificación de 15-18 ciclos que fue comprobada mediante 

electroforesis en agarosa 2%. Se seleccionaron los fragmentos amplificados entre 300 y 

500 pares de bases en el gel, se purificaron y el resultado de dicha purificación fue sometido 

a una segunda ronda de PCR, esta vez de 12-15 ciclos. El amplicón final se purificó 

mediante el sistema AMPure y se sometió a un análisis cualitativo y cuantitativo mediante el 

kit de Agilent Bioanalyzer. Las muestras se cuantificaron una vez más a través del sistema 

Qube it (Thermo Fisher) y se procedió a la preparación de un pool con 20ug de cada una de 

ellas. Finalmente, las librerías se secuenciaron mediante la plataforma Illumina. 

Figura 23: Esquema de trabajo para la elaboración de librerías PATSeq. Adaptado de 
Polyadenylation in Plants (Adaptado de Hunt & Li, 2015) 

Análisis de las librerías de Poly(A) tag 

El resultado de la secuenciación se realizó según el protocolo descrito por Bell y 

colaboradores (2016). En primer lugar, las secuencias se importaron en el sistema CLC 

Genomics Workbench, donde se separaron en archivos independientes para cada réplica 

biológica, fondo genético y medio de crecimiento. Se eliminaron los oligo-dT y adaptadores 

Illumina residuales y se mapearon en el genoma de referencia TAIR10 

(www.arabidopsis.org) y se procesaron mediante la herramienta BEDTools para determinar 

el número total de Poly(A) tags (PAT) correspondientes a cada uno de los genes anotados. 

63 

http://www.arabidopsis.org/


 
 

          

        

 

          

            

          

              

               

       

   

 

           
          

       

 

             

                

             

             

         

         

            

        

               

         

        

    

 

         

             

           

         

      

      

            

             

Así, se realizó una lista de sitios de poliadenilación individuales -Poly(A) sites (PAS)- y de 

agrupaciones de PAT en clusters de 24 nucleótidos - Poly(A) clusters (PAC)-. 

Una vez identificados, los PAS y PAC se analizaron siguiendo 3 estrategias independientes 

(Figura 24). En primer lugar, se analizaron las diferencias estadísticas en el uso relativo de 

los diferentes sitios de corte y poliadenilación de cada uno de los genes de interés mediante 

el método DEXSeq (Anders, Reyes, & Huber, 2012). Este método elabora una tabla en la 

que se describe el número de lecturas alineadas en cada exón. Sin embargo, si el límite de 

los exones no es el mismo para todos los tránscritos se divide el exón en dos o más partes 

que se denominarán “bins” (Figura 24). 

Figura 24: Definición de bin según el método DEXSeq (Anders et al., 2012) En este ejemplo el gen a 
analizar se expresa mediante 3 tránscritos que involucran exones que a su vez presentan límites 
alternativos (gris claro). Para realizar el contaje de las lecturas se elabora el modelo gris oscuro, en el 
que el exón de longitud variable se ha dividido en dos bins. 

Para poder hacer uno se la herramienta DEXSeq, se exportó el resultado del mapeo en 

CLC como archivos .bam. Se hizo uso de scripts Python para crear un archivo .gff en el que 

se contabilizaban las lecturas que se podían asociar a cada uno de los bins. A continuación, 

este archivo se combinó con los archivos de cada una de las réplicas de cada muestra en 

un documento maestro que contabiliza las lecturas de cada bin según sus coordenadas 

cromosómicas. Por último, el análisis estadístico se realizó a través del método DEXSeq 

implementado como paquete del lenguaje de programación R (Anders et al., 2012). Así, el 

programa RStudio permitió leer los contajes, estimar tamaños y dispersiones muestrales, 

ajustar la relación dispersión/media y analizar el uso relativo de cada bin en las distintas 

condiciones y fondos genéticos. Así, el uso de los distintos sitios de poliadenilación se 

comparó según la probabilidad hipergeométrica y se consideraron significativos aquellos p-

valor menores de 0,05. 

Por otro lado, se asignó cada colección de PACs a las diferentes regiones genómicas 

mediante el mapeo en un archivo .gff que sólo contiene anotaciones para las regiones 

genòmicas y en el que los extremos 3’UTR se han extendido hasta los 120nt. Así, se 

identificò el número de PACs que localizan en las siguientes regiones: 3’UTR, 5’UTR, 

intrones, regiones codificantes y regiones ambiguas (amb). Las regiones ambiguas se han 

definido como aquellas que tienen diferentes anotaciones en diferentes tránscritos y se 

eliminaron del análisis. Se siguió el proceso descrito en (Laura de Lorenzo, sin publicar) 

según el que se crea una master list de PACs que se anotan según sus coordenadas 
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cromosómicas y que servirá de guía para realizar el contaje de las lecturas. 

Una vez preparado el archivo maestro se realizó un análisis de la frecuencia de PATs para 

cada PAC y para cada gen. Se excluyeron del análisis todos aquellos PACs definidos por 

menos de 10 PATs y se procedió a analizar la contribuciòn de cada cluster y cada “site” 

según los niveles de expresión del gen. Este proceso se realizó para cada fondo genético y 

tratamiento siguiendo la siguiente expresión: 

𝑃𝐴𝑇𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 (#𝑃𝐴𝐶/#𝑔𝑒𝑛)𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 
𝑙𝑜𝑔2 = 𝑙𝑜𝑔2 

𝑃𝐴𝑇𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 (#𝑃𝐴𝐶/#𝑔𝑒𝑛)𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 

De este modo, se expresa el número de lecturas que mapean en cada cluster en referencia 

al número de lecturas total del gen. Una vez normalizado este dato, se procedió a comparar 

tratamientos y fondos genéticos y se representó en gráficos de cajas y bigotes mediante la 

aplicación online Boxplot (http://boxplot.tyerslab.com/). Para el análisis estadístico se utilizó 

la herramienta Notches, que representa los valores ±1,58*IQR/sqrt(n) y que permite 

identificar diferencias significativas entre dos medias con un 95% de confianza (Chambers 

et al., 1983). 
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Resultados
 

En este trabajo de tesis se ha identificado fip1-1, un mutante viable de la maquinaria de 

poliadenilación con un fenotipo pleiotrópico que implica alteraciones de desarrollo y 

respuesta a diferentes estreses. A continuación se exponen los resultados obtenidos en el 

escrutinio de mutantes que permitió la identificación de fip1-1, así como la identificación del 

gen responsable del fenotipo y la caracterización morfológica y molecular del mutante. 

1. Identificación del mutante fip1-1. 

Manzano y colaboradores describieron la expresión de SKP2B como marcador de la 

formación de raíces laterales (2012). Con el objetivo de identificar mutantes con un patrón 

de expresión de SKP2B alterado y/o alteraciones en el desarrollo del sistema radicular 

lateral se realizó una mutagénesis química con etilmetanosulfonato (EMS) utilizando como 

fondo genético plantas marcadoras pSKP2B::GUS (Manzano et al., 2012). El rastreo de los 

mutantes resultantes permitió identificar una serie a la que se denominó sbrel (skp2b 

expression less). Entre ellos, el mutante recesivo sbrel52 destacó por presentar un patrón 

de expresión deslocalizado y una drástica reducción del número de raíces laterales con 

respecto a su control (la línea transgénica pSKP2B:GUS, que se utilizará de control en 

adelante). Además, se observó una leve reducción de la longitud de la raíz principal, así 

como una clara disminución del tamaño de los cotiledones y el ángulo de inserción de los 

cotiledones (Figura 25A). Además, este mutante presenta una drástica reducción del 

número de raíces laterales emergidas (RL) (Figura 25B). Con el objetivo de determinar si 

este defecto en la formación de RL es consecuencia de alteraciones de la iniciación de 

primordios de raíz lateral (PRL) o del desarrollo de éste se realizaron observaciones 

microscópicas de plantas clarificadas que permitió determinar que fip1-1 experimenta una 

reducción del 60% en la iniciación de los PRL con respecto a su control (Figura 25C). 

Con el fin de identificar el gen mutado, se realizó el cruce del mutante (fondo genético 

Columbia) con plantas del ecotipo Landsberg. Mediante un análisis genético con diferentes 

marcadores (realizado en la Universidad Miguel Hernández, Elche; MR. Ponce y J.L. Micol) 

se logró delimitar la mutación al cromosoma 5, a una posición situada entre los marcadores 

polimórficos MUA2 y cer456317 (Figura 26). Este intervalo contiene 154 genes. El análisis 

genético de diferentes mutantes de genes candidatos, seleccionados en la posible función 

en desarrollo radicular resultó infructuoso, ya que no identificamos ningún mutante con un 

fenotipo similar a sbrel52. Por ello, se llevó a cabo una secuenciación masiva del ADN del 

mutante, lo que nos permitió identificar mutaciones en 15 genes candidatos en base a que 

sus mutaciones podrían conllevar cambio de aminoácido o alteraciones en el procesamiento 

del mensajero codificadola proteína codificada la producción de proteínas truncadas. Para 

determinar el gen responsable del fenotipo observado se realizó un análisis morfológico del 

sistema radicular de mutantes de inserción homocigotos de los genes candidatos (Figura 

27A). De entre todas las observaciones destacó el fenotipo de SALK_099558 (T-DNA 

inserto en el primer exón del gen At5g58040 -FIP1-), que presenta una drástica reducción 

en la producción de raíces laterales. Además, las plántulas de esta línea de inserción 

presentan defectos en el desarrollo de la parte aérea, aunque menos acusados que los 

observados en sbrel52. 
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A) B) C)
 

Figura 25: A) Plántulas pSKP2B:GUS y sbrel52/pSKP2B:GUS. A la derecha de cada raíz se puede 

observar una ampliación de un PRL en desarrollo. B) Raíces laterales emergidas en plántulas de 

10dpi. C) Densidad de raíces laterales emergidas (RL emergidas) y de primordios de raíces laterales 

(PRL) por milímetro (mm). 

Figura 26: Resultado del mapeo de la mutación responsable del fenotipo de sbrel52. 

Se realizó un test de dominancia para el mutante SALK_099558 y se observó que todas las 

plántulas de la primera generación del cruce con el control (pSKP2B::GUS) recuperan la 

capacidad de formación de raíces laterales, indicando que sbrel52 es una mutación recesiva 

(Figuras 27B y 27C). Para comprobar la interacción genética de ambos mutantes se realizó 

un test de alelismo que mostró ausencia de raíces laterales emergidas en las 2 primeras 

generaciones resultantes del cruce SALK_099558xsbrel52. En la Figura 28 se pueden 

observar los datos correspondientes a la primera generación. 
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Figura 27: Identificación del gen SBREL52. A) Mutantes de inserción de los genes candidatos. Se ha 

marcado en amarillo la línea seleccionada como candidata por su fenotipo radicular. B) Test de 

dominancia del mutante SALK_099558, primera generación y parentales. C) Número de raíces 

laterales emergidas en cada uno de los fondos genéticos analizados en el test de dominancia. Las 

diferencias estadísticas se han marcado con asteriscos (*: pvalor<0,05; **:pvalor<0,01, ***: 

pvalor<0,001). 

Figura 28: Test de alelismo entre los mutantes sbrel52 y SALK_099558. A) Plántulas de 7dpi de la 

primera generación y de sus parentales sometidas a tinción GUS. B) Número de raíces laterales 

emergidas en los fondos genéticos analizados durante el test de alelismo. Las diferencias 

estadísticas se han marcado con asteriscos (*: pvalor<0,05; **:pvalor<0,01, ***: pvalor<0,001). 
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Complementación de fip1-1 

Con los resultados obtenidos se seleccionó el gen FIP1 como candidato a ser responsable 

del fenotipo de sbrel52. Para comprobarlo definitivamente, se clonó el ADN genómico 

silvestre bajo un promotor 35S y se insertó en el genoma de sbrel52 mediante 

transformación con Agrobacterium tumefaciens. Las semillas transformadas (T0) se 

seleccionaron por su arquitectura radicular, seleccionando aquellas que formaban raíces 

laterales. Se extrajo ADN genómico de las plántulas de la generación T1 y se comprobó el 

fondo genético sbrel52 mediante la metodología dCAPs para comprobar la integración del 

transgen silvestre. A continuación se procedió a realizar un análisis morfológico de la 

arquitectura radicular de las diferentes líneas transgénicas obtenidas, observándose que 

todas las líneas T1 recuperaban su capacidad de producción de raíces laterales, así como 

el patrón de expresión SKP2B, en ¾ partes de las plántulas analizadas. Además, se 

observó recuperación del tamaño de los cotiledones y la longitud de la raíz principal (Figura 

29). A la vista de los resultados obtenidos, en adelante se utilizará el nombre fip1-1 para 

denominar al mutante sbrel52. 

A) B) 

Figura 29: Complementación del mutante sbrel52 por sobreexpresión de FIP1. A) Tinción GUS de los 

fondos genéticos analizados. B) Número de raíces laterales emergidas y primordios de raíz lateral 

(medidos como puntos de expresión del marcador pSKP2B:GUS) observados en plántulas 

transformadas de 7dpi. 
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Procesamiento de FIP1 en el fondo genético fip1-1. 

El mutante fip1-1 presenta una mutación puntual en la posición 23490391 del cromosoma 5 

que introduce una alanina en el lugar de una guanina. Esta coordenada cromosómica 

corresponde al paso exón2-intrón2. Más concretamente, al primer nucleótido del intrón 2 de 

FIP1 (At5g58040). Para comprobar el procesamiento de este intrón se amplificó el cDNA 

con cebadores específicos del fragmento de interés y se calculó el tamaño de fragmento 

esperado en caso de que se retire o se mantenga el intrón. Los resultados de la 

amplificación mostraron que el fondo genético control realiza distintos tipos de 

procesamiento, entre los que predomina la extracción del Intrón 2. Sin embargo, el mutante 

fip1-1 favorece un tipo de procesamiento que podría mantener completa o parcialmente el 

intrón en el tránscrito maduro (Figura 30). 

A) B) 

Figura 30: Procesamiento del intrón 2 del gen FIP1. A) Esquema de las regiones genómicas de FIP1 

y la posición del SNP. Se han representado los cebadores diseñados como flechas azules y se 

especifica el tamaño de banda esperado para la amplificación en caso de que se procese o se 

mantenga el intrón. B) Resultado de la amplificación en los fondos genéticos control y fip1-1. 

Se clonaron los fragmentos amplificados en el sistema pGEM-Teasy para su posterior 

secuenciación. El resultado de la secuenciación de las bandas de mayor intensidad se 

alineó mediante Clustal-Wallis y se comprobó que la banda clonada procedente del 

transcriptoma de fip1-1 contiene el intrón 2 completo, mientras que la del control lo ha 

procesado completamente (Figura 31). Lamentablemente, no fue posible clonar las bandas 

de menor intensidad, por lo que no se pudo determinar si son amplificaciones inespecíficas 

o tránscritos minoritarios. 
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Figura 31: Alineamiento de las secuencias obtenidas en el análisis del procesamiento del Intrón 2 de 

FIP1. Se ha recuadrado en naranja la posición del SNP que determina la extracción de dicho intrón y 

que se encuentra alterado en el mutante fip1-1 

A continuación, se procedió a realizar un análisis in silico de las putativas proteínas 

codificadas en los tránscritos identificados. Mediante el software Chromas Pro se pudo 

determinar que el Intrón 2 de FIP1 contiene un codón STOP, por lo que la proteína 

resultante del tránscrito mayoritario en el mutante fip1-1 sería una proteína truncada. 

Atendiendo a la distribución de dominios publicada por Forbes y colaboradores en 2006, 

esta proteína perdería el dominio de unión a ARN, aunque conservaría el dominio de 

interacción con resto de la maquinaria de poliadenilación (Figura 32). 

A) 

B) 

Figura 32: Secuencia de aminoácidos de la proteína resultante de la traducción de los mensajeros 

identificados. Se han resaltado los resíduos ácidos responsables de la interacción con el complejo de 

poliadenilación (verde), así como el motivo Fip1 (amarillo) A) Proteína resultante de la traducción del 

mensajero de FIP1 maduro correctamente procesado. B) Proteína resultante de la traducción del 

mensajero al que no se ha retirado el Intrón 2. 
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Alternativamente, ya que FIP1 está implicada en la poliadenilación de mensajeros, se 

realizó un análisis de la secuencia genómica de FIP1 en la herramienta de predicción de 

sitios de poliadenilación PASPA (Poly(A) Site Prediction in Plant and algae; Ji et al., 2015). 

Se identificaron 3 áreas con secuencias candidatas a ser reconocidas como PAS: Intrón 1, 

intròn 5 y extremo 3’UTR (Figura 33). Esta herramienta, además, permite alinear la 

secuencia introducida con el genoma de Arabidopsis y escanear las bases de datos de PAS 

publicada por Shen y colaboradores en 2008. En el caso de FIP1 se ha observado una 

amplia variedad de PAS. Algunos de los más representados se localizan en regiones 

propuestas por el análisis de secuencia, como es el caso del intròn 1 y el extremo 3’UTR 

(Figura 34). 

Figura 33: PAS predichos en la secuencia genómica de FIP1. A) Este análisis se ha realizado 

mediante la herramienta PASPA (http://bmi.xmu.edu.cn/paspa/interface), que usa un modelo de 

predicción que asigna a cada nucleótido un valor relativo a su posibilidad para ser objeto de corte y 

poliadenilación. En el gráfico se representa la curva de valores predichos, así como las regiones con 

mayor probabilidad de contener un PAS. B) Regiones genómicas de FIP1. Las bandas anchas 

representan a los exones, mientras que la línea recoge intrones y extremo 3’UTR. 

Figura 34: Alineamiento de la secuencia analizada mediante la herramienta PASPA (amarillo) y la 

secuencia genómica de Arabidopsis (naranja). Los PAS predichos in silico (flecha verde) se pueden 

comparar con los PAS recogidos en bases de datos (flecha azul). Entre éstos, se ha destacado en 

azul oscuro aquellos PAS identificados en más de 100 lecturas individuales. 
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Expresión de FIP1 

Con el objetivo de determinar el patrón de expresión de FIP1 se realizó un clonaje de las 

5kb situadas aguas arriba de su codón START, que se introdujeron como reguladoras del 

gen GUS. Se transformaron plantas silvestres con el marcador pFIP1:GUS y se observó 

que el patrón de expresión mayoritario de FIP1 se restringe a grupos celulares muy 

concretos entre los que se encuentran los meristemos de las raíces laterales y principal 

(Figura 35) 

Figura 35: Expresión de FIP1. A) Esquema del clonaje realizado. B) Expresión del marcador 

pFIP1:GUS en plántulas de 8dpi. 
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2. Análisis transcriptómico 

Una vez confirmada la mutación del gen FIP1 se puede deducir que el fenotipo del mutante 

es resultado de alteraciones en el proceso de poliadenilación. Se ha descrito implicación de 

la proteína FIP1 en la selección del sitio de corte y poliadenilación, además de con la 

activación de la enzima Poly(A) polimerasa IV (Forbes et al., 2006). Con el objetivo de 

evaluar el efecto de la mutación del gen FIP1 en el transcriptoma y de cambios en el sitio de 

selección de poliadenilación se realizó un doble abordaje. En primer lugar, un análisis de 

expresión transcriptómica mediante la técnica de RNASeq permitió identificar genes que 

sufren cambios en su expresión en el mutante fip1-1. Además, el apilamiento de las lecturas 

obtenidas permitieron realizar un análisis preliminar de los sitios de poliadenilación 

localizados en el extremo 3’UTR, así como la determinaciòn de la longitud del mismo. Por 

último, una vez que se hubo confirmado que el mutante fip1-1 presenta alteraciones en la 

selección de sitios de poliadenilación, se procedió a realizar un protocolo PATSeq. Esta 

metodología permite enriquecer las muestras secuenciadas en fragmentos cercanos al sitio 

de poliadenilación, lo que permite dirigir las lecturas a los puntos de interés, así como 

identificar sitios de poliadenilación alternativa (APA) localizados a lo largo de todo el gen, 

independiente de la regiòn genòmica (intròn, exòn o 5’UTR). 

2.1 Análisis de expresión 

Se extrajo ARN de plántulas completas de 13 días crecidas en MS1/2 y se realizó un 

análisis transcriptómico mediante la tecnología de RNAseq. Este análisis reveló que la 

mutación fip1-1 produce cambios significativos de expresión en un elevado número de 

genes. Se identificaron un total de 1714 genes desregulados en el mutante fip1-1 (Fold 

change >2,5; FDR<0,01), 791 de ellos sobre-expresados y 923 reprimidos (Figura 36). 

Figura 36: Representación de los genes que sufren cambios en sus niveles de expresión en el fondo 

mutante fip1-1 con respecto a su control. 
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Se analizaron los genes desregulados por acumulación en categorías funcionales y se 

observó que, entre los genes sobreexpresados, hay un enriquecimiento significativo de 

genes implicados en desarrollo embrionario, organización de la pared celular y respuesta a 

hormonas, principalmente al ABA, y estreses como falta de agua, alta intensidad lumínica, 

REDOX o frío. Entre la función molecular destacan las proteínas constitutivas de pared 

celular, unión a lípidos o reservas nutricionales (Figura 37). En cuanto a los genes que se 

encuentran reprimidos a nivel transcripcional en el mutante fip1-1, destacan categorías de 

respuesta a hormonas (auxina, etileno, ácido jasmónico o ácido salicílico), así como a 

estrés biótico o herida (Figura 38) 

Figura 37: Categorías funcionales enriquecidas entre los genes sobreexpresados en el fondo mutante 

fip1-1 (pvalor <0,05) 

Figura 38: Categorías funcionales enriquecidas entre los genes reprimidos en el fondo mutante fip1-1 

(pvalor<0,05) 
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2.1.1. Análisis preliminar de poliadenilaciòn alternativa en el extremo 3’UTR. 

Ya que la tecnología de secuenciación de RNAseq genera un elevado número de 

secuencias cortas que se pueden alinear con el genoma de referencia, es posible 

determinar, al menos parcialmente, la localización del posible sitio de poliadenilación y 

extensión del 3ÚTR. Por ello, Se hizo uso de las secuencias obtenidas en el RNASeq para 

realizar un análisis de la longitud del extremo 3’UTR de los tránscritos. Los datos se 

analizaron gen a gen mediante el protocolo DEXSeq y se identificaron un total de 132 genes 

con cambios en la longitud del 3’UTR con un nivel de significancia de FDR<0,01 (criterio 

estricto) y 818 con un nivel de significancia de pvalor<0,01 (criterio menos estricto). Se 

analizó el enriquecimiento en categorías funcionales y, entre el grupo seleccionado con el 

criterio menos estricto, se identificó una frecuencia significativa de genes relacionados con 

procesos metabólicos, movimiento microtubular y respuesta a cadmio y daño genético 

(Figura 39). 

Figura 39: Categorías funcionales enriquecidas entre los genes que sufren alteraciones de la longitud 

del extremo 3’UTR en el fondo mutante fip1-1 (pvalor<0,05). 

De forma paralela, se analizó la composición de los tránscritos maduros mediante el 

protocolo DEXSeq. Así, se pudieron determinar las diferencias en la acumulación de 

lecturas a lo largo de todo el ADN genómico entre fip1-1 y su correspondiente control. Con 

estos datos es posible identificar tránscritos con distinta longitud del extremo 3’UTR, lo que 

permitió determinar que el mutante fip1-1 tiene tendencia a seleccionar sitios de 

poliadenilaciòn más distales (3’UTR largo) con respecto al control (Figura 40). 

Figura 40: Esquema de los posibles casos de poliadenilaciòn alternativa en el extremo 3’UTR. Se ha 

determinado el número de genes tienen distinta acumulaciòn de lecturas en el extremo 3’UTR en el 

fondo fip1-1 con respecto a su control con dos criterios estadísticos. (FDR<0,01 y p valor<0,01). La 

figura representa un esquema de ARN mensajero con PAS alternativos, bajo los que se puede 

observar el porcentaje de genes que experimentan PAS en sitios distales y proximales en fip1-1 

respecto al control. 
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Por último, el análisis de las secuencias del extremo 3’UTR de los mensajeros maduros 

permitió determinar la secuencia del sitio de corte y poliadenilación (Poly(A)site, PAS). Se 

analizó la frecuencia en la que aparecen los distintos nucleótidos en las coordenadas 

adyacentes al sitio de corte y se observó que el mutante fip1-1 presenta distinta frecuencia 

del uso de adeninas y timinas entre los puntos -15 y -25 del PAS, tomando como 0 el punto 

exacto del corte (Figura 41A). Este resultado supone un cambio en la secuencia 

seleccionada por la maquinaria de poliadenilación para realizar el corte del mensajero 

inmaduro, por lo que se analizó la frecuencia del uso de las secuencias canónicas de 

Arabidopsis thaliana. Los resultados se muestran en la Figura 41B y confirman la reducción 

del uso de las secuencias canónicas analizadas. 

A) 

B)
 

Figura 41: PAS seleccionados en fip1-1 y su control. A) La frecuencia de cada uno de los nucleótidos 

según su posición relativa al sitio de corte y poliadenilación (YA, 0) se expresa en líneas de distintos 

colores. Se han destacado las frecuencias de Adeninas (azul) y Timinas (rojo) para facilitar la lectura 

de la región situada en el intervalo (-30, -10). B) Frecuencia del uso de las secuencias NUE más 

frecuentes en Arabidopsis en los fondos fip1-1 y control. 
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Una vez realizado el abordaje descriptivo, se trató de relacionar el uso de sitios de 

poliadenilación alternativa con los resultados obtenidos del análisis de los niveles de 

expresión. Se ha observado que la gran mayoría de los genes que sufren poliadenilación 

alternativa en el mutante fip1-1 no experimentan cambios en su expresión y los que sí lo 

hacen se encuentran equitativamente repartidos entre los inducidos y los reprimidos (Figura 

42) 

Figura 42: Genes coincidentes entre aquellos que se encuentran desregulados en fip1-1 y los que 

sufren APA según los dos criterios estadísticos establecidos. Diagramas de Venn realizados 

mediante la aplicación Venny (http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/). 
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2.2 Poliadenilación alternativa en el mutante fip1-1 

Debido a las limitaciones del procedimiento RNAseq en la identificación de sitios de 

poliadenilación se realizó una colaboración con el Dr. Arthur Hunt (Universidad de Kentucky) 

para llevar a cabo un abordaje PATSeq. Este método selecciona fragmentos poliadenilados 

de entre 300 y 500 pb, lo que permite analizar los sitios de corte y poliadenilación 

localizados en cualquier región genómica del tránscrito. Se aplicó la metodología PATSeq a 

extractos de ARN de raíz y parte aérea por separado de fip1-1 y su respectivo control y se 

identificaron los genes que muestran una poliadenilación alternativa en el mutante. Los 

resultados fueron los siguientes: 

2.2.1. Poliadenilación alternativa en mensajeros aislados de raíces de fip1-1 

Los PAS identificados se agruparon en clusters de 24nt para reducir el impacto de la 

microheterogeneicidad en la selección siguiendo la metodología descrita por Wu y 

colaboradores (2016). Se identificaron un total de 2010 clusters de sitios de poliadenilación 

(5,6% de todos los clusters analizados) cuya frecuencia de uso es diferente entre los fondos 

genéticos fip1-1 y control con un nivel de significancia menor de 0,05. Entre ellos, se 

encontraron una serie de categorías funcionales sobrerrepresentadas (Figura 43). Entre 

ellas, destacan la respuesta a estrés salino, ABA, auxinas y desarrollo radicular. 

A) 

B)
 

Figura 43: Categorías funcionales enriquecidas entre los eventos de poliadenilación alternativa del 

mutante fip1-1. A) Enriquecimiento modular. B) Enriquecimiento en categorías de función biológica. 
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Atendiendo a la región genómica en la que se encuentran los sitios de corte y 

poliadenilación en el mutante fip1-1 se ha realizado un análisis global de localización de 

PATs dentro del gen completo o de las diferentes regiones de estos genes ( 5´, CDS, 

intrones o 3´) pero sin diferenciar su localización dentro de estas regiones. Así, se ha 

calculado la aportación de cada cluster de PAS (PAC) al total de PACs identificados en 

cada gen y se han comparado los datos obtenidos en presencia y en ausencia de estrés 

siguiendo la siguiente fórmula: 

Utilizando este tipo de análisis se ha observado un ligero aumento del uso del extremo 

5’UTR (Figura 44). Sin embargo, el número total de lecturas alineadas en esta región es 

mucho menor que en las otras (menor del 1%), por lo que no se descarta que sea un 

artefacto. En conjunto, no se han encontrado evidencias de que el mutante fip1-1 tenga 

preferencia por regiones genómicas distintas a su control. 

Figura 44: Comparación de la distribución de los sitios de poliadenilación en el mutante fip1-1 

respecto a su control. El gráfico muestra el uso de sitios de corte situados en las distintas regiones 

genómicas. La contribución relativa de cada PAC al total de lecturas alineadas en cada gen se 

determinó gen por gen y se calcularon los ratios entre ambos fondos genéticos, que se expresan en 

escala logarítmica Así, el apartado “gene” representa la colección completa de PACs mientras que 

los apartados 5’UTR, CDS, intròn y 3’UTR representan la distribuciòn en regiones genòmicas. El 

número localizado bajo cada uno de los elementos del gráfico es el número total de PACs que 

alinean en cada una de las regiones genómicas. 

Este análisis tiene en cuenta el conjunto de todos los PATs identificados, 

independientemente de si su contribución es diferente en el fondo mutante. Para analizar 

únicamente los casos de poliadenilación alternativa estadísticamente significativos gen a 

gen se identificó la región genómica a la que pertenecen los clusters que están 

diferencialmente representados con un p valor menor de 0,05. La mayor parte de los 

sucesos de poliadenilación alternativa (48%) se dan el extremo 3’UTR (Figura 45). 
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Figura 45: Distribución de los casos identificados de poliadenilación alternativa en el mutante fip1-1 

respecto al control. 

Entre los genes que presentan poliadenilaciòn alternativa localizada en el extremo 3’UTR 

destacan aquellos relacionados con la respuesta a estrés salino, cadmio, frío e infección 

bacteriana. Además, podemos encontrar categorías relacionadas con el desarrollo radicular 

y floral, así como con el crecimiento. En cuanto a los componentes celulares, se observa 

una sobrerrepresentación de genes localizados en núcleo, cloroplasto, citoplasma y 

membranas celulares (Figura 46). 

En cuanto a los casos de APA localizados en el extremo 5’UTR, se observa 

sobrerrepresentación de genes cuyas proteínas se localizan en membrana plasmática, 

citosol y mitocondria (Figura 47). Destaca la ausencia del cloroplasto en este análisis, de lo 

que se puede deducir que la proteína FIP1 no regula mediante esta vía la expresión de 

genes que tienen su actividad en el cloroplasto. Sin embargo, debido al bajo número de 

datos no se pueden dictar conclusiones acerca de la función de la poliadenilación en el 

extremo 5’UTR. 

Por otro lado, la poliadenilación del CDS ha sido relacionada con la degradación del 

mensajero mediante el sistema Non Stop Decay (NSD, Frismeyer et al, 2002; Akimitsu et 

al., 2007). En el mutante fip1-1 los eventos de poliadenilación alternativa que afectan al 

CDS se relacionan con procesos de traducción, respuesta a sal o desarrollo embrionario y 

floral (Figura 48). Este cambio en el punto de corte y poliadenilación podría estar alterando 

la regulación de la expresión de genes clave en el desarrollo y la respuesta a estrés que 

podrían explicar el fenotipo del mutante. 
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A)
 

B)
 

Figura 46: Categorías funcionales enriquecidas en el conjunto de genes cuya poliadenilación 

alternativa afecta al extremo 3’UTR. A) Análisis modular. B) Análisis de categorías según el proceso 

biológico. 

Figura 47: Enriquecimiento de categorías funcionales del conjunto de casos de poliadenilación 

alternativa que afectan al extremo 5’UTR en el mutante fip1-1. 

85 



 
 

 

             

   

 

           

             

            

               

           

      

     

            

         

            

        

            

      

 

          

      

 

Figura 48: Categorías funcionales sobrerrepresentadas en el conjunto de casos de APA que afectan 

al CDS. 

Por último, la poliadenilación de intrones no presenta enriquecimiento en ninguna categoría 

funcional a nivel de proceso biológico, pero sí en la localización subcelular en orgánulos 

tales como plasmodesma o vacuolas. En cuanto a la función molecular, destaca la 

actividad de factor de transcripción y la unión a ARN. Este resultado podría estar indicando 

cambios en la secuencia codificante de proteínas reguladoras de la expresión, lo que podría 

desencadenar cascadas reguladoras que podría explicar los defectos de desarrollo 

observados en el mutante (Figura 49). 

Dado que la poliadenilación de regiones intrónicas se ha relacionado con regulación de la 

expresión génica mediante el proceso denominado Nonsense-Mediated Decay (NMD, 

Arciga-Reyes et al., 2002; Hugg et al., 2010), se quiso determinar si hay procesos biológicos 

concretos regulados por este sistema. Para ello, se analizaron las categorías funcionales de 

los genes que ven afectada por su regulación por APA en intrones pero no se encontraron 

categorías de función biológica sobrerrepresentadas. 

Figura 49: Análisis modular de las categorías funcionales sobrerrepresentadas en el conjunto de 

casos identificados de APA que afectan a intrones. 
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2.2.2. Poliadenilación alternativa en fip1-1: Parte aérea 

Se realizó un análisis similar en las muestras procedentes de la parte aérea (Figura 50). En 

este caso, el número de lecturas obtenidas en la secuenciación es mucho menor debido a 

problemas técnicos, por lo que el número eventos de poliadenilación alternativa 

identificados es mucho menor: 78 PACs con distinta representación en los fondos genéticos 

mutante y control con un nivel de significación menor o igual de 0,05. Estos casos de APA 

suponen un 0,09% de los clusters analizados. De entre ellos, destacan aquellos 

relacionados con el proceso de traducción. Sin embargo, los datos no son suficientes para 

analizar categorías funcionales. 

A nivel de gen, destacan PY/THIC (cluster localizado en el extremo 3’UTR más utilizado en 

el fondo salvaje que en el mutante) y SnRK3.1 (cluster localizado en el CDS más utilizado 

en el fondo salvaje que en el mutante) 

En cuanto a la preferencia por las distintas regiones genómicas se ha observado que el 

mutante presenta un descenso significativo del uso de intrones para realizar el corte y 

poliadenilaciòn de mensajeros. Así mismo, hay un aumento del uso de los extremos 5’UTR, 

de nuevo con un número muy reducido de datos. 

Figura 50: Comparación de la distribución de los sitios de poliadenilación en el mutante fip1-1 

respecto a su control en muestras de parte aérea. El gráfico muestra el uso de sitios de corte 

situados en las distintas regiones genómicas. Para ello, la contribución relativa de cada PAC se 

determinó gen por gen y se calcularon los ratios entre ambos fondos genéticos, que se expresan 

como log2. Así, el apartado “gene” representa la colecciòn completa de PACs mientras que los 

apartados 5’UTR, CDS, intròn y 3’UTR representan la distribuciòn en regiones genòmicas 
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2.2.3. Poliadenilación alternativa en fip1-1: Raíz vs parte aérea 

Al comparar las muestras de raíz y parte aérea se ha observado que hay 17 genes que 

sufren poliadenilación alternativa en el mutante fip1-1 en ambos casos (Figura 51, Tabla 4). 

El resto de eventos de APA observados son específicos del órgano observado. Sin 

embargo, debido a problemas técnicos el número total de lecturas obtenidas en las 

extracciones de parte aérea es mucho menor que en la de raíz. Por ello, no se descarta que 

pudiera haber más genes regulados por este sistema en el conjunto de la plántula. 

Figura 51: Eventos de poliadenilación 

alternativa identificados en el mutante fip1-1 con respecto a su control. Los resultados obtenidos en 

raíz y parte aérea se representan en un diagrama de Venn (http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/).  

Tabla 4: Genes que sufren APA en el fondo genético fip1-1 tanto en raíz como en parte aérea. 
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3. Caracterización fenotípica 

FIP1 juega un papel importante en el proceso de poliadenilacion de mensajeros y tiene un 

papel regulador en numerosos procesos. Dado el fenotipo pleiotrópico del mutante fip1-1, se 

decidió realizar una caracterización fenotípica general. Se estudiaron aspectos de su 

morfología que evidencian numerosas alteraciones en el desarrollo. En primer lugar, y dado 

que el mutante fue identificado por su defecto en la generación de raíces laterales, se 

realizó una caracterización del sistema radicular mediante observación de plántulas 

crecidas in vitro. Paralelamente, se observó que fip1-1 también presenta defectos en el 

desarrollo de su parte aérea, por lo que se realizaron una serie de medidas para describir y 

cuantificar estas alteraciones. 

3.1 Caracterización del sistema radicular 

Con el objeto de describir las alteraciones del sistema radicular de fip1-1 se llevó a cabo 

diferentes análisis morfológicos durante el desarrollo de la raíz principal y las raíces 

laterales. 

3.1.1 Desarrollo del sistema radicular lateral 

El mutante fip1-1 se identificó por un defecto en la producción de raíces laterales y 

deslocalización de la expresión de marcador de raíces laterales (RL) SKP2B::GUS (Figura 

52). La expresión deslocalizada de este marcador impide la cuantificación de PRL a través 

de los “spots” de expresión que proponen Manzano y colaboradores (2011). Se realizaron 

una serie de observaciones microscópicas de plántulas sometidas a tinción GUS y se 

observó que algunos PRL en fip1-1 no presentan expresión de SKP2B mientras que en el 

control, casi el 100% de los primordios se tiñen para actividad GUS. Por otro lado, este 

marcador se expresa en altos niveles en tejidos adyacentes del córtex y epidermis en fip1-1 

mientras que está restringido a los PRL en raíces control (Figura 52). 

Para determinar si este defecto de tinción podría estar relacionado con el número de raíces 

laterales formado se analizó si fip1-1 tiene problemas en la especificación de células 

fundadoras o en la emergencia de los primordios. Para ello se clarificaron plantas fip1-1 y se 

realizó un análisis del número de primordios de raíz lateral (PRL). Se observó que el 

mutante presenta una reducción del 60% en la formación de PRL (Figura 25C). Por otro 

lado, se observó que fip1-1 sufre una acumulación de primordios en estadio IV de desarrollo 

(Figura 53). 
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Figura 52: PRL de plántulas pSKP2B:GUS y fip1-1pSKP2B:GUS. La fotografía superior muestra el 

fondo genético silvestre, en el que se puede observar la expresión de SKP2B en un primordio en 

desarrollo. En la imagen inferior se muestra un ejemplo de un primordio en el mutante fip1-1 en el 

que no se detecta expresión el primordio, mientras que existe mayor tinción en los tejidos 

adyacentes. . 

Figura 53: Desarrollo de los PRL. A) Fases del desarrollo (Casimiro et al., 2003). B) Número de PRL 

en los distintos estadios de desarrollo en plántulas control y fip1-1. Las diferencias estadísticas se 

han marcado con asteriscos (*: pvalor<0,05; **:pvalor<0,01, ***: pvalor<0,001). 

Para analizar si fip1-1 también tiene defectos en la emergencia de RL, se llevaron a cabo 

una serie de tratamientos para forzar la emergencia de los primordios. En primer lugar, se 

analizó la emergencia de raíces laterales por estímulo gravitrópico (VoB et al., 2015). Así, 

plántulas sometidas a un giro de 90º durante 36h, se clarificaron y se contabilizaron los 

primordios en cada uno de los estadios descritos. Se observó que un 70% de las plántulas 

fip1-1 no desarrollan primordios en el área de curvatura, mientras que la totalidad de las 

plantas control presentaban PRL en estadio IV-V. Además, entre los primordios 

desarrollados se encontraron distintos estadios de desarrollo (Figura 54) 
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Figura 54: PRL iniciados en el área de curvatura por graviestimulación. Se muestran un ejemplo de 

primordio en estadio IV-V en plántulas control (verde), así como distintos ejemplos de los resultados 

obtenidos en fip1-1 (naranja). 

Por otro lado, se sometió a las plántulas a un tratamiento de ácido indol-acético (IAA) 

durante 6 días para promover la emergencia de raíces laterales En este experimento se 

observó que el número de raíces laterales emergidas en el fondo mutante supone solo un 

40% del control (Figura 55), lo que sugiere que FIP1 es importante tanto para la 

especificación como para la emergencia de las raíces laterales. 

Figura 55: Número de RL emergidas en un tratamiento de 6d con IAA 10-6M. Las diferencias 

estadísticas se han marcado con asteriscos (*: pvalor<0,05; **:pvalor<0,01, ***: pvalor<0,001). 
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3.1.2. Desarrollo de la raíz principal 

Para analizar el desarrollo de la raíz principal en fip1 se llevó a cabo un análisis cinemático 

del crecimiento de la misma en plantas control y fip1-1 durante los primeros 10 días 

después de la germinación. Se observó que el mutante fip1-1 sufre un retraso en el 

crecimiento a lo largo del tiempo, siendo la raíz más corta que las de las plantas control. 

Posteriormente, las diferencias con el control se minimizan y pierden significancia (Figura 

56) 

Figura 56: Crecimiento de la raíz principal de fip1-1 y su control. La longitud de la raíz principal se 

expresa en milímetros para cada una de las medidas tomadas (4, 6, 8, 11 y 13 días post imbibición). 

Las diferencias estadísticas se han marcado con asteriscos (*: pvalor<0,05; **:pvalor<0,01, ***: 

pvalor<0,001). 

Estos resultados podrían deberse a una alteración en el desarrollo del sistema radicular o 

un retraso en la germinación por lo que se diseñaron una serie de experimentos para 

determinar el origen de este retraso en el crecimiento. En primer lugar, se analizó el tiempo 

de germinación como emergencia de la radícula en semillas estratificadas 48h a 4ºC y 

sembradas en medio MS1/2. Como se puede observar en la Figura 57, las semillas fip1-1 

no mostraron retraso significativo en la germinación. 

Figura 57: Porcentaje de semillas germinadas en función del tiempo postimbibición (24h, 48h, 72h y 

6d). 
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El crecimiento de la raíz principal es resultado de dos procesos celulares coordinados: 

proliferación y elongación. Para estudiar si algunos de estos procesos están afectado en 

fip1-1 analizamos el tamaño de los meristemos y la elongación celular zona de elongación 

en raíces de 4, 6 y 8 días después de la imbibición. Se observó que, en todos los casos, el 

meristemo del mutante fip1-1 es más largo en longitud que el de su correspondiente control 

(Figura 58). Es interesante remarcar que mientras que las diferencias en el tamaño de los 

meristemos se agrandan con el tiempo, la longitud de la raíz se iguala con el paso del 

tiempo. Este resultado sugiere que las células deben elongar menos en el mutante. 

Figura 58: Crecimiento de la raíz principal de Arabidopsis. La longitud del RAM se expresa en forma 

de barras y las diferencias estadísticas se han marcado con asteriscos (*: pvalor<0,05; 

**:pvalor<0,01, ***: pvalor<0,001). La longitud de la raíz principal se expresa en forma de líneas y las 

diferencias estadísticas se pueden observar con el carácter + (+: pvalor<0,05; ++:pvalor<0,01, +++: 

pvalor<0,001). 

Asimismo, se decidió cuantificar el tamaño del meristemo en base al número de células 

corticales meristemáticas en raíces de 8 días, momento en el que la diferencia de longitud 

de la raíz principal es mayor. Los datos obtenidos revelaron que el meristemo del mutante 

fip1-1 es superior en ambos aspectos (Figura 59). 

Para comprobar la capacidad de elongación de las células, se realizaron medidas de las 

primeras 5 células de la zona de transición del meristemo radicular y se compararon según 

su posición con las células control. Se observó que, en las 5 posiciones observadas, las 

células de fip1-1 son más cortas, llegando suponer una pérdida del 30% de su longitud. El 

análisis de regresión muestra que la tasa de elongación de fip1-1 en estas células es la 

mitad que la de su control (Figura 60). 
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A) B) C)
 

Figura 59: Longitud del RAM en plantas fip1-1 y control. A) Imagen de microscopía confocal de 

plantas fip1-1 y control en la que se ha calculado la longitud del meristemo. B) Longitud del RAM 

medida en micras en plántulas de 8dpi. C) Longitud del RAM medida en número de células corticales 

en plántulas de 8di. Las diferencias estadísticas se han marcado con asteriscos (*: pvalor<0,05; 

**:pvalor<0,01, ***: pvalor<0,001). 

Figura 60: Longitud de las células de la ZT. A) Esquema de las medidas tomadas. B) Longitud (um) 

de las células evaluadas. Se representa la tasa de crecimiento a través de la recta de regresión de 

los puntos observados. Las diferencias estadísticas se han marcado con asteriscos (*: pvalor<0,05; 

**:pvalor<0,01, ***: pvalor<0,001). 
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Los resultados previos podrían estar indicando un desequilibrio hormonal en fip1-1, por lo 

que se introgresaron diferentes líneas marcadoras mediante cruces con el mutante fip1. En 

primer lugar, durante la identificación de este mutante se había observado una 

deslocalización de la expresión del gen SKP2B (Figura 25A). Ya que el marcador 

pSKP2B::GUS sufre una regulación por auxinas de forma similar en muchos aspectos a el 

marcador DR5, decidimos analizar la expresión de este marcador de auxinas de forma 

dinámica. Se corroboró una posible alteración de la respuesta auxinas mediante los 

marcadores DR5:LUC (a lo largo de la raíz principal) y pDR5:GFP (meristemo radicular), 

que mostraron una deslocalización y un aumento de la respuesta (Figura 61). En cuanto al 

transporte de auxinas, no se encontraron alteraciones en la expresión de AUX1, PIN1 ni 

PIN2 en el meristemo radicular del mutante (Figura 62). 

Figura 61: Expresión de los marcadores pDR5:GFP (RAM) y pDR5:Luc (plántula completa). 

A) 

B) C)
 

Figura 62: Marcadores de transporte de auxina en los fondos fip1-1 y control. A) pAUX1:YFP, B) 

pPIN1:GFP, C) pPIN2:GFP. 
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El gen WOX5 está implicado en el mantenimiento de las células del centro quiescente. Ya 

que fip1-1 mostraba alteraciones en el número de células meristemáticas, llevamos a cabo 

un análisis de la expresión del gen WOX5 (marcador pWOX5:YFP) encontrando que en 

fip1-1 la expresión de WOX5 se reduce aproximadamente un 84% (Figura 63). Así mismo, 

se identificó reducción de la expresión de CYCB1;1, marcador de células en fase G2/M, lo 

que permitió detectar un defecto en la actividad mitótica en fip1-1 (Figura 64). Por otro lado, 

se analizó la expresión del genSCR, clave en el desarrollo radicular de Arabidopsis, y se 

observó que el mutante fip1-1 presenta una reducción de la expresión del 40% respecto al 

fondo genético control. (Figura 65). 

A) B) 

Figura 63: Expresión del marcador pWOX5:YFP. A) Imágenes de microscopía confocal en los fondos 

fip1-1 y control. B) Niveles de expresión del marcador cuantificados mediante software de análisis 

Leica. Las diferencias estadísticas se han marcado con asteriscos (*: pvalor<0,05; **:pvalor<0,01, ***: 

pvalor<0,001). 

Figura 64: Expresión de distintos marcadores de desarrollo radicular: pCYCB1;1:GFP. Imagen de 

microscopía confocal de plántulas fip1-1 y control portadoras del marcador 
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A) B)
 

Figura 65: Expresión de distintos marcadores de desarrollo radicular: pSCR:GFP. A) Imagen de 

microscopía confocal de plántulas fip1-1 y control portadoras del marcador. B) Niveles de expresión 

del marcador pSCR:GFP cuantificados mediante software de análisis Leica. Las diferencias 

estadísticas se han marcado con asteriscos (*: pvalor<0,05; **:pvalor<0,01, ***: pvalor<0,001). 

Por último, y dado el marcado efecto ondulatorio en la raíz principal de fip1-1, se realizó una 

tinción de estatolitos mediante lugol y se observó una cierta desorganización de su 

disposición en el fondo mutante fip1-1. Alternativamente, se realizó un test de respuesta a 

un cambio en la posición de crecimiento de 90º que reveló que el fondo mutante sufre 

alteraciones en la respuesta a estímulo gravitrópico, mostrando una respuesta gravitrópica 

atenuada en unos casos o exacerbada en otros que las raíces control (Figura 66). 

A) B) 

Figura 66: Gravitropismo. A) Tinción de estatolitos en los fondos fip1-1 y control. B) Respuesta a 

estímulo gravitrópico. En la parte superior de la imagen se muestra un esquema del giro empleado y 

del modo en el que se han tomado las medidas. En la parte inferior se representa la distribución de 

ángulos de recuperación gravitrópica observados. 
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Por último, y dado que la regulación del crecimiento radicular de Arabidopsis se regula a 

través de diversas señales hormonales, se testó la respuesta del mutante a diferentes 

tratamientos en lo que a la longitud de la raíz principal se refiere (Figura 67). El tratamiento 

en IAA no arrojó diferencias significativas entre los dos fondos genéticos. Sin embargo, el 

resto de fitohormonas testadas revelan que fip1-1 es más sensible a los tratamientos que su 

correspondiente control. 

Figura 67: Porcentaje de crecimiento de la raíz principal de Arabidopsis de los fondos genéticos fip1­

1 y control como respuesta a distintos tratamientos hormonales. Las diferencias estadísticas se han 

marcado con asteriscos (*: pvalor<0,05; **:pvalor<0,01, ***: pvalor<0,001). 

98 



 
 

     

 

          

             

           

                 

           

       

  

                                                                                                                           

 

           

         

   

 

 

 

 

 

 

 

3.2 Caracterización fenotípica de la parte aérea de fip1-1 

3.2.1 Estructura vegetativa 

El mutante fip1-1 presenta una drástica reducción de su talla además de alteración de otros 

aspectos de su estructura, como la pérdida de dominancia apical (Figura 67). El tamaño de 

las hojas de la roseta también está afectado en aproximadamente un 70%. Además, se ha 

observado que la pérdida de superficie foliar se debe a una reducción en el tamaño de las 

hojas de la roseta (Figura 68). Un análisis microscópico nos permitió determinar que las 

células epidérmicas del mutante son significativamente más pequeñas que las del control 

(Figura 69). 

A) B) 

Figura 67: Estructura vegetativa de fip1-1 y su control. A) Plantas maduras. B) Medida de la altura, 

número de ramificaciones del tallo principal y número de tallos. Las diferencias estadísticas se han 

marcado con asteriscos (*: pvalor<0,05; **:pvalor<0,01, ***: pvalor<0,001). 
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A)
 

B) C)
 

Figura 68: Observaciones de la roseta de fip1-1. A) Hojas de la roseta de fip1-1 y su control. B) 

Superficie total de la roseta. C) Representación del área foliar por intervalos. Se cuantifica el número 

de hojas cuya superficie se encuentra en intervalos de 20um2. Las diferencias estadísticas se han 

marcado con asteriscos (*: pvalor<0,05; **:pvalor<0,01, ***: pvalor<0,001). 

A) B) 

Figura 69: Observaciones de las células epidérmicas de fip1-1 y su control. A) Imagen de 

microscopía. Se ha resaltado en amarillo el contorno de una célula como ejemplo. B) Superficie 

media de las células epidérmicas. 
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3.2.2 Fenotipo del sistema reproductivo de fip1 

El mutante fip1-1 presenta alteraciones en el desarrollo de sus órganos reproductores. Entre 

las alteraciones morfológicas más relevantes cabe destacar la reducción del tamaño de 

flores y silícuas, así como la producción de silícuas curvadas. Además, se observó una 

drástica reducción del número de silícuas por planta, así como en el número de semillas por 

silícua (Figura 70). 

Figura 70: Alteraciones morfológicas en las silícuas de fip1-1. A) Número de silícuas por planta. B) 

Longitud media de la silícua. C) Cálculo del número medio de semillas por silícua. Las diferencias 

estadísticas se han marcado con asteriscos (*: pvalor<0,05; **:pvalor<0,01, ***: pvalor<0,001). 

Se determinó que la densidad de semillas en las silícuas de fip1-1 supone solo un 30% de 

la del control. Esto puede explicarse por el elevado número de semillas mal desarrolladas 

que produce el mutante, que supone casi el 80% de su producción total. Entre las semillas 

mal desarrolladas se encontraron semillas pequeñas y semillas con morfologías aberrantes. 

Se tomó como referencia la forma y tamaño de las semillas silvestres para identificar las 

semillas correctamente desarrolladas en el mutante y se calculó que la densidad de semillas 

en el mutante con fenotipo silvestre supone menos de ⅓ que la del control (Figura 71). A la 

vista de estos resultados, se realizó una observación macroscópica de las semillas maduras 

de fip1-1 y su control y se identificaron una serie de semillas de pequeño tamaño o formas 

aberrantes. Se seleccionaron estas semillas para un análisis de germinación y se observó 

que estas semillas son capaces de germinar y desarrollarse correctamente (Figura 72). De 

forma adicional, se testó la capacidad germinativa de las semillas fip1-1 y control en 

presencia de la fitohormona ABA en el medio. Se observó que el fondo mutante es más 

tolerante al tratamiento, ya que su retraso en la germinación en presencia de ABA es mucho 

menor que el observado en el fondo control (Figura 72C). 
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A)
 

B) C) D)
 

Figura 71: Semillas inmaduras en fip1-1 y su control. A) Ejemplos de silícuas observadas. Las 

silícuas se han abierto mediante un corte limpio longitudinal para exponer las semillas inmaduras. B) 

Número medio de semillas por silicua. C) Porcentaje de semillas con tamaño y morfología 

adecuados. D) Densidad de semillas en la silícua. Se representa el número de semillas total y 

correctamente desarrolladas por unidad de longitud de la silícua. Las diferencias estadísticas se han 

marcado con asteriscos (*: pvalor<0,05; **:pvalor<0,01, ***: pvalor<0,001). 
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A)
 

Figura 72: Semillas maduras. A) Imagen de semillas maduras de fip1-1 y su control. B) Porcentaje 

de germinación de semillas control, fip1-1 correctamente desarrolladas (tamaño y forma similar al 

control) e incorrectamente desarrolladas (de menor tamaño o con formas aberrantes). C) Porcentaje 

de semillas germinadas en presencia y ausencia de ABA en el medio de cultivo. 
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4. Respuesta a estrés 

Los datos obtenidos de los experimentos RNASeq y PATSeq permitieron identificar 

numerosas alteraciones en la expresión y/o el procesamiento de genes de respuesta a 

estrés en fip1-1, entre los que destaca el mantenimiento del equilibrio hídrico y salino 

(Figuras 37 y 43). Por ello, decidimos realizar un análisis del comportamiento del mutante 

ante diferentes estreses y, en el caso del estrés salino, una caracterización de la 

distribución de PAS. A continuación se exponen los resultados obtenidos. 

4.1 Estrés salino 

4.1.1 Respuesta tisular en la raíz 

La respuesta a estrés salino de fip1-1 se analizó a través de la medida de la longitud de la 

raíz principal ante distintos tratamientos. Se observó que, prácticamente en todas las 

condiciones observadas, la reducción del crecimiento debido al estrés es menor en fip1-1, lo 

que apunta a que el mutante es más tolerante a los tratamientos que su control (Figura 

73A). Debido a este resultado decidimos evaluar el impacto del estrés salino en el 

desarrollo del RAM, para lo que seleccionó el tratamiento de cloruro sódico 75mM y se 

realizaron medidas del meristemo mediante análisis de fotografías obtenidas mediante 

microscopía confocal (Figura 73B). Se observó que, a diferencia del control, la longitud del 

RAM de fip1-1 no sólo no disminuye por el tratamiento con sal, si no que aumenta 

ligeramente. 

A) B) 

Figura 73: Respuesta de la raíz del mutante fip1-1 al estrés osmótico y salino en raíz principal. A) 

Longitud de la raíz principal (mm) en tratamientos con distinto contenido en cloruro sódico. B) 

Longitud del RAM (µm) en tratamiento de 75mM de sal.  

Dado el fenotipo de fip1-1 en el desarrollo de PRL, decidimos evaluar la respuesta a estrés 

salino del mutante en cuanto al número de PRL iniciados y RL emergidas (Figura 74A). En 

general, se observó una reducción en la emergencia de RL por el efecto de la sal. Esta 

reducción fue mayor en el fondo fip1-1, cuya producción de RL cae al 9% en 75mM de sal 

(muy lejos del 45% de las plántulas control). En cuanto a la iniciación de PRL, el exceso de 

sal en el medio reduce la especificación de PRL al 32% en el fondo genético control y al 

12% en fip1-1 (Figura 74B). 
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A) B)
 

Figura 74: Desarrollo de raíces laterales en condiciones de estrés salino. A) Número de RL 

emergidas en los fondos genéticos fip1-1 y control en tratamientos con distinto contenido en cloruro 

sódico. B) Número de PRL iniciados en tratamiento de 75mM de sal. 

4.1.2 Respuesta transcriptómica 

A la vista de estos resultados, se trató de analizar la implicación de los genes desregulados 

en el fondo genético fip1-1 en esta tolerancia, por lo que se compararon los datos de 

expresión con publicaciones previas (Dinneny et al., 2008). Se observó que la coincidencia 

de los genes desregulados en fip1-1 y las plantas control tratadas con sal se da de forma 

equitativa, es decir, no hay una relación entre los genes sobreexpresados y reprimidos en 

ambos fondos genéticos (Figura 75). 

A) B) 

Figura 75: Genes desregulados en fip1-1 (RNASeq) y plantas control bajo estrés salino (Dinneny et 

al., 2008). A) Diagrama de Venn mostrando las coincidencias entre los genes desregulados en fip1-1 

y los inducidos bajo estrés salino. B) Diagrama de Venn mostrando las coincidencias entre los genes 

desregulados en fip1-1 y los reprimidos bajo estrés salino. 
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El fenotipo de fip1-1 es producto de la alteración de la selección de PAS en diversos loci. 

Para identificar PAS asociados a la respuesta a estrés se llevó a cabo un abordaje mediante 

PATSeq de raíz y parte aérea de fip1-1 y su control en un tratamiento con sal. Dado que es 

la primera vez que se realiza este tipo de análisis se han analizado los resultados obtenidos 

en los dos fondos genéticos de forma independiente y a posteriormente se han comparado 

entre ellos. 

4.1.3 Análisis PATseq en el Sistema radicular en respuesta estrés salino 

Se ha observado que el fondo genético silvestre sufre una alteración de la selección de 

sitios de poliadenilación (PAS) en el tejido radicular, promoviendo el uso de PAS situados 

en el CDS y el extremo 5’UTR en detrimento de aquellos situados en intrones y 3’UTR 

(Figura 76A). Se han identificado 2010 eventos de poliadenilación alternativa (APA) entre la 

muestra sometida a estrés salino y la control (Figura 76B). Se puede observar una 

visualización de las lecturas alineadas en los genes más relevantes en el Anexo. 

A) 

B) 

Figura 76: APA en el sistema radicular del fondo genético control bajo estrés salino A) Distribución de 

PAS en tratamiento de estrés salino respecto al medio de crecimiento estándar. B) Categorías 

funcionales sobrerrepresentadas entre los genes que sufren APA bajo estrés salino. 

106 



 
 

             

           

           

       

          

               

          

            

           

            

        

 

 

 

             

          

       

Por su parte, el mutante fip1-1 potencia el uso de PAS localizados en CDS e intrones y 

disminuye ligeramente el uso del extremo 3’UTR (Figura 77A). Se han detectado más de 

2600 eventos de APA, que se han analizado según el enriquecimiento en categorías 

funcionales. Los resultados obtenidos han sido similares a los observados en el fondo 

genético control, con una elevada presencia de genes relacionados con la respuesta a 

estrés salino, traducción, ABA y sequía (Figura 77B). Por otro lado, y dada la tolerancia de 

fip1-1 al estrés, se han analizado las coincidencias entre los genes que sufren APA como 

respuesta al tratamiento en ambos fondos genéticos y se ha podido determinar que sólo un 

12,9% de ellos es común a ambos genotipos (Figura 78), lo que sugiere que FIP1 regula el 

proceso de poliadenilación alternativa durante la respuesta al exceso de sal en el medio. 

Los listados de genes correspondientes se pueden observar en el Anexo. 

A) 

B) 

Figura 77: APA en el sistema radicular del fondo genético fip1-1 bajo estrés salino A) Distribución de 

PAS en tratamiento de estrés salino respecto al medio de crecimiento estándar. B) Categorías 

funcionales sobrerrepresentadas entre los genes que sufren APA bajo estrés salino. 
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Figura 78: Coincidencias entre los genes que sufren APA en la raíz de los fondos genéticos fip1-1 y 

control como respuesta al estrés salino.Diagrama de Venn realizado mediante la aplicación Venny 

(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/). 

4.1.4 Análisis PATSeq en la parte aérea en respuesta a estrés salino 

En lo que a la parte aérea se refiere, el fondo genético salvaje responde ante el estrés 

salino con una disminuciòn drástica del uso de extremos 5’UTR e intrones (Figura 79A). 

Además, se han observado diferencias significativas en la selección de PAS como 

respuesta a estrés en 147 genes. Entre ellos, se encuentran representadas las categorías 

funcionales que pueden observarse en la Figura 79B. 

A) 

B) 

Figura 79: APA en la parte aérea del fondo genético control bajo estrés salino A) Distribución de PAS 

en tratamiento de estrés salino respecto al medio de crecimiento estándar. B) Categorías funcionales 

sobrerrepresentadas entre los genes que sufren APA bajo estrés salino. 
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En la parte aérea fip1-1 disminuye el uso del extremo 5’UTR e intrones a la hora de 

seleccionar los PAS, aumentando ligeramente el uso de sitios localizados en el CDS (Figura 

80) 

A) 

B) 

Figura 80: APA en la parte aérea del fondo genético fip1-1 bajo estrés salino A) Distribución de PAS 

en tratamiento de estrés salino respecto al medio de crecimiento estándar. B) Categorías funcionales 

sobrerrepresentadas entre los genes que sufren APA bajo estrés salino. 
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4.2 Estreses nutricionales 

4.2.1 Crecimiento en condiciones de ausencia de nitratos 

Se sometió a las plantas fip1-1 a un tratamiento de ausencia de nitrógeno inorgánico en el 

medio de cultivo y se observó que el fondo mutante es tolerante a este estrés. Al contrario 

de lo que ocurre en plantas control, que reducen significativamente el crecimiento de la raíz 

principal, las plántulas de fip1-1 incrementan un 10% su crecimiento respecto al medio 

completo.. Además, también se observó un ligero aumento de la superficie de los 

cotiledones, que mantienen un color verde frente al color morado (debido a la acumulación 

de antocianinas) del control (Figura 81). Además, se observó la capacidad de desarrollo de 

raíces laterales, aunque no se observaron diferencias significativas entre ambos fondos 

genéticos (Figura 82). 

A) B) 

Figura 81: Plántulas de 13dpi fip1-1 y control crecidas en ausencia de nitrógeno inorgánico (-Ni) 

(13dpi) A) Plántulas crecidas en medio completo y -Ni. B) Porcentaje de crecimiento de la raíz 

principal en ausencia de nitratos respecto al medio control 

Figura 82: Porcentaje de RL emergidas en tratamiento de ausencia de nitratos en el mutante fip1-1 y 

su control respecto a plántulas crecidas en medio completo. 
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Se realizó un análisis de la respuesta a este estrés mediada por APA mediante el 

procedimiento PATSeq. De nuevo, como es la primera vez que se aplica este abordaje, se 

analizarán los fondos genéticos por separado antes de compararlos control y mutante fip1­

1. 

El fondo genético control experimenta alteración en la distribución de PAS entre regiones 

genómicas ante el déficit de nitratos. El descenso en el uso de intrones se ve compensado 

por un aumento moderado del uso del CDS, así como un aumento significativo del uso de 

los extremos 5’UTR. Se identificaron un total de 1051 casos de APA entre los dos medios 

de crecimiento, entre los que destacan aquellos relacionados con distintos estreses y 

señales moleculares (Figura 83). Uno de los casos más interesantes de APA en estas 

condiciones es el del propio FIP1, que experimenta corte y poliadenilación en numerosos 

puntos del CDS, aunque sólo algunos de estos PAC presentan diferencias significativas 

entre los dos medios de crecimiento. 

A) 

B) 

Figura: APA en el sistema radicular del fondo genético control bajo ausencia de nitratos. A) 

Distribución de PAS en tratamiento respecto al medio de crecimiento estándar. B) Categorías 

funcionales sobrerrepresentadas entre los genes que sufren APA. 
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En el caso del fondo mutante fip1-1, la variación en la distribución de PAS es menos 

acusada, aunque tiene en común con el fondo control el descenso en el uso de intrones. 

Sin embargo, lejos de aumentar la presencia de PAS situados en el extremo 5’UTR, fip1-1 

la disminuye. En cuanto a los casos de APA, se han identificado un total de 1780, entre los 

que destacan categorías funcionales similares a las del fondo genético control (Figura 84). 

De todos los genes identificados regulados por APA, sólo el 11.5% es común a ambos 

fondos genéticos (Figura 85), lo que sugiere que FIP1 regula el proceso de poliadenilación 

alternativa durante la deficiencia de nitrógeno. 

A) 

B) 

Figura 84: APA en el sistema radicular del fondo genético fip1-1 bajo estrés por ausencia de nitratos 

A) Distribución de PAS en tratamiento respecto al medio de crecimiento estándar. B) Categorías 

funcionales sobrerrepresentadas entre los genes que sufren APA. 
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Figura 85: Coincidencias entre los genes que sufren APA en la raíz de los fondos genéticos fip1-1 y 

control como respuesta al estrés por ausencia de nitratos. 

4.2.2 Crecimiento en condiciones de déficit de fosfatos 

Ya que la respuesta a deficiencia de nitrógeno era claramente diferente en fip1-1, decidimos 

analizar otra deficiencia de un macronutriente, para analizar si es específica o puede ser 

que sea una respuesta muy general a estrés. De forma paralela, se evaluó la respuesta del 

mutante al crecimiento en ayuno de fosfato, aunque no se han encontrado diferencias 

significativas en el crecimiento de su raíz principal ni en la emergencia de raíces laterales 

(Figura 86), sugiriendo que la APA mediada por FIP1 en respuesta a la deficiencia de 

nitrógeno es específica. 

A) B) 

Figura 86: A) Porcentaje de crecimiento de la raíz principal en tratamiento de déficit de fosfato en el 

mutante fip1-1 y su control. B) Porcentaje de RL emergidas en tratamiento de déficit de fosfato en el 

mutante fip1-1 y su control. 
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Recientemente se ha descrito un efecto aditivo de la incidencia de la luz en el sistema 

radicular sobre el estrés por déficits de fosfatos (Silva-Navas y Del Pozo, comunicación 

personal). En nuestro laboratorio se ha diseñado un dispositivo que permite mantener lo 

que permite analizar la respuesta del sistema radicular a numerosos estreses (Silva-Navas 

et al., 2015). Se ha hecho uso de este dispositivo para analizar la respuesta del mutante 

fip1-1 a la incidencia de luz y el déficit de fosfatos de forma conjunta. Se ha observado que, 

en ayuno de fosfato y en condiciones de oscuridad el crecimiento de la raíz principal se 

incrementa significativamente mientras que en condiciones en las que la luz incide sobre la 

raíz no se observan diferencias (Figura 87). 

Figura 87: Porcentaje de crecimiento de la raíz principal en ausencia de fosfatos respecto al medio 

completo. Se han tomado medidas de plántulas de 12dpi crecidas en placa petri vertical (luz) y bajo 

el sistema D-Root (osc) 
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Discusión
 

La poliadenilación es un proceso clave en la expresión génica de todas las células 

eucariotas. Recientemente se han identificado numerosas evidencias del papel regulador de 

los elementos localizados en el extremo 3’UTR en la estabilidad, exportaciòn y localización 

subcelular de los mensajeros maduros. Además, el uso de PAS en regiones no canónicas 

(aguas arriba del último exón) introduce una nueva variable al afectar al contenido de la 

proteína además de a la estabilidad del mensajero. El conjunto de estas observaciones, así 

como la amplia representación de sus mecanismos reguladores entre células eucariotas, 

apuntan a la existencia de un nuevo nivel de regulación de la expresión génica. 

Este trabajo de tesis doctoral ha permitido identificar un mutante viable de una de las 

proteínas clave del complejo de corte y poliadenilación de Arabidopsis thaliana: FIP1. Esta 

proteína se identificó en levaduras como activador de la enzima Poly(A) polimerasa (PAP) y 

elemento nucleador del complejo de poliadenilación, siendo necesaria para poner en 

contacto la PAP y el mensajero inmaduro (Preker et al., 1995; Ezokwonko et al., 2011). Los 

ortólogos de humano, ratón, Caenorhabditis elegans y Drosophila melanogaster, por otra 

parte, presentan además un dominio de unión de ARN que ha sido relacionado con la 

selección específica del PAS en hsFip1 (Kaufmann et al., 2004). Estos autores proponen 

que el reclutamiento de la polimerasa a una región concreta de ARN podría ser una función 

específica de la proteína FIP1 de eucariotas superiores, lo que concuerda con la 

identificación de un motivo de unión a ARN en la proteína FIP1[V] de Arabidopsis thaliana. 

Se cree que este dominio dirige la maquinaria de poliadenilación a determinadas señales 

localizadas en las áreas FUE de los mensajeros inmaduros y estimula la actividad de la 

PAP a través de sus extremos C y N-terminal respectivamente (Forbes et al., 2006). 

Además, el análisis de las interacciones entre los componentes de la maquinaria de 

poliadenilación ha revelado que FIP1[V] actúa como elemento nucleador del complejo (Hunt 

et al., 2008). 

1. Identificación del alelo FIP1-1 

Previamente se ha descrito que el gen FIP1[V] es esencial para el desarrollo de 

Arabidopsis, ya que mutaciones que eliminan la función de este gen son letales (Forbes et 

al., 2006). Sin embargo, en este trabajo de tesis se han identificado un mutante viable que 

afecta a la función del gen FIP1. El mutante fip1-1 presenta un fenotipo pleiotrópico 

derivado de alteraciones en el proceso de poliadenilación. Este alelo fip1-1 es corresponde 

a una mutación puntual recesiva que afecta a un paso intrón-exón del gen FIP1, alterando el 

procesamiento de uno de sus intrones. Se ha comprobado que el intercambio de guanina 

por alanina en el primer nucleótido del Intrón 2 de FIP1 concluye en un evento de 

procesamiento alternativo en el que este intrón no se retira durante el procesamiento que da 

lugar al ARN mensajero maduro. Se han descrito diferentes métodos de degradación para 

los mensajeros maduros aberrantes en Arabidopsis thaliana (Wagner et al., 2002; Frismeyer 

et al., 2002; Arciga-Reyes et al., 2016; Akimitsu et al., 2007). Sin embargo, los datos de 

expresión obtenidos por las metodologías RNASeq y PATSeq no muestran cambios de 

expresión de FIP1 en el fondo mutante, por lo que se descarta que el mensajero maduro 
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sea degradado antes de su exportación al citoplasma. En su lugar, ya que la presencia del 

intrón introduce un STOP prematuro, es muy probable que este mensajero sea traducido en 

una proteína truncada que conservaría el dominio ácido responsable de la interacción con 

las proteínas del complejo de poliadenilación. Sin embargo, esta proteína carecería del 

dominio de unión a ARN, lo que impediría el reclutamiento de la maquinaria a secuencias 

específicas, así como de una importante porción estructural. 

Por otro lado, se ha observado que el mutante alélico SALK_099558, que contiene un 

fragmento de T-DNA insertado en el primer exón, presenta un fenotipo menos acusado que 

el de fip1-1. Estos datos podrían estar apuntando a que la proteína truncada fip1-1 podría 

estar ejerciendo un efecto de dominancia negativa al entrar a formar parte del complejo de 

corte y poliadenilación. Así, en ausencia de FIP1 la maquinaria de poliadenilación vería 

afectado su criterio de selección de Poly(A) sites, pero podría realizar con normalidad una 

gran cantidad de ellos que serían independientes de FIP1. Sin embargo, la interacción de la 

proteína truncada estaría distorsionando el funcionamiento del complejo y, por tanto, 

aumentando los eventos de poliadenilación alternativa (APA). Además, y dado que el 

extremo N-terminal de FIP1 es el responsable de la activación de la PAP, la proteína fip1-1 

podría intensificar la poliadenilación de los PAS alternativos seleccionados por las otras 

proteínas del complejo de poliadenilación 

El hecho de que los mutante fip1-1 y SALK_099558 sean viables podría deberse a: 1) la 

actividad de un homólogo de FIP1[V] que pudiera asegurar determinados proceso, 2) que 

FIP1 afecta sólo a la poliadenilación de un conjunto de genes determinados, 3) al efecto 

redundante de diferentes secuencias FUE reconocidas por distintas proteínas o 4) a la 

participación de tránscritos alternativos de FIP1. 

1.1 FIP1-like 

Se ha identificado un homólogo de FIP1[V] denominado FIP1[III]. Sin embargo, este gen no 

presenta dominio de unión a ARN (Forbes et al., 2006) y sus interacciones con las proteínas 

del complejo de poliadenilación son muy limitadas (Hunt et al., 2008). Además, se ha 

realizado una observación morfológica preliminar de un mutante de inserción de FIP1[III] y 

éste no presenta el acusado fenotipo de raíz observado en fip1-1. En conjunto, estos datos 

apuntan a que la función selectora de PAS que se ha asociado a las proteínas FIP de 

eucariotas superiores sería exclusiva de FIP1[V]. Por ello, se pasará a denominar a FIP1[V] 

como FIP1 en adelante. Sin embargo, no se descarta que la proteína FIP1[III] tenga alguna 

función en la formación del complejo de poliadenilación de determinados procesos, 

respuestas o tipos celulares. 

1.2 Especificidad de FIP1 

Se han descrito 2016 eventos de APA en el sistema radicular de fip1-1, lo que apunta a que 

FIP1 es importante para la selección de PAS en un conjunto determinado de genes. Forbes 

y colaboradores propusieron en 2006 que la selección del PAS podría deberse a la acción 

conjunta de proteínas que reconocieran distintas regiones del mensajero inmaduro. 

Propusieron a FIP1[V] como proteína de unión a las regiones FUE y a CPFS30 y PabN1 

como candidatas a reconocer las regiones NUE. En este escenario, la selección del PAS 

dependería del balance de las interacciones de estas proteínas, por lo que la mutación de 

FIP1 podría verse parcialmente compensada por acción de otras proteínas del complejo. 
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Además, se ha observado que el ensamblaje de este complejo puede realizarse con 

diferentes combinaciones de proteínas (Forbes et al., 2006), lo que podría apuntar a que 

estas combinaciones serían específicas de proceso, respuesta o tipo celular. Así, la 

ausencia de FIP1 afectaría únicamente a un conjunto específico de procesos. Los 

resultados obtenidos del análisis de expresión del promotor de FIP1 apoyan esta teoría ya 

que FIP1 se expresa en regiones discretas relacionadas con la proliferación celular. Sin 

embargo, no podemos descartar que, aunque ese ha utilizado una región promotora 

suficientemente larga, hayamos omitidos elementos reguladores en cis en otras regiones . 

Sin embargo, es muy probable que la actividad de FIP1 esté asociada a la expresión de 

esta en tejidos concretos 

1.3 FUEs redundantes 

La selección de PAS es un proceso coordinado en el que intervienen diferentes motivos del 

mensajero inmaduro (Danckwardt et al. 2008). Además, se ha observado que los tránscritos 

inmaduros podrían contener varias regiones FUE con función redundante (Mogen et al., 

1992; Rothnie et al., 1994). Forbes y colaboradores proponen que en cada complejo podría 

haber varias proteínas con capacidad de reconocer secuencias FUE e identifican a CFIm25 

como uno de los candidatos (Forbes et al., 2006). Este escenario permite deducir que la 

ausencia de FIP1 podría estar compensada por la acción de otras proteínas del complejo, lo 

que podría producir un balance entre distintos tipos de procesamiento, pero con 

consecuencias en el fenotipo final de las plantas. 

1.4 Regulación de la expresión de FIP1 mediante la producción de 

tránscritos alternativos. 

Se han identificado tránscritos alternativos en el procesamiento de hFip (Kauffman et al., 

2004). Por su parte, la predicción de PAS en FIP1 mediante la herramienta PASPA muestra 

posibles sitios de reconocimiento en los intrones 1 y 5. Además, resultados recientes de 

Hunt y colaboradores (datos sin publicar) apuntan a la producción de múltiples tránscritos 

de FIP1 en plantas silvestres y condiciones óptimas. Más concretamente, estos autores 

proponen que Arabidopsis produciría un tránscrito estable que daría lugar a una proteína 

que sólo contendría el primer exón de FIP1. Esta proteína conservaría el dominio de unión a 

las proteínas del complejo de poliadenilación y carecería del conservado Fip1 y el dominio 

de unión a ARN. De momento se desconoce cuál sería su papel en la regulación de la 

expresión génica, por lo que en el futuro diseñaremos un experimento de complementación 

del mutante fip1-1 con ambos tránscritos, además de un análisis de su traducción por unión 

a diferentes marcadores moleculares. 

Este nivel de regulación a través de tránscritos alternativos es consistente con las 

observaciones publicadas por Delaney y colaboradores (2006), en las que se destaca la 

regulación de la actividad de CPSF30 mediante procesamiento alternativo. Así, la proteína 

CPSF30 activa sería resultado de la selección de un PAS localizado en el segundo intrón, 

mientras que el tránscrito largo daría lugar a una proteína que contiene un motivo que se ha 

relacionado con procesamiento en mamíferos. En conjunto, estos resultados sugieren que 

podría haber un mecanismo de regulación mediante modificaciones post-transcripcionales, 

lo que evidencia la importancia del procesamiento de los mensajeros en la expresión 

génica. En este contexto, es plausible que Arabidopsis regule la actividad de FIP1 mediante 
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la producción de diferentes tránscritos, algunos de los cuales no se verían afectados por la 

mutación fip1-1. 

En cuanto al mutante SALK_087117, descrito como letal por Forbes et al (2006), es 

necesario realizar un análisis más exhaustivo de los dominios presentes en estos 

trásncritos. De momento no podemos explicar por qué es letal este alelo, por lo que serán 

necesarias nuevas observaciones para describir el procesamiento de estos tránscritos, así 

como los niveles de expresión de la proteína FIP1. Sin embargo, no se debería descartar la 

presencia de un segundo T-DNA ligado que junto con la mutación en fip1 causa un fenotipo 

letal. 

2. Alteraciones de la poliadenilación en fip1-1 

La proteína FIP1 forma parte activa de la maquinaria de poliadenilación de Arabidopsis 

thaliana como elemento nucleador del complejo y activador de la PAP. Además, hay 

evidencias de que esta proteína podría reconocer específicamente determinadas 

secuencias FUE, dirigiendo así la selección de los PAS (Forbes et al., 2006; Hunt et al., 

2008). Sin embargo, hasta la fecha no había sido posible determinar las alteraciones 

producidas por un defecto en su función. En este trabajo de tesis se ha identificado el primer 

mutante de FIP1 viable que ha permitido llevar a cabo un análisis masivo de sus eventos 

de poliadenilación. Se ha observado una alteración significativa en la selección de múltiples 

PAS, lo que permite corroborar la actividad de esta proteína en la regulación de la expresión 

vía APA. Además, este cambio en la distribución de PAS se ha asociado con la presencia 

del dominio de unión a ARN, lo que apoya la función de FIP1 en la selección de secuencias 

del sitio de poliadenilación, tal y como proponen Forbes y colaboradores (2006). 

El número de PAS dependientes de FIP1 es más bajo del esperado dado el fenotipo 

pleiotrópico del mutante. Sin embargo, si estos cambios afectan a genes reguladores 

maestros del desarrollo (o respuestas a estímulos) podría afectar transcripcionalmente a un 

amplio número de genes y explicar el fenotipo pleiotrópico observado. Esta última hipótesis 

podría ser posible ya que a nivel transcripcional hemos observado que en el mutante fip1-1 

existe un alto número de genes con niveles de acumulación de transcrito diferentes a 

plantas control. Esto sugiere que FIP1 podría promover o inhibir el uso de sitios de corte y 

poliadenilación en una colección concreta de genes reguladores claves. Así, entre los 

eventos de APA identificados en fip1-1 destacan determinados genes clave en la regulación 

de distintos procesos de desarrollo o las rutas de señalización por ABA y auxinas, dos 

hormonas que controlan un alto número de procesos de desarrollo y de respuestas a 

estreses abióticos. Así, FIP1 podría contribuir a la regulación de la expresión de 

determinados genes clave en el desarrollo y la respuesta a estrés que provocarían 

alteraciones generalizadas en la señalización hormonal. 

Por otro lado, se ha observado que FIP1, entre otras proteínas de la maquinaria de 

poliadenilación, puede verse afectada por modificaciones por fosforilación (Hunt et al., 

2014). Estos resultados, unidos a la presencia de tránscritos alternativos de FIP1 y a la 

elevada presencia de genes de respuesta a estrés entre los casos de APA identificados en 

el mutante fip1-1, permiten proponer a FIP1 como nexo entre la señalización celular y la 
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regulación de las respuestas ambientales mediante APA. Así, determinados tipos celulares 

respondería a determinadas señales alterando la expresión de FIP1, que a su vez 

desencadenaría una cascada de cambios de expresión en determinados genes que 

participan en una respuesta determinada, posiblemente de forma específica de tipo celular. 

El análisis de la respuesta a estrés abiótico se comentará más adelante. De momento, nos 

centraremos en el efecto de la distribución de PAS en el desarrollo. 

2.1. Alteraciones generales de la poliadenilación fip1-1 en el sistema 

radicular 

Se identificaron más de 2000 eventos de poliadenilación alternativa en el sistema radicular 

de fip1-1, la mitad de ellos localizados en el extremo 3’UTR. Recientemente, Wu y 

colaboradores publicaron evidencias de que Arabidopsis establece una regulación de la 

expresión génica a través de la poliadenilación alternativa de diferentes regiones genómicas 

(2016). Los resultados obtenidos en este trabajo mediante experimentos de PATSeq sobre 

el fondo genético control asignan a las distintas regiones genómicas un uso similar al 

publicado por estos autores, lo que permite validar los datos obtenidos por esta metodología 

y proceder al análisis de la distribución de PAS en el fondo mutante fip1-1. 

Este análisis no ha detectado diferencias significativas en la selección de regiones 

genómicas, lo que evidencia que la presencia de FIP1 no desplaza la maquinaria de 

poliadenilación a ninguna región en concreto. Poco se sabe de las características de las 

secuencias PAS exclusivas de las distintas regiones genómicas, aunque se han descrito 

diferencias en las secuencias NUE de los PAS localizados en el CDS con respecto a 

extremos UTR e intrones (Shen et al., 2011). Dado que se ha propuesto que FIP1 

interaccione con las secuencias FUE (Far Upstream Element) (Forbes et al., 2006), serán 

necesarios análisis detallados de las secuencias obtenidas en el abordaje PATSeq para 

determinar la frecuencia de uso de estos motivos en el mutante fip1-1. Este abordaje, 

además, permitiría identificar cuáles son las secuencias FUE mayoritarias y cuál es su 

distribución entre las distintas regiones genómicas, datos aún desconocidos incluso en el 

fondo genético silvestre. Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis, por otra parte, 

apuntan a que las secuencias FUE reconocidas por FIP1 podrían estar distribuidas 

independientemente de la región genómica. 

Se han identificado categorías funcionales sobrerrepresentadas en distintos tipos de APA 

que podrían conllevar inhibición de la expresión mediante miRNAs o los sistemas de 

degradación NSD y NMD, que disminuyen la estabilidad de los mensajeros poliadenilados 

en regiones no canónicas (Frischmeyer et al., 2002; Van Hoof et al., 2002; Arciga-Reyes et 

al., 2006; Hurang et al., 2011). Sin embargo, se han descrito otros mecanismos que podrían 

actuar favoreciendo la expresión, localización o composición de los mensajeros (Sandberg 

et al., 2008; Geisberg et al., 2014; Oikonomou et al., 2014; Chen y Shyu, 2016), por lo que 

no es posible realizar una valoración global del efecto de estos eventos de APA. Será 

necesario realizar análisis de expresión de algunos genes candidatos, utilizando primers en 

diferentes regiones del mensajero, en el fondo fip1-1 para determinar el efecto concreto de 

la selección de los PAS alternativos. 
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Entre las rutas de regulación alteradas destacan la respuesta a ABA y a auxinas, entre las 

que se han encontrado numerosos genes con poliadenilación alternativa en fip1-1. Estos 

resultados podrían explicar los cambios fenotípicos observados en el fondo mutante. 

Además, las evidencias de la especificidad de tejido en la selección de PAS descritas en la 

bibliografía (Wu et al., 2011; Shen et al., 2011) sugieren que sería necesario analizar la 

expresión de los genes afectados por APA en los diferentes tipos celulares para determinar 

de qué manera se altera la señalización hormonal en la raíz de fip1-1. Asimismo, no se 

puede descartar que haya otros eventos de APA en genes clave que se den en un número 

limitado de células y se hayan perdido en el análisis del tejido radicular total. Esta teoría es 

consistente con el patrón de expresión de FIP1, concentrado en células proliferativas. Así, el 

efecto de la mutación fip1-1 sería máximo en las células meristemáticas, lo que podría 

explicar las alteraciones de la regulación hormonal del crecimiento. 

Por otro lado, la expresión máxima de FIP1 en células meristemáticas podría estar 

revelando especificidad de tejido. Así, la tendencia en la producción de mensajeros con 

extremo 3’UTR largo observada en fip1-1 podría estar relacionada con el estado de 

diferenciación de las células afectadas, tal y como se ha observado en células animales 

(Elkon et al., 2012; Hoque et al., 2013; Taliaferro et al., 2016). Así, FIP1 podría favorecer la 

selección de PAS proximales en células proliferativas, asegurando así la expresión de 

genes clave para la división. En el fondo mutante estos genes tendrían un procesamiento 

post-transcripcional diferentes (Bartel et al., 2009; Sandberg et al., 2008; Ji et al., 2009; 

Lianoglou et al., 2013), lo que conllevaría defectos en el desarrollo. Entre estos genes 

destacan aquellos implicados en procesos de autofosforilación, crecimiento y desarrollo 

radicular y se han seleccionado algunos de ellos para una discusión en profundidad en el 

capítulo “Discusiòn: Caracterizaciòn fenotípica de fip1-1”. Al margen de estos potenciales 

candidatos a reguladores del desarrollo, entre los genes con PAS distal destaca el caso de 

CPSF30, cuyo cambio de expresión podría amplificar el efecto de la mutación de FIP1 en lo 

que a la distribución de PAS se refiere. 

2.2. Alteraciones generales de la poliadenilación en fip1-1: Parte aérea 

Las secuencias obtenidas de las muestras de parte aérea, debido a problemas técnicos, 

fueron muy inferiores en número a las de raíz, por lo que el análisis ha sido menos 

exhaustivo. Los sitios de poliadenilación (PAS) identificados revelaron cambios en la 

distribución a lo largo de las distintas regiones genómicas con tendencia a disminuir el uso 

de PAS localizados en intrones y aumentar el de aquellos situados en el extremo 5’UTR. Sin 

embargo, estos resultados deben comprobarse de forma independiente, ya que estas 

regiones genómicas son las menos representadas en el conjunto de PAS identificados y 

podrían haberse enriquecido por problemas asociados a la experimentación. 

Por otro lado, los análisis gen a gen han revelado diferencias significativas en el uso de 

determinados PAS, lo que ha permitido identificar una serie de genes candidatos a explicar 

el fenotipo de la parte aérea de fip1-1. Entre ellos destacan los reguladores negativos de la 

señalización por ABA SnRK3.1 (PAS en el CDS en el mutante fip1-1) (Anexo: Figura 18) y 

HB6 (PAS distal en el extremo 3’UTR en fip1-1) (Anexo: Figura 19). También se han podido 

identificar el factor de crecimiento RGF9 (PAS distal en el 3’UTR) (Anexo: Figura 20), así 
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como la enzima (THIC) THIAMINC, responsable de la síntesis de vitamina B1 (Anexo: 

Figura 21). Este último caso es especialmente interesante ya que, además de haber sido 

relacionada con la respuesta a estrés osmótico y salino, categorías funcionales 

enriquecidas en fip1-1, (Rapala-Kozik et al., 2012), se han encontrado evidencias de que su 

patrón de expresión se regula mediante modificaciones post-transcripcionales. Así, la 

actividad de THIC depende de la unión del metabolito TPP, responsable del mantenimiento 

del intrón 1 en el mensajero maduro y su consiguiente traducción (Cressina et al., 2011; 

Bokobza et al., 2013). El PAS dependiente de FIP1 en este mensajero se encuentra 

localizado aguas abajo de este intròn, en el extremo 3’UTR. Sin embargo, no se descarta 

que el gen THIC esté regulado por diferentes modificaciones postranscripcionales, cuyo 

equilibrio podría asegurar unos niveles de expresión específicos de tejido. 

2.3. Alteraciones generales de la poliadenilación en fip1-1: Especificidad 

de órgano 

La comparación de los resultados del experimento PATSeq obtenidos en raíz y parte aérea 

ha permitido identificar eventos de APA específicos del órgano analizado. Las conclusiones 

obtenidas de este análisis deben ser confirmadas con un mayor número de lecturas en la 

parte aérea, pero de momento es posible especular con la posibilidad de que la función de 

FIP1 sea diferencial en distintos órganos. El número de genes afectados por APA en fip1-1 

en ambos órganos supone un 1.4% del total del genoma de Arabidopsis, y entre ellos se 

encuentran algunos de los comentados anteriormente como SnRK3.1, HB6 o THIC. Es de 

suponer que FIP1 ejerce un control sobre la expresión de estos genes a nivel global. Sin 

embargo, se han analizado los eventos de APA identificados en el fondo mutante en ambos 

órganos y se ha observado que sólo 1 de los 17 genes experimenta el mismo cambio en 

raíz y en parte aérea. Estos resultados apoyan los resultados que apuntan a un efecto 

regulador específico de tejido en animales (Lianoglou et al.,2012; Sandberg et al., 2008; Ji 

et al., 2009) y plantas (Wu et la., 2011). Así, podría ser que en Arabidopsis regulara la 

expresión de genes ubicuos a nivel postranscripcional específico de tejido. El papel de FIP1 

es necesario para la selección de determinados PAS y su efecto depende del órgano 

observado, por lo que no se descarta que su actividad sea modulada por señales externas 

como ocurre en CPSF30 (Delaney et al., 2006; Chakrabarti y Hunt, 2015). Alternativamente, 

estas diferencias podrían deberse a la formación de complejos de poliadenilación 

específicos, de modo que la selección del PAS dependería de la combinación de las 

distintas proteínas de la maquinaria de poliadenilación tal y como proponen Forbes y 

colaboradores (2006). 
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3. Caracterización fenotípica de fip1-1 

La arquitectura radicular es clave para el correcto desarrollo de la planta. El grado de 

ramificación de las raíces, así como la profundidad alcanzada, tienen un impacto directo en 

la absorción de agua, la adquisición de nutrientes y el anclaje al suelo. Gracias a diferentes 

observaciones del organismo modelo Arabidopsis thaliana se han descrito numerosas 

aportaciones a las rutas moleculares que regulan los procesos de iniciación y emergencia 

de las raíces laterales. Concretamente, el laboratorio del Dr. Del Pozo ha desarrollado la 

línea pSKP2B:GUS que ha resultado ser un excelente marcador del desarrollo de raíces 

laterales, ya que permite analizar las señales internas y externas y diferentes marcas 

epigenéticas que podrían estar regulando la formación y desarrollo de las raíces laterales 

(Manzano et al., 2012). Con el objetivo de identificar nuevos genes con un sistema radicular 

modificado y/o un patrón de expresión de SKP2B alterado se realizó una mutación por EMS 

de líneas transgénicas portadoras del marcador que permitió identificar una serie de 

mutantes afectados en el desarrollo de raíces laterales. Uno de estos mutantes es fip1-1. 

El mutante fip1-1 presenta una deslocalización de la expresión de SKP2B, así como por 

una serie de alteraciones en su desarrollo que podrían apuntar a un desequilibrio de la 

regulación hormonal. En conjunto, estos resultados revelan la importancia de la regulación 

de la expresión génica vía APA, así como su efecto en el desarrollo de Arabidopsis thaliana. 

A continuación se analizan los procesos desregulados en el fondo mutante. Sin embargo, es 

necesario tener en cuenta un enfoque global, ya que la alteración de los sistemas de 

regulación hormonal observados pueden explicar gran parte del fenotipo observado. 

3.1. Sistemas de regulación alterados en fip1-1 

3.1.1. Regulación del desarrollo radicular mediada por auxinas/citoquininas 

El mutante fip1-1 se identificó por la expresión deslocalizada de SKP2B::GUS y la reducción 

en número de RL. La deslocalización de la respuesta a auxinas observada en sección 

longitudinal mediante los marcadores pSKP2B:GUS y pDR5:GUS apunta a una disrupción 

general del gradiente de auxinas descrito en condiciones durante el desarrollo (Sabatini et 

al., 1999). Esta alteración de la respuesta a auxinas podría deberse a alteraciones en el 

gradiente o en los mecanismos que median la respuesta. Por un lado, se ha asociado la 

disipación del gradiente radial de auxinas con la imposibilidad de formación de RL (De Smet 

et al., 2007), lo que podría explicar la pérdida de PRL iniciados en fip1-1. Se han descrito 

numerosas rutas de regulación en la que los procesos de señalización y respuesta a 

auxinas se retroalimentan, por lo que es muy complicado dilucidar si las alteraciones en 

distribución de marcadores son consecuencia de alteraciones de la distribución de auxinas 

o de determinados elementos implicados en la respuesta. A continuación se analizan las 

familias génicas implicadas en ambos procesos y afectadas generalizadamente en el 

mutante fip1-1. 

La distribución de auxinas en el sistema radicular depende de los procesos de síntesis y 

transporte (Ljung et al., 2001; Swarup et al., 2001; Blakeslee et al., 2005). La síntesis podría 

estar alterada en el mutante fip1-1, ya que se han identificado alteraciones en la expresión 
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de genes como YUC, ASB o HEMG2. Por otro lado, el transportador del precursor de 

auxina AIB (Ácido Indol-Butírico), ABCG37, experimenta APA en el mutante fip1-1 (Anexo: 

Figura 2). El PAS específico del fondo mutante se localiza en el exón 5 y su hipotético 

efecto represor a través del sistema NSD concuerda con el fenotipo mutante de 

hipersensibilidad a auxinas (Ružicka et al., 2010). Además, se han analizado los sistemas 

de transporte polar y floemático, responsables del crecimiento radicular y la iniciación de 

PRL (Ljung et al., 2005). Observaciones preliminares revelaron que no hay diferencias 

significativas en la expresión de PIN1 y PIN3, dos de los principales transportadores 

acropétalos, aunque no se descarta una afectación del transporte de auxinas mediada por 

otras proteínas. 

Se han detectado numerosos genes desregulados en fip1-1 relacionados con el transporte 

polar de auxinas (ASA1, ABCB10, CYP711A1). Entre ellos destaca ASA1, que conecta las 

rutas de regulación del crecimiento radicular de auxinas, ácido jasmónico y citoquininas 

(Sun et al., 2009; Guo et al., 2013; Di et al., 2016). El gene ASA1 está inducido en fip1-1 y 

además muestra un uso de un PAS específico del mutante fip1-1 en el exón 8. Este PAS 

podría suponer la producción de un mensajero que careciera de dianas para determinados 

reguladores negativos, tal y como proponen Lianoglou y colaboradores (2012). Queda por 

determinar si la sobreexpresión de ASA1 en fip1-1 es la consecuencia de un intento de 

compensar la represión postranscripcional debido a una poliadenilación incorrecta dentro de 

un exón. Se ha descrito un papel de ASA1 en la acumulación de auxina radicular (Di et al., 

2016; Mao et al., 2016) y en la especificación de células fundadoras (López-Bucio et al., 

2005). Así, el mutante asa1 incrementa la biosíntesis de citokininas como respuesta a la 

baja concentración de auxinas, lo que altera la homeostasis de la raíz y produce defectos en 

el desarrollo de las raíces principal y laterales (López-Bucio et al., 2005; Di et al., 2016). La 

sobreexpresión de ASA1 en el fondo mutante podría ser en parte responsable de un 

aumento del contenido en auxinas que explicaría la respuesta masiva observada a través 

de los marcadores SKP2B y DR5. 

En cuanto a los cambio en las rutas de respuesta a auxina, la mayoría de los genes de 

respuesta rápida se pueden agrupar en 3 familias: AUX/IAAs, GRETCHEN HAGEN3s 

(GH3s) y SAURs (Hagen and Guilfoyle, 2002). Se han observado numerosos de genes de 

respuesta desregulados, especialmente entre los reprimidos. Entre éstos últimos destacan 

IAA6/SHY2, IAA19, IAA32 y GH3.3, además de una amplia colección de genes de la 

familia SAUR. La familia SAUR se ha relacionado con elongación celular, tropismos y 

desarrollo radicular, procesos que están alterados en fip1-1. Estos resultados confirman la 

alteración de la respuesta a auxinas y permiten dilucidar algunas de las rutas que pueden 

estar aletradas y ser responsable, al menos parcialmente, delfenotipo observado. 

Por otro lado, entre los casos de APA detectados, destacan fosfatasa DFL1 (Anexo: Figura 

4), implicada en la sensibilidad de la respuesta a auxinas a distintos niveles (Ueda, 2001), 

algunos reguladores tipo Aux/IAA-ARF como ARF3, IAA9, IAA16 o IAA17. Entre estos 

genes destaca IAA17/AXR3 (Anexo: Figura 5), implicado en el mantenimiento de la pared 

celular (Leyser et al., 1996; Vissenberg, 2005), la iniciación de primordios de raíz lateral 

(Péret et al., 2013), formación de pelos radiculares (Knox et al., 2003) y de la comunicación 

cruzada (crosstalk) entre auxinas y citoquininas (Swarup et al., 2008), además de en otra 

colección de rutas no dependientes de auxinas (Overhoorde et al., 2005). Aunque no se han 

observado cambios en los niveles de expresión de AXR3 en el fondo fip1-1, no podemos 

descartar que la regulación a través de APA se produzca en pasos posteriores (eficiencia 
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de la traducción, estabilidad del mensajero, etc). Así, es posible proponer que el cambio en 

el sitio de corte y poliadenilación observado, que conlleva la producción de un extremo 

3’UTR más largo en el mutante, se traduce en cambios en la disponibilidad de la proteína 

AXR3, lo que podría explicar las alteraciones generales de la respuesta a auxinas en fip1-1. 

En base a estos datos, se puede proponer que la APA regulada por FIP1 es importante para 

mantener una respuesta correcta a las auxinas durante el desarrollo del sistema radicular. 

3.1.2. Regulación del desarrollo radicular mediada por ABA 

Los datos morfológicos y transcriptómicos obtenidos han permitido detectar numerosas 

evidencias de desregulación de la respuesta al Acído Abscísico (ABA) en fip1-1 que podrían 

contribuir al fenotipo del mutante. Así, se han identificado eventos de APA en receptores 

como PYL4 (Anexo: Figura 6) o PYR1 (Anexo: Figura 7) y efectores de la respuesta como 

SnRK2.4/ASK1, SnRK2.7, SnRK3.1, CPL1. Por otro lado, también hemos encontrado que la 

mutación fip1-1 altera los niveles de expresión de los genes SnRK3.20 y SnRK3.25. Por 

otro lado, también se ha observado una elevada representación de genes relacionados con 

la respuesta a estrés salino. Estos últimos experimentan tanto cambios de expresión como 

APA, por lo que se deduce que la señalización vía ABA podría estar altamente alterada en 

el fondo mutante. Dada la relación de la señalización por ABA con la respuesta a estrés 

(Revisado por Rowe et al., 2016), no podemos descartar que el fenotipo mutante se deba a 

la activación de ciertas rutas de esta respuesta aún en ausencia de estrés. Esto explicaría 

por qué fip1-1 presenta defectos del desarrollo en condiciones óptimas de crecimiento pero 

es más tolerante a estrés osmótico y salino. De hecho el patrón de expresión de 

SKP2B::GUS dentro de fip1-1 es similar en muchos aspectos al de las plantas control 

SKP2B::GUS tratadas con ABA (Manzano et al., 2012). 

Por otro lado, hemos encontrado que muchos de los procesos regulados por ABA están 

alterados en fip1-1: mantenimiento de la quiescencia en el RAM (Zhang et al., 2010), 

elongación celular (Sharp et al., 2004), iniciación y elongación de RL (Signora et al., 2001; 

Cheng et al., 2002; Van Norman et al., 2014) y germinación (Philips et al., 1997). Asimismo, 

también hemos encontrado similitudes con las respuesta a estrés salino y a ayuno de 

nitratos (Signora et al., 2001; Duan et al., 2013). El mutante fip1-1 muestra APA y cambios 

de expresión de numerosos genes regulados por estos dos estreses, lo que sugiere que las 

rutas de regulación dependientes de ABA podrían estar totalmente desreguladas en el 

fondo mutante. Los resultados obtenidos indican que fip1-1 desencadena la respuesta a 

ABA incluso con una señal mínima. 

Uno de los eventos de poliadenilación identificados en fip1-1 que podrían explicar esta 

sensibilidad a ABA se encuentra en el gen FRY2 (Anexo: Figura 9). Este gen experimenta 

un aumento significativo de la poliadenilación en una región correspondiente al primer exón 

en el fondo mutante, lo que podría estar favoreciendo la degradación del tránscrito mediante 

NMD (Arciga-Reyes et al., 2006; Hurang et al., 2010). FRY2 induce la expresión de 

diferentes miRNAs, que inhiben la expresión de numerosos genes de respuesta a estrés y a 

su vez su expresión se inhibe en presencia de ABA (Xiong et al., 2002; Chen et al., 2015). 

Así, la hipotética inhibición de su expresión vía APA podría explicar el retraso en el 

crecimiento de fip1-1, así como la sobreexpresión de genes relacionados con la respuesta a 

estrés y su tolerancia a las condiciones subóptimas observadas. En concreto, el mutante 
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fip1-1 experimenta sobreexpresión de algunos de los genes descritos por Xiong y 

colaboradores (2002) como regulados por FRY2 en respuesta a ABA, como son RD29A, 

COR15A y KIN1. Te adjunto un paper donde hablan de FYR2 y poliA 

Se han observado numerosas evidencias de la relación entre el procesamiento de los pre­

miRNAs y los mensajeros dianas de estos (Laubinger et al., 2008; Turner et al., 2013; 

Raczynska et al., 2014; Chen et al., 2015). En 2015, Chen y colaboradores identificaron una 

ruta de regulación en la que FRY2 desfosforila a HOS5 y ésta, junto con los factores de 

transcripción RS40 y RS45, modula el procesamiento de determinados miRNA, entre los 

que destacan aquellos relacionados con la respuesta a auxina. Los mutante fry2 presentan 

tolerancia a estrés salino, así como hipersensibilidad a ABA (Xiong et al., 2002). Ya que 

fip1-1 es sensible a ABA y tolerante a sales es posible que la APA de FRY2 observada en 

fip1-1 conlleva una pérdida de función de este gen. 

Además, se ha identificado APA en el gen RS40 (Anexo: Figura 10), que se expresa a lo 

largo de todo el sistema radicular con especial intensidad en el RAM y cuyo mutante es 

hipersensible a la auxina. El uso de un sitio poly(A) localizado en el CDS del gen podría 

estar favoreciendo la degradación del mensajero mediante NMD (Arciga-Reyes et al., 2006; 

Hurang et al., 2011). Sin embargo, no se ha detectado cambios en la expresión de los 

genes identificados como targets de RS40, lo que podría deberse a que RS40, RS45 y 

HOS5 tienen una función redundante (Chen et al., 2015). Por ello, nuevos experimentos 

encaminados a aclarar esta posibilidad serán necesarios en el futuro. 

Uno de los targets de HOS5/RS40/RS45 es miR162, cuya actividad depende de su correcto 

procesamiento (Chen et al., 2015; Knop et al., 2015), así como de la inhibición de la 

expresión de DCL1, que codifica otra de las proteínas que forman parte de la maquinaria de 

formación de miRNAs reguladores de la respuesta a ABA (Piast et al., 2005). En este punto 

se debe remarcar que la expresión de miR162A en el mutante fip1-1 es de casi 20 veces 

menos. Además fip1-1 muestra alteraciones en el procesamiento del fragmento contenido 

entre el Exón 2 y el Exon 4 del miR162A (Anexo: Figura 11). Se ha descrito regulación de la 

actividad de miR162A por splicing alternativo, así como acumulación de la isoforma 

funcional como respuesta a estrés (Hirsch et al., 2006; Knop et al., 2015). De acuerdo con 

estos autores, la funcionalidad de miR162A iría asociada con el mantenimiento el Intrón 3 

y/o el Exón 3, ambos representados en muy baja frecuencia en el fondo mutante. Esta 

alteración del procesamiento podría deberse a la función anómala del complejo 

HOS5/RS40/RS45, que a su vez se ve afectado por los casos de APA en RS40 y FRY2. 

También se ha descrito regulación vía APA el gen miR162, de modo que la isoforma 

funcional es aquella con PAS distal (exón 5 respecto a exón 2) (Knop et al., 2015). No se 

han detectado cambios estadísticamente significativos en la distribución de sitios de corte y 

poliadenilación en el fondo mutante. Sin embargo, en fip1-1, el número de lecturas que 

alinean en este gen es insuficiente para realizar un análisis estadístico de sitios de 

poliadenilación, por lo que no se descarta que FIP1 pueda participar en la selección de PAS 

en miR162A y, por tanto, en la estabilidad de su mensajero. 

DCL1, responsable de la maduración de numerosos pre-miARNs (Parker et al., 2002), es 

una de las dianas descritas de miR162. Se ha propuesto que ambas podrían participar en 

un proceso de retroalimentación negativa en el que uno de las dianas expresadas por la 

actividad de DCL1 sería un inhibidor de su propia actividad. Esta diana se ha identificado 
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como miR162A (Xie et al., 2003). La presencia de DCL1 es necesaria para la expresión de 

miR162A (Hirsch et al., 2006), por lo que se puede afirmar que el origen de la desregulación 

de este proceso se encuentra en la propia actividad de DCL1. No se han identificado 

cambios de expresión en el fondo mutante fip1-1, aunque sí un aumento de la 

poliadenilación en el CDS que codifica para DCL1 (Anexo: Figura 12). Es posible que este 

cambio en el sitio de poliadenilación marcase el mensajero para degradación vía NMD, de 

modo que la pérdida de estabilidad del mensajero conllevaría un descenso de la presencia 

de la proteína DCL1 que podría explicar la caída en la expresión de miR162A en el fondo 

mutante fip1-1. 

Por otro lado, se ha observado que la ausencia de miR162A en el mutante dcl1 se ve 

compensada por un aumento de la expresión de miR162B (Hirsch et al., 2006). Sin 

embargo, no se ha detectado cambios de expresión de este gen en el fondo mutante fip1-1, 

En este escenario, la inactividad de miR162A en el fondo fip1-1 no desencadenaría 

aumento de la expresión de DCL1, ya que éste se vería inhibido vía APA, y por lo tanto no 

se activaría la expresión de miR162B. 

En conjunto, estos resultados apuntan a que fip1-1 podría presentar una alteración de la 

expresión de genes de respuesta a estrés mediada por miRNAs. La poliadenilación 

alternativa de DCL1, FRY2 y RS40 produciría inhibición de la expresión y/o maduración de 

los miRNAs, entre los que se incluye miR162A. Estos procesos podrían explicar, al menos 

en parte, la sobreexpresión de genes relacionados con la respuesta a ABA y auxinas en el 

mutante fip1-1, bien como efecto directo de la APA o como respuesta de la planta a ésta. 

3.2. Caracterización fenotípica de fip1-1: Desarrollo de raíces laterales 

La caracterización morfológica del sistema radicular en fip1-1 revela importantes 

alteraciones del desarrollo de tanto la raíz principal como de las laterales. En primer lugar, 

se observó que la drástica disminución en la producción de raíces laterales en fip1-1 es 

consecuencia de una disfunción de dos procesos clave: especificación de células 

fundadoras de primordio de raíz lateral y elongación de dicho primordio. 

3.2.1. Especificación de Células Fundadoras 

En primer lugar, se pudo determinar que el mutante fip1-1 sufre un defecto e en la 

capacidad de especificación, llegando a producir sólo un 40% de los primordios que 

produce la planta silvestre. En trabajos anteriores se ha descrito que el proceso de 

señalización celular que marca la especificación de las células del periciclo está relacionado 

con picos oscilatorios de respuesta a auxina (De Smet et al., 2007). La deslocalización de la 

expresión de los marcadores de auxinas SKP2B (Manzano et al., 2012) y DR5 (Benková et 

al., 2003; Dubrovsky et al., 2008) apuntan a una alteración de la respuesta a la señalización 

por auxinas en el mutante y que ésta afecta significativamente su capacidad de formación 

RL. 

Las imágenes tomadas mediante microscopía confocal revelaron que el patrón de respuesta 

a auxinas en el meristemo apical radicular (RAM) basadas en expresión de DR5::GFP se 

mantiene en el mutante fip1-1, aunque la intensidad del marcaje es mayor. En conjunto, 
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estos resultados revelan un aumento de la respuesta a auxinas en el RAM de fip1-1 que 

conllevaría una deslocalización de la señal y podría apuntar a una desregulación 

generalizada de este sistema de señalización hormonal. Ya que la especificación de las 

células fundadoras se da en el meristemo basal (Beemster et al., 2003), tal vez esta 

alteración de la homeostasis de las auxinas en el meristemo afecte a la capacidad de 

especificación en plantas fip1-1. De hecho un trabajo reciente apunta a la posibilidad de que 

para la especificación de células fundadoras de primordios se debe atenuar la señalización 

por auxinas en unas células determinadas (Benková et al., 2003; Dubrovsky et al., 2008). 

Por ello, es posible especular que el incremento de señalización de esta hormona en el 

RAM, junto con otros defectos asociados a la mutación fip1-1, impidan una especificación 

correcta y regular. 

3.2.2. Iniciación de primordios de raíz lateral 

La iniciación de la formación de raíz lateral está regulada por la auxina que se produce en el 

meristemo de la raíz principal (Casimiro et al., 2001; De Smet et al., 2007), por lo que estos 

resultados podrían estar revelando un aumento de la producción de auxina meristemática o 

una desregulación del transporte basipétalo. Sin embargo, no se encontraron diferencias en 

la expresión del marcador pPIN2:PIN2:GFP, por lo que de momento no es posible asociar el 

aumento de la respuesta a auxinas con un incremento en el transporte de auxina 

meristemática a través de este transportador. 

Se ha descrito que la acumulación local de auxinas en las células XPP es esencial para la 

migración nuclear y la primera división asimétrica (Swarup et al., 2008; Péret et al., 2009; 

Péret et al., 2013). De forma similar, la señal de auxina también activa las células corticales 

(Palme y Teale, 2013) y endodérmicas (Vermeer et al., 2014) para que, mediante 

modificaciones de la pared celular, relajen su tensión y permitan la emergencia del PRL en 

desarrollo. La activación masiva de la respuesta a auxinas en el mutante fip1-1 en cortex y 

epidermis apunta a una alteración en la distribución radial de auxinas que estaría 

interrumpiendo la iniciación tal y como describen De Smet y colaboradores (2007). Esta 

distribución radial depende del transporte polar y floemático (Ljung et al., 2005) y del 

transporte radial, que a su vez es dependiente del transportador PIN3 (Friml et al., 2002), 

cuya actividad es necesaria para la correcta distribución del transportador LAX3 (Palme y 

Teale, 2013). Así, la desregulación de genes relacionados con el transporte polar (ASA1, 

ABCB10, CYP711A1) podría estar favoreciendo la acumulación de auxinas en el sistema 

radicular y distorsionando la distribución, lo que explicaría la disminución de PRL iniciados. 

Así, alteraciones en la distribución radial de auxinas podría estar impidiendo la emergencia 

de los primordios a través de las sucesivas capas radiales de la raíz, defecto observado en 

fip1-1, que acumula primordios en estadio V. 

Una vez disparada la señal de auxinas en las células fundadoras, la respuesta se modula a 

través de una complicada red de expresión génica que implica la integración de diversas 

señales hormonales. Uno de los genes responsables de la transducción de la señal, ABI3, 

se encuentra sobreexpresado más de 15 veces en el fondo mutante. Esta inducción está 

directamente relacionada con la señal de auxina en raíz (Brady et al., 2003), lo que permite 

corroborar que el incremento de la respuesta a auxinas se tranduce a los siguientes 

estadios de la ruta en el mutante fip1-1. Se ha descrito la proteína ERA1 como regulador 
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directo de la expresión de ABI3 en raíces de Arabidopsis (Brady et al., 2003). Sin embargo, 

no se ha identificado ninguna alteración en la expresión o el procesamiento del ARN 

mensajero de este gen en el fondo mutante, lo que apunta a que la expresión de ABI3 

podría estar controlada a través de otros mecanismos aún por determinar. 

ABI3 se expresa en tejidos quiescentes (Parcy et al., 1994; Rohde et al., 1999) y, entre 

otras funciones, se le ha atribuido la modulación de la iniciación de PRL a través de la 

respuesta a auxina (Brady et al., 2003). Dado que la deslocalización de la respuesta a 

auxina se da a lo largo de toda la raíz, es de suponer que este evento es anterior y, por lo 

tanto, inductor, de los elevados niveles de ABI3 en el fondo mutante. Por otro lado, y dado 

que se ha descrito a este gen como un modulador que no es esencial en la formación de RL 

(Brady et al., 2003), se puede deducir que la sobreexpresión de ABI3 no es el único 

responsable del fenotipo radicular de fip1-1. No se descarta, sin embargo, que haya un 

efecto cooperativo entre ABI3 y otros efectores de la señal de auxinas, por lo que deberá 

analizarse el fenotipo del doble mutante fip1-1/abi3-1 

3.2.3. Desarrollo del PRL y elongación de la RL 

El mutante fip1-1 no sólo se ve reducido el número de PRL iniciados, si no que aquellos que 

logran realizar los primeros pasos de su desarrollo se ven arrestados mayoritariamente en 

el estadio IV. Estos resultados apoyan las publicaciones más recientes, en las que se 

propone que los procesos de iniciación y emergencia de los PRL son independientes 

(Benkova et al., 2003; Ditenglou et al., 2008). Así, fip1-1 vería alterada la formación de PRL 

en dos fases diferentes del proceso: en la especificación y en la emergencia. 

La elongación del PRL se regula principalmente a través del gradiente de auxinas, 

citoquininas y ABA (Benková et al., 2003; Okushima et al., 2007; Bhalerao et al., 2007; 

Swarup et al., 2008; Bielach et al., 2012; Chen et al., 2012). Por una parte, la desregulación 

de la respuesta a auxinas podría afectar a la emergencia de PRL de forma paralela a la 

iniciación, por lo que se han estudiado las rutas descritas en publicaciones anteriores. Se ha 

propuesto que los transportadores PIN1 y AUX1 podrían ser responsables de la respuesta 

como retroalimentadores (Ditenglou et al., 2008; Laskowski et al., 2008). Sin embargo, el 

mutante fip1-1 no presenta diferencias en la expresión de los marcadores pAUX1:YFP en 

primordios ni pPIN1:GFP en el RAM. No se descarta que PIN1 se encuentre afectado 

únicamente en los PRL, así como que haya cambios demasiado sutiles en la presencia de 

AUX1 como para que sea posible advertir diferencias cualitativas. Tampoco se encuentran 

cambios en la expresión o procesamiento postranscripcional de estos genes en el fondo 

mutante, por lo que parece que el defecto en la emergencia de PRL se encuentra 

mayoritariamente afectado a nivel de respuesta. 

Por otro lado, el desbalance en la respuesta a auxinas observada en fip1-1 podría estar 

modificando la actividad de LAX3 tal y como proponen Swarup y colaboradores (2008). 

LAX3 regula la expresión dependiente de auxina de un grupo de enzimas remodeladoras de 

pared celular (CWR) en las células que rodean al primordio (Cosgrove, 2000; Marín-

Rodríguez et al., 2002; Vissenberg et al., 2005; Wen et al., 2006). En el mutante fip1 se han 

encontrado diversos cambios en la expresión y la distribución de sitios de corte y 

poliadenilación de numerosos genes relacionados con la remodelación de la pared celular, 
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lo que sugiere que estos cambios de expresión (dependientes de LAX3) y 

postranscripcionales en enzimas remodeladoras podrán bloquear la emergencia de los 

primordios. . La Sin embargo, no se han detectado eventos de regulación transcripcional o 

post-transcripcional en el gen LAX3. No obstante, no es posible descartar esta hipótesis ya 

que la regulación de la expresión podría darse a nivel de determinados tipos celulares, tal y 

como proponen publicaciones anteriores (Wu et al., 2011; Shen et al., 2011), y los 

resultados podrían verse enmascarados en el análisis de RNA a nivel de todo el sistema 

radicular. Así, y dado que la expresión de LAX3 depende de PIN3 (Palme y Teale, 2013), 

sería necesario realizar un análisis de líneas marcadoras para este transportador que 

permitiera determinar si la deslocalización de la señal de auxinas en el PRL en desarrollo 

podría estar afectando a la distribución de LAX3. Idealmente, para determinar si 

modificaciones de APA en LAX3 y PIN3 regulan estos procesos se debería llevar a cabo un 

análisis de enriquecimiento celular mediante cell sorting y un posterior análisis de PATseq. 

Otro de los efectores de la señal de auxina desregulado en fip1-1 es IAA6/SHY2, que está 

reprimido más de 3 veces en el fondo mutante. Su expresión depende del equilibrio entre 

distintas rutas de señalización hormonal (citoquinina y auxina) y su mutación de ganancia 

de función inhibe la emergencia de los PRL (Goh et al, 2013). Además, SHY2 participa en 

la expresión de enzimas remodeladoras de la pared en la endodermis, lo que permite que la 

relajación de la pared de las células adyacentes al primordio se produzcan adecuadamente 

(Vermeer et al., 2014). Por otro lado, Dello Ioio y colaboradores publicaron en 2007 y 2010 

resultados que vinculan la actividad de SHY2 con el gen de respuesta a citoquininas ARR1, 

a su vez dependiente de SCR y, por consiguiente, de la distribución de auxinas (Moubayidin 

et al., 2013). La suma del efecto de estas rutas de regulación conlleva la baja expresión de 

SHY2 observada en fip1-1 y ésta, a su vez, se traduce en un defecto en el desarrollo de los 

PRL. ¿Como se reprime SHY2 en fip1? Es posible que se reprima a través del módulo 

SLR/ARF7/ARF19 (Goh et al, 2013) que está activado en el mutante fip1. Sin embargo, a la 

fecha, no podemos descartar la activación a través de otras vías. 

Por otro lado, se ha observado que el defecto en el desarrollo de los PRL es compensado 

en el mutante shy2 por una iniciación masiva de PRL en respuesta a auxinas vía activación 

de la expresión de LBD16 vía SLR/ARF7/ARF19 (Goh et al., 2013). Este proceso no se 

aprecia en fip1-1 debido a que este mutante tiene afectada la iniciación de los primordios a 

múltiples niveles, incluida la especificación, por lo que no sería capaz de compensar los 

defectos de desarrollo aumentando la iniciación. 

De forma paralela, se han descrito numerosas evidencias del papel regulador de la auxina a 

nivel de la regulación mecánico-hidráulica (Ditenglou et al., 2008; Laskowski et al., 2008; 

Péret et al., 2012). Así, la alteración de los mecanismos de respuesta a auxinas podrían 

estar impidiendo la correcta acumulación de aquaporinas y, por lo tanto, impidiendo las 

deformaciones celulares necesarias para el desarrollo del PRL (Péret et al., 2012). Dado el 

elevado número de genes desregulados en fip1-1 relacionados con el estrés hídrico, no se 

descarta que este mutante se vea afectado en la acumulación local de agua que facilita la 

emergencia de la RL. 

Llegados a este punto del análisis no se puede pasar por alto que fip1-1 presenta una 

acumulación de primordios en estadio IV de desarrollo. Esta fase de desarrollo implica 

superar un punto de control clave en la emergencia de RL: La ruptura de la Banda de 

Caspary (Alassimone et al., 2010). Publicaciones recientes han identificado algunos de los 
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genes responsables de la formación y el mantenimiento de esta barrera apoplástica 

(Ropollo et al., 2011). Entre estos genes destaca la familia CASP (CASPARIAN STRIP 

MEMBRANE DOMAIN PROTEINS), que codifican una serie de proteínas transmembrana 

responsables de la restricción de la difusión de proteínas, además de participar en la 

formación de la Banda de Caspary favoreciendo la remodelación de la pared celular y el 

depósito de lignina (Ropollo et al., 2011; Lee et al., 2013). No se han detectado diferencias 

significativas ni en la expresión ni en la selección de PAS de los genes que participan en el 

proceso en el fondo mutante fip1-1. Sin embargo, debido al interés en este proceso, se han 

visualizado y analizado de forma manual mediante el visor IGV las lecturas de PATSeq 

obtenidas para los genes implicados y se han podido identificar evidencias de una posible 

regulación de su expresión por APA (Anexo: Figuras 13-15). El hecho de que estos eventos 

de APA hayan quedado fuera del análisis estadístico podría ser consecuencia de la 

selección de PAS específicos de tejido, así como del modo en el que se realiza el análisis. 

El protocolo DEXSeq compara la frecuencia de secuencias alineadas en unas coordenadas 

concretas del genoma de Arabidopsis. Sin embargo, no tiene en cuenta la acumulación de 

los extremos 5’ de esas secuencias (correspondiente al punto de corte y poliadenilaciòn). La 

visualización del alineamiento, sin embargo, ha permitido identificar posibles diferencias en 

la selección de PAS. Así, se observa una tendencia a seleccionar PAS distales en el fip1-1 

en los genes CASP1, SGN3, ESB1, LOTR1 y MYB36. 

Estos genes muestran un uso de PAS distales en el 3’UTR. Aunque no se sabe la 

consecuencia de este cambio, es posible que se incrementara la acumulación de estas 

enzimas o se expresaran en nuevos tipos celulares, generando una banda de Caspary más 

rígida que impidiese la emergencia de los PRL. Esta hipótesis es consistente con los 

resultados obtenidos de la observación de los mutantes de los genes implicados, cuya 

deposición de lignina es deslocalizada e irregular. Además, los mutantes casp1, casp3 y 

esb1 presentan sobreproducción de lignina, así como aumento de la presencia de suberina 

en estadios tempranos del desarrollo. Por su parte el mutante sgn3 es extremadamente 

sensible a cambios ambientales y es incapaz de compensar la pérdida del depósito de 

lignina mediante suberización (Hosmani et al., 2013; Pfister et al., 2014). Será necesario 

realizar análisis de la deposición de lignina y suberina en los fondos fip1-1 y control para 

determinar posibles defectos que explicaran la acumulación de PRL en estadio IV. 

3.3. Caracterización fenotípica de fip1-1: Raíz principal 

El mutante fip1-1 presenta un retraso en el crecimiento de su raíz principal durante los 

primeros 10 días de crecimiento. Se ha descartado que este retraso puede derivar de un 

retraso en la germinación, lo que indica que las diferencias observadas se deben a 

problemas de desarrollo. El crecimiento de la raíz principal es el resultado de dos procesos: 

multiplicación de las células meristemáticas y posterior elongación (Beemster et al., 2003). 

Se ha podido relacionar las diferencias en el crecimiento de la raíz principal con un aumento 

de la longitud del meristemo radicular apical (RAM) tanto en micras como en número de 

células en estado de división. Sin embargo, las diferencias en la longitud del RAM en ese 

mismo periodo son más acusadas, de lo que se puede deducir que la plántula fip1-1 

recupera la longitud de su raíz principal aumentando la capacidad proliferativa de su 

meristemo. Sin embargo, la expresión del marcador pCYCB1;1:GFP se ve reducida en el 
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fondo mutante, lo que podría sugerir que fip1-1 ve acelerado su paso por las fases G2/M en 

la progresión del ciclo de división celular. 

La actividad proliferativa del sistema radicular de Arabidopsis se regula a través del balance 

de diferentes fitohormonas, entre las que destaca el efecto antagónico de auxinas y 

citoquininas (Dello Ioio et al., 2007; Pernisová et al., 2011; Vanstraelen and Benková, 2012; 

El-Showk et al., 2013). El aumento de longitud del meristemo en el fondo mutante podría 

estar apuntando a que el equilibrio auxinas/citoquininas se encuentra desplazado en fip1-1. 

Como se ha discutido anteriormente, el mutante fip1-1 presenta una desregulación de la 

respuesta a auxinas a lo largo de la raíz principal. Además, se han detectado cambios de 

expresión, así como en la distribución de PAS de numerosos genes relacionados con la 

respuesta a citoquininas, lo que podría estar indicando alteraciones de las rutas de 

regulación que dependen de ellas. A continuación se analizan los cambios observados en la 

expresión de genes clave para este proceso en el fondo mutante fip1-1. 

En el ápice radicular, donde la señalización por auxinas es máxima, se promueve la 

proliferación del centro quiescente (Dello Ioio et al., 2007). Se realizaron una serie de 

observaciones preliminares que revelaron que no hay diferencias significativas en la 

expresión de PIN1 y PIN3, dos de los principales transportadores acropétalos. Con los 

datos obtenidos no es posible determinar si el equilibrio auxinas/citoquininas se encuentra 

desplazado en el fondo mutante ni apuntar a una causa de este posible desplazamiento. Se 

prevé realizar próximamente una descripción detallada de las señales meristemáticas en el 

mutante fip1-1 con el objeto de identificar el proceso de señalización celular alterado. 

Uno de los factores de transcripción fundamentales en el desarrollo radicular es WOX5, 

responsable del mantenimiento de las células adyacentes al CQ, así como de prevenir su 

división (Sarkar et al., 2007; Forzani et al., 2014). El mutante fip1-1 experimenta una 

drástica reducción de la expresión del marcador pWOX5:GFP. En lo que a la distribución de 

PAS se refiere, apenas se han obtenido lecturas correspondientes a este mensajero en 

nuestros análisis. Esto podría deberse a su expresión localizada en células que suponen 

una aportación mínima al tejido radicular. Estos tipos celulares, además, co-localizan con el 

patrón de expresión observado de FIP1, por lo que no se descarta que la expresión de 

WOX5 se regule mediante APA. 

Se ha descrito que la expresión de WOX5 se induce por el sistema SCR/SHR (Sarkar et al., 

2007). No se han detectado cambios de expresión ni APA en estos genes, aunque el 

limitado número de lecturas de nuevo permite especular con la posibilidad de que estos 

cambios no se hayan detectado por limitaciones de la técnica (Anexo: Figura 16). Esta 

hipótesis es consistente con la reducción de la expresión del marcador pSCR:GFP en la 

endodermis de fip1-1. 

Otro de los mecanismos reguladores de la expresión de WOX5 implica un proceso de 

retroalimentación negativa entre ésta y AXR3/IAA17 en el RAM (Tian et al., 2014). El 

mutante de ganancia de función axr3-1 experimenta un aumento de la respuesta a auxinas 

en el CQ, así como una disminución en las células de la colunmela, lo que se traduce en un 

aumento de la intensidad y el área de expresión de WOX5. Por su parte, el mutante de 

pérdida de función produce represión de su transcripción mediada por proteínas ARF. En 

este contexto, una hipotética represión de AXR3 vía APA en el mutante fip1-1 podría influir 

en la expresión de WOX5. 
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A medida que la raíz va creciendo y las células meristemáticas se alejan del ápice radicular 

el equilibrio entre auxinas y citoquininas se desplaza, lo que dispara los mecanismos de 

diferenciación celular (Dello Ioio et al., 2007). De forma paralela, se ha observado que las 

células meristemáticas de fip1-1 que han entrado en la zona de transición no son capaces 

de elongar correctamente en el mutante. Así, la pérdida en la capacidad de crecimiento de 

la raíz principal podría explicarse por los defectos de elongación observados. Los resultados 

obtenidos apuntan a que el mutante trata de compensar este defecto de elongación 

aumentando su tasa de división y, por tanto, la longitud del meristemo desde el centro 

quiescente a la zona de transición. 

No se ha detectado APA ni cambios de expresión en los genes descritos como reguladores 

de este proceso, por lo que se puede sugerir que se deba al desajuste hormonal. Sin 

embargo, no se puede descartar que las alteraciones observadas en la expresión de genes 

relacionados con formación de la pared celular influyan en este proceso. Así mismo, se han 

identificado casos de APA en algunos genes que participan en el proceso de elongación 

mediada por auxinas. Uno de los casos más interesantes es el de SGT1 (Anexo: Figura 17), 

que presenta un PAS proximal alternativo en el fondo fip1-1. SGT1 es una 

glicosiltransferasa que se ha relacionado con los procesos de remodelación de la pared 

celular y con el crecimiento radicular mediado por auxinas (Gray et al., 2003; Saito et al., 

2014; Wang et al., 2015). Su mutación provoca alteraciones en el proceso de elongación 

que se traducen en raíces y rosetas de menor tamaño que los del fondo salvaje (Saito et al., 

2014), por lo que la producción de una isoforma larga en el fondo fip1-1 podría estar 

afectando el desarrollo radicular. 

En conjunto, los resultados de la caracterización del sistema radicular han revelado 

alteraciones en la señalización hormonal de fip1-1 que pueden explicar el fenotipo mutante, 

al menos en una buena parte. Gracias a la deslocalización de los marcadores de respuesta 

a auxinas y al aparente desplazamiento del equilibrio auxinas/citoquininas en el RAM, se ha 

observado que hay procesos de señalización celular alterados en el mutante. Así, es 

posible afirmar que los eventos de poliadenilación alternativa que sufre fip1-1 provocan 

alteraciones de la señalización y éstas, a su vez, defectos en el desarrollo. 
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4. Respuesta a estrés 

El mutante fip1-1 presenta desregulación y APA de numerosos genes relacionados con la 

respuesta a estrés abiótico, así como con la señalización por ABA, una de las fitohormonas 

clave en la inducción de dichas respuestas. Se ha testado la tolerancia del mutante a 

algunos de estos estreses a través del análisis del desarrollo de su sistema radicular y se ha 

detectado que su respuesta es más eficiente en algunos aspectos. A continuación se 

discutirán los resultados obtenidos para cada uno de los tratamientos. 

4.1 Estrés salino 

La elevada salinidad es un problema agronómico de gran relevancia que causa daños en la 

planta, entre otros, por estrés osmótico y por exceso de iones de sodio (Flowers et al., 1997; 

Munns, 2002; Xiong y Zhu, 2002). El cloruro de sodio activa cambios de expresión génica 

mediados en parte por la fitohormona ABA (Zhu, 2002; Fujita et al., 2011) que producen 

inhibición del crecimiento (Finkelstein y Rock, 2002; Achard et al., 2006), así como una 

respuesta que regula la apertura estomática (Nemhauser et al., 2006; Huang et al., 2008). 

A continuación se analizará la respuesta de los fondos genéticos control y fip1-1 al 

tratamiento de estrés salino, así como la distribución de PAS en dichas condiciones. Dado 

el elevado porcentaje de genes regulados por APA en estas condiciones en ambos fondos 

genéticos se comentará también la implicación de ésta en la respuesta a salinidad. 

4.1.1 APA inducida por estrés salino en el sistema radicular 

Distribución de PAS en la raíz del fondo genético control como respuesta a estrés salino 

La alteración masiva de selección de PAS en condiciones de estrés salino indica la 

existencia de un nuevo nivel de regulación de la respuesta que no se ha estudiado hasta la 

fecha. Así, hemos podido observar que las plántulas sometidas al tratamiento con cloruro de 

sodio desplazan la selección de PAS para favorecer el uso de aquellos situados en la región 

codificante y el extremo 5’UTR en detrimento de los localizados en intrones. Esto podría 

estar indicando una disminución de la degradación de mensajeros vía NMD, que es 

consistente con los resultados publicados por Shaul y colaboradores en 2005, donde 

mostraban una inhibición de este sistema de control de calidad en condiciones de estrés. 

En el caso de los PAS localizados en el CDS y 5’UTR, es de esperar que los tránscritos 

sean degradados a través del sistema NSD entre otros (Frismeyer et al., 2002; Akimitsu et 

al., 2007; Hogg y Goff, 2010; Hwuang y Maquat, 2011). Sin embargo, entre ellos, destacan 

algunos genes de respuesta a estrés cuya actividad se regula mediante splicing alternativo 

y que podrían ser constitutivamente activos en las hipotéticas formas cortas producidas 

como consecuencia de la poliadenilación del CDS. 
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Distribución de PAS en la raíz del fondo genético fip1-1 como respuesta a estrés salino 

El mutante fip1-1 apenas sufre alteraciones en la distribución general de PAS como 

respuesta al tratamiento. Dada la modificación del uso de todas las regiones genómicas 

observada en el fondo genético control, es interesante recalcar que el fondo mutante sólo 

aumenta ligeramente el uso de PAS situados en CDS e intrones. Estos resultados 

evidencian la participación de la proteína FIP1 en la regulación de la expresión génica que 

media la respuesta a estrés salino. 

Entre los genes que experimentan APA cuando fip1-1 es sometido a estrés salino destacan 

aquellos relacionados con la señalización por ABA y el distintos aspectos clave del 

desarrollo radicular. Estos cambios de expresión de genes maestros desencadenarían una 

serie de cascadas de señalización que posiblemente serían responsables de la tolerancia 

del mutante al tratamiento. Para determinar los genes responsables de esta tolerancia se 

han estudiado los genes regulados por APA en ambos fondos genéticos como respuesta al 

estrés. Es de esperar que entre los genes comunes se encuentren aquellos responsables 

de la respuesta primaria, mientras que los exclusivos de fip1-1 podrían explicar la tolerancia 

observada en el mutante. A continuación se analizan los eventos de APA identificados y su 

posible implicación en la respuesta al tratamiento. 

Implicación de la regulación por APA en la respuesta a estrés salino 

Rutas de señalización por ABA: Familia ABF/AREB 

Uno de los elementos clave en la respuesta a ABA es la familia de factores de transcripción 

ABA-RESPONSE ELEMENT BINDING FACTOR (ABF/AREB). Más concretamente, ABF2, 

ABF3 y ABF4 son reguladores clave de la respuesta a ABA en condiciones de estrés 

hídrico, osmótico y salino. Su función es cooperativa y comparten algunas dianas, aunque 

se han identificado algunos roles específicos (Fujita et al., 2005; Yoshida et al., 2010). Así, 

ABF2/AREB1 se ha relacionado específicamente con la respuesta a estrés hídrico y 

osmótico (Kim et al., 2004; Fujita et al., 2005; Yoshida et al., 2015). Por su parte, ABF3 es 

más efectivo que sus homólogos en procesos como el crecimiento apical o la respuesta a 

ABA (Yoshida et al., 2010). 

La actividad de ABF2 se regula mediante procesamiento alternativo del mensajero, siendo 

la forma activa aquella que mantiene el primero y el último de los dominios conservados 

propios de la familia. La sobreexpresión de esta forma activa produce hipersensibilidad a 

ABA y tolerancia a sequía (Fujita et al., 2005). Además, estos autores observaron que el 

extremo N-terminal de la proteína actúa como activador transcripcional incluso en ausencia 

del dominio de unión a ADN, localizado en el C-terminal. Así, esta proteína deleccionada es 

capaz de activar la expresión de numerosos genes de respuesta a ABA en ausencia de ésta  

y confiere a la planta tolerancia a estrés hídrico. En condiciones de estrés salino, 

Arabidopsis desplaza la selección de PAS y da lugar a dos nuevos tránscritos de ABF2 que 

sólo contienen los primeros 130 y 306 nucleótidos del CDS respectivamente (Anexo: Figura 

22). El fragmento activador identificado por Fujita y colaboradores (2005) comprende los 

primeros 61 aminoácidos, por lo que es plausible pensar que estos tránscritos específicos 

de estrés salino podrían dar lugar a activadores transcripcionales constitutivos. 
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Estos nuevos PAS aparecen como respuesta al estrés salino en el fondo genético control. 

En fip1-1, sin embargo, su presencia es minoritaria, pero se ve incrementada hasta 3 veces 

en las raíces sometidas al tratamiento por sal. Estos resultados podrían estar apuntando a 

que la regulación de ABF2 vía APA es específica de la respuesta a estrés, tal y como 

proponen Fujita y colaboradores (2005), y parcialmente dependiente de la actividad de 

FIP1. Así, el desequilibrio originado en el mutante fip1-1 puede promover su uso en 

pequeña medida, lo que podría contribuir a la inhibición del crecimiento observada en el 

mutante. En condiciones de estrés salino, el mutante estaría promoviendo el uso de los PAS 

localizados en el exón 1 por acción cooperativa de distintas proteínas del complejo entre las 

que se encuentra FIP1. Así, fip1-1 generaría la forma constitutivamente activa de ABF2 en 

respuesta al estrés con menos eficiencia de lo que lo hace el fondo genético control. 

Por otro lado, también se ha observado APA en el gen ABF3 (Anexo: Figura 22). En este 

caso, la selección de PAS en el exón 2 del mensajero inmaduro en condiciones de estrés en 

el fondo control está presente también en las muestras de fip1-1, y en su caso es 

independientemente del tratamiento. En esta coyuntura, es factible proponer que FIP1 

inhibe la selección del PAS de respuesta a estrés localizado en el exón 2, tal vez mediante 

promociòn del uso de alguno de los sitios de corte localizados en el extremo 3’UTR, cuyo 

análisis se ve dificultado por la proximidad el gen contiguo. Además, se ha identificado un 

PAS en el exón 3 exclusivo de las raíces sometidas a estrés salino común a ambos fondos 

genéticos. Este PAS podría estar regulado por FIP1, ya que su uso es mayor en el fondo 

mutante. 

El mutante fip1-1 experimenta una acumulación de transcritos de genes regulados por la 

ruta ABF: AIA1, RD29B, AIL1 y RAB18. Todos ellos se expresan en plantas transgénicas 

sobreexpresoras de la forma activa de ABF2 en ausencia de ABA, aunque su inducción es 

mucho menor que la obtenida en plantas sobreexpresoras de la forma inactiva en presencia 

de ABA (con excepción de AIA1) (Fujita et al., 2005). AIA1 y RDB29B se han propuesto 

como dianas directas de ABF2 (Fujita et al., 2005). Por otro lado, se ha observado que la 

expresión de RD29B, AIL1 y RAB18 es mayoritariamente regulada vía ABF3 (Yoshida et al., 

2010). Además, se ha observado que ABF3 tiene un antagonista en la regulación de la 

expresión de RD29B: NAC072 (Li et al., 2016). Es interesante remarcar que la expresión de 

NAC072 está reprimida en fip1-1. Dada la regulación de ABF2 por procesamiento 

alternativo, es posible proponer que el uso de PAS propios de respuesta a estrés en fip1-1 

podría estar generando proteínas ABF2 y ABF3 constitutivamente activas que explicaran, al 

menos en parte, la sobreexpresión de los genes de respuesta a ABA. 

Otro de los casos de APA más interesantes entre los ocurridos como respuesta a estrés 

salino en la raíz es el de NPX1 (Anexo: Figura 24), un regulador negativo de la transcripción 

de diversos genes de respuesta a ABA y cuya sobreexpresión provoca insensibilidad a ABA 

e hipersensibilidad a estrés hídrico (Kim et al., 2009). El perfil de PAS en condiciones de 

crecimiento óptimas y en estrés salino muestra una colección de tránscritos entre las que 

destacan PAS localizados en los exones 5 y 6 en el medio de cultivo control y numerosos 

PAS en el exón 7 en el medio suplementado con sal. En fip1-1, por otra parte, se observa 

mayor simplicidad en la selección de PAS localizados en el exón 7, así como una tendencia 

a seleccionar PAS distales en el 3’UTR. Este perfil podría favorecer la degradaciòn del 

mensajero por medio del sistema NSD o miRNAs, lo que explicaría la sobreexpresión de 
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genes de respuesta a ABA en el fondo mutante. En conjunto, la complejidad de esta 

colección de PAS dificulta una predicción de la traducción de este gen, y apunta a que su 

regulación está mediada por APA. Por otro lado, la aparición de multitud de eventos de APA 

en el mismo gen podría estar apuntando a que este nivel de regulación modula la expresión 

de NPX1 a través de la selección de distintos PAS en distintos tipos celulares, como se 

propone en la bibliografía (Wu et al., 2011; Shen et al., 2011). 

Rutas de señalización por ABA: ABIs y CPKs 

Otro de los casos de APA identificados afecta al regulador positivo CDPK6/CPK3 ((Anexo: 

Figura 25), que están reprimidos en ausencia de ABA por ABI1 y ABI2 (Geiger et al., 2010) 

y relacionado con la aclimatación a largo plazo mediante fosforilación de distintas proteínas 

en una ruta independiente del sistema MAPK (Mehlmer et al., 2010). Estos autores 

observaron que la actividad de CPK3 es constitutiva tanto en raíz como en parte aérea y 

que el mutante sobreexpresor presenta tolerancia a estrés salino. 

Se han identificado dos PAS localizados en el CDS de los tránscritos de CDPK6 producidos 

bajo estrés salino en plantas control. El mutante fip1-1 no experimenta niveles significativos 

de poliadenilaciòn en el CDS, pero sí experimenta APA en el extremo 3’UTR. Así, fip1-1 

presenta tendencia a utilizar PAS distales en medio estándar con respecto al fondo genético 

control. Además, en condiciones de estrés salino selecciona un PAS localizado en una 

posición más distal, con lo que el mensajero es aún más largo que en condiciones de 

crecimiento óptimas. Estos fenómenos de APA podrían conllevar degradación del 

mensajero o, en caso de que éste pudiera traducirse, darían lugar a distintas proteínas 

truncadas. Estas proteínas carecerían de uno o más dominios EF, necesarios para la 

regulación de su actividad (Geiger et al., 2010). De acuerdo con esta hipótesis, la proteína 

truncada CDPK6 estaría constitutivamente activa. Se desconoce la función de esta proteína 

en el sistema radicular de Arabidopsis. Sin embargo, se ha relacionado con el cierre 

estomático mediado por ABA, ya que es fundamental para la activación de canales de calcio 

en las células de guarda (Mori et al., 2006). Además, se ha observado que CDPK6 es 

necesaria para la activación de los canales de potasio tipo TPK1 en las vacuolas de las 

células foliares (Latz et al., 2014). En conjunto, estos resultados apuntan a que CDPK6 

podría tener un papel en la respuesta a estrés salino en el sistema radicular y que la APA 

podría jugar un papel en la regulación de su expresión y/o actividad. 

Otras rutas de señalización afectadas por APA 

AHK3 (ARABIDOPSIS HISTIDINE KINASE 3) es un receptor de citoquininas expresado en 

las células de la zona de transición del RAM de Arabidopsis responsable de la activación de 

los genes ARR1 (ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR 1) y ARR12 (Hwang et al., 

2012), que a su vez promueven la transcripción del inhibidor de la señal de auxinas SHY2 

(SHORT HYPOCOTYL 2) (Tian et al., 2002; Dello Ioio et al., 2008). AHK3 presenta 

diversos PAS alternativos presentes en el fondo control bajo tratamiento salino, así como en 

fip1-1, independientemente del tratamiento (Anexo: Figura 26). Además, el fondo mutante 

carece de PAS proximales en el extremo 3’UTR. Sin embargo, no se ha detectado 

desregulación de los genes inducidos por AHK3 en fip1-1, lo que dificulta establecer una 
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conexión entre la APA y la actividad de la proteína. Por otro lado, se ha identificado un PAS 

en el último exón que aparece en ambos fondos genéticos, pero sólo en presencia de estrés 

salino. La selección de este PAS parece ser independiente de la actividad de FIP1, lo que 

evidencia la formación de distintos complejos de poliadenilación formados por una 

combinación concreta de las proteínas de la maquinaria, tal y como proponen Forbes y 

colaboradores (2006). En conjunto, la complejidad en la selección de PAS apunta a que la 

poliadenilación alternativa podría ser un método de regulación clave en la expresión de 

AHK3. 

Otra de las categorías funcionales sobrerrepresentadas entre los casos de APA en el 

sistema radicular como respuesta a estrés salino es el desarrollo radicular. Se puede 

deducir que estos PAS podrían estar implicados en la inhibición el desarrollo de la raíz 

principal de una forma directa o indirecta tras el estímulo producido por el cloruro sódico. 

Uno de los más notables es la aparición de múltiples PAS en los exones 8 y 12 de ASA1 

(ANTHRANILATE SYNTHASE ɑ1) (Anexo: Figura 27). Dado que la proteína ASA1 es 

responsable de la inhibición del crecimiento radicular vía etileno (Mao et al., 2016) y que es 

necesario para la activación de las células fundadoras de PRL (López-Bucio et al., 2005), es 

plausible pensar que la selección de PAS en el CDS podría ser un medio para inhibir la 

actividad de ASA1 en condiciones de estrés salino. 

4.1.2 APA inducida por estrés salino en la parte aérea 

En lo que a la parte aérea se refiere, la desviación de la distribución de PAS se asemeja a la 

observada en raíz, lo que evidencia el efecto del estrés salino en la regulación de la 

expresión vía PAS. De nuevo, debido al pequeño número de lecturas obtenidas en el 

experimento PATSeq, se han identificado menos de 200 casos de APA, por lo que su 

análisis es únicamente orientativo. Algunos de los genes relacionados con la respuesta a 

sal afectados por APA son AHA1 (Anexo: Figura 28), que participa en la regulación de la 

apertura estomática (Yamauchi et al., 2016) y LOS2 (Anexo: Figura 29), relacionado con la 

respuesta a ABA y la adquisición de pluripotencia en las raíces laterales (Kang et al., 2013). 
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4.2 Ayuno de nitrógeno
 

La disponibilidad de nitrógeno es uno de los factores determinantes en el crecimiento 

vegetativo y la productividad. Aunque las plantas son capaces de absorber nitrógeno 

orgánico e inorgánico, las formas inorgánicas son las más ampliamente distribuidas en los 

suelos. Su disponibilidad generalmente es baja, aunque depende de factores como el 

percolado y la actividad del microbioma del suelo (Jackson y Caldwell, 1993; Miller y 

Cramer, 2004). Debido a las estimaciones del crecimiento demográfico uno de los nuevos 

retos de la agricultura sostenible es aumentar la producción de los cultivos limitando el uso 

de fertilizantes nitrogenados, ya que su producción es el proceso energéticamente más 

costoso de los asociados con la agricultura moderna (Tilman et al., 2002; Good et al., 2004; 

Gross, 2012). 

Para hacer frente a la escasez de nitrógeno, algunas plantas han desarrollado una serie de 

mecanismos y respuestas que mejoran su eficiencia de su captación (Good et al., 2004; 

Hermans et al., 2006; Nacry et al., 2013). Nacry y colaboradores (2013) agrupan estas 

respuestas en 3 clases: i) Absorción de nitrógeno, ii) plasticidad de la arquitectura radicular 

y iii) modulación del crecimiento de la parte aérea. Los dos primeros tienen el objetivo de 

mejorar la eficiencia en la captación, mientras que el último reduce la demanda de nitrógeno 

de la planta. 

La respuesta fisiológica observada en las plántulas control ante el ayuno de nitrógeno es la 

esperada ante una limitación severa de nitrógeno en el medio (Araya et al., 2015): reducción 

de la longitud de la raíz principal y del número de raíces laterales emergidas. El mutante 

fip1-1, sin embargo, no ve reducida la capacidad de crecimiento de su raíz principal ni 

experimenta acumulación de antocianinas en los cotiledones. Estos resultados apuntan a 

que la regulación de la expresión génica vía APA juega un papel importante en la tolerancia 

al ayuno de nitrógeno, por lo que a continuación se pasan a analizar los perfiles de 

selección de PAS de las plantas control y mutante en respuesta al tratamiento. 

Distribución de PAS en el fondo genético control como respuesta al ayuno de nitrógeno 

Tal y como se había observado en condiciones de estrés salino, el ayuno de nitratos 

provoca alteración en la distribución de PAS a lo largo del sistema radicular con aumento 

del uso del extremo 5’UTR y el CDS y disminuciòn del uso de intrones. Este paralelismo 

entre ambas respuestas evidencia la importancia de este tipo de regulación 

postranscripcional de la expresión en respuesta a estrés abiótico. De nuevo, el perfil general 

apunta a cambios de la estabilidad de determinados mensajeros mediante el corte y 

poliadenilación de PAS situados aguas arriba del último exón, lo que podría afectar a la 

estabilidad de los mensajeros (Frismeyer et al., 2002; Akimitsu et al., 2007; Arciga-Reyes et 

al., 2006; Hogg y Goff, 2010; Hwuang y Maquat, 2011). 

Entre los genes que experimentan regulación por APA en el fondo genético control como 

respuesta al ayuno de nitrógeno destacan categorías relacionadas con la respuesta a 

numerosos estímulos externos. La agrupación por categorías funcionales sólo aporta 4 

genes implicados en la asimilación de nitratos. Sin embargo, se han identificado numerosos 

genes que participan en distintas rutas de regulación del desarrollo radicular, algunos de 

ellos relacionados con la respuesta a nitratos en el medio. Estos resultados apuntan a que 
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la selección de PAS no es específica de la sensibilidad o transporte de nitrógeno, si no de la 

respuesta. La posible implicación de la regulación vía APA en la señalización se discutirá de 

forma conjunta con los resultados obtenidos en fip1-1, con objeto de asociar la selección de 

PAS con la tolerancia al ayuno de nitrógeno. 

Distribución de PAS en el fondo genético fip1-1 como respuesta al ayuno de nitrógeno 

La implicación de FIP en la respuesta al ayuno de nitrógeno se puede observar en la 

disminuciòn de la frecuencia de uso de PAS localizados en intrones y extremos 5’UTR. 

Estos eventos de APA podrían marcar para degradación vía NMD numerosos tránscritos 

(Arciga-Reyes et al., 2006; Hogg y Goff, 2010; Hwuang y Maquat, 2011). Por otro lado, y al 

igual que observamos en el fondo genético control, la agrupación por categorías funcionales 

de los genes que experimentan APA como respuesta al tratamiento, no arroja datos 

concluyentes en cuanto a la adquisición de nitrógeno. Estos resultados, de nuevo, apuntan 

a que la implicación de FIP1 en la tolerancia al ayuno de nitrógeno se relaciona con las 

rutas de respuesta y no con la adquisición del mismo. 

Implicación de la regulación por APA en la respuesta al ayuno de nitrógeno 

FIP1 

Uno de los casos de APA más interesantes entre los observados en el tratamiento de ayuno 

de nitrógeno es el propio FIP1 (Anexo: Figura 30). Mientras que la planta control en 

condiciones óptimas de crecimiento presenta 5 PAS bien definidos, en condiciones de 

ayuno de nitrógeno experimenta corte y poliadenilación en numerosos puntos de los exones 

7 y 8. La representación de cada PAS es mínima, por lo que la mayoría de estas lecturas se 

han eliminado del análisis estadístico. Además, el PAS localizado en el intrón 7 en 

condiciones normales no se utiliza en ayuno de nitrógeno. En conjunto constituyen una 

evidencia de que la expresión de FIP1 se regula mediante APA como respuesta a este 

estrés nutricional. 

El mensajero fip1-1, por su parte, también experimenta corte y poliadenilación del exón 7 en 

condiciones control, aunque la colección de PAS es más amplia en las muestras sometidas 

a la deficiencia de N. Además, el PAS situado en el intrón 7 apenas cuenta con un par de 

lecturas, independientemente del medio de crecimiento. Algunos de los tránscritos 

resultantes conservarían la región responsable de la unión a ARN (Forbes et al., 2006), lo 

que podría sustentar la hipótesis de que se produzcan múltiples tránscritos funcionales de 

FIP1 de Hunt y colaboradores (comunicación personal). Por otro lado, la variada colección 

de PAS observada en respuesta a estrés podría ser el resultado de una modulación de la 

expresión de FIP1 a nivel celular. Así, las células de una región podrían activar su 

transcripción y, mediante expresión de formas con distintas regiones reguladoras, modular 

la traducción a nivel postranscripcional, como proponen Lianoglou y colaboradores (2013). 

Por último, y dadas las diferencias en la distribución de PAS en FIP1 en los fondos genético 

fip1-1 y control, es posible afirmar que FIP1 participa en la regulación de su propia 

expresión en plántulas en este estadio de desarrollo, inhibiendo la selección de 

determinados PAS localizados en el CDS y probablemente promoviendo el uso del PAS 

141 



 
 

             

            

             

 

      

               

            

               

          

             

              

        

     

            

               

           

           

              

           

            

              

             

      

             

                

              

         

         

            

              

        

              

             

       

           

           

         

              

          

              

                

           

                

situado en el intrón 7. Dada la respuesta del mutante a los distintos tratamientos, este efecto 

podría resultar en la activación constitutiva de la respuesta a estreses abióticos, lo que 

podría explicar el retraso general en el crecimiento, así como la tolerancia observada. 

Ruta de señalización dependiente de auxinas 

El estrés por ayuno de nitrógeno induce el uso de un PAS localizado en el exón 3 del 

receptor de auxinas AFB3, que es clave en el control de la densidad de raíces laterales en 

respuesta a la disponibilidad de nitratos (Vidal et al, 2010). Así, la inhibición de su expresión 

mediante APA en condiciones de ayuno podría explicar el descenso en el número de RL 

observada en el fondo control. En fip1-1, pese a que el número de lecturas de este PAS es 

menor del que se ha establecido como mínimo para llevar a cabo el análisis estadístico, se 

han encontrado evidencias de que podría usarse de forma minoritaria independientemente 

del medio de crecimiento (Anexo: Figura 31). 

Por otro lado, se ha descrito que la expresión de AFB3 se regula mediante el miR939 (Vidal 

et al., 2013). Desafortunadamente, este gen se encuentra muy próximo a su contiguo en el 

extremo 3’UTR, lo que dificulta el análisis estadístico de las lecturas. Sin embargo, se han 

identificados alteración en la regulación por APA de otros genes implicados en esta ruta. Se 

ha observado que AFB3 estimula la expresión del factor de transcripción NAC4 en un 

mecanismo dependiente de la actividad del transportador de nitratos NRT1.1, que a su vez 

depende de la activación que ejerce CIPK23. Así, la acción conjunta de AFB3, NRt1.1 y 

CIPK23 induce la expresión de NAC4 en las células del periciclo y estimula un aumento de 

densidad de las raíces laterales emergidas (Liu et al., 2002; Ho et al., 2009; Vidal et al., 

2013; Vidal et al., 2014). 

Se han detectado casos de regulación por APA en NAC4 y CIPK23 en el fondo mutante 

que evidencian el papel de la regulación por APA en la respuesta a nitratos. Por un lado, el 

perfil de sitios de poliadenilación de NAC4 evidencia la elevada complejidad de este nivel de 

regulación (Anexo: Figura 32). En primer lugar, se ha observado que ambos fondos 

genéticos utilizan PAS exclusivos del medio completo que se localiza en el exón 2 (fondo 

genético control) y el intrón 2 (fondo genético fip1-1). La localización de este PAS es 

dependiente de FIP1, por lo que el mutante podría seleccionar un PAS inhibidor alternativo 

que tendría el mismo efecto final. Estos tránscritos serían degradados mediante los 

sistemas NMD y NSD (Frismeyer et al., 2002; Akimitsu et al., 2007; Hogg y Goff, 2010; 

Hwuang y Maquat, 2011), lo que supondría una inhibición de la expresión de NAC4 en 

condiciones óptimas de crecimiento en ambos fondos genéticos. En condiciones de ayuno 

de nitrógeno, sin embargo, el desplazamiento de la maquinaria de poliadenilación al 

extremo 3’UTR activaría la expresiòn de NAC4, contribuyendo así a promover el desarrollo 

de RL con objeto de aumentar la superficie de absorción. 

Además, se ha observado que el fondo mutante presenta PAS distales en el extremo 3’UTR 

con independencia del medio de crecimiento. Así, fip1-1 podría estar generando mensajeros 

de NAC4 con un extremo 3’UTR largo, que podrían ser objeto de degradación por miRNAs 

(Bartel et al., 2009; Sandberg et al., 2008; Ji et al., 2009; Lianoglou et al., 2013). Esta 

hipótesis es razonable dada la elevada implicación de la regulación vía miRNAs en la 

respuesta a la disponibilidad de nitratos (Vidal et al., 2010; Liang et al., 2012; Liang et al., 
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2015; Nguyen et al., 2015). 

Por otro lado, se ha observado que el mensajero de CIPK23 presenta una elevada 

variabilidad en los PAS situados en el extremo 3’UTR, lo que da lugar a una colección de 

tránscritos con un extremo corto (Anexo: Figura 33). Estos tránscritos podrían evitar la 

degradación mediada por miRNAs, lo que induciría la expresión de NAC4 en condiciones de 

estrés (Liu et al., 2003; Ho et al., 2009). Este efecto es independiente del fondo genético, 

por lo que FIP1 no interviene en su selección y, por tanto, no experimenta sobreexpresión 

de NAC4. 

Ruta de señalización dependiente etileno 

Se han identificado casos de regulación por APA en algunos genes que participan en la 

señalización por etileno. Se han aportado evidencias de que la señalización por etileno es 

clave en la respuesta a una alta concentración de nitratos (Tian et al., 2009), pero poco se 

sabe de su efecto en condiciones de deficiencia. Por otro lado, trabajos previos han 

observado que la regulación postranscripcional de la expresión tiene un papel en la 

respuesta a etileno. En concreto, se sabe que el transductor de señal EIN2 (ETHYLENE­

INSENSITIVE 2), en presencia de etileno, es capaz de unirse al extremo 3’UTR de los 

mensajeros de EFB1 (EIN3 BINDING F-BOX1) y EFB2 y marcarlos para degradación (Li et 

al., 2015). Además, su extremo C-terminal es capaz de translocarse al núcleo, donde tiene 

una acción doble: Por un lado reprime la inhibición que ejercen EBF1/2 sobre determinados 

genes de respuesta a etileno, como es el caso de EIN3 (An et al., 2010; Ju et al., 2012; Wen 

et al., 2012). Por otro lado, estabiliza la interacción de EIN3 con otras proteínas 

coactivadoras de la respuesta directa a etileno (Ju et al., 2012; Wen et al., 2012; Chang et 

al., 2013). Se ha identificado selección de un nuevo PAS en EIN2 en condiciones de estrés 

por ayuno de nitrógeno (Anexo: Figura 34). Este PAS está localizado en el primer tercio del 

exón 6 y está presente en el fondo genético fip1-1 con independencia de las condiciones de 

crecimiento. Estos tránscritos podrían ser degradados por el mecanismo NSD (Frismeyer et 

al., 2002; Akimitsu et al., 2007) o, en el caso de que fueran traducidos, dar lugar a una 

proteína EIN2 truncada que carecería del dominio de localización nuclear descrita por 

Alonso y colaboradores (1999), así como de los dominios de interacción con los receptores 

de la familia del etileno (Li et al., 2010). 

Dado que el mutante fip1-1 en medio completo selecciona este PAS se puede deducir que 

FIP1 participa en la selección del sitio de corte y poliadenilación de EIN2, aunque no se ha 

observado desregulación de los genes EFB1/2 en el fondo mutante. Por otro lado, la 

actividad de EIN2 depende de diversas modificaciones postraduccionales que se dan en el 

extremo C-terminal (Brisson y Groth, 2010), lo que podría explicar las similitudes en la 

expresión de los genes EFB, por inhibición de la actividad de EIN2 en el fondo control. 

Alternativamente, se han encontrado otros casos de APA en los genes de esta ruta de 

regulación. Se ha identificado un segundo caso de APA en el gen EIN2 que implica la 

selección de un nuevo PAS en el último exón, en una región muy próxima al codón STOP. 

Ese PAS se presenta en condiciones de estrés por ayuno de nitratos, con independencia 

del fondo genético. Además, se ha detectado que el mutante fip1-1 potencia el uso de un 

PAS distal en el extremo 3’UTR de EIN3 (Anexo: Figura 35), aunque su uso vuelve a niveles 

143 



 
 

         

               

      

           

 

  

       

         

            

              

          

            

        

     

         

             

           

           

          

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

normales en ayuno de nitrógeno. En conjunto, estos resultados evidencian la importancia de 

la regulación vía APA en la señalización por etileno como respuesta al déficit de nitrógeno, 

aunque serán necesarias observaciones posteriores para determinar cuáles son los 

mecanismos subyacentes y cuál es el papel de FIP1 en el proceso. 

En conjunto, estos resultados apuntan a que la regulación postranscripcional mediante 

poliadenilación alternativa juega un papel importante en las respuestas a numerosos 

estreses. En este trabajo hemos encontrado que la respuesta a salinidad y deficiencia de 

nitrógeno está parcialmente regulada por APA y que FIP1 juega un papel importante en esta 

regulación mediante la selección de PAS de genes implicados en las respuestas. Aunque es 

prematuro asignar esta función, es muy posible que FIP1 participe en la generación de 

nuevos transcriptomas a nivel de tejido y/o tipos celulares en respuestas a determinados 

estímulos ambientales o señales endógenas del desarrollo. Bajo esta premisa, es posible 

proponer que el fenotipo de fip1-1 en condiciones normales de crecimiento podría ser 

consecuencia de la generación de un transcriptoma propio de respuesta a estrés, lo que 

permite asociar FIP1 con la selección de PAS propios del desarrollo en condiciones 

óptimas. Además, esta hipótesis encaja con la presunción de que FIP1 es promotor de 

transcriptomas propios de células en bajo estado de diferenciación, tal y como sugiere su 

patrón de expresión y la tendencia a seleccionar PAS proximales. 
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Conclusiones
 

	 La regulación de la expresión génica vía poliadenilación alternativa (APA) participa 
en la modulación del desarrollo de Arabidopsis thaliana. 

	 FIP1 tiene un papel determinante en la selección de sitios de poliadenilación y su 
ausencia provoca APA en un conjunto de genes entre los que destacan el desarrollo 
radicular, la respuesta a la fitohormona ABA y el estrés salino. 

	 Los eventos de APA que sufre fip1-1 provocan alteraciones en diferentes rutas 
de señalización celulares y éstas, a su vez, defectos en el desarrollo. 

	 La regulación de la expresión génica vía APA participa en la regulación de las 
respuestas al estrés inducido por salinidad y deficiencia de nitrógeno. La distribución 
de sitios de poliadenilación a lo largo de las distintas regiones genómicas (3’UTR, 
5’UTR, CDS e intrones) se ve ampliamente alterada, lo que sugiere que la respuesta 
a estrés podría implicar diferentes mecanismos de control de calidad de los 
mensajeros. 

	 FIP1 juega un papel importante en la selección de sitios de poliadenilación de los 
genes implicados en la respuesta a salinidad y deficiencia de nitrógeno. 

El patrón de expresión de FIP1, así como su tendencia a seleccionar PAS proximales 

permiten proponer que el fenotipo de fip1-1 en condiciones estándar de crecimiento podría 

ser consecuencia de la generación de un transcriptoma propio de respuesta a estrés. 
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Anexo 

1. Poliadenilación alternativa: Selección de Poly(A) Sites 

Poliadenilación alternativa en genes seleccionados. A continuación se muestran capturas 

del programa IGV en las que se muestra del alineamiento de las secuencias obtenidas 

gracias al procedimiento PATSeq. 

Poliadenilación alternativa en la raíz de fip1-1 respecto a su control 

Anexo: Figura 1: Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen CPSF30. Muestras de raíz de fip1-1 y control crecidas en MS1/2. 
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Anexo: Figura 2: Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen ABCG37. Muestras de raíz de fip1-1 y control crecidas en MS1/2. 

Anexo: Figura 3 Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen ASA1. Muestras de raíz de fip1-1 y control crecidas en MS1/2. 
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Anexo: Figura 4: Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen DFL1. Muestras de raíz de fip1-1 y control crecidas en MS1/2. 

Anexo: Figura 5: Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen AXR3. Muestras de raíz de fip1-1 y control crecidas en MS1/2. 
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Anexo: Figura 6: Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen PYL4. Muestras de raíz de fip1-1 y control crecidas en MS1/2. 
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Anexo: Figura 7: Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen PYR1. Muestras de raíz de fip1-1 y control crecidas en MS1/2. 

Anexo: Figura 8: Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen ASK1. Muestras de raíz de fip1-1 y control crecidas en MS1/2. 

Anexo: Figura 9: Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen FRY2. Muestras de raíz de fip1-1 y control crecidas en MS1/2. 
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Anexo: Figura 10: Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen RS40. Muestras de raíz de fip1-1 y control crecidas en MS1/2. 
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Anexo: Figura 11: Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen miR162. Muestras de raíz de fip1-1 y control crecidas en MS1/2. 

Anexo: Figura 12: Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen DCL1. La Anexo: Figura inferior muestra una ampliaciòn del extremo 3’UTR. 

Muestras de raíz de fip1-1 y control crecidas en MS1/2. 
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Anexo: Figura 13: Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen CASP1. Muestras de raíz de fip1-1 y control crecidas en MS1/2. 
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Anexo: Figura 14: Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen ESB1. Muestras de raíz de fip1-1 y control crecidas en MS1/2. 

175 



 
 

 

           

       

 

Anexo: Figura 15: Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen MYB36. Muestras de raíz de fip1-1 y control crecidas en MS1/2. 

176 



 
 

 

           

       

 

 

Anexo: Figura 16: Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen WOX5. Muestras de raíz de fip1-1 y control crecidas en MS1/2. 
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Anexo: Figura 17: Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen SGT1. Muestras de raíz de fip1-1 y control crecidas en MS1/2. 

Poliadenilación alternativa en la parte aérea de fip1-1 respecto a su 

control 

Anexo: Figura 18: Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen SnRK3.1. Muestras de parte aérea de fip1-1 y control crecidas en MS1/2. 
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Anexo: Figura 19: Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen HB6. Muestras de parte aérea de fip1-1 y control crecidas en MS1/2. 

Anexo: Figura 20: Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen RGF9. Muestras de parte aérea de fip1-1 y control crecidas en MS1/2. 
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Anexo: Figura 21: Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen THIC. Muestras de parte aérea de fip1-1 y control crecidas en MS1/2. 
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Poliadenilación alternativa en raíz como respuesta a estrés salino
 

Anexo: Figura 22: Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen ABF2. Muestras de raíz de fip1-1 y control sometidas a tratamiento de estrés 

salino. 
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Anexo: Figura 23: Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen ABF3. Muestras de raíz de fip1-1 y control sometidas a tratamiento de estrés 

salino. 
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Anexo: Figura 24: Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen NPX1. Muestras de raíz de fip1-1 y control sometidas a tratamiento de estrés 

salino. 
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Anexo: Figura 25: Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen CDPK6. Muestras de raíz de fip1-1 y control sometidas a tratamiento de estrés 

salino. 
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Anexo: Figura 26: Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen AHK3. Muestras de raíz de fip1-1 y control sometidas a tratamiento de estrés 

salino. 
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Anexo: Figura 27: Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen ASA1. Muestras de raíz de fip1-1 y control sometidas a tratamiento de estrés 

salino. 
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Poliadenilación alternativa en parte aérea como respuesta a estrés 

salino 

Anexo: Figura 28: Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen AHA1. Muestras de parte aérea de fip1-1 y control sometidas a tratamiento de 

estrés salino. 
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Anexo: Figura 29: Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen LOS2. Muestras de parte aérea de fip1-1 y control sometidas a tratamiento de 

estrés salino. 

Poliadenilación alternativa como respuesta a estrés salino
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Anexo: Figura 30: Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen FIP1. Muestras de parte raíz de fip1-1 y control sometidas a tratamiento de 

ayuno de nitrógeno. 
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Anexo: Figura 31: Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen AFB3. Muestras de parte raíz de fip1-1 y control sometidas a tratamiento de 

ayuno de nitrógeno. 
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Anexo: Figura 32: Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen NAC4. Muestras de parte raíz de fip1-1 y control sometidas a tratamiento de 

ayuno de nitrógeno. 
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Anexo: Figura 33: Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen CIPK23. Muestras de parte raíz de fip1-1 y control sometidas a tratamiento de 

ayuno de nitrógeno. 
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Anexo: Figura 34: Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo 

que se refiere al gen EIN2. Muestras de parte raíz de fip1-1 y control sometidas a tratamiento de 

ayuno de nitrógeno. 
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Anexo: Tabla Alineamiento de las secuencias obtenidas gracias al procedimiento PATSeq en lo que 

se refiere al gen EIN3. Muestras de parte raíz de fip1-1 y control sometidas a tratamiento de ayuno 

de nitrógeno. 
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2. Poliadenilación alternativa: Genes regulados por APA en 

fip1-1 

Anexo: Tabla 1: Relación de genes regulados por APA en el mutante fip1-1 con respecto al fondo 

genético control que pertenecen a la categoría funcional Desarrollo Radicular (GO: 0048364). 
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Anexo: Tabla 2: Relación de genes regulados por APA en el mutante fip1-1 con respecto al fondo 

genético control que pertenecen a la categoría funcional Respuesta a Estrés Salino (GO:0009651). 
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Anexo: Tabla 3: Relación de genes regulados por APA en el mutante fip1-1 con respecto al fondo 

genético control que pertenecen a la categoría funcional Señalización por ABA (GO: 0009738). 

197 



 
 

  

 

 

 
           

   

 

3. Poliadenilación alternativa: Genes regulados por APA en 

respuesta a estrés salino 

Anexo: Tabla 4: Relación de genes regulados por APA en respuesta a estrés salino que pertenecen a 

la categoría funcional Desarrollo Radicular (GO: 0048364). 
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Anexo: Tabla 5: Relación de genes regulados por APA en respuesta a estrés salino que pertenecen a 

la categoría funcional Respuesta a Estrés Salino (GO:0009651). 
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4. Poliadenilación alternativa: Genes regulados por APA en 

respuesta a estrés salino en el fondo genético fip1-1 

Anexo: Tabla 6: Relación de genes regulados por APA en el mutante fip1-1 como respuesta a estrés 

salino que pertenecen a la categoría funcional Respuesta a Estrés Salino (GO:0009651). 

. 
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Anexo: Tabla 7: Relación de genes regulados por APA en el mutante fip1-1 como respuesta a estrés 

salino que pertenecen a la categoría funcional Señalización por ABA (GO: 0009738). 
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Es peligroso, Frodo, cruzar tu puerta. 

Pones tu pie en el camino, y si no cuidas tus pasos, nunca sabes a dònde te pueden llevar… 
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