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Rol biológico de la O-glicoproteína AGP21 para el programa de desarrollo de la raíz 
en la planta modelo Arabidopsis thaliana 

RESUMEN 

 Los arabinogalactanos asociados a proteínas (AGPs) son O-glicoproteínas localizadas en las 
paredes celulares que se expresan ampliamente en todas las especies del Reino Vegetal, desde las 
algas verdes hasta las plantas vasculares. Los AGPs pertenecen a la superfamilia de glicoproteínas 
ricas en hidroxiprolina (HRGP), que son postraduccionalmente modificadas de dos maneras, los 
residuos de prolina se convierten en hidroxiprolina por hidroxilación enzimática, y luego la 
hidroxiprolina es O-glicosilada con arabinogalactano (AG). Los AGPs contienen un péptido señal 
en el extremo amino terminal, y la mayoría de ellos están unidos a la membrana plasmática a través 
de un anclaje de tipo glicosilfosfatidil-inositol (GPI) codificado en el extremo carboxilo terminal. 
En Arabidopsis thaliana, se han descrito 42 genes que codifican para diferentes tipos de AGP que se 
clasifican como AGP clásicos cuando el péptido maduro incluye sólo el dominio O-glicosilado. Un 
sub-tipo de AGPs clásicos son denominados AG-péptidos, en los que el O-arabinogalactano (AG) 
es unido a un péptido de sólo 10 a 13 aminoácidos de longitud, que determina la función de la 
proteína madura. En ese caso, el péptido actúa como una proteína de andamiaje para exponer su AG 
en la superficie de la célula. 

 En este trabajo se estudió el rol biológico del AG-péptido 21 (AGP21) de Arabidopsis 
thaliana en el programa de desarrollo de las raíces. El AGP21 se determinó como un gen altamente 
expresado en las células epidérmicas de la raíz y, a su vez, la falta de los transcriptos que en las 
plantas mutantes agp21 produce una alteración en el programa de desarrollo del pelo radical y en la 
expansión en la célula epidérmica. Además, se demostró que la expresión de AGP21 está regulada 
directamente por el factor de transcripción BZR1 de la vía Brasinoesteroide (BR). Los fenotipos 
asociados con la interrupción de la vía de señalización BR son similares a los encontrados en el 
mutante agp21 y en las raíces bloqueadas con el reactivo específico que se une a AGPs llamado 
beta-glucosil-yariv. En estos casos, se observó un patrón de expresión anómalo en las células 
epidérmicas, los factores de transcripción que determinan la diferenciación del pelo radical, tales 
como GL2 (Glabra 2), RHD6 (Root Hair Defective6) y RSL4 (Root Hair Defective6-like 4). En 
base a los resultados obtenidos, se sugiere que AGP21 estaría actuando al menos parcialmente en la 
vía de señalización BR para la diferenciación celular de los pelos radicales, en la planta modelo 
Arabidopsis thaliana. 
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Biological role of the O-glycoprotein AGP21 for root development program 
in the model plant Arabidopsis thaliana 

ABSTRACT 

 The arabinogalactan proteins (AGPs) are O-glycoproteins located in cell walls and widely 
express in all species of Plant Kingdom, from green algae to vascular plants. AGPs belong to 
hydroxyproline-rich glycoproteins (HRGP) superfamily, which are post-translationally modified in 
two ways, proline residues are converted to hydroxyproline by enzymatic hydroxylation, and then 
O-glycosylated on Hyp with arabinogalactan (AG). AGPs contain a signal peptide at the N-
terminus, and most of them are bound to the plasma membrane through a glycosylphosphatidyl-
inositol-type anchor (GPI) encoded at the C-terminus. In Arabidopsis thaliana, have been described 
42 genes encoding for different AGP types. Classical AGPs are defined as glycoproteins in which 
mature peptide includes only the O-glycosylated domain. A subtype of classical AGPs called AG-
peptides, in which the O-arabinogalactan (AG) bound to a peptide of only 10 to 13 amino acids in 
length, determine the function of the mature protein. In that case, the peptide acts as a scaffold 
protein to expose their AG glycan on the cell surface. 

 In this work the biological role of the Arabidopsis thaliana AG-peptide 21 (AGP21) in root 
development program was studied. In detail AGP21 was determined as a highly expressed gene in 
the root epidermal cells, and in turn, the lack of AGP21 transcripts in agp21 mutant plants produces 
an alteration in development program of root hair and cell expansion in epidermis. In addition, it 
was demonstrate that the AGP21 expression is directly regulated by the transcription factor BZR1 
of Brassinosteroid (BR) pathway. Phenotypes associated with disruption of the BR signaling 
pathway are similar to those found in the agp21 mutant roots, and in those roots blocked with a 
specific reagent that binds to AGPs called beta-Glucosyl-Yariv. In these cases, the expression of the 
transcription factors GL2 (Glabra 2), RHD6 (Root hair defective 6) and RSL4 (Root hair defective 
six-like 4) that determine root hair differentiation was observed with an anomalous expression 
pattern in epidermal cells. Based on the results obtained, we suggest that AGP21 would be acting at 
least partially in the BR signaling pathway for epidermal cellular differentiation of root hairs in the 
model plant Arabidopsis thaliana. 
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1. INTRODUCCION 

1.1 LA PARED CELULAR VEGETAL 

A lo largo de todo el crecimiento las plantas absorben grandes cantidades de agua, la cual genera 
una presión de turgencia interna contenida por las paredes celulares. Este proceso genera un 
esqueleto hidroestático que tiene la función de proveer un sostén mecánico para la planta. La pared 
celular vegetal está compuesta mayoritariamente por polisacáridos del tipo de celulosa, 
hemicelulosa y pectinas, y adicionalmente están presentes las glicoproteínas. Las glicoproteínas 
más abundantes en las pared celular vegetal pertenecen al tipo de proteínas ricas en hidroxiprolina 
(HRGPs). En las plantas vasculares, la estructura predominante de la pared celular son las 
microfibrillas de celulosa que son entrecruzadas por los xiloglucanos y junto a las pectinas, 
constituyen una red de polisacáridos que envuelven a las células (Dick-Perez et al., 2011). 

La celulosa se encuentra en forma de fibrillas largas no ramificadas, compuestas 
aproximadamente por 30-36 cadenas de (1→4) β-D-glucosa que se mantienen unidas entre sí por 
puentes de hidrógeno. El largo de las fibrillas no es conocido, pero se han observado cadenas con 
hasta 14.000 unidades de glucosa, lo que correspondería a una fibrilla de alrededor de 7 µm de 
largo. Las hemicelulosas son polisacáridos ramificados con esqueletos de azúcares neutros que 
pueden formar puentes de hidrógeno con las fibrillas de celulosa, como también con el resto de los 
polisacáridos en la pared (Kerr & Fry, 2003). Las fibrillas de celulosa, que son sintetizadas en la 
membrana plasmática por grandes complejos tipo roseta de Celulosa-sintasa (CESA), son 
insolubles debido a que las cadenas de glicanos se agregan lateralmente mediante uniones puente de 
hidrógeno y fuerzas de Van der Walls, lo que produce estructuras cristalinas de cadenas paralelas. 
Se piensa que la unión de la hemicelulosa a la superficie de las microfibrillas de celulosa mediante 
puentes de hidrógeno sería un mecanismo importante para el ensamblado de la estructura de la 
pared celular (Somerville et al., 2004) (Figura 1I). 

Las pectinas están definidas por la presencia de ácidos urónicos como su principal componente. 
La pectina más simple es el homogalacturonano (HG), un polímero no ramificado de (1→4) α-D-
ácido galacturónico. El rhamnogalacturonano I (RGI) tiene una cadena principal compuesta por 
unidades alternadas de (1→2) α-L-rhamnosa y (1→4) α-D-ácido galacturónico, con decoraciones 
de cadenas laterales de L-arabinanos, D-galactanos y D-xilanos. El rhamnogalacturonano II (RGII) 
está formado solo por una cadena principal de (1→4) α-D-ácido galacturónico, que puede ser muy 
ramificado. Ha sido sugerido que RGI funcionaría como andamiaje para las otras pectinas, como el 
RGII, mientras que el HG se uniría covalentemente como cadenas laterales (Vincken et al., 2003). 
El HG está unido entre sí por puentes de Ca2+ entre los grupos carboxilo de las cadenas, y en el 
RGII entre los ésteres de apiosil-borato. Estos dos tipos de modificaciones son ejemplos de 
modificaciones in muro, que cumplen la funciona de reforzar la pared celular por la generación de 
una red de pectinas entrecruzadas.  

�1



Los principales grupos de organismos fotosintéticos (cianobacterias, algas y las plantas 
terrestres) tienen paredes celulares. Se ha propuesto que hace 1,5 mil millones de años, antes de que 
las plantas se establecieran en la tierra y llegaran a diversificarse, tuvo lugar el origen evolutivo de 
los organismos eucariotas capaces de fotosíntesis oxigénica, a partir de un caso de endosimbiosis 
primaria. La pluricelularidad de plantas terrestres y de macroalgas ha evolucionado con 
mecanismos distintivos para los agrupamientos de células incluyendo la expansión celular y la 
citocinesis. Se ha demostrado que los arabinogalactanos asociados a proteínas (AGPs) no son 
específicos para las plantas terrestres, sino que están presentes también en las algas verdes como 
Oedogonium bharuchae (Estevez JM, et al., 2008) y Codium fragile (Estevez JM, et al., 2009), así 
como en las algas pardas, que es un linaje de organismos fotosintéticos filogenéticamente separados 
de las plantas terrestres (Herve et al., 2016). 

Los AGPs se encuentran en la superficie de las células, en las membranas plasmáticas, en las 
paredes celulares y en secreciones celulares. Los AGPs son proteoglicanos compuestos por 
arabinogalactanos (AGs) con (1→3) β-D-galactanos con ramificaciones de (1→6) β-D-galactano 
decoradas con arabinosa, ácido glucurónico y otros azúcares. Los AGs pueden representar hasta el 
90% de una molécula de AGP (Ellis et al., 2010), siendo los péptidos AGPs con sólo 10 a 15 
residuos de aminoácidos los más pequeños. Los AGPs pertenecen al grupo de glicoproteínas ricas 
en hidroxiprolina (del inglés: Hydroxyproline Rich Glycoproteins-HRGPs) (Showalter, 2001; Tan L, 
et al., 2012).  

Figura 1I. Modelo de pared celular vegetal. 
Se representan las microfibrillas de celulosa (verde), las pectinas (violeta y azul) y xiloglucanos (rojo) 
(Somerville et al., 2004). 
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1.2 LA SUPERFAMILIA DE PROTEINAS RICAS EN HIDROXIPROLINA 

Las secuencias de las HRGPs son ricas en hidroxiprolina/prolina, alanina y serina/treonina y la 
disposición de las prolinas parece dirigir la clase de O-glicano que será unido al péptido (Tan L, et 
al., 2012). Se estima que para las plantas en general las Proteínas Ricas en Hidroxiprolina (HRGPs) 
forman hasta un 10% (en peso seco) de la pared celular vegetal. La modificación pos-traduccional 
más común en las HRGPs es la hidroxilación de los residuos de prolina (Pro) en 4-hidroxiprolina 
(Hyp) por la actividad enzimática de Prolil 4-hidroxilasas (P4Hs). La conversión de los residuos de 
Pro en Hyp en péptidos de la vía secretoria modifica la conformación proteica y provee de grupos 
hidroxilos reactivos como sustratos de modificaciones posteriores como la O-glicosilación (Figura 
2I). Existen dos familias de P4Hs que presentan actividad enzimática para ciertos motivos 
peptídicos específicos. Las P4Hs del colágeno (C-P4Hs) catalizan la hidroxilación de los residuos 
Pro en la posición Y del motivo Gly-X-Y, que es el motivo característico del colágeno y proteínas 
tipo colágeno. Por otra parte, las P4Hs asociadas al factor de transcripción inducible por hipoxia 
(Hypoxia-inducible transcription factor HIF) que catalizan la hidroxilación de dos residuos Pro 
ubicados en las posiciones 564 y 404 en HIF1-α (Bruick&McKnight, 2001; Epstein et al., 2001; 
Ivan et al., 2002; Myllyharju, 2003, 2008). 

El genoma de Arabidopsis thaliana presenta 13 posibles P4Hs (Hieta&Myllyharju, 2002), 
AtP4H-1 y AtP4H-2 han sido parcialmente caracterizadas in vitro (Hieta&Myllyharju, 2002; 
Tiainen et al., 2005) pero no in vivo. Las AtP4H-2, AtP4H-5 y AtP4H-13 se distinguieron como 
determinantes para la expansión del pelo radical, asociadas a la preferente hidroxilación de EXTs 
(Velasquez SM, et al., 2015). Las P4Hs son dioxigenasas ya que introducen un átomo de oxígeno 
entre el H-4 y C-4 de las unidades de peptidil-prolina y necesitan como co-sustratos al 2-
oxoglutarato, al O2 y al Fe (II) junto con ascorbato como co-factores. De los 4 posibles isómeros de 
hidroxiprolina, el más común en la naturaleza es la (2S,4R)-4-hidroxiprolina (trans-4-
hidroxiprolina), haciendo referencia a la relación trans entre los sustituyentes –COOH y –OH en el 
anillo pirrolidina (Hieta&Myllyharju, 2002; Myllyharju, 2003). El isómero cis-4-hidroxiprolina ha 
sido reportado como parte de los péptidos cíclicos tóxicos del hongo Amanita (ej: α-
amanitafaloidina) (Alexopoulos, C. J., Mims, C. W., & Blackwell, M. 1996). 

Figura 2I. Reacción de hidroxilación de los residuos de prolina por acción enzimática de P4H. 
Se representa la inhibición de la actividad P4H por el inhibidor competitivo etil-3,4-dihidroxi 
benceno (EDHB) por el sitio de union de 2-oxoglutarato a P4H; y la inhibición de α,α-dipiridil (DP) 
el cual es un quelante del co-factor Fe (2+). 
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1.3 LA O-GLICOSILACION EN ARABIDOPSIS 

La clase de glicanos unidos a los residuos de Hyp en el esqueleto de la proteína depende de si los 
residuos de Hyp son contiguos o no contiguos (Zhao ZD, et al., 2002). La hipótesis de contigüidad 
para las Hyp (Kieliszewski MJ, et al., 1994) establece que los residuos contiguos de Hyp en el 
motivo Ser-Hyp-Hyp-Hyp que se encuentra típicamente en las Extensinas (EXT), son sitios de 
unión para arabino-oligosacáridos cortos. En cambio, si los residuos de Hyp son no-contiguos como 
en el motivo Ala-Hyp-Ala-Hyp-Ser-Hyp que se encuentran en los arabinogalactanos asociados a 
proteínas (AGPs), son los sitios de unión para arabinogalactanos.  

Las proteínas que atraviesan la vía secretoria celular pueden ser glicosiladas en el Aparato de 
Golgi si incluyen señales de glicosilación. A diferencia de la N-glicosilación que ocurre en un paso 
por transposición del N-glicano completo al péptido, en la O-glicosilación el O-glicano se va 
generando sobre el péptido directamente, en varios pasos catalizados por enzimas glicosil-
transferasas especificas para cada tipo de unión glicosídica. Es muy probable que muchas glicosil-
transferasas diferentes (GTs) participen en la glicosilación (Johnson KL, et al., 2003 b; Wilson IB, 
et al., 2002). Aún no ha sido totalmente esclarecido si la adición de los O-arabinogalactanos a AGPs 
se produce por un residuo a la vez, o si se añade un núcleo de glicanos en bloque como es el caso de 
la N-glicosilación (Di Cola et al., 2005; Lederkremer, 2009; Liu & Howell, 2010). 

La O-glicosilación puede realizarse en los residuos de Serina (Ser), Treonina (Thr) o 
Hidroxiprolina (Hyp), en el contexto de un péptido de la vía secretoria celular. La transferencia del 
primer azúcar de la cadena O-glicosídica en formación es muy especifica respecto al aminoácido 
sustrato, así como al motivo peptídico en el que se encuentra el aminoácido receptor del O-glicano. 
En el caso de la O-glicosilación en residuos de Hyp, han sido identificadas dos estructuras  
predominantes para los glicanos de HRGPs: arabinanos en las Extensinas y arabinogalactanos en 
AGPs (Figura 3I). 

En los AGPs el glicano que es unido inicialmente a un residuo de Hyp es una D-Galactosa 
mediante una unión en el carbono 4 de la Hyp resultando Hyp-(1→4) β-Gal. La identificación de la 
enzima responsable de la catálisis del primer paso en la O-glicosilación de AGPs en Arabidopsis 
thaliana, permitió evaluar su importancia para el desarrollo de diversos órganos vegetales. Las 
plantas mutantes para un único gen de la Galactosil-Transferasa que presentaron la pérdida de la 
actividad catalítica Hidroxiprolil-galactosil-Transferasa (HPTG) no presentaron fenotipos evidentes. 
En cambio, en las plantas triple mutante hpgt1,hpgt2,hpgt3; se observaron raíces laterales más 
largas, pelos radicales más largos y densos, raíces hinchadas, hojas más pequeñas y pecíolos más 
cortos (Ogawa-Ohnishi M & Matsubayashi Y, 2015). De manera consistente con la especificidad de 
la O-galactosilación para AGP, la mutante hpgt1,hpgt2,hpgt3 resultó menos sensible a los efectos 
inhibitorios para el crecimiento vegetal producidos por el reactivo de Yariv en raíz y tubo polínico, 
respecto al Wild Type (WT) (Allan M. Showalter & Debarati Basu, 2016).  
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Las enzimas HPGTs identificadas en Arabidopsis pertenecen a la familia de glicosil-transferasas 
CAZy (Carbohydrate Active Enzyme database) GT31, que incluye a su vez a la enzima Galactosil-
Transferasa2 (Gal-T2) cuya actividad Hidroxiprolil-galactosil-Transferasa había sido previamente 
reportada (Ogawa-Ohnishi M.&Matsubayashi Y., 2015). La actividad HPGT in vitro fue 
determinada utilizando el motivo mínimo en que debiera tener lugar la O-galactosilación, el cual 
fue un péptido de sólo 11 aminoácidos correspondiente al AGP14, uno de los AG péptidos más 
pequeños de Arabidopsis. Se pudo comprobar al incubar diferentes variantes del motivo de AGP14 
con el donor de azúcar UDP-D-Gal y junto a microsomas de células T-87 de Arabidopsis, que el 
sustrato mínimo que pudo reconocer la enzima HPTG es la secuencia: Ala-Hyp-Ala-Hyp-Ser-Hyp-
Thr-Ser (AOAOSOTS) (Allan M. Showalter & Debarati Basu, 2016). 

La galactosilación específica para la síntesis de arabinogalactanos del tipo II ha sido asociada a 
la (1→6) β-galactosil-transferasa 29A (AT1G08280) de Arabidopsis perteneciente a la familia 
GT29 CAZy, responsable de la unión (1→6) β-galactosilo en las cadenas de (1→3) β-galacto-
oligosacáridos presentes en los AGPs. Ha sido demostrada in vitro su actividad (1→6) β-galactosil-
transferasa, y las plantas mutantes del gen que codifica para la GALT29A (gt29-1) contienen 
niveles reducidos de AGPs tipo II (Dilokpimol et al., 2014). A su vez, fue identificado el gen 
Reduced Arabinose Yariv1 (AT1G70630) que codifica para una posible arabinosil-transferasa de 
Arabidopsis perteneciente a la familia GT77 CAZy, cuya planta mutante T-ADN (ray1) presenta 
niveles reducidos de AGP-arabinosilado en el conjunto de los AGPs totales precipitados con β-Glc-
Y (Gille et al., 2013). 

 

Figura 3I. Los tres tipos de AGPs.  
Una de las principales diferencias entre estos tipos de AGP es el tipo de uniones entre los residuos 
galactopiranosa (Galp) de la cadena principal: A) β-1,4 en los AGP tipo I; B) β-1,3 y β-1,6 en los 
AGP tipo II, y C) β-1,6 en los tipo III (Hijazi et al., 2014). 
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1.4 LOS ARABINOGALACTANOS ASOCIADOS A PROTEINAS 

El AGP se puede caracterizar como clásico o no clásico según si incluye un gran dominio del 
tipo AGP y una señal de anclaje de glicosilfosfatidil-inositol (GPI) que le confiere unión a la 
membrana. Una característica de las formas no-clásicas de AGPs es que a menudo son componentes 
de estructuras quiméricas, en las que los dominios de AGP (con O-glicanos unidos) están presentes 
junto a otros dominios proteicos, por ejemplo dominios del tipo Fasciclina. Esto ha llevado a la idea 
de que un componente de AGP en el contexto de una proteína con otros dominios adicionales podría 
modular su función en la pared celular (Majewska-Sawka A & Nothnagel EA, 2000). Los AGPs 
participan en la expansión celular, deposición de la pared celular, la embriogénesis, la remodelación 
de los tejidos, la respuesta de defensa de las plantas (Seifert y Roberts, 2007). Sin embargo, a pesar 
de la evidencia convincente de que los AGPs están implicados en tales procesos, la comprensión 
bioquímica de la acción de cada AGP no ha sido aún alcanzada. 

Existen una familia de moléculas que se ha observado que reaccionan específicamente con AGs, 
conformados por fenil-glicósidos sintéticos diseñados originalmente para provocar anticuerpos de 
hidratos de carbono, denominados reactivos de Yariv (Figura 1M). Posteriormente se encontró que 
los reactivos de Yariv pueden unirse selectivamente y precipitar AGPs a partir de materiales 
vegetales (Yariv et al., 1967). 

Los AGPs son glicoproteínas presentes en las membranas celulares y en la matriz extracelular de 
las plantas, que participan en diversas funciones para el crecimiento y desarrollo de las plantas, 
incluyendo la señalización, embriogénesis, y la muerte celular programada (Gaspar YM, 2001; 
Majewska-Sawka A & Nothnagel EA, 2000; Showalter AM, 2001). Ellos comprenden una gran 
familia de genes en Arabidopsis thaliana con casi 50 miembros, incluidos las Fasciclinas (FLAs) 
que además del dominio AGP incluyen un dominio Fasciclina de asociación proteica (Schultz CJ, 
2002). Existen además AGPs quiméricos que contienen dominios putativos de adhesión, además de 
los dominios de AGP (Johnson KL, et al., 2003, a y b).  

En Arabidopsis hay doce AGPs que pertenecen a un subgrupo conocido como AG-péptidos. Sus 
proteínas codificadas tienen las características de los AGPs clásicos, como una señal de secreción 
N-terminal, un dominio central rico en Pro/Hyp, Ser, Thr, y Ala, y una región C-terminal que 
codifica para la adición de un anclaje del tipo glicosilfosfatidil-inositol (GPI) (Du, H., Clarke, 
1996). Luego de la O-glicosilación el péptido es clivado en un aminoácido denominado sitio 
omega, en el cual es unido el ancla de GPI (Schultz et al., 2004). La característica distintiva de los 
AG-péptidos es que el motivo central rico en Prolinas representa todo el esqueleto peptídico de la 
proteína madura, el cual consiste solamente en 10 a 13 residuos de aminoácidos (Schultz, C. J. 
2000) (Figura 4I). 
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Los AGPs contienen grandes polisacáridos del tipo de arabinogalactano (AG) O-ligados a los 
residuos de hidroxiprolina en el esqueleto de la proteína (Gaspar YM, 2001; Majewska-Sawka A & 
Nothnagel EA, et al., 2000; Showalter AM 2001). La modificación de los residuos de prolina en la 
proteína se cree que ocurre co-traduccionalmente en el retículo endoplasmático (ER) (Gaspar YM, 
2001; Velasquez SM, et al., 2015), actuando directamente al reconocer una secuencia rica en 
prolinas. 

Figura 4I. Esquema de la familia de glicoproteínas del tipo AGP. 
Se indica la señal de secreción (blanco), el dominio rico en prolinas (rojo), la señal del ancla de GPI (verde), 
el dominio rico en lisina (amarillo), el dominio rico en aspirina (naranja) y el dominio de Fasciclina (azul). 
Adaptado de Gaspar, et al., 2001. 
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Existen varios antecedentes en los que se ha demostrado la interacción y/o unión de AGPs con 
una amplia variedad de sustratos, incluyendo pectinas (Yamada, H. 2000; Serpe, M. D., 1994), y 
receptores del tipo kinasas (Gens, J. S., 2000). La especificidad de interacción que proveen los 
hidratos de carbono es importante para la función de los proteoglicanos en animales, como se 
comprobó con los heparán-sulfatos a partir de fibroblastos que se unen específicamente al factor de 
crecimiento de fibroblastos básico, facilitando de ese modo su endocitosis en las células luego de la 
unión a los receptores (Chai L & Morris, 1999). 

Los anticuerpos monoclonales son potentes herramientas bioquímicas para localizar 
polisacáridos del tipo AGP por inmuno-tinción. Sin embargo, como las estructuras moleculares que 
reconocen los anticuerpos son en su mayoría desconocidas (Melzer B, et al., 2010) sigue siendo 
incierto cómo la estructura molecular del AG influye en la localización-función de AGPs 
individuales. Una mejor comprensión de la estructura y función del AGP-glicano requiere 
oligosacáridos bien definidos y homogéneos, los cuales pueden ser obtenidos por síntesis química 
(Huang Y, et al., 2016). Otra estrategia posible para relacionar un  arabinogalactano con una función 
biológica consiste en simplificar el análisis a un AGP en particular para un rol biológico 
determinado. Como fue observado para el AGP1 de Cucumis sativus cumpliendo un rol positivo 
para la elongación del hipocotilo y que a su vez, al ser sobreexpresado el CsAGP1 en plantas de 
tabaco se observó un efecto del aumento del crecimiento general en las plantas transformadas (Park 
MH et al., 2003) 

Dada la presencia del gran número de genes que codifican para AGP en Arabidopsis es muy 
posible cierta redundancia respecto a una función biológica, lo que hace complicado asignar un 
AGP particular como responsable de un rol biológico determinado (Kafri et al., 2009). Los AGP6 y 
AGP11 de Arabidopsis fueron reportados como necesarios para el desarrollo del tubo polínico de 
forma conjunta (Coimbra et al., 2010). Posteriormente, fue identificado el AGP4 (JAGGER) como 
la contraparte femenina en el proceso de fecundación. El AGP4 es secretado por las células del 
pistilo para evitar el crecimiento de múltiples tubos polínicos dentro de un mismo saco embrionario 
en Arabidopsis (Pereira AM, et al., 2016). Ha sido propuesto que los AGPs ejercen una función 
adhesiva sobre la superficie del estigma, actuando como una base adherente para capturar el polen 
(Crawford BC et al., 2007; Ge X et al., 2010). 

Partiendo de tubos polínicos de Torenia fournieri crecidos en sistemas semi-in vitro, fue 
demostrada la existencia de un factor de activación (AMOR) que por difusión simple induce la 
capacidad de los tubos polínicos para ser atraídos por los péptidos LURE secretados por las células 
sinérgidas. Dicho factor fue purificado e identificado como un AGP con arabinogalactano tipo II, a 
partir de su unión al reactivo de β-Glc-Yariv. Sorprendentemente, la mínima fracción del 
arabinogalactano constituida por: el ácido 4-metil-(1→6) β-D-galactosa-(1→6) β-D-galactosa, 
presentó una actividad similar que el arabinogalactano completo de AMOR (Mizukami AG et al., 
2016). 
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1.5 EL AGP SE ENCUENTRA EN CIANOBACTERIAS, EN ALGAS VERDES 
Y EN LAS PLANTAS VASCULARES 

Los AGPs están ampliamente distribuidos en las plantas vasculares y han sido halladas 
estructuras de glicano tipo AGP y epítopes de AGs en miembros de las algas verdes (Estevez JM, et 
al., 2008; Estevez JM, et al., 2009; Sørensen I, et al., 2010; Domozych et al., 2012). La evidencia de 
AGPs fuera del Clado Viridiplantae que abarca las plantas terrestres y las algas verdes fue 
encontrado en la cianobacteria Nostoc sp., la cual forma filamentos unidos por un mucílago firme 
(Jackson et al., 2012).  

Llamativamente los AGPs también estarían presentes en las algas marrones, en las cuales se han 
descubierto la presencia de secuencias que codifican para las enzimas prolil-4-hidroxilasas 
requeridas para la formación de la hidroxiprolina, la cual es el sustrato necesario para la O-
glicosilación posterior de tipo AGP (Herve et al., 2016).  

En la pared celular de las plantas terrestres los glicanos de la matriz extracelular son mayormente 
pectinas y polisacáridos tales como xiloglucanos y heteroxilanos. En las algas los principales 
componentes de la matriz de la pared celular son alginatos y fucanos sulfatados. Ha sido propuesto 
que la presencia de AGP en la superficie celular, junto a pectinas en las plantas terrestres, o junto a 
alginatos en algas, estaría vinculada con la función de los AGPs como contenedores extracelulares 
del ion Ca2+, asociado a la regulación de la vía de señalización de Auxina (Lamport et al., 2014). 

En las algas rojas cuyo genoma ha sido secuencia no fueron encontradas evidencias genéticas de 
la presencia de genes que codifiquen para AGPs o para enzimas con actividad Prolil-4-hidroxilasa 
(Ulvskov et al., 2013). Aparentemente, el origen genético de los AGPs habría ocurrido en un 
ancestro de las Cianobacterias con fotosíntesis oxigénica. Luego, por un evento de endosimbiosis de 
una cianobacteria con un organismo eucariota heterótrofo, se habrían transmitido los AGPs a los 
grupos existentes de organismos eucariotas fotosintéticos (Knox JP, 2016). Es posible que 
posteriormente haya ocurrido una pérdida de AGPs en el linaje de las algas rojas, que actualmente 
no presentan genes de AGPs (Ulvskov et al., 2013). 
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1.6 ELEMENTOS RIO ABAJO DEL ARABINOGLACTANO TIPO II 

Los polisacáridos y glicoproteínas ácidas (en soluciones acuosas de pH neutro) que han sido 
asociadas a la propiedad adhesiva en las superficies celulares, incluyen a los ácidos pécticos (HG, 
RGI y RGII) y los arabinogalactanos (AGs). La producción de un mucílago péctico para la fijación 
y adhesión a las superficies de soporte fue implicada en el aferramiento de la mayoría de las plantas 
trepadoras (Bowling AJ & Vaughn KC 2008). Adicionalmente, ha sido planteado que el AG 
representa una fase móvil dentro de los adhesivos botánicos, capaces de penetrar en los intersticios 
de los sustratos y facilitar la adhesión (Vaughn KC & Bowling AJ, 2011). 

En un estudio reciente, las Pectinas y los AGPs fueron identificados como los componentes 
predominantes del mucilago exudado por las raíces adventicias de Hedera helix (la hiedra inglesa). 
Además, fue relacionada la baja viscosidad intrínseca de la molécula de AGP con una forma 
esférica de las moléculas, determinada por microscopía de fuerza atómica. El aumento de la 
viscosidad intrínseca a causa de las interacciones del ácido galacturónico con Ca2+ confirmó que la 
union electrostática entre los residuos de ácido galacturónico del AG con el calcio constituye la 
fuerza motriz para la reticulación efectiva (curado) del mucílago (Huang Y et al., 2016). 

Hace tiempo fue determinado en tubos polínicos de lirio, que el bloqueo de los AGs por 
tratamiento con el reactivo β-Glc-Y produce un aumento en el nivel de Ca2+ citosólico (Roy et al., 
1999). Años más tarde fue observado el mismo efecto de aumento en el nivel de Ca2+ citosólico en 
células de tabaco (Pickard & Fujiki, 2005). Otro efecto del reactivo β-Glc-Y reportado fue la 
despolimerización de los microtúbulos, y conjuntamente, la deslocalización de LeAGP21 por 
disrupción de los microtúbulos en células vegetales BY2 de Lycopersicon esculentum (Sardar HS, 
et al., 2006). Así mismo, la desorganización de los microtúbulos por tratamientos con β-Glc-Yariv 
fue reportada en células de la epidermis radical de Arabidopsis thaliana (Nguema-Ona E., et al., 
2007). 

Los cambios en el nivel de Ca2+ citosólico y la organización del citoesqueleto son parámetros 
importantes durante la formación y la posterior elongación de los pelos radicales (Park & 
Nebenführ, 2013; Monshausen GB, et al., 2008). Parece probable que el AG participe en la 
organización del citoesqueleto y en el mantenimiento de los niveles de Ca2+ citosólico necesarios 
para el desarrollo de los pelos radicales (Marzec M, et al., 2015). 
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1.7 LA EXPANSIÓN CELULAR EN LAS RAICES 

En todos los organismos, la morfología de cada célula es esencial para la función que cumple. La 
morfología de los órganos en una planta es una consecuencia directa de la tasa de división celular y 
el proceso de expansión celular luego de que las células se han dividido. Para constituir órganos con 
una morfología determinada, la planta debe controlar cuidadosamente la orientación de la expansión 
en sus células. La expansión es impulsada por la presión de turgencia, que se genera por el potencial 
osmótico del contenido en la célula. La presión de turgencia es ejercida en todas las direcciones 
(isotrópica), por ello para orientar la expansión celular es necesaria la generación de pared celular 
localizada. De manera que la presión de turgencia tienda a equilibrarse expandiendo la célula en una 
dirección determinada (anisotrópica o polarizada). Este proceso de expansión anisotrópica o 
polarizada, es el principal determinante de la morfogénesis en plantas (Roberts, 2001). 

El agua y los diversos nutrientes del suelo son absorbidos por las raíces según los requerimientos 
de las plantas. En algunas especies vegetales la absorción tiene lugar dependiendo de las relaciones 
simbióticas que se establecen entre las plantas y los organismos del suelo. Además, la raíz tiene 
como función proveer el anclaje al suelo y la resistencia mecánica para toda la planta. La raíz está 
constituida por diferentes tejidos que a su vez, incluyen diversos tipos de células. A medida que la 
raíz crece, las células atraviesan tres etapas de desarrollo. En la zona meristemática las células están 
en una fase de división celular de división en la zona meristemática, hasta que alcanzan la madurez 
activamente dividiéndose. En la zona de elongación las células se expanden anisotrópicamente 
hasta alcanzar su longitud máxima. Finalmente, en la zona de maduración las células desencadenan 
los procesos de diferenciación de acuerdo a un programa de destino celular, para ejercer actividades 
específicas (Verbelen et al., 2006) (Figura 5I). 

Figura 5I. Expansión celular en la epidermis radical de Arabidopsis. 
Luego del agregado de yoduro de propidio las paredes celulares se visualizan en rojo. MaZ, zona de 
maduración; DZ, zona de diferenciación; EZ, zona de expansión; TZ, zona de transición; MeZ, zona 
mersitemática (Balcerowicz et al.2015). Derecha: Modelo de expansión celular indicando el remodelamiento 
de las microfibrillas de celulosa (en azul y violeta). 
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En la zona meristemática donde tienen lugar las divisiones mitóticas se determina el número de 
células que formarán toda la raíz. Cuando las células atraviesan la etapa de elongación modulan su 
estado fisiológico preparándose para expandirse en el sentido del crecimiento de la raíz, para ello 
desarrollan una vacuola central, polarizan el citoesqueleto y remodelan su pared celular. La 
deposición paralela de microfibrillas de celulosa provee una rigidez lateral a la pared celular 
dirigiendo la expansión hacia el eje longitudinal. La pared celular comprende microfibrillas de 
celulosa embebidas en una matriz de polisacáridos y glicoproteínas. La importancia de las 
microfibrillas de celulosa para controlar la expansión pudo observarse en las mutantes de los genes 
que codifican para sub-unidades del complejo de la celulosa-sintasa radial swelling (rsw), y 
korrigan (kor) en que esta afectada una (1→4) β-glucosil-endotransferasa, aisladas a partir de un 
fenotipo defectuoso de crecimiento de la raíz (Baskin et al., 1992; Arioli et al.1998; Peng et al.2000; 
Lane et al., 2001).  

Los AGPs fueron los primeros proteoglicanos implicados en la expansión de las células a partir 
del uso del reactivo de β-glucosil-Yariv (β-Glc-Y) que se une específicamente y precipita AGPs 
(Yariv et al.1967; Fincher et al., 1983). Al añadir β-Glc-Y al medio de cultivo de una suspensión de 
células la expansión fue inhibida (Serpe & Nothnagel 1994; Willats & Knox 1996) así mismo, fue 
observada la inhibición del crecimiento del tubo polínico (Jauh & Lord 1996). Cuando la planta 
Arabidopsis thaliana germina en un medio de cultivo que contiene el reactivo β-Glc-Y se observó 
una reducida elongación de la raíz acompañada por la deformación apreciable de las células 
epidérmicas (Willats & Knox, 1996; Ding & Zhu, 1997). La siguiente conexión entre el proceso de 
expansión y los AGPs en Arabidopsis, apareció con la caracterización de la línea mutante root 
epidermal bulger (reb1-1) (Baskin et al., 1992; Baskin et al., 2001) que presenta un fenotipo similar 
a las raíces WT crecidas en presencia de β-Glc-Y (Willats & Knox 1996). Al caracterizar los 
componentes de la pared celular en las plantas mutantes reb-1 se determinó que contienen un 30% 
en masa, menos de AGP total respecto al WT (Ding & Zhu 1997).  

La descripción del fenotipo asociado a reb1-1 incluye un defecto en la formación de los pelos 
radicales y una alteración en la morfología de las células epidérmicas (Figura 6I), cabe mencionar 
que además, en plantas reb1-1 fue descripta la desorganización de los microtúbulos en las células 
(Andème-Onzighi C, et al., 2002). Las plantas reb1-1 posteriormente fueron identificadas como 
mutantes del gen que codifica para la enzima UDP-D-glucosa 4-epimerasa (UGE), que cataliza la 
conversión de UDP-D-glucosa a UDP-D-galactosa (Seifert GJ et al., 2002) UGE es el donor de D-
galactosa específicamente requerido para la galactosilación de los xiloglucanos y de los 
arabinogalactanos del tipo II del AGP, pero no interviene en la detoxificación de la galactosa o en la 
biosíntesis de galactolípidos. 

�12



Figura 6I. La morfología celular es alterada en la epidermis radical de las plantas reb1-1 
deficientes del donor de D-galactosa.  
Imágenes de la raíz de plantas mutantes reb1-1 en que se observan las células epidérmicas deformadas (B, 
flecha blanca) y el acortamiento de la distancia desde el ápice radical hasta la aparición del primer pelo (B), 
respecto a la raíz de plantas WT (A) Barras = 100 µm (A), 50 µm (B) (Andème-Onzighi C., et al., 2002). 

1.8 EL DESTINO CELULAR TRICOBLASTO/ATRICOBLASTO EN LA 
EPIDERMIS DE LA RAIZ 

Las células que se desarrollan del meristema radical pasan a la zona de elongación y una vez que 
se han expandido totalmente según su eje longitudinal, comienzan a diferenciarse de acuerdo a su 
destino celular. En el caso de la epidermis el destino celular puede ser de tricoblasto si la célula se 
diferencia para la formación del pelo radical, o de atricoblasto si la célula no desarrollará un pelo 
(Dolan et al., 1993). El destino de las células epidérmicas es regulado de acuerdo a su posición 
relativa a la unión de dos células corticales, si una célula epidérmica se encuentra en la intersección 
de dos células corticales al diferenciarse desarrollará un pelo radical, mientras que si la célula 
epidérmica está en contacto con una sola célula cortical no desarrollará el pelo (Figura 7I-A). 

Morfológicamente los tricoblastos y los atricoblastos pueden ser reconocidos desde la zona 
meristemática, Los tricoblastos son más cortos (Dolan et al., 1993), están menos vacuolados 
(Galway et al., 1994) y presentan una mayor tasa de división celular (Berger et al., 1998). Algunos 
estudios sugieren que para todas las células de la epidermis existe un destino general de tricoblasto 
que debe ser inhibido en ciertos linajes de las células, lo que da por resultado la formación de los 
pelos radicales en algunas filas de las células epidérmicas en las plantas WT (Wada et al., 1997; Lee 
& Schiefelbein, 1999).  

�13



La definición del destino celular tricoblasto/atricoblasto incluye una regulación conjunta por los 
dos tipos celulares. Uno de los componentes de la regulación es TRANSPARENT TESTA 
GLABRA (TTG1), que codifica una pequeña proteína con repeticiones WD40 implicadas en 
interacciones proteína-proteína (Walker et al., 1999). TTG1 forma un complejo con los factores de 
transcripción Helix-Loop-Helix (bHLH) GLABRA3 (GL3) y ENHANCER DE GLABRA3 (EGL3) 
(Payne et al., 2000; Zhang et al., 2003). Las plantas mutantes de perdida de función 
correspondientes a cada uno de los genes respectivos presentan una diferenciación excesiva de 
tricoblastos, por ello cada uno fue definido como factores del destino atricoblasto (Galway et al., 
1994; Zhang et al., 2003 ) (Figura 7I). 

La actividad del complejo GL3/EGL3/TTG1 depende de la abundancia relativa del factor de 
transcripción WEREWOLF (WER), el cual activa la expresión del factor CAPRICE (CPC) que es 
un regulador negativo de WER (Wada et al., 1997; Lee & Schiefelbein, 1999 ). Ha sido propuesto 
que WER se concentra en las células activando y promoviendo a CPC para que migre a la célula 
epidérmica adyacente, mientras que en la célula en que WER esta concentrado se activa el complejo 
GL3/EGL3/TTG1 generando el destino atricoblasto (Figura 8I). El complejo GL3/EGL3/TTG1 
activa el factor de transcripción GL2 (Lee & Schiefelbein, 1999) y luego, GL2 inhibe la 
transcripción del factor específico de tricoblastos ROOT HAIR DEFECTIVE 6 (RHD6) (Masucci 
& Schiefelbein, 1994; Menand et al., 2007; Lin et al., 2015). En la célula adyacente al atricoblasto 
en que CPC ha migrado, es inhibida la transcripción de WER en forma creciente y se promueve el 
destino tricoblasto (Schiefelbein, 2000). A medida que CPC inhibe a WER, la expresión de GL2 
disminuye permitiendo la expresión de sus genes blanco reprimidos entre los que se encuentra el 
factor de transcripción RHD6 (Lee & Schiefelbein, 2002, Wada et al., 2002). 

Figura 7I. El destino celular tricoblasto/atricoblasto en Arabidopsis thaliana. 
Para el destino tricoblasto una célula epidérmica se encuentra en la intersección de dos células corticales, 
para el destino atricoblasto la célula epidérmica está en contacto con una sola célula cortical (A). En la raíz 
de la planta WT se establece en destino celular tricoblasto en una fila de células epidérmicas, en forma 
alternada con las filas de células adyacentes con un destino celular atricoblasto (B). Ante la falta de CPC, 
RHD6 y RSL4 las raíces son incapaces de desarrollar pelos radicales (C). En las plantas mutantes ttg1, gl3, y 
egl3 no se promueve el destino atricoblasto y es desencadenada la formación de pelos radicales en toda la 
epidermis (D). Referencias en el texto. Adaptado de Wada T, et al., 2002. 
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promoting differentiation of the hairless cells, and therefore
CPC indirectly promotes differentiation of hair cells.

We have examined the expression pattern of CPC and GL2
in the root tissue of wild-type Arabidopsis by in situ
hybridization and by analysis of transgenic plants carrying the
promoter::GUS fusion genes in a series of mutants, and of
several transgenic plants ectopically expressing the regulatory
genes. In the wild-type plant, both CPC and GL2 were strongly
expressed in the hairless cells. Interestingly, GL2 was
expressed in the hair cells as well as in the hairless cells in the
cpc mutant. The expression pattern and the hair-forming
phenotype of the mutants and of the transgenic lines led us to
examine the interaction of the regulatory proteins at the
molecular level. Analysis of CPC promoter::CPC:GFP
transgenic plants confirms that the CPC protein moves from
the hairless cell to the hair-cell and induce root hair formation.
Combining these results, we deduced a model explaining the
regulatory interaction between transcription factors controlling
the fate determination of the root epidermal cells.

MATERIALS AND METHODS

Genetic and microscopic analyses
Plants were grown on agar plates under the conditions described
previously (Okada and Shimura, 1990). Seeds of Arabidopsis Rschew
ecotype were obtained from the Arabidopsis Biological Resources
Center (The Ohio University, Columbus, OH). Seeds of 35S::R
transgenic plants, of the rhd6-1 mutant and of the ctr1 mutant were
provided by Alan M. Lloyd, John Schiefelbein and Joseph R. Ecker,
respectively. The root phenotype was observed using an Olympus
Provis AX70 microscope and an Olympus SZH binocular microscope. 

Construction of chimeric genes and transgenic plants
To make CPC promoter::GL2, we subcloned a 3.6 kb HindIII
fragment obtained from pgl2gen into pBluescript SK+ (Stratagene).
After digestion of this plasmid with NheI and ApaI, the larger
fragment was purified and ligated into the XbaI and ApaI sites of CPC
cDNA prepared from SK+CPC (SK+GL2::CPC). The GL2::CPC

region was removed with HindIII and ApaI from SK+GL2::CPC and
ligated into the HindIII and SacI sites of a binary vector, pARK5. For
35S::RN construction, a XbaI-Sse8387I fragment including the 5′
UTR region and the N-terminal region of R was ligated to a PstI and
EcoRV-digested fragment including the 3′ UTR region of R, and
inserted into pBluescript SK+. This plasmid DNA was digested with
XbaI and HincII, and subcloned into the XbaI and HpaI sites of
pMAT137Hm (Matsuoka and Nakamura, 1991). 

The GL2 promoter::GUS chimeric gene was constructed by ligation
of a XhoI-SalI fragment of 4 kb at the 5′ upstream region of GL2 into
a SalI site of pBI101 (Masucci et al., 1996; Szymanski et al., 1998).
For construction of the CPC promoter::GUS, a PstI-BbsI fragment of
1.2 kb was blunted by T4 DNA polymerase and subcloned into a SmaI
site of pBI101-Hm3 (provided by H. Hirano and K. Nakamura,
Nagoya University, Nagoya, Japan) (Mita et al., 1995). 

Binary plasmids were introduced into an Agrobacterium
tumefaciens strain C58::pGV2260 by electroporation using a Gene
Pulser (Bio-Rad). Plant transformation of Arabidopsis wild type
(ecotype WS) was performed by a vacuum infiltration procedure
(Bechtold et al., 1993). Selection of transformants was performed on
B5 agar medium containing 20 mg/l hygromycin (Wako Junyaku,
Osaka, Japan) or 50 mg/l kanamycin. 

The GL2::GUS and CPC::GUS constructs were introduced onto the
various mutant backgrounds by crossing plants harboring the markers
and analyzing F2 seedlings for homozygous mutants.

GUS staining
Samples of the transgenic plants were stained under vacuum in X-
Gluc solution containing 5.7 mM X-Gluc (5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-β-glucronide), 1.5 mM K3Fe(CN)6, 1.5 mM K4Fe(CN)6, 50
mM NaPi (pH 7.0), and 0.9% Triton X-100 (Jefferson et al., 1987).
Stained roots were embedded in 5% low-melting point agarose (BRL)
and sectioned with a microslicer DTK-3000 (Dohann EM, Kyoto,
Japan). 

In situ hybridization 
RNA probes used for detecting CPC transcripts in situ were prepared
by PCR using the following primers:

CPCF2, 5′ TTAAGCTTTCTCACTCTTTTCTTTT 3′;
CPCB2, 5′ GGAATTCTTTCCTAAAAAAGTCTC 3′. 
A PCR fragment (400 bp) was digested with HindIII and EcoRI,

and cloned into Bluescript SK+ (for use as a sense probe) or into KS+
(for use as an antisense probe) (Stratagene). To prepare the antisense
and the sense probe, we linearized the plasmids with HindIII or
EcoRI, respectively, prior to adding them to the in vitro transcription
mixture (Trans Probe kit, Pharmacia) containing T3 RNA polymerase
and 35S-UTP. RNA probes for detection of GL2 transcripts in situ
were prepared as previously reported (Masucci et al., 1996; Rerie et
al., 1994). 

Tissue fixation in paraffin, hybridization and washing were carried
out as described elsewhere (Di Laurenzio et al., 1996; Drews et al.,
1991). 10 µm thick transverse sections of roots and 8 µm longitudinal
sections were prepared. Slides were emulsion coated and exposed for
5 weeks before development. The sections were observed under a
Zeiss Axiophot microscope.

Two-hybrid analysis
Vectors and yeast strains were obtained from Clonetech
(MATCHMAKER Two-Hybrid System). The plasmid carrying the
various forms of truncated R were prepared as follows:

R deleted of residues 1-525 (pGBTR525). pSPUTK-R (provided
by Alan M. Lloyd) was digested with NcoI, and the obtained fragment
was cloned into the SmaI site of pGBT9 after blunting with a Klenow
Fragment.

R deleted of residues 1-371. pSPUTK-R was digested with NcoI
and EheI, and cloning into the SmaI site of pGBT9 or of pGAD424. 

R deleted of residues 1-298 or 1-206 combined to the GAL-AD.

T. Wada and others

Fig. 1. Structure of Arabidopsis roots. Drawings of a transverse
section showing the cellular organization (A), and root meristems of
wild type (B), caprice (cpc) mutant (C), and gl2, ttg, wer and
35S::CPC mutants (D). (A) The wild-type root is made up of five
tissues, outermost is the epidermis, then inside that is cortex,
endodermis, pericycle and vascular tissue. Epidermal cells are of two
types: hair cells and hairless cells. The stele includes pericycle and
vascular tissue. A few hairs are formed randomly in the cpc mutant
(C), whereas hairs are formed in all of the epidermal cells in the gl2,
ttg and wer mutants, and in the 35S::CPC transgenic plant (D). 

WT         cpc, rhd6, rsl4 ttg1, gl3, egl3



El destino tricoblasto o atricoblasto de una célula epidérmica se establece por primera vez 
durante las primeras etapas de la embriogénesis, mucho antes de los primeros signos de la 
diferenciación epidérmica. La expresión del factor de transcripción GLABRA2 (GL2) es requerido 
en las células con destino atricoblasto y puede ser detectado en el embrión en el estadio corazón 
(Lin & Schiefelbein, 2001). El receptor rico en leucina SCRAMBLED (SCM) contiene un dominio 
del tipo kinasa inactivo (Chevalier et al., 2005) y es necesario para el correcto establecimiento del 
destino alternado tricoblasto/atricoblasto (Kwak et al., 2014). SCM regula negativamente la 
transcripción de WER (Kwak & Schiefelbein, 2008), y es activado por el factor migratorio 
TRIPTYCHON (TRY), dando por resultado la acumulación de SCM preferencial en tricoblastos. 

En los atricoblastos, el complejo WER/GL3/EGL3/TTG1 regula positivamente los factores de 
transcripción específicos de tricoblastos TRY y ENHANCER OF TRY (ETC1) y así como ocurre 
con CPC, es estimulada la migración tanto de TRY como de ETC1 a las células adyacentes que 
serán diferenciadas como tricoblastos (Lee & Schiefelbein, 2002; Bernhardt et al., 2003, Kirik et 
al., 2004, Koshino-Kimura et al., 2005, Ryu et al., 2005, Simon et al., 2007). Los factores TRY y 
ETC1 inhiben la interacción de WER con GL3/EGL3 (Lee & Schiefelbein, 2002; Kurata Et al., 
2005, Kang et al., 2013). Las células adyacentes con destinos celulares opuestos se regulan 
mutuamente por migración cruzada de los factores, el cual fue descripto como un mecanismo de 
inhibición lateral (LIM, Schiefelbein et al., 2014) (Figura 8I). La regulación cruzada genera 
finalmente la expresión especifica de los factores de transcripción RHD6 y RSL4 en las células con 
destino tricoblasto en la epidermis de la raíz (Yi K, et al., 2010). 

Figura 8I. Modelo de la regulación conjunta de factores del destino tricoblasto y atricoblasto. 
La célula epidérmica que se encuentra en la intersección de dos corticales (H cell) tiene el destino 
tricoblasto, mientras que la célula adyacente (N cell) tiene el destino atricoblasto (Balcerowicz et al.2015). 
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Balcerowicz et al. Root Hair Fate and Initiation

FIGURE 2 | Cellular organization of the Arabidopsis root and model for the position-dependent cell fate determination. (A) Schematic representation of
the cellular organization on a transverse section through the Arabidopsis root depicting the position of root hair (H) and non-root hair (N) cells. (B) Model of molecular
pathways determining root hair and non-root hair cell fate in the Arabidopsis epidermis. Arrows, blunted lines and broken lines are indicative of positive control,
negative regulation, and intra/intercellular protein movement, respectively.

(Galway et al., 1994; Bernhardt et al., 2003; Zhang et al.,
2003).

The activity of the GL3/EGL3/TTG1 complex depends on
the relative abundance of two MYB transcription factors,
WEREWOLF (WER) and CAPRICE (CPC) that act in opposition
to each other (Wada et al., 1997; Lee and Schiefelbein, 1999). It
is proposed that the specific epidermal cell fate is a consequence
of WER activity being concentrated in the cells in the future
N position, whereas CPC activity is present only in cells in the
future H position (Schiefelbein, 2000). When the WER protein

binds to TTG1/GL3/EGL3, the root hair-inhibitory complex
becomes active and promotes the expression of homeodomain
transcription factor GLABRA2 (GL2) (Rerie et al., 1994; Lee
and Schiefelbein, 1999). In addition, GL2 transcription was
shown to also depend on HDA6-mediated histone deacethylation
(Li et al., 2015). GL2 in turn inhibits transcription of the
bHLH transcription factor ROOT HAIR DEFECTIVE 6 (RHD6)
(Masucci and Schiefelbein, 1994; Menand et al., 2007), which
leads to the expression of atrichoblast-specific genes and thus
specification of the non-hair fate (Masucci and Schiefelbein, 1996;
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1.9 LA VIA DE SEÑALIZACION DE BRASINOSTEROIDES EN LA RAIZ 

Las investigaciones iniciales de la actividad de brasinoesteroides (BR) revelaron un efecto 
positivo para la elongación en diferentes órganos de la planta: tallo, hipocotilos crecidos en 
oscuridad, coleóptilos y mesófilo de las hojas (Sala C, 1985). Los BRs son una clase de hormonas 
esteroides caracterizadas por la estructura esterol polihidroxilada, entre las que se destaca el 
brasinólido (BL) por presentar alta actividad en la vía de señalización (Back, et al., 2000). Los BRs 
fueron reconocidos como fitohormonas al ser identificados los genes de la biosíntesis y la 
percepción de BR, incluidos detiolated2 (DET2), Constitutive Photomorphogenesis & Dwarfism 
(CPD), y Brassinosteroid Insensitive1 (BRI1). Las mutantes de pérdida de función de estos genes 
presentan defectos en la elongación del hipocotilo, enanismo, pecíolos reducidos, desarrollo de la 
floración retrasado y menor fertilidad masculina (Szekeres et al., 1996; Li & Chory, 1997).  

En Arabidopsis thaliana han sido identificados dos componentes principales de la vía de 
señalización de BR: el receptor de membrana de BR llamada Brassinosteroid Insensitive1 (BRI1) y 
una kinasa citoplasmática llamada Brassinosteroid Insensitive2 (BIN2). En la vía de BR se 
encuentran dos factores de transcripción responsables de la activación de la expresión de los genes 
blanco: Suppressor 1 (BES1) Brassinazole resistant 1 (BZR1). Fueron reportados los mutantes 
constitutivamente activos de los respectivos factores, bes1-D y bzr1-1D (bzr1-D), que son capaces 
de rescatar el fenotipo de crecimiento enano de las plantas bri1-116 y bin2-1D (Yin et al., 2002; 
Wang Z-Y, et al., 2002; He J-X, et al., 2002). Cuando la hormona BR es reconocida por su receptor 
BRI1 y el co-receptor SERK3 (BAK1) (Nam KH & Li J, 2002) se produce la activación de la 
fosfatasa BSU1 en el citoplasma. Luego, BSU1 reconoce su proteína blanco BIN2 y la desfosforila 
inactivándola y permitiendo la actividad de los factores de transcripción BZR1 y BES1 (BZR2) 
(Hartwig T & Wang Z-Y, 2015) (Figura 9I). 

Figura 9I. Modelo de la vía de 
señalización de Brasinoesteroides. 
La hormona BR se une al receptor BRI1 y al 
co-receptor BAK1 y promueve la trans-
fosforilación de los receptores, activando la 
vía de señalización. Luego BAK1 fosforila a 
BSK1 (CDG1) y es activada BSU1. BSU1 
inhibe a BIN2, logrando que la fosfatasa 
PP2A libere a los factores de transcripción 
BZR1 Y BZR2, que pueden migrar al núcleo 
y unirse a los elementos de respuesta de 
Brasinoesteroides (BRRE), a un E-Box y/o a 
un G-Box, regulando la expresión de los 
genes blanco. Adaptado de Hartwig T & Zhi-
Yong Wang, 2015. 
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BIN2 fue identificado como la kinasa glycogen synthase kinase 3 GSK3, también llamada 
SHAGGY-like kinase (He J-X, et al., 2002). La versión mutante puntual de BIN2 de ganancia de 
función bin2-1 presenta un fenotipo de crecimiento reducido, similar al observado en la mutante del 
receptor de BR bri1-116, y también, al causado por la disrupción bioquímica de la vía de BR (Li J 
& Nam KH, 2002). La planta triple mutante bin2-3/bil1/bil2 (knock out de BIN2 y de sus dos 
homólogos más cercanos SK2-2 y SK2-3) presenta un fenotipo constitutivo similar a una actividad 
aumentada de la vía de BR (Vert & Chory, 2006; Yan Z, et al., 2009).  

La actividad de kinasa por BIN2 en plantas mutantes bin2-1 de ganancia de función, presenta 
mayores niveles de BZR1 en su forma fosforilada. BZR1 fosforilado es reconocido por E3 ligasas y 
enviado a proteasoma para su degradación. BIN2–GFP ha sido observada en citoplasma y dentro 
del núcleo, mientras que bin2-1–GFP se acumula preferentemente en el núcleo. Adicionalmente al 
fusionar BIN2 con un péptido de señalización nuclear la inhibición de la vía de BR aumenta 
significativamente, lo que sugiere que BIN2 fosforila los factores blanco BES1 y BZR1 dentro del 
núcleo (Vert & Chory, 2006).  

BIN2 ha resultado ser un componente determinante para la regulación del destino celular en la 
epidermis de la raíz, dado que fue demostrado que WER y TTG1 son factores blanco para la 
fosforilación por BIN2 (Cheng et al., 2014). La fosforilación de WER y TTG1 inhibe la actividad 
del complejo WER/GL3/EGL3/TTG1, lo que conlleva a la inhibición de la transcripción de GL2 y 
promueve el establecimiento del destino celular tricoblasto. Previamente fue publicado que la 
transcripción tanto de WER como de GL2 fueron inducidas por tratamiento con BL en las raíces 
(Kuppusamy et al., 2009) (Figura 10I). Complementariamente, en plantas sobreexpresantes del 
receptor BRI1 se observó la expresión ectópica de GL2 en células de la epidermis que por su 
ubicación relativa debieran ser tricoblastos (Cheng et al., 2014).  

Figura 10I. La falta de BRs reprime la expresión del factor GL2 de destino atricoblasto.  
Imágenes de células epidérmicas de raíz que expresan el promotor de GL2 río arriba de GUS (GL2::GUS) en 
plantas WT (A) o en la mutante bri1-116 (C) (Kuppusamy et al., 2009). 
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effect on the patterning of GL2 expression (Fig. 2F). Changes in
expression levels were not seen consistently in BL-treated roots,
likely reflecting an insufficiently large effect to influence the
long-lived GUS reporter. In combination, these results suggest
that BRs are necessary for proper epidermal patterning but are
not sufficient when added exogenously to scramble the SCM-
EGL3-CPC-specified program.

Although the overall level of WER and GL2 expression was
reduced when the BR pathway was compromised, additional
pathways must also be promoting N cell fate, because both
reporters were clearly detectable in these cells. The effects of
BRs were more pronounced in the H cells, where ectopic
expression of both WER and GL2 reporters was observed. To
assess whether this ectopic expression was sufficient to change
the fate of cells, we performed a quantitative analysis of epi-
dermal cell fate relative to cell position. Experiments document-
ing the number of hair or nonhair cells in the N and H positions
of bri1 roots showed that 23% of cells in the H position were
nonhair cells (Table 1) compared with 5% in wild-type roots.
When wild-type plants were grown on 100 nM BRZ, 18% of cells
in the H position were nonhair cells. In contrast, loss of BRs had
only a modest effect on the number of hair cells formed in N
positions (Table 1), suggesting that BRs are more important for
suppressing nonhair fate in H cells than for promoting nonhair
fate in N cells. To assess how early BRs may be exerting their
effects on cell fate, we compared the number of cells in the N and
H positions in wild-type and bri1 root tips. As reported previ-
ously (17), we found that in wild-type root tips, there were !30%
more cells in the H position. In bri1, the number of cells in H and
N positions were nearly the same (H/N ratio for wild type, 1.3 "
0.09; bri1, 1.01 " 0.02). This indicates that BRs act at an early
stage of root development.

Because epidermal cell fate is correlated with cortical ar-
rangement, we tested the possibility that defective epidermal
patterning in the bri1 mutant is due to an abnormality in the root
structure. Examination of the cross-sections of the wild-type and
bri1 mutant roots revealed no significant difference in the root
structure. In wild-type roots, the epidermal cell number was

19.3 " 1.2, whereas in bri1 roots, it was 19.1 " 1.0. Both wild-type
and bri1 roots displayed 8 cortical cell files and showed no
obvious difference in the organization of the cell files.

The root epidermal phenotype observed in bri1 and BRZ-
treated plants was reminiscent of cpc mutants, where a large
number of cells in the H position adopt the N cell fate (7, 18).
Like GL2, CPC expression is WER-dependent (4, 19). Reduced
WER expression caused by the loss of the BR pathway could lead
to lower expression of CPC, which might allow ectopic expres-
sion of WER (and GL2) in H position cells. Consistent with this
model, we found a decreased expression of CPC in bri1 roots
(Figs. 1B and 3 A and B). To assess whether these changes on
gene expression reflected a general reorganization of the root
epidermis, we examined the level and pattern of expression of
EGL3. EGL3 is a component of the WER transcriptional
complex that induces GL2 but is not itself under the transcrip-
tional control of WER (1, 2). Loss of BR signaling showed little
to no effect on levels or pattern of expression of EGL3 (Figs. 1B
and 3 C and D), strongly suggesting that BRs act specifically
through regulation of WER and its downstream targets.

SCM activity is a major determinant of position-dependent
expression of WER and GL2 (6, 8). To determine the relation-
ship between the SCM and BR pathways, scm bri1 double
mutants were analyzed (Table 1). In scm bri1 mutants, there was
a largely additive effect on conversion of H cells to nonhair cell
fate. Approximately 43% of cells in the H position adopted
nonhair fate compared with 24% and 23% in the scm and bri1
single-mutant lines, respectively. In the N cell position, scm bri1
double mutants showed a significant reduction in hair cell fate
compared with the scm single mutant. This finding is consistent
with a model for BR action via modulation of CPC expression.
Genetic and molecular studies demonstrate that CPC plays a
largely additive role with SCM in repressing WER expression and
promoting hair cell fate in H cells (7). The conversion of N cells
to hair cell fate observed in scm single mutants is almost
completely eliminated in scm cpc double mutants (7), suggesting
that ectopic hair cell fate requires CPC activity.

Fig. 2. Disruptions in the BR pathway lead to aberrant levels and patterning of GL2. (A–C) GL2::GUS expression in roots of wild type (A) and bri1 mutants (B
and C). (B) The bri1 roots were stained for 20 min, the same duration as shown for wild type. (C) The bri1 roots stained for 40 min. (D and E) GL2 shows an increased
randomness of expression pattern on roots treated with BRZ (E) compared with the control roots (D). (F) BL treatment does not affect the pattern of GL2
expression. (G and H) Cross-section of GL2::GUS plants in either wild-type (G) or bri1 background (H). (Scale bars: A–F, 50 !m; G and H, 25 !m.)

Fig. 1. BRs regulate expression levels of root epidermal cell markers. (A) Quantitative RT-PCR using wild-type roots treated with 10 nM BL shows increased
expression of WER and GL2. (B) Treatment with cycloheximide (CHX) does not inhibit the induction of WER by BL. (C) The bri1 roots show decreased expression
of WER, GL2, and CPC. Results are represented as mean " standard error (n # 3 replicates).
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effect on the patterning of GL2 expression (Fig. 2F). Changes in
expression levels were not seen consistently in BL-treated roots,
likely reflecting an insufficiently large effect to influence the
long-lived GUS reporter. In combination, these results suggest
that BRs are necessary for proper epidermal patterning but are
not sufficient when added exogenously to scramble the SCM-
EGL3-CPC-specified program.

Although the overall level of WER and GL2 expression was
reduced when the BR pathway was compromised, additional
pathways must also be promoting N cell fate, because both
reporters were clearly detectable in these cells. The effects of
BRs were more pronounced in the H cells, where ectopic
expression of both WER and GL2 reporters was observed. To
assess whether this ectopic expression was sufficient to change
the fate of cells, we performed a quantitative analysis of epi-
dermal cell fate relative to cell position. Experiments document-
ing the number of hair or nonhair cells in the N and H positions
of bri1 roots showed that 23% of cells in the H position were
nonhair cells (Table 1) compared with 5% in wild-type roots.
When wild-type plants were grown on 100 nM BRZ, 18% of cells
in the H position were nonhair cells. In contrast, loss of BRs had
only a modest effect on the number of hair cells formed in N
positions (Table 1), suggesting that BRs are more important for
suppressing nonhair fate in H cells than for promoting nonhair
fate in N cells. To assess how early BRs may be exerting their
effects on cell fate, we compared the number of cells in the N and
H positions in wild-type and bri1 root tips. As reported previ-
ously (17), we found that in wild-type root tips, there were !30%
more cells in the H position. In bri1, the number of cells in H and
N positions were nearly the same (H/N ratio for wild type, 1.3 "
0.09; bri1, 1.01 " 0.02). This indicates that BRs act at an early
stage of root development.

Because epidermal cell fate is correlated with cortical ar-
rangement, we tested the possibility that defective epidermal
patterning in the bri1 mutant is due to an abnormality in the root
structure. Examination of the cross-sections of the wild-type and
bri1 mutant roots revealed no significant difference in the root
structure. In wild-type roots, the epidermal cell number was

19.3 " 1.2, whereas in bri1 roots, it was 19.1 " 1.0. Both wild-type
and bri1 roots displayed 8 cortical cell files and showed no
obvious difference in the organization of the cell files.

The root epidermal phenotype observed in bri1 and BRZ-
treated plants was reminiscent of cpc mutants, where a large
number of cells in the H position adopt the N cell fate (7, 18).
Like GL2, CPC expression is WER-dependent (4, 19). Reduced
WER expression caused by the loss of the BR pathway could lead
to lower expression of CPC, which might allow ectopic expres-
sion of WER (and GL2) in H position cells. Consistent with this
model, we found a decreased expression of CPC in bri1 roots
(Figs. 1B and 3 A and B). To assess whether these changes on
gene expression reflected a general reorganization of the root
epidermis, we examined the level and pattern of expression of
EGL3. EGL3 is a component of the WER transcriptional
complex that induces GL2 but is not itself under the transcrip-
tional control of WER (1, 2). Loss of BR signaling showed little
to no effect on levels or pattern of expression of EGL3 (Figs. 1B
and 3 C and D), strongly suggesting that BRs act specifically
through regulation of WER and its downstream targets.

SCM activity is a major determinant of position-dependent
expression of WER and GL2 (6, 8). To determine the relation-
ship between the SCM and BR pathways, scm bri1 double
mutants were analyzed (Table 1). In scm bri1 mutants, there was
a largely additive effect on conversion of H cells to nonhair cell
fate. Approximately 43% of cells in the H position adopted
nonhair fate compared with 24% and 23% in the scm and bri1
single-mutant lines, respectively. In the N cell position, scm bri1
double mutants showed a significant reduction in hair cell fate
compared with the scm single mutant. This finding is consistent
with a model for BR action via modulation of CPC expression.
Genetic and molecular studies demonstrate that CPC plays a
largely additive role with SCM in repressing WER expression and
promoting hair cell fate in H cells (7). The conversion of N cells
to hair cell fate observed in scm single mutants is almost
completely eliminated in scm cpc double mutants (7), suggesting
that ectopic hair cell fate requires CPC activity.

Fig. 2. Disruptions in the BR pathway lead to aberrant levels and patterning of GL2. (A–C) GL2::GUS expression in roots of wild type (A) and bri1 mutants (B
and C). (B) The bri1 roots were stained for 20 min, the same duration as shown for wild type. (C) The bri1 roots stained for 40 min. (D and E) GL2 shows an increased
randomness of expression pattern on roots treated with BRZ (E) compared with the control roots (D). (F) BL treatment does not affect the pattern of GL2
expression. (G and H) Cross-section of GL2::GUS plants in either wild-type (G) or bri1 background (H). (Scale bars: A–F, 50 !m; G and H, 25 !m.)

Fig. 1. BRs regulate expression levels of root epidermal cell markers. (A) Quantitative RT-PCR using wild-type roots treated with 10 nM BL shows increased
expression of WER and GL2. (B) Treatment with cycloheximide (CHX) does not inhibit the induction of WER by BL. (C) The bri1 roots show decreased expression
of WER, GL2, and CPC. Results are represented as mean " standard error (n # 3 replicates).
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Actualmente es aceptado el modelo en que la vía de BR activa a través del receptor BRI1 inhibe 
a BIN2 y por ello induce positivamente la expresión de WER en los futuros atricoblastos. La 
acumulación de WER estimula la acumulación y luego, la migración de CPC a las futuros 
tricoblastos en células adyacentes, probablemente por plasmodesmos. Una vez que CPC ha migrado 
a la célula adyacente tricoblasto comenzaría a inhibir la transcripción de WER y GL2, lo que 
desencadenaría la acumulación de SCM en tricoblastos (Schiefelbein J, et al., 2014).  

Es posible que la activación preferencial de BRI1 en atricoblastos sea una consecuencia de la 
ubicación relativa de cada célula epidérmica respecto a la intersección de las células corticales 
asociada a la distribución preferencial en atricoblastos de la hormona BR (Kwak & Schiefelbein, 
2008; Kuppusamy et al., 2009; Cheng et al., 2014) (Figura 11I). 

 

Figura 11I. Modelo de la regulación por BR de factores del destino tricoblasto y atricoblasto. 
Las células epidérmicas que se encuentran en la intersección de dos corticales (H position) tienen el destino 
tricoblasto (Root Hair Cell), mientras que la célula adyacente (N position) tiene el destino atricoblasto (Non-
Hair Cell), en la raíz de Arabidopsis thaliana (Cheng et al., 2014). 
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Figure 8. A proposed model to illustrate how BR signaling regulates root epidermal cell fate. Without BR early signaling, WER expression is reduced, 
and the activated GSK3-like kinases phosphorylate EGL3 and TTG1 in both H and N cells, leading to reduced formation and/or activity of the WER-EGL3/
GL3-TTG1 complex, which inhibits GL2 expression in some N cells. With enhanced BR early signaling, WER expression is enhanced in both H and  
N cells, and the GSK3-like kinases activity is inhibited, leading to reduced phosphorylation of EGL3 and TTG1 in both cell types. Thus, WER-EGL3-TTG1 
and WER-GL3-TTG1 complexes with transcriptional activity are formed in H and N cells, respectively, to promote GL2 expression and non-root hair cell 
fate. BR: brassinosteroid.
DOI: 10.7554/eLife.02525.018
The following figure supplements are available for figure 8:

Figure supplement 1. WER expression pattern in the root early meristem and its expression level in the bin2-3 bil1 bil2 and wild type Col-0. 
DOI: 10.7554/eLife.02525.019

sequence (CAPS) marker (Lee and Schiefelbein, 1999) (Supplementary file 1), the bin2-3 bil1 bil2 
was genotyped as described (Yan et al., 2009), and the BRI1-OX was selected by the antibiotic selec-
tion markers. For generation of bri1-116 cpc-1 and cpd cpc-1 double mutants, the cpc-1 was identified 
by PCR and phenotypic analysis, and the bri1-116 and the cpd were isolated by phenotype.

Plasmid construction and recombined protein purification
For GST pull-down assays, BIN2 was cloned into the PET28a vector, and EGL3 was cloned into the 
pGEX4T-1 vector. For in vitro kinase assays, WER, TTG1, CPC, and EGL3 were cloned into the 
pMAL-C2X vector. His-fused BIN2 (BIN2-His), GST-fused EGL3 (EGL3-GST), and MBP-fused WER 
(WER-MBP), TTG1 (TTG1-MBP), CPC (CPC-MBP), and EGL3 (EGL3-MBP) were expressed in BL21 
(DE3) pLySs strain and purified with either Ni-NTA agarose (Clontech, Mountain View, CA), glutathione 
resin (Genescript, Piscataway, NJ), or amylase resin (NEB, Ipswich, MA), respectively.

Plant transformation and selection of transgenic plants
To generate plants expressing GFP-tagged EGL3 or mutated EGL3T399A and EGL3T209A/T213A, the various 
EGL3 cDNAs were cloned in-frame with GFP into the pCAMBIA2302 vector and driven by the EGL3 
promoter (2 kb upstream of the start codon), and the plants expressing GFP-tagged TTG1 were gener-
ated by cloning the TTG1 cDNA in-frame with GFP into the pCAMBIA2302 vector and driven by the 
TTG1 promoter (2 kb upstream of the start codon). The constructs were transformed into Agrobacterium 
tumefaciens GV3101 strains. All transgenic plants were generated by floral dip transformation. T0 seeds 
were harvested and screened by germinating on MS solid medium with antibiotic selection. For 
each transformation, at least five individual T1 transgenic lines were selected. Transgenic lines of 
PEGL3::EGL3-GFP, PEGL3::EGL3T399A-GFP, PEGL3::EGL3T209A/T213A-GFP, and PTTG1::TTG1-GFP with 
T2 or higher generations were used for further analysis.

Microscopy and histochemical analysis
The root hair pattern of the 5-day-old seedlings was observed, and images at ×100 magnification were 
taken with a Leica MZ FLIII stereomicroscope (Leica Microsystems). The root hair density was counted 
as described (Galway et al., 1994; Jones et al., 2002) with some modifications. Any visible protrusion 



2. OBJETIVOS E HIPOTESIS  

Objetivo general 

Determinar el rol biológico del AGP21 en la planta modelo Arabidopsis thaliana. 

 Objetivos específicos 

 1- Estudiar el rol biológico del AGP21 en el desarrollo de la raíz. 

 2- Determinar el impacto de la O-arabinogalactosilación en el rol del AGP21. 

 3- Identificar los genes responsables de la regulación del AGP21. 

 4- Determinar de que manera la señalización por BR se relaciona con la  
 función de AGP21. 

Hipótesis de trabajo 

 1- El AGP 21 tiene un rol biológico relevante para el desarrollo de la raíz. 

 2- La O-arabinogalactosilación es necesaria para la función del AGP21. 

 3- La expresión del AGP 21 es regulada por BRs. 
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3. MATERIALES Y METODOS 

3.1 MEDICIÓN DE FENOTIPOS DE DIFERENCIACIÓN DE PELO 
RADICAL Y EXPANSIÓN CELULAR 

3.1.1 Crecimiento de las plántulas. 

Para todos los ensayos se utilizaron semillas de Arabidopsis thaliana del ecotipo Columbia-0 
(Col-0) salvajes (wild type = WT) como controles, y los genotipos indicados en cada caso. Para el 
crecimiento de las plántulas se esterilizaron las semillas colocándolas en una solución de hipoclorito 
de sodio comercial al 30% v-v en agua destilada durante 13 minutos y posteriormente con 3 lavados 
en agua grado MiliQ estéril. Las semillas se mantuvieron en agua grado MiliQ durante 3 días a 4°C 
y en oscuridad para su vernalización. Luego de vernalizadas las semillas se colocaron en placas 
cuadradas transparentes con medio de cultivo Murashige & Skoog al 50% de lo indicado (MS 0,5) 
junto con agar de plantas Duchefa al 0,8% m-v. Las placas fueron selladas con cinta microporosa, y 
colocadas a 4°C en oscuridad durante 3 días para asegurar la sincronización de la germinación en 
todas las semillas. Las placas fueron colocadas en forma vertical en una cámara de cultivo (marca: 
Biocontrol) a 22oC con un ciclo de 16 hs luz/8 hs oscuridad (intensidad de la luz: 120 µmol/m2.seg), 
y luego de 7 días de crecidas las plántulas se realizaron las observaciones en lupa o microscopio 
confocal. 

3.1.2 Determinación de los fenotipos de diferenciación de células 
epidérmicas a pelo radical, expansión y división celular. 

Al cabo de 7 días de crecidas las plántulas en los medios de cultivo de cada ensayo se colocaron 
las placas en lupa (Olympus SZX7) y se obtuvieron fotografías con un aumento total de 50X de los 
ápices radicales para determinar el fenotipo de aparición del primer pelo radical, y también de las 
zonas de la raíz en que se observaron los pelos radicales totalmente desarrollados para determinar el 
% de los pelos adyacentes. A partir de las fotografías de los ápices radicales se trazó una recta 
segmentada con el software ImageJ, siguiendo una misma fila de células epidérmicas desde el ápice 
radical hasta la aparición del primer pelo observado y se determinó la distancia en milímetros (mm) 
según escala. A partir de las fotografías de pelos radicales se contaron las cantidades de pelos 
adyacentes respecto al total de pelos (mayor o igual a 50) y se determinó el % de pelos adyacentes 
para cada raíz por separado (n=30). 

Las plántulas crecidas durante 7 días fueron retiradas de las placas y montadas en presencia de 
ioduro de propidio (IP, 20 µg/ml) para observar las raíces con las paredes celulares teñidas de rojo 
mediante microscopía confocal (λ máx. ex.= 536 nm, λ máx. em.= 617 nm). A partir de las 
fotografías de las células epidérmicas de la zona expandida de la raíz se trazó una recta con el 
software ImageJ (http://www.imagej.nih.gov/ij/) de cada célula epidérmica y se determinó la 
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longitud en micrómetros (µm) según escala. A partir de las fotografías de los ápices radicales 
teñidos con IP se contaron las células correspondientes a la zona meristemática desde el centro 
quiescente hasta la primera célula cuadrada. Así mismo, se contaron las células correspondientes a 
la zona de expansión, luego de la última célula meristemática hasta la aparición del primer pelo 
radical. Todos los resultados se graficaron y procesaron con el software de análisis estadístico 
GraphPad Prism® 6.0 (https://www.graphpad.com/). 

3.2 TRATAMIENTOS FARMACOLÓGICOS DE PLÁNTULAS 

3.2.1 Ensayo de bloqueo de AGPs por reactivo de Yariv. 

Se utilizó como bloqueador específico de arabinogalactanos el reactivo de β-glucosil-Yariv (β-
Glc-Y), que consiste en: 1,3,5-tri-(p-glucosiloxiphenilazo)-2,4,6-trihidroxibenceno (Figura 1M). 
Para comprobar que el efecto de β-Glc-Y en la diferenciación de las células epidérmicas y 
expansión celular estaba asociada específicamente al bloqueo de los arabinogalactanos se utilizó el 
reactivo alfα-Manosil-Yariv (α-Man-Y) que no interactúa con AGPs. El α-Man-Y consiste en: 1,3,5-
tri-(p-manosiloxiphenilazo)-2,4,6-trihidroxibenceno. Tanto el el β-Glc-Y como el α-Man-Y fueron 
sintetizados de acuerdo con el procedimiento original de Yariv (Yariv J, 1967) por la Dra. Marina 
Ciancia del Departamento de Química Orgánica de la FCEN-UBA. 

Figura 1M. Estructura del reactivo β-Glc-Y β-glucosil-Yariv. 
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Para todos los tratamientos se prepararon las placas con medio de cultivo en condiciones de 
esterilidad y al momento de colocar el medio de cultivo fundido y enfriado parcialmente en las 
placas, se agregaron las alícuotas de los reactivos de manera de lograr las concentraciones finales 
indicadas en cada caso. Para la determinación de las dosis inhibitoria 50 (IC50) se definió el 0% de 
inhibición con los valores de fenotipo del control WT sin tratamiento, mientras que el 100% de 
inhibición se definió con los valores de fenotipo del WT en la máxima concentración utilizada. Del 
gráfico de los valores normalizados respecto al logaritmo en base 10 de la concentración molar de 
cada reactivo se obtuvo la regresión lineal y por interpolación al 50% de inhibición se determinó la 
concentración IC50. Todos los valores fueron procesados y graficados con el software de análisis 
estadístico GraphPad Prism® 6.0 

3.2.2 Ensayo con inhibidores de la actividad de P4Hs. 

Para los tratamientos de inhibición de la hidroxilación de prolinas se utilizaron: α-α dipyridyl 
(DP) (Majamaa et al., 1986) que es un quelante del catión Fe2+ necesario para la reacción, y 
además, ethyl-3,4-dihydrobenzoate (EDHB) (Dauplais et al., 1997) inhibidor competitivo por el 
sitio de unión del 2-oxoglutarato a la enzima prolil4-hidroxilasa. En todos los tratamientos se 
prepararon las placas con medio de cultivo en condiciones de esterilidad y al momento de colocar el 
medio de cultivo fundido y enfriado parcialmente en las placas, se agregaron las alícuotas de los 
reactivos de manera de lograr las concentraciones finales indicadas en cada caso. Para la 
determinación de las dosis inhibitoria 50 (IC50) se definió el 0% de inhibición con los valores de 
fenotipo del control WT sin tratamiento, mientras que el 100% de inhibición se definió con los 
valores de fenotipo del WT en la máxima concentración utilizada. Del gráfico de los valores 
normalizados respecto al logaritmo en base 10 de la concentración molar de cada reactivo se obtuvo 
la regresión lineal y por interpolación al 50% de inhibición se determinó la concentración IC50. 
Todos los valores fueron procesados y graficados con el software de análisis estadístico GraphPad 
Prism® 6.0. 

3.3 ANÁLISIS IN SILICO DE LOS GENES DE AGPs 

3.3.1 Niveles de expresión de AGPs en plántulas de Arabidopsis thaliana. 

Desde la base de datos de Genevestigator se determinó el nivel de expresión de todos los AGPs  
de acuerdo a las cantidades de transcriptos determinados por RNAseq en plántulas crecidas entre 7 
y 10 días (n=332), de Arabidopsis thaliana. Se obtuvo el perfil de expresión de todos los AGPs en 
raíz basados en las cantidades de transcriptos determinados por hibridación en chip de Affimetrix 
(n=803). A partir de los AG péptidos (pequeños péptidos AGPs que consisten únicamente en el 
motivo de O-glicosilación) que más se expresaban en las plántulas y así mismo, que estaban 
altamente expresados en raíz se eligió analizar la importancia del gen que codifica para AGP21 
respecto a la diferenciación del pelo radical y la expansión celular.  
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3.4. OBTENCIÓN E IDENTIFICACIÓN DE PLANTAS MUTANTES 

3.4.1 Extracción de ADN de plantas. 

Se realizó la extracción de tejido vegetal de hojas de roseta de plantas crecidas en tierra al cabo 
de 3 semanas. Se tomaron 2 hojas grandes de cada planta y se congelaron en nitrógeno líquido en 
tubo eppendorf de 1,5 ml. Luego se procedió a moler el tejido y se agregó 500 µl de buffer de 
extracción 2X CTAB (2% CTAB; 1,4 M NaCl; 100 mM Tris-HCl pH 8.0; 20 mM EDTA) y 5 µl de 
RNasa A (BioAmerica), y se incubaron las muestras en un baño térmico a 65oC por término de 30 
minutos. Luego, se dejó que las muestras se enfríen a temperatura ambiente y se agregó bajo 
campana 500 µl de cloroformo. Se agitó y se centrifugó por 10 minutos a 18000 G, la fase acuosa 
se trasvaso y se agregó 1 volumen de alcohol iso-propílico frío para lograr la precipitación del 
ADN. Se centrifugó a 4ºC por 10 min a 18000G, se descartó el sobrenadante y se obtuvo un pellet. 
Al pellet se le agregó 1 ml de alcohol etílico 70% v-v y se agitó suavemente. Se volvió a centrifugar 
a 4ºC por 10 min a 18000G y se descartó el sobrenadante. Se dejó secar el pellet en estufa a 37oC 
por 10 minutos y luego, se resuspendió en 50 µl de agua MiliQ (Weigel&Glazebrook, 2002). 

3.4.2 Identificación de plantas mutantes de T-DNA. 

Se usó Arabidopsis thaliana Columbia-0 (Col-0) como el genotipo salvaje (Wild Type: WT). El 
resto de las semillas de las diferentes líneas mutantes insercionales de Transposon-ADN (T-ADN) 
fueron pedidas a Arabidopsis Resource Center (ABRC; https://www.abrc.osu.edu/). Estas líneas 
contienen un único fragmento de ADN de transposón insertado al azar en el genoma de 
Arabidopsis. Las plantas mutantes de T-ADN contienen una única secuencia de transposón inserta 
al azar en alguna región del genoma, produciendo una alteración en la secuencia del ADN que 
puede corresponder a diferentes elementos de un gen determinado: región promotora, 5’UTR, 
3’UTR, exón, intrón. De esta forma el gen comprometido por la presencia del transposón suele 
presentar un menor nivel de expresión que lo normal, en las respectiva mutante de T-ADN, aunque 
en casos excepcionales puede resultar en la sobreexpresión del gen comprometido (Figura 2M). 

Para la identificación de las plantas homocigotas de T-ADN, se extrajo ADN genómico y se 
realizó una reacción de PCR para comprobar la presencia de la inserción en heterocigosis u 
homocigosis. Para ello se realizaron 2 PCRs por cada inserto T-ADN y para cada planta mutante a 
identificar: una PCR para detectar la presencia del inserto T-ADN con primer forward que reconoce 
la secuencia del transposón y primer reverse que se une a la secuencia del gen; y otra PCR con 
primer forward y reverse que se unen a la secuencia del gen para detectar la planta WT (Figura 
2M, Tabla 1M). Los primers utilizados para cada genotipo fueron diseñados con el software T-DNA 
Primer Design (http://signal.salk.edu/tADNprimers.2.html) (Tabla 2 Anexo). La PCR para el 
genotipeo fue: 95o por 5 min, (95oC por 45 seg, 57oC por 45 seg, 72o por 1 min) x 35 ciclos, 72o por 
5 min. 
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Figura 2M. PCR para determinar las líneas T-ADN homocigotas mutantes. 
A) Los 3 primers utilizados: el F (forward), y el R (reverse) que se unen a la secuencia del gen, y el primer 
de la inserción que se une específicamente a la secuencia del transposón. B) Bandas esperadas en una corrida 
electroforética en gel de agarosa, de los productos de PCR obtenidos con los primers forward WT, reverse 
WT y el primer T-ADN para el transposón inserto. Dependiendo si la planta analizada resulta ser WT, 
heterocigota u homocigota para la inserción del transposón, se obtendrán bandas de distinto tamaño. 

Tabla 1M. Líneas de T-ADN mutantes generadas en esta tesis. 

3.4.3 Obtención de dobles mutantes mediante cruzamientos. 

Los doble mutantes agp15-agp21 y agp20-agp21 fueron obtenidos por cruzamiento colocando 
las anteras con polen de uno de los mutantes simples en los pistilos florales del otro mutante. Luego 
se realizó una PCR en la generación F2 para confirmar la presencia de los T-ADN correspondientes 
en estado homocigotas. 

Código 
AGI

Mutante 
T-ADN

Código T-ADN Sitio de 
inserción estimado

Amplicón 
T-ADN (bp)

Amplicón 
WT (bp)

AT5G11740 agp15.1 WiscDsLox383F8 chr5 3784129 452-752 1109

AT5G11740 agp15.2 SALK_114736S chr5 3783808 510-810 1041

AT3G61640 agp20.1 SALK_092212C chr3 22810820 565-865 1103

AT3G61640 agp20.2 SAIL_849_C06 chr3 22811018 597-897 1146

AT1G55330 agp21 SALK_140206 chr1 20649120 595-895 1119

AT1G08280 gt29-A SAIL_1259_C01 chr1 2609427 541-841 1228
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3.4.4 Extracción de ARN de plantas. 

Las plantas mutantes homocigotas para el T-ADN identificadas fueron crecidas en placas durante 
1 semana en condiciones normales, luego fueron retiradas las raíces cuidadosamente y se 
congelaron en nitrógeno líquido en tubo eppendorf de 1,5 ml. Se molieron las raíces con émbolos 
estériles y libres de enzima RNAsa. Se agregó 800 µl de buffer de extracción RNAzol (Molecular 
Research center Inc.) y luego se agrego 300 µl de agua libre de RNAsa y se agito vigorosamente. Se 
incubaron las muestras a temperatura ambiente por 15 minutos y se centrifugó por a 12000 G 
durante 15 minutos. Se tomo la fase acuosa y trasvaso a un tubo libre de RNAsa y se agregó 1 
volumen de alcohol iso-propílico frío para lograr la precipitación del ARN y se centrifugó a 12000G 
durante 10 minutos a 4ºC) se descartó el sobrenadante y se obtuvo un pellet. Al pellet se lavo dos 
veces con 1 ml de alcohol etílico 75% v-v y se agitó suavemente. Se volvió a centrifugar a 4ºC por 
10 min a 18000G y se descartó el sobrenadante. El pellet de ARN total se resuspendió en 30 µl de 
agua MiliQ. 

3.4.5 Análisis de los niveles de transcripto por RT-PCR. 

Las muestras con 2-5 µg de ARN fueron utilizadas para generar los ADN copia (ADNc) 
mediante reacción enzimática por M-MLV Retro-transcriptasa (Promega) con primers de oligo-dT, 
según indicaciones del manual de la RT de Promega. A partir del ADNc proveniente de raíces 
crecidas durante 7 días, se realizó la amplificación por PCR de las secuencias correspondientes a los 
ARN mensajeros del gen de AGP21 y del gen que codifica para la fosfatasa PP2A (AT1G69960) 
como control de los niveles de transcriptos. Los primers utilizados para cada ARN mensajero 
fueron diseñados con el software Beacon Designer, PREMIER Biosoft International (http://
www.premierbiosoft.com/molecular_beacons/) y comprobados para que fueran específicos para 
dichos transcriptos (Tabla 2 Anexo). La PCR consistió en: 95o por 5 min, (95oC por 30 seg, 63oC 
por 30 seg, 72o por 30 seg) x 35 ciclos, 72o por 5 min. 

3.5 GENERACIÓN DE PLANTAS TRANSGÉNICAS 

3.5.1 Clonados del gen AGP21 y vectores utilizados. 

De la secuencia de ADN correspondiente al gen AT1G55330 de Arabidopsis correspondiente al 
AGP21 se diseñó el ADN sintético con la secuencia codificante para la proteína fluorescente Venus 
incluida entre la secuencia que codifica para la vía secretoria y la secuencia que codifica para el 
péptido maduro de AGP21 en el mismo marco de lectura (GenScript). La secuencia sintética de 
Venus-AGP21 contaba en sus extremos los sitios AttB necesarios para su recombinación en 
vectores de entrada Gateway (pDONOR201). 
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Se realizó el clonado de la región promotora del gen AGP21 consistente en 1,5 kilo pares de 
bases río arriba del sitio de comienzo de la transcripción para el gen. El promotor de AGP21 
(AGP21p) se amplificó mediante la reacción de PCR con primers que reconocen la secuencia 
promotora y que en sus extremos 3´ contenían la secuencia para su corte y recombinación en un 
vector de entrada Gateway (pENTRY4Dual). Los ADNc amplificados por PCR fueron chequeados 
por digestión con enzimas de restricción y mediante secuenciación (Macrogen; http://
www.macrogen.com). 

La tecnología de Gateway (Thermo Fisher Scientific) consiste en la generación de un vector de 
entrada (pENTRY, pDONOR) por ligación con el inserto de interés. La recombinación y ligado del 
inserto con el vector de entrada ocurre en los sitios AttB que posee el inserto y los sitios AttP que 
posee el vector de entrada vacío, la reacción es catalizada por un mix de enzimas llamado Clonasa 
BP® que contiene la integrasa y excisionasa del fago λ y el factor de integración del huésped 
(Integration Host Factor; IHF) de E.coli. Para generar el vector de destino que se utilizará para 
transformar plantas, se realiza una segunda reacción de recombinación y ligación con un vector de 
destino (PGWB) pMDC) en los sitios de recombinación AttL del vector de entrada con inserto y los 
sitios AttR del vector de destino vacío, la reacción es catalizada por un mix de enzimas llamado 
Clonasa LR® que contiene la integrasa y excisionasa del fago λ, y el IHF de E.coli 
(Curtis&Grossniklaus, 2003; Nelson et al., 2007). 

El ADN sintético de Venus-AGP21 fue clonado en el vector de destino pGWB2 que incluye río 
arriba del sitio de recombinación el promotor constitutivo 35-S del virus de mosaico del tabaco, 
resultando la construcción para sobreexpresar la proteína de secreción AGP21 fusionada a la 
proteína fluorescente Venus (35-Sp::V-AGP21). La región promotora del gen AGP21 de 1,5 Kbp 
fue clonada en el vector de destino pGWB4 que incluye río abajo del sitio de recombinación la 
proteína fluorescente GFP, resultando la construcción fluorescente reportera para el promotor 
endógeno del gen AGP21 (AGP21p::GFP).  

El ADN sintético de Venus-AGP21 fue clonado en el vector de destino pGWB1 y luego, en el 
vector resultante fue sub-clonada la región promotora del gen AGP21 de 1,5 Kb mediante enzimas 
de restricción y posterior ligación. Obteniéndose la construcción para expresar la proteína de 
secreción AGP21 fusionada a la proteína fluorescente Venus bajo el control del promotor endógeno 
clonado de AGP21 (AGP21p::V-AGP21). Los vectores de destino pGWB1, pGWB2 y pGWB4 son 
vectores binarios de manera que pueden ser replicados en bacterias y también en plantas. 
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Tabla 2M. Vectores utilizados para las construcciones de los clonados de AGP21 

3.5.2 Transformación de plantas de Arabidopsis thaliana con 
Agrobacterium. 

Se utilizó la cepa de Agrobacterium tumefaciens GV3101 (pMP90) transformada con los 
diferentes clonados del gen AGP21 para transformar las plantas. La cepa GV3101 de Agrobacterium 
se transformó con cada construcción clonada por electroporación, que consiste en una descarga 
eléctrica que produce poros momentáneos en la membrana bacteriana permitiendo el ingreso de los 
vectores. Luego se seleccionaron las colonias que incluyeran los vectores con el antibiótico 
Kanamicina en una concentración de 50 mg/ml, y simultáneamente las cepas que contuvieran el 
plásmido pMP90 con los antibióticos Gentamicina y Rifamicina a 50 mg/ml cada una. 

Las plantas de Arabidopsis thaliana Col-0 fueron transformadas con la construcción 
sobreexpresante de Venus-AGP21 (Col-0/35-Sp::V-AGP21), o con la construcción fluorescente 
reportera para el promotor endógeno del gen AGP21 (Col-0/AGP21p::GFP). Las plantas mutantes 
agp21 fueron transformadas con la construcción que expresa Venus-AGP21 bajo el promotor 
endógeno de AGP21 clonado (agp21/AGP21p::V-AGP21). Las plantas transgénicas se obtuvieron 
mediante Floral Dip (Weigel & Glazebrook, 2006), la técnica consiste en sumergir las flores por 
unos minutos en una suspensión de las Agrobacterium que incluyan los vectores clonados de 
AGP21. Para ello se prepararon los cultivos seleccionados de Agrobacterium y se dejaron crecer a 
28 ºC con agitación durante 24 hs. Luego se centrifugaron los cultivos por 5 min a 5000G y se 
resuspendió en 5 ml de agua miliQ con el detergente iónico Silwet® a una densidad óptica= 0,1. 

3.5.3 Expresión transiente en plantas de Nicotiana benthamiana. 

A partir del cultivo de Agrobacterium tumefaciens GV3101 que contenía el vector de destino 
pGWB2 sobreexpresante de la proteína Venus fluorescente fusionada a AGP21 (35-Sp::V-AGP21) 
se transformaron hojas de Nicotiana benthamiana. Se preparó el cultivo de Agrobacterium y se dejó 
crecer a 28 ºC con agitación durante 24 hs. Luego se centrifugó el cultivo por 5 min a 5000G y se 

Construcción generada Vector Gateway de entrada Vector Gateway de destino

35-Sp::V-AGP21 pDONR201 pGWB2

AGP21p::GFP pENTRY4Dual pGWB4

AGP21p::V-AGP21 pENTRY4Dual pGWB1
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resuspendió en 5 ml de agua miliQ con acetosiringona (500 µM) (Wydro et al., 2006) y MgCl2 (10 
mM) a una densidad óptica= 0,2. La suspensión se dejó a 4ºC durante 3 hs y luego se infiltraron las 
caras abaxiales de hojas de Nicotiana con jeringa cuidando de no producir roturas en las hojas. Al 
cabo de 2 días posteriores a la infiltración se observó la expresión de Venus-AGP21 con 
microscopio confocal en las membranas celulares, y también en el espacio apoplástico luego de 
realizar plasmólisis mediante el agregado de sorbitol 80 mM (Venus λ máx. ex.= 515 nm, λ máx. 
em.= 528 nm). 

3.5.4 Identificación de las plantas transgénicas por resistencia y expresión 
de la fluorescencia. 

Las plantas que fueron transformadas por Floral Dip se dejaron crecer en cámara de cultivo 
hasta que produjeron semillas y estas, se recolectaron para la selección de las plantas transgénicas. 
Las semillas fueron esterilizadas y colocadas en placas con medio de cultivo Murashige & Skoog al 
50% de lo indicado (MS 0,5) junto con agar de plantas Duchefa al 0,8% m-v, y con el antibiótico de 
selección Higromicina en una concentración de 30 mg/ml. Las placas fueron colocadas en 
oscuridad en cámara de cultivo durante 5 días, al cabo de los cuales las plantas resistentes al 
antibiótico elongaron los hipocotilos, mientras que las plantas que no incluyeron los vectores 
clonados no crecieron. Las placas con las plantas resistentes a la selección por antibiótico fueron 
colocadas nuevamente en cámara de cultivo con luz para desencadenar la fotomorfogénesis y luego 
de 7 días se observaron en lupa de epi-fluorescencia (Olympus SZX7) y al microscopio (Zeiss LSM 
510 Meta) para confirmar la expresión de las proteínas fluorescentes (Venus λ máx. ex.= 515 nm, λ 
máx. em.= 528 nm; GFP λ máx. ex.= 488 nm, λ máx. em.= 507 nm). 

3.5.5 Obtención de plantas mutantes transgénicas por cruzamientos.  

Las plantas mutantes del receptor de la hormona Brasinoesteroide BRI1 (AT4G39400) (bri1-116) 
fue cruzada con las plantas reporteras fluorescentes para el promotor endógeno del gen AGP21 
(Col-0/AGP21p::GFP). Para ello se colocaron las anteras con polen de Col-0/AGP21p::GFP en los 
pistilos florales de bri1-116. La descendencia F1 de la cruza se recolectó y se seleccionaron las 
plantas transgénicas que expresaran GFP y simultáneamente que presentaran adelantamiento de 
pelo radical y una mayor diferenciación de células epidérmicas a pelos radicales. Se recolectó a su 
vez la descendencia F2 y nuevamente, se seleccionaron las plantas transgénicas que expresaran GFP 
y además que presentaran el fenotipo de crecimiento anormal de las plantas homocigotas mutantes 
bri1-116, de manera de obtener plantas transgénicas reporteras del promotor de AGP21 en el fondo 
mutante bri1-116 homocigota (bri1-116/AGP21p::GFP). 
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3.6 DETERMINACIONES A PARTIR DE LAS PLANTAS TRANSGÉNICAS 

3.6.1 Extracción de proteínas y ensayo de Western Blot. 

Se realizó una extracción de proteínas tanto solubles como de membrana, de raíces de plántulas 
crecidas al cabo de 15 días en medio de cultivo Murashige & Skoog al 50% de lo indicado (MS 0,5) 
junto con agar de plantas Duchefa al 0,8% m-v. Las raíces fueron molidas con mortero en nitrógeno 
líquido y luego se agregó el buffer de extracción (SDS 30%, 50 nM Tris-HCl pH7.4, 1 mM EDTA, 
inhibidor de proteasas y PMSF 0,2 M). Se centrifugó 10 min a 21500 G y tomó el sobrenadante con 
el extracto proteico. El extracto de proteínas fue corrido en gel de poliacrilamida al 30% y luego 
transferido a una membrana de nitrocelulosa de 0,45 µm (Bio-Rad). Para la determinación del peso 
molecular de la proteína de fusión Venus-AGP21 se realizó un Western Blott utilizando un 
anticuerpo primario monoclonal anti-GFP en una dilución 1:1000 (Roche) y un anticuerpo 
secundario conjugado a la enzima peroxidasa de remolacha en una dilución 1:10000 (Roche). La 
membrana fue revelada con el equipo Phosphoimager (Fuji). 

3.6.2 Obtención de imágenes por microscopía confocal y determinación de 
localización celular. 

Al cabo de 7 días de crecidas las plántulas transgénicas fluorescentes en los medios de cultivo de 
cada ensayo se montaron las raíces en portaobjetos de vidrio y se observó al microscopio confocal 
(Zeiss LSM 510 Meta o Zeiss LSM 5 Pascal) y se obtuvieron imágenes con un aumento total de 
100X o 200X de los ápices radicales, de células epidérmicas diferenciadas y expandidas totalmente, 
de pelos radicales, de hipocotilos, de mesófilo de las primeras hojas verdaderas y de tricomas. Se 
utilizaron las siguientes configuraciones (láser excitación, λ de excitación, espejo dicroico, filtro de 
emisión) para la observación de GFP: Ar, 488 nm, 515 nm, 505-550 nm; para Venus o YFP: Ar, 488 
nm, 545 nm, 505-600 nm: mCherry He-Ne, 543 nm, 545 nm, 600 LP; para ioduro de propidio Ar, 
488 nm, 545 nm, 650 LP. Para la adquisición de imágenes se realizaron z-stacks (entre 10 y 15 
planos confocales a una distancia de 3 µm), los  cuales fueron procesados posteriormente con el 
software ImageJ. 

3.6.3 Cuantificación de la intensidad de la fluorescencia en imágenes de 
microscopía confocal. 

Para cuantificar la intensidad de fluorescencia se utilizaron imágenes adquiridas en el 
microscopio confocal según el fluoróforo a cuantificar (láser excitación, λ de excitación, % 
intensidad, espejo dicroico, filtro de emisión, pinhole) para la observación de GFP: Ar, 488 nm, 
30%, 515 nm, 505-550 nm, 551 nm; para Venus o YFP: Ar, 488 nm, 30%, 545 nm, 505-600 nm, 
574 nm. Se trazó un eje segmentado desde el ápice radical y siguiendo una misma fila de células 
hasta una distancia de 1 mm aproximadamente. Las intensidades de fluorescencia por pixel fueron 
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obtenidas con el comando plot profile del programa ImageJ (http://www.imagej.nih.gov/ij/) y la 
correspondencia de cada pixel con la distancia en micrómetros la realizó el ImageJ al procesar los 
metadatos de las imágenes en forma automática. En cada raíz fueron trazados 5 ejes diferentes que 
se consideraron como réplicas, a su vez se midieron 30 raíces para cada cuantificación. Los 
resultados se graficaron con el software de análisis estadístico GraphPad Prism® 6.0 (https://
www.graphpad.com/). 

3.6.4 Capacidad de difusión de proteínas por ensayo de Recuperación de la 
Fluorescencia luego del Fotoblanqueo (FRAP). 

Para llevar a cabo el experimento de Fluorescence Recovery After Photobleaching (FRAP) se 
definió una región de interés (ROI) circular de 10 µm de diámetro, con el centro sobre un punto de 
la membrana plasmática con señal de fluorescencia. Se registró las fluctuaciones en la intensidad de 
fluorescencia en la ROI definida durante 60 segundos para comprobar que la señal de fluorescencia 
era constante, con un porcentaje del láser de excitación al 30% (similar al utilizado para las 
observaciones de localización). Luego se adquirió una imagen de microscopía confocal para la 
comparación previa al fotoblanqueo. Para realizar el fotoblanqueo se configuró la intensidad del 
láser al 100% y se incidió luz a la misma longitud de onda de excitación (488 nm) durante 20 
segundos únicamente en la ROI definida. Se adquirió una imagen de microscopía confocal posterior 
al fotoblanqueo con el láser de excitación nuevamente al 30% y, al comprobar que la intensidad 
disminuyó significativamente se comenzó a adquirir los datos del promedio de la intensidad de 
fluorescencia cada 5 segundos, en toda la superficie de la ROI. Los valores fueron procesados y 
graficados con el software de análisis estadístico GraphPad Prism® 6.0. 

Los datos de intensidad adquiridos fueron normalizados y expresados como % de intensidad 
recuperada luego de normalizarse según la ecuación (1): 

(1) %I = [ (It - I min) / (Imax - Imin)] 100% 
Donde %I: es el porcentaje de la intensidad de fluorescencia a lo largo del tiempo. 
  It: es la intensidad de fluorescencia adquirida cada 5 segundos de la recuperación. 
  I min: es la intensidad mínima de fluorescencia adquirida en toda la recuperación. 
  Imax: es la intensidad máxima de fluorescencia adquirida en toda la recuperación  

El gráfico de la intensidad de fluorescencia normalizada a lo largo del tiempo de recuperación 
fue ajustado a una función exponencial de asociación en una fase según la ecuación (2): 

(2) Yx= Y0+(Ymax-Y0) (1-e-kx) 
Donde Yx: es el valor del % de intensidad a cada tiempo x. 
  Y0: es el valor del % minimo de la intensidad. 
  Ymax: es el valor del % máximo de intensidad. 
  k: es la constante de la función exponencial. 
  x: es la variable tiempo en segundos. 

�30

http://www.imagej.nih.gov/ij/
https://www.graphpad.com/


3.7 MODELADO POR DINÁMICA MOLECULAR DE AGP21 

Las simulaciones por dinámica molecular (MD) fueron realizadas por el Dr. Hugo Verli de la 
Universidad Federal do río Grande do Sul. Para la MD fueron seleccionados dos péptidos no 
glicosilados y en siete péptidos glicosilados, cuya secuencia corresponde al motivo del tipo AGP: 
Ala1-Pro2-Ala3-Pro4-Ser5-Pro6-Thr7-Ser8 (APAPSPTS), en las que la estructura inicial fue 
construida como una hélice de poliprolina del tipo II (φ ~ -75; ψ ~ 145). Los motivos en los 
péptidos no-glicosilados se diferencian por la presencia de prolina (APAPSPTS) en lugar de 4-
trans-hidroxiprolina necesaria para la O-glicosilación (AOAOSOTS). Los motivos glicosilados 
reflejan diferentes glicoformas peptídicas construidas como glicosiladas completamente 
(AOAOSOTS). En todos los sitios de O-glicosilación fueron asociados un oligo-sacárido del tipo 
arabinogalactano, en los cuales las cadenas de glicano y las uniones entre carbohidratos y 
aminoácidos fueron construidas basados con las geometrías más prevalentes obtenidas del resultado 
de MD de sus respectivos di-sacáridos, generando las coordenadas iniciales para los cálculos de 
MD del glico-péptido (Pol-Fachin&Verli, 2012). Luego, las estructuras fueron solvatadas en cajas 
rectangulares utilizando las condiciones del límite periódico. Para las estructuras dadas se utilizó el 
modelo de agua SPC (Berendsen et al., 1986). Los motivos tanto de carbohidratos como de los 
péptidos han sido descripto bajo los parámetros del campo de fuerza GROMOS96 43a1, y todas las 
simulaciones de MD se llevaron a cabo con la simulación GROMACS, versión 4.5.4 (Hess et al., 
2008).  

El método de Lincs (Hess et al., 1997) fue aplicado para reducir las longitudes de las uniones 
covalentes, permitiendo un paso de integración de 2 fseg luego de la energía inicial de 
minimización, mediante la utilización del algoritmo Steepest Descents. Las interacciones 
electrostáticas fueron calculadas con el método generalizado del campo de reacción (Tironi et al., 
1995). La temperatura y la presión fueron mantenidas como constantes en 310º K y 1.0 atmósfera 
respectivamente, por asociación de los glicopéptidos y el solvente a baños externos bajo el 
termostato V-rescale (Bussi et al., 2007) y el baróstato de Berendsen (Berendsen et al., 1984) 
mediante las constantes de t= 0.1 y t= 0.5, respectivamente vía escalado isotópico coordinado. Los 
sistemas fueron calentados lentamente desde 50ºK hasta 310ºK en etapas de 5 pseg, con un 
incremento de 50ºK de la temperatura de referencia en cada paso. Luego de esta termalización todas 
las simulaciones fueron ademas extendidas a 100 nseg. 
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Tabla 3M. Lista de genes, plantas mutantes y plantas transgénicas utilizadas 

Gen Código AGI Fondo Mutante Línea Transgénica Referencia

P4H2 AT3G06300

p4h2,p4h5,p4h13

-

Velasquez et al., 2011P4H5 AT2G17720 -

P4H13 AT2G23096 -

GT29-A AT1G08280 gt29-A - Dilokpimol et al., 2014

RAY1 AT1G70630 ray1 - Gille et al., 2013

AGP15 AT5G11740 agp15 
agp15,agp21 - Esta Tesis 

Esta Tesis

AGP20 AT3G61640 agp20 
agp20,agp21 - Esta Tesis 

Esta Tesis

AGP21 AT1G55330
agp21 
agp21/ 
Col-0 
Col-0

- 
AGP21p::V-AGP21 

35-Sp::V-AGP21 
AGP21p::GFP

Esta Tesis 
Esta Tesis 
Esta Tesis 
Esta Tesis

Líneas mutantes de la vía de Brasinoesteroides

BRI1 AT4G39400
bri1-5 

bri1-116 
bri1-116/

- 
- 

AGP21p::GFP

Noguchi T, et al., 1999 
Li J, et al., 1997 

Esta Tesis

BZR1 AT1G75080 bzr1-D 
Col-0 BZR1p::BZR1-YFP

Wang Z-Y, et al., 2002 
Chaiwanon J, et al., 2015

BES1 AT1G19350 bes1-D - Yin Y, et al., 2002

BIN2 AT4G18710
bin2-1 

bin2,bil1,bil2

- Kim T-W, et al., 2012

BIL1 AT2G30980 -
Yan Z, et al., 2009

BIL2 AT1G06390 -

Marcadores de identidad tricoblasto-atricoblasto

RHD6 AT1G66470 Wt Col-0 RHD6p::RHD6-GFP Menand B et al., 2007

RSL4 AT1G27740 Wt Col-0 RSL4p::RSL4-GFP Yi K, et al., 2010 

GL2 AT1G79840 Wt Col-0 GL2p::GL2-GFP Lin Y, et al., 2001

EXPA7 AT1G12560 Wt Col-0 EXP7p::nGFP Kim DW, et al., 2006
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4. RESULTADOS 

4.1 IMPACTO DEL BLOQUEO DE LOS O-ARABINOGALACTANOS DE 
AGPs EN ARABIDOPSIS THALIANA 

4.1.1 El bloqueo de los AGPs promueve la diferenciación de las células 
epidérmicas en tricoblastos en las raíces. 

El reactivo de β-Glucosil-Yariv (β-Glc-Y) se une específicamente a oligosacáridos de al menos 
siete a nueve residuos de (1→3) β-galactosilo presentes únicamente en los arabinogalactanos del 
tipo II (Kitazawa, et al., 2013) (Tabla 1A). El reactivo de β-Glc-Y actúa como un bloqueador 
específico de los AGPs (Figura 1M). Para determinar si el bloqueo de los AGPs impacta en la 
diferenciación epidérmica a tricoblastos, se crecieron plántulas de Arabidopsis thaliana ecotipo 
Col-0 en medio de cultivo que contenía β-Glc-Y a diferentes concentraciones. Como control del 
tratamiento se utilizó el reactivo alfa-Manosil-Yariv (α-Man-Y) que no interactúa con los 
arabinogalactanos, en las mismas concentraciones utilizadas (McCartney L, et al., 2003). Se pudo 
observar un claro efecto en el aumento del porcentaje de células epidérmicas que se diferencian 
como tricoblastos, así como la aparición anticipada de los pelos radicales, a causa del bloqueo 
progresivo de los AGPs por β-Glc-Y (Figura 1R). Por el contrario, tanto el desarrollo de pelos 
adyacentes como la distancia de aparición de los primeros pelos radicales en plantas crecidas en 
condiciones de control se mantuvieron en valores similares con distintas concentraciones del 
reactivo α-Man-Y.  

La diferenciación de una célula epidérmica en un tricoblasto se pone en evidencia 
morfológicamente con la aparición del pelo radical. En el caso de dos células adyacentes 
epidérmicas que se diferencian en tricoblastos se observan pelos radicales en filas adyacentes de 
células epidérmicas (Figura 1R-A y B, flecha roja). El efecto del aumento de la diferenciación de la 
epidermis a pelo radical sigue una tendencia aproximadamente lineal hasta una concentración de 
10uM de β-Glc-Y. Es posible que a partir de esa concentración se hayan bloqueados todos los AGPs 
presentes que están involucrados en la diferenciación en tricoblastos en la epidermis de la raíz. Sin 
embargo, cuando β-Glc-Y esta presente en altas concentraciones se observó un acortamiento 
general de las raíces y un mayor desarrollo de raíces adventicias (resultados no mostrados). 

El adelantamiento de la aparición del primer pelo radical es manifestado por el acortamiento de 
la distancia entre el ápice radical y el primer pelo más cercano. Esa distancia incluye a las células 
pertenecientes a la zona meristemática y a la zona de elongación de la raíz. El efecto del 
adelantamiento de la aparición del primer pelo radical presenta una tendencia lineal asociada a las 
mayores concentraciones de β-Glc-Y (Figura 1R-C). 
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4.1.2 El bloqueo de los AGPs inhibe la expansión y la división celular en 
las raíces.  

En la raíz, la división celular tiene lugar únicamente en la zona meristemática (ZM). Durante el 
desarrollo las células más alejadas del centro quiescente pertenecientes a la ZM comienzan a 
expandirse y pasan a pertenecer a la zona de elongación (ZE). El número de células en la ZM define 
consecuentemente el número de células que se expanden en la ZE de la raíz. El proceso de 
expansión celular en la ZE de la raíz junto con el número de células establecido en la ZM, definen 
el fenotipo de elongación de la raíz primaria. 

 

Figura 1R. El bloqueo de los AGPs promueve la diferenciación de las células epidérmicas en 
tricoblastos en las raíces.  
A) El % de los pelos radicales adyacentes en células epidérmicas aumenta a mayores concentraciones del 
reactivo β-glucosil-Yariv (β-Glc-Y), mientras que no se observa efecto alguno con el reactivo de control 
alfα-Manosil-Yariv (α-Man-Y). B) imágenes de raíces de plántulas crecidas durante 7 días en presencia de β-
Glc-Y, α-Man-Y, o en ausencia de ambos reactivos. Panel superior, detalle de pelos radicales en células 
adyacentes (flecha roja); Escala: 100 µm. Panel inferior, se indica la aparición del primer pelo radical 
(estrella blanca); Escala: 0,5 mm. C) la distancia desde el ápice radical hasta la aparición del primer pelo 
disminuye a mayores concentraciones del reactivo β-Glc-Y, mientras que no se observa efecto alguno con el 
reactivo de control α-Man-Y. En las gráficas de barras se representa la media, el error medio y el test de 
Anova respecto al control, en cada caso n=30. Los asteriscos indican * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005; ns, 
diferencias no significativas. En las gráficas de regresión lineal (recta naranja) se muestran las medias con el 
error medio respecto al Log10 de la concentración molar de β-Glc-Y y el intervalo de confianza 95% de la 
regresión lineal (curva negra). Para el cálculo de la concentración inhibitoria 50 (IC50) las medias fueron 
normalizadas respecto al control. 
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Los efectos por β-Glc-Y en el adelantamiento de la aparición del pelo radical se pueden deber a 
una inhibición de la expansión celular o con defectos en el desarrollo de la ZM. Se midió la 
longitud de las células epidérmicas expandidas, y también se contabilizó el número de células de la 
ZM y de la ZE hasta la aparición del primer pelo. Se utilizaron raíces de Arabidopsis crecidas en 
presencia de β-Glc-Y, o α-Man-Y como control del tratamiento. Las raíces fueron observadas con 
microscopio confocal luego de la tinción de las paredes celulares con la sonda fluorescente ioduro 
de propidio. El bloqueo progresivo de los AGPs por β-Glc-Y mostró una disminución de la longitud 
de máxima expansión de las células epidérmicas y además, redujo el número de células de la ZM y 
de la ZE (Figura 2R). La longitud de máxima expansión de las células epidérmicas se mantuvo en 
valores similares con el aumento de las concentraciones del reactivo de control α-Man-Y. No se 
observó ningún efecto en el número de células de las zonas meristemática y de elongación por 
presencia del reactivo α-Man-Y. 

La disminución de la longitud máxima de las células epidérmicas expandidas y la reducción en 
el número de células de la ZM y de la ZE presentaron una tendencia lineal asociada a mayores 
concentraciones de β-Glc-Y (Figura 2R-A y 2R-C). Para definir un valor de concentración de β-
Glc-Y en que se observó un 50% del efecto de inhibición de la expansión celular, o del número de 
células en las ZE y ZM, se considera como el 100% a los valores de cada fenotipo en condiciones 
de control. En todos los casos se ajustó a una recta de regresión respecto al logaritmo de la 
concentración molar de β-Glc-Y, permitiendo el cálculo de la concentración de β-Glc-Y 
correspondiente al 50% del control (IC50). 

El β-Glc-Y tuvo un efecto en la tasa de división celular reduciendo el número de células en la 
ZM de la raíz, y también inhibió la expansión celular observada. Ambos efectos combinados 
explican el adelantamiento de la aparición del primer pelo radical determinado previamente (Figura 
1R). El fenotipo de diferenciación de células epidérmicas adyacentes como tricoblastos no parece 
fundamentarse en la inhibición de la expansión celular, o en la reducción del número de células de 
la ZM causados por β-Glc-Y. Esto presupone un posible rol adicional de los AGPs a los procesos de 
expansión celular descriptos anteriormente (Ding & Zhu 1997; Willats & Knox 1996). 
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Figura 2R. El bloqueo de los AGPs inhibe la expansión y la división celular en las raíces. 
A) la longitud de las células epidérmicas disminuye a mayores concentraciones del reactivo β-glucosil-Yariv 
(β-Glc-Y), mientras que no se observa efecto alguno con el reactivo control alfα-Manosil-Yariv (α-Man-Y). 
B) imágenes de microscopía confocal de raíces luego de la tinción con ioduro de propidio de plántulas 
crecidas durante 7 días en presencia de β-Glc-Y, α-Man-Y, o en ausencia de ambos reactivos; Escala 100 µm. 
Panel superior, células epidérmicas expandidas. Panel inferior, se indica el final del meristema radical (flecha 
blanca). C) el número de células pertenecientes a la zona meristemática (ZM) y a la zona de elongación hasta 
la aparición del primer pelo (ZE) disminuye a mayores concentraciones del reactivo β-Glc-Y. En las gráficas 
de barras se representa la media, el error medio y el test de Anova respecto al control, en cada caso n=30. 
Los asteriscos indican * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005; ns, diferencias no significativas. En las gráficas de 
regresión lineal (recta naranja) se muestran las medias con el error medio respecto al Log10 de la 
concentración molar de β-Glc-Y y el intervalo de confianza 95% de la regresión lineal (curva negra). Para el 
cálculo de la concentración inhibitoria 50 (IC50) las medias fueron normalizadas respecto al control. 
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4.1.3 La inhibición de la hidroxilación de prolinas promueve la 
diferenciación de las células epidérmicas en tricoblastos, en las raíces. 

Los AGPs son O-arabinogalactosilados en un átomo de oxígeno perteneciente a los residuos de 
hidroxiprolina en el péptido AGP. La presencia de hidroxiprolina en los péptidos se produce por la 
modificación postraduccional de hidroxilación de los residuos de prolinas y dicha reacción es 
catalizada por las enzimas de la familia Prolil 4-hidroxilasas (P4Hs). Los principales péptidos 
sustratos de las P4Hs son las proteínas ricas en hidroxiprolina (HRGPs), entre las que se encuentran 
los AGPs y las Extensinas (Figura 2I). Sin embargo, cualquier péptido de la vía secretoria que 
incluya en su secuencia residuos de prolina en un contexto favorable, es un potencial sustrato para 
la hidroxilación de prolinas por las P4Hs. Existen dos inhibidores descriptos para la hidroxilación 
de prolinas: α-α dipyridyl (DP) que actúa como un quelante del catión Fe2+ necesario para la 
reacción (Barnett, 1970), y ethyl-3,4-dihydrobenzoate (EDHB) que es un inhibidor competitivo por 
el sitio de unión del 2-oxoglutarato a la enzima P4H (Majamaa et al., 1986; Vlad et al., 2010). 

La inhibición de la hidroxilación de prolinas por presencia de DP o EDHB produjo el aumento 
del porcentaje de células epidérmicas que se diferencian como tricoblastos, y aparición anticipada 
de los pelos radicales únicamente en altas concentraciones para ambos inhibidores (150 µM para el 
DP, 300 µM para EDHB) (Figura 3R y Figura 4R). 

El efecto del aumento de la diferenciación de la epidermis a pelo radical y el acortamiento de la 
distancia de aparición del primer pelo radical, a causa de la inhibición de la hidroxilación de 
prolinas, no siguen una tendencia claramente lineal al ser graficados respecto al logaritmo de la 
concentración de los inhibidores utilizados. Esto indica que la inhibición de la hidroxilación de 
prolinas causada por DP y EDHB no tiene un efecto tan claro como el reactivo de β-Glc-Y para el 
bloqueo de los AGPs, lo cual podría deberse a que otros péptidos sustratos de las P4Hs podrían 
tener efectos compensatorios para los fenotipos analizados. A su vez, en el caso de DP (quelante del 
catión Fe2+) se podría estar produciendo un efecto pleiotrópico a distintos niveles de la homeostasis 
de hierro en las raíces. El EDHB actúa como un inhibidor agonista en todos los dominios catalíticos 
presentes en las enzimas del tipo 2-oxigenasas que utilizan 2-oxoglutarato como co-sustrato.  
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Figura 3R. La inhibición de la hidroxilación de prolinas por DP, promueve la diferenciación 
de las células epidérmicas en tricoblastos en las raíces. 
A) el % de los pelos radicales adyacentes en células epidérmicas aumenta a mayores concentraciones del 
inhibidor de la hidroxilación de prolinas α,α-dipiridil (DP). B) imágenes de raíces de plántulas crecidas 
durante 7 días en presencia de DP o condiciones control. Panel superior, detalle de pelos radicales en células 
adyacentes (flecha roja); Escala 100 µm. Panel inferior, se indica la aparición del primer pelo radical (estrella 
blanca); Escala 0,5 mm. C) la distancia desde el ápice radical hasta la aparición del primer pelo disminuye a 
mayores concentraciones del inhibidor DP. En las gráficas de barras se representa la media, el error medio y 
el test de Anova respecto al control, en cada caso n=30. Los asteriscos indican * p<0,05; ** p<0,01; *** 
p<0,005; ns, diferencias no significativas. En las gráficas de regresión lineal (recta negra) se muestran las 
medias con el error medio respecto al Log10 de la concentración molar de DP y el intervalo de confianza 
95% de la regresión lineal (curva negra). Para el cálculo de la concentración inhibitoria 50 (IC50) las medias 
fueron normalizadas respecto al control. 
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Figura 4R. La inhibición de la hidroxilación de prolinas por EDHB, promueve la 
diferenciación de las células epidérmicas en tricoblastos en las raíces. 
A) el % de los pelos radicales adyacentes en células epidérmicas aumenta a mayores concentraciones del 
inhibidor competitivo de la hidroxilación de prolinas etil-dihidroxi benzoato (EDHB). B) imágenes de raíces 
de plántulas crecidas durante 7 días en presencia de EDHB o condiciones control. Panel superior, detalle de 
pelos radicales en células adyacentes (flecha roja); Escala 100 µm. Panel inferior, se indica la aparición del 
primer pelo radical (estrella blanca); Escala 0,5 mm. C) la distancia desde el ápice radical hasta la aparición 
del primer pelo disminuye a mayores concentraciones del inhibidor EDHB. En las gráficas de barras se 
representa la media, el error medio y el test de Anova respecto al control, en cada caso n=30. Los asteriscos 
indican * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005; ns, diferencias no significativas. En las gráficas de regresión 
lineal (recta negra) se muestran las medias con el error medio respecto al Log10 de la concentración molar 
de EDHB y el intervalo de confianza 95% de la regresión lineal (curva negra). Para el cálculo de la 
concentración inhibitoria 50 (IC50) las medias fueron normalizadas respecto al control. 
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4.1.4 La inhibición de la hidroxilación de prolinas reduce la expansión y la 
división celular en las raíces. 

El adelantamiento de la aparición del primer pelo radical es observado en presencia de los 
inhibidores de la hidroxilación de prolinas DP y EDHB (Figura 3R y Figura 4R). Para relacionar 
ese fenotipo con un defecto en la expansión celular o con una deficiencia en la tasa de división 
celular en la ZM, se analizó la longitud de las células epidérmicas expandidas y se contabilizó el 
número de células de la ZM y de la ZE hasta la aparición del primer pelo. Esto se observó con 
microscopio confocal luego de la tinción de las paredes celulares con la sonda fluorescente ioduro 
de propidio.  

Las inhibición de la hidroxilación de prolinas por DP y EDHB produjo la disminución de la 
longitud de máxima expansión de las células epidérmicas y también, la reducción en el número de 
células de la ZM y de la ZE. Así mismo, la disminución de la longitud máxima de las células 
epidérmicas expandidas y la reducción en el número de células de la ZM y de la ZE, presentaron 
una tendencia lineal respecto al aumento de la concentración de DP y EDHB) en cada caso (Figura 
5R y Figura 6R).  

Los valores obtenidos de IC50 a partir de las correspondientes rectas de regresión para los 
inhibidores DP y EDHB resultaron de al menos un orden de magnitud mayor al compararlos con los 
valores obtenidos para el reactivo β-Glc-Y, para el fenotipo de adelantamiento de pelo radical y la 
expansión de las células epidérmicas. Esto sugiere que la especificidad del reactivo β-Glc-Y por el 
bloqueo de los AGPs es mucho mayor respecto a la inhibición ubicua de la hidroxilación de los 
residuos de prolina peptídica en la raíz, para los fenotipos que involucren el proceso de expansión 
celular (Tabla 1R).  

Tabla 1R. IC50 obtenidas para cada fenotipo analizado 

Tabla 1R. Concentraciones inhibitorias 50 por tratamiento con β-Glc-Y; DP o EDHB según se indica en µM. 
Para el cálculo de la IC50 se utilizó el gráfico de los valores normalizados respecto al logaritmo en base 10 de 
la concentración molar de cada reactivo. Se obtuvo la regresión lineal y por interpolación al 50% de 
inhibición se determinó la concentración IC50 expresada en µM. 

Adelantamiento de 
pelo radical

Expansión de células 
epidérmicas Nº de células en ZM Nº de células en ZE

β-Glc-Y 3,73 4,44 16,79 8,04

DP 129,12 87,23 54,70 4,86

EDHB 198,61 168,65 125,02 271,02
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Figura 5R. La inhibición de la hidroxilación de prolinas por DP, reduce la expansión y la 
división celular en las raíces. 
A) la longitud de las células epidérmicas disminuye a mayores concentraciones del inhibidor de la 
hidroxilación de prolinas α,α-dipiridil (DP). B) imágenes de microscopía confocal de raíces luego de la 
tinción con ioduro de propidio de plántulas crecidas durante 7 días en presencia de DP o en condiciones 
control; Escala 100 µm. Panel superior, células epidérmicas expandidas. Panel inferior, se indica el final del 
meristema radical (flecha blanca). C) el número de células pertenecientes a la zona meristemática (ZM) y a 
la zona de elongación hasta la aparición del primer pelo (ZE) disminuye a mayores concentraciones del 
inhibidor DP. En las gráficas de barras se representa la media, el error medio y el test de Anova respecto al 
control, en cada caso n=30. Los asteriscos indican * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005; ns, diferencias no 
significativas. En las gráficas de regresión lineal (recta negra) se muestran las medias con el error medio 
respecto al la aparición del pelo radical respecto a la concentración molar de DP y el intervalo de confianza 
95% de la regresión lineal (curva negra). Para el cálculo de la concentración inhibitoria 50 (IC50) las medias 
fueron normalizadas respecto al control. 
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Figura 6R. La inhibición de la hidroxilación de prolinas por EDHB reduce la expansión y la 
división celular en las raíces. 
A) la longitud de las células epidérmicas disminuye a mayores concentraciones del inhibidor competitivo de 
la hidroxilación de prolinas etil-dihidroxi benzoato (EDHB). B) imágenes de microscopía confocal de raíces 
luego de la tinción con ioduro de propidio de plántulas crecidas durante 7 días en presencia de EDHB o en 
condiciones control; Escala 100 µm. Panel superior, células epidérmicas expandidas. Panel inferior, se indica 
el final del meristema radical (flecha blanca). C) el número de células pertenecientes a la zona meristemática 
(ZM) y a la ZE hasta la aparición del primer pelo (ZE) disminuye a mayores concentraciones del inhibidor 
EDHB. En las gráficas de barras se representa la media, el error medio y el test de Anova respecto al control, 
en cada caso n=30. Los asteriscos indican * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005; ns, diferencias no 
significativas. En las gráficas de regresión lineal (recta negra) se muestran las medias con el error medio 
respecto al Log10 de la concentración molar de DP y el intervalo de confianza 95% de la regresión lineal 
(curva negra). Para el cálculo de la concentración inhibitoria 50 (IC50) las medias fueron normalizadas 
respecto al control. 
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4.1.5 Plantas mutantes con deficiente hidroxilación de prolinas presentan 
mayor diferenciación de las células epidérmicas en tricoblastos. 

Las enzimas con actividad P4H de Arabidopsis han sido previamente caracterizadas, 
especialmente los genes que codifican para las P4H5 y P4H2 dado que presentan los mayores 
niveles de expresión en la raíz y adicionalmente, al observar las proteínas P4H2 y P4H5 fusionadas 
a reporteros fluorescentes sólo fueron halladas en los pelos radicales (Velasquez, et al., 2011; 
Velasquez, et al., 2015). En el mismo trabajo se encontraron niveles disminuidos de hidroxiprolina 
en raíces de plantas knock out para los genes de P4H5 y P4H13, y knock down para el gen de P4H2 
de la triple mutante de T-ADN p4h2,p4h5,p4h13 (Velasquez et al., 2011). Para establecer si los 
fenotipos causados por la presencia de los inhibidores enzimáticos de las P4Hs (DP y EDHB) 
correlacionan con la ausencia de P4Hs mayoritariamente expresadas en la raíz, se analizaron los 
fenotipos de las plantas p4h2,p4h5,p4h13. La deficiente hidroxilación de prolina en plantas 
p4h2,p4h5,p4h13 generó un aumento significativo del porcentaje de células epidérmicas que se 
diferencian como tricoblastos respecto al control WT (Col-0), aunque no presentaron diferencias 
significativas con WT para la aparición anticipada del primer pelo radical (Figura 8R).  

Los fenotipos asociados a la aparición del primer pelo radical son consecuencia del número de 
células presentes en las zonas meristemáticas y de elongación, así como de la longitud máxima de 
las células epidérmicas expandidas. En las plantas p4h2,p4h5,p4h13 se observó una leve 
disminución en la expansión de las células epidérmicas y una reducción únicamente en el número 
de células meristemáticas respecto a WT. Estos fenotipos leves no lograron impactar de forma 
significativa en el adelantamiento del primer pelo en p4h2,p4h5,p4h13 respecto a WT (Figura 9R). 

La inhibición bioquímica de la hidroxilación de prolinas por DP y EDHB en concentraciones 
cercanas a 10 µM, así como la disminución de los niveles de hidroxiprolina en las plantas 
p4h2,p4h5,p4h13 no genera deficiencias significativas para el adelantamiento del pelo radical o de 
los fenotipos asociados de expansión y división celular. Sin embargo, fue observado un mayor 
porcentaje de células epidérmicas que se diferencian como tricoblastos en p4h2,p4h5,p4h13. Esto 
parece indicar que el mecanismo de diferenciación de las células para desarrollar el pelo radical es 
más sensible a la falta de hidroxilación de prolinas que el mecanismo subyacente a la expansión y 
división celulares, asociados a la aparición del primer pelo radical. 
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4.1.6 El truncado del O-arabinogalactano desencadena la diferenciación a 
tricoblastos, la inhibición de la expansión y la división celular en las raíces. 

La enzima (1→6) β-galactosil-transferasa 29A (GALT29A) es responsable de las ramificaciones 
de (1→6) β-galactosilo en los AGPs (Dilokpimol et al., 2014). El gen Reduced Arabinose Yariv1 
(RAY1) que codifica para una arabinosil-transferasa cuya línea mutante de T-ADN (ray1) presenta 
niveles reducidos de AGP-arabinosilado (Gille et al., 2013) (Figura 7R). En las líneas mutantes 
para la GALT29A (gt29-1) y ray1 homocigotas se observaron los fenotipos de pelos adyacentes, 
distancia de aparición del primer pelo, expansión y división celulares (Figura 8R). Las plantas 
mutantes gt29-1 y ray1 presentaron un mayor porcentaje de células epidérmicas que se diferencian 
como tricoblastos y una menor distancia de aparición del primer pelo radical, respecto a los 
respectivos controles WT. Para relacionar ese fenotipo con un defecto en la expansión celular o con 
alguna deficiencia en la tasa de división celular en la zona meristemática, se analizó la longitud de 
las células epidérmicas expandidas, y también se contabilizó el número de células de la zona 
meristemática (ZM) y de la zona de elongación hasta la aparición del primer pelo (ZE) por 
observación con microscopio confocal, luego de la tinción de las paredes celulares con la sonda 
fluorescente ioduro de propidio (Figura 9R).  
 

Figura 7R. Motivo peptídico de un AGP y estructura del O-arabinogalactano tipo II. 
A) Secuencia de residuos de aminoácidos del péptido maduro del AGP21 luego de las modificaciones pos-
traduccionales de hidroxilación de prolinas, con el código de una letra. Son señalados los tres sitios para la 
O-glicosilación presentes en el motivo característico de los AG péptidos. B) Estructura consenso del O-
arabinogalactano tipo II constituido por una cadena principal de (1→3) β-D-galactopiranosa ramificada con 
(1→6) β-D-galactopiranosa; y decorada con (1→3) α-L-arabinofuranosa, ácido (1→6) β-D-glucurónico y 
(1→3) α-L-fucofuranosa. Se indican las uniones glicosídicas y las enzimas que las catalizan, así como la 
generación de hidroxiprolina (Hyp) por la catálisis de P4H2,5,13 (flechas negras). 
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Figura 8R. Plantas mutantes con deficiente hidroxilación de prolinas y O-glicosilación 
presentan mayor diferenciación de las células epidérmicas en tricoblastos en las raíces. 
A) el % de los pelos radicales adyacentes en células epidérmicas es mayor en plantas triple mutante 
p4h2,5,13 de los genes que codifican para las enzimas prolil-hidroxilasas. Así mismo, las mutantes de la 
β(1→6)galactosil-transferasa gt29-1 y arabinosil-transferasa ray1 específicas de arabinogalactanos presentan 
un mayor % de los pelos radicales adyacentes en células epidérmicas respecto a Col-0. B) imágenes de raíces 
de plántulas mutantes p4h2,5,13; gt29-1; ray1 crecidas durante 7 días. Panel superior, detalle de pelos 
radicales en células adyacentes (flecha roja); Escala 100 µm. Panel inferior, se indica la aparición del primer 
pelo radical (estrella blanca); Escala 0,5 mm. C) la distancia desde el ápice radical hasta la aparición del 
primer pelo es menor en las raíces de las plántulas mutantes p4h2,5,13; gt29-1; ray1 respecto a Col-0. En las 
gráficas de barras se representa la media, el error medio y el test de Anova respecto al control, en cada caso 
n=30. Los asteriscos indican * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005; ns, diferencias no significativas. 
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Figura 9R. Plantas mutantes con deficiente hidroxilación de prolinas y O-glicosilación 
presentan menor expansión y división celular en las raíces. 
A) la longitud de las células epidérmicas expandidas es menor en las plántulas mutantes p4h2,5,13; gt29-1 
respecto a Col-0. B) imágenes de microscopía confocal de raíces luego de la tinción con ioduro de propidio 
de plántulas  mutantes p4h2,5,13; gt29-1; ray1 crecidas durante 7 días; Escala 100 µm. Panel superior, 
células epidérmicas expandidas. Panel inferior, se indica el final del meristema radical (flecha blanca). C) el 
número de células pertenecientes a la zona meristemática (ZM) es menor en las mutantes p4h2,5,13; gt29-1; 
ray1. El número de células en la ZE hasta la aparición del primer pelo (ZE) es menor en la mutante gt29-1. 
En las gráficas de barras se representa la media, el error medio y el test de Anova respecto al control, en cada 
caso n=30. Los asteriscos indican * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005; ns, diferencias no significativas. 
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4.2 EL AGP21 ES UN AG PÉPTIDO IMPORTANTE PARA EL DESTINO 
TRICOBLASTO EN LA RAIZ 

El O-arabinogalactano constituye más del 90% de la masa total de los AGPs (Kitazawa et al., 
2013; Seifert&Roberts, 2007). Lo cual, sugiere que el O-arabinogalactano puede ser importante 
para la función biológica de un AGP maduro, sobre todo para los denominados AG péptidos en que 
el motivo peptídico AGP consiste en 10 a 15 residuos de aminoácidos únicamente. El decorado con 
diferentes carbohidratos de la estructura consenso de los arabinogalactanos es la base para la 
heterogeneidad propuesta dentro de la familia de los AGPs. La familia de los AGPs en la especie 
vegetal Arabidopsis thaliana esta formada por más de 40 genes, de los cuales 13 codifican para AG 
péptidos (Gaspar, et al., 2001) (Figura 4I). 

Partiendo del objetivo general de esta Tesis que busca determinar el rol biológico de un único O-
arabinogalactano asociado a un AGP se decidió utilizar los AG péptidos como modelos de trabajo, 
ya que no presentan dominios proteicos adicionales. El motivo del tipo AGP más representativo 
consiste en el hexapéptido con la secuencia: Ala-Pro-Ala-Pro-Ser-Pro (APAPSP) en el que los 
residuos de prolina se encuentran dispuestos de forma no-contigua. En todos los AG péptidos los 
residuos de prolina son hidroxilados (Matsuoka K, et al., 2003; Schultz et al., 2004; Shimizu M, et 
al., 2005), y luego por la acción secuencial de las glicosil-transferasas es sintetizado el O-
arabinogalactano del tipo II. Además todos los AG péptidos son secretados y es posible que 
permanezcan unidos a la membrana plasmática celular por la presencia de un ancla de 
glicosilfosfatidilinositol (GPI), la cual puede ser eliminada por acción de fosfolipasas (Wang X, 
2002; Wang X, 2005; Schultz et al., 2004). 

4.2.1 Los AGPs son expresados en diferentes etapas del desarrollo de la 
raíz. 

La expresión relativa de los 31 genes de Arabidopsis thaliana que codifican para AGPs clásicos 
fue analizada con la herramienta Meta Analyzer de la base de datos de Genevestigator. A su vez, a 
partir de los datos de RNAseq de las plantas en distintas etapas de crecimiento se filtraron los datos 
correspondientes a las plántulas crecidas entre 7 y 10 días y se generó un mapa de expresión para 
los 31 AGP clásicos. Las abundancias de los transcriptos de los AG péptidos cuantificados por estas 
técnicas no parecen ser similares en esta etapa de crecimiento para las plántulas (Figura 10R-A). 

Es interesante observar que, los AG péptidos con el patrón de expresión específico para la ZE de 
la raíz (AGP24, AGP12, AGP21, AGP13, AGP14) son agrupados en un análisis filogenético 
conjunto de la familia de AGPs de Oriza sativa (arroz) y de Arabidopsis thaliana (Ma H et al., 
2010). 
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Figura 10R. El AGP21 se encuentra entre los AG péptidos más expresados en plántulas y que 
son determinantes en la zona de elongación radical.  
A Panel superior, abundancia de los ARN mensajeros de todos los AGPs de Arabidopsis thaliana en 
plántulas crecidas durante 7 días (RNAseq), los AG péptidos se indican con flechas rojas. A panel inferior, 
abundancia de los ARN mensajeros de todos los AGPs de Arabidopsis thaliana en los tejidos en desarrollo 
de la raíz (Affimetrix), los AG péptidos específicos de las zonas de elongación y de maduración se indican 
con flechas rojas (Genevestigator). B) Mapa del gen AT1G55330 que codifica para el AG péptido AGP21. Se 
indica el sitio estimado del transposón inserto a 300 pares de bases río arriba del sitio +1 de inicio de la 
transcripción del gen de AGP21 (SALK_140206). El transcripto de AGP21 consiste en un único exón con 
sus extremos 5´UTR y 3´UTR. Los primers diseñados para la cuantificación de los niveles de transcripto de 
AGP21 se aparean en las zonas correspondientes a la escala del mapa (cajas verdes). C) PCR para la línea 
mutante insercional de T-DNA SALK_140206. RT-PCR para el transcripto del gen AGP21 en raíces de la 
línea mutante agp21 y de Col-0, junto con la RT-PCR para el transcripto del gen de la fosfatasa 2 (PP2A) 
como control de la expresión general. 
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4.2.2 La falta de ciertos AG péptidos promueve la diferenciación de las 
células epidérmicas a tricoblastos en la raíz. 

En una búsqueda inicial de los genes que codifican para AGPs clásicos, se observaron los 
fenotipos de diferenciación de las células epidérmicas a pelo radical y de aparición del primer pelo 
radical en lineas mutantes de T-DNA correspondientes a diferentes AGPs. Entre los cuales, se 
encontraron como relevantes para el correcta diferenciación de las células epidérmicas a pelo 
radical, los genes que codifican para AGP15 (AT5G1740), AGP20 (AT3G61640) y AGP21 
(AT1G55330). 

El fenotipo de alteración para la diferenciación de las células epidérmicas a pelo radical, así 
como una menor distancia desde el ápice hasta la aparición del primer pelo se encontró en las 
plantas mutantes de los insertos: WiscDsLox383F8 (agp15.1); SALK_114736S (agp15.2); 
SALK_092212C (agp20.1); SAIL_849_C06 (agp20.2); SALK_140206 (agp21) (Tabla 1M). La 
mutante de T-DNA SALK_140206 correspondiente al gen AT1G55330 que codifica para el AGP 21 
(agp21) presenta el fenotipo de mayor alteración para la diferenciación de las células epidérmicas a 
pelo radical, por ello se decidió generar las cruzas de las mutantes agp15.2 y agp20.1 con la 
mutante agp21 para determinar si existe un efecto aditivo en los fenotipos observados a causa de la 
falta de dos AGPs. Las plantas doble mutantes agp15.2,agp21 y agp20.1,agp21 no produjeron 
fenotipos aditivos respecto a la simple mutante agp21, lo que sugiere un efecto redundante para los 
fenotipos observados entre los AGPs indicados. En agp21 se observó el mayor adelantamiento en la 
aparición de lo primer pelo radical, evidenciada por la menor distancia desde el ápice de la raíz 
hasta el primer pelo, respecto a WT (Figura 11R). 

El programa de diferenciación celular que establece la identidad de una célula epidérmica como 
tricoblasto (que desarrollará pelo) o como atricoblasto (que no formará pelo) tiene lugar en las zona 
de maduración de la raíz. El fenotipo de pelos radicales en células epidérmicas adyacentes sugiere 
que el programa de diferenciación para definir un tricoblasto es alterado en las raíces de agp15.2; 
agp20.1 y agp21. La necesidad de ciertos AGPs para el establecimiento normal del programa de 
diferenciación del tricoblasto, es consistente con el efecto observado de aumento de la 
diferenciación de la epidermis a pelo radical a causa del bloqueo específico de los AGPs por el 
reactivo de β-Glc-Y (Figura 1R y Figura 11R). 
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Figura 11R. Los péptidos AGP21, AGP15 y AGP20 participan en la diferenciación de las 
células epidérmicas en tricoblastos en las raíces. 
A) el % de los pelos radicales adyacentes en células epidérmicas es mayor en las plantas mutantes agp15; 
agp20 y agp21 respecto al control Col-0. Sin embargo, las dobles de las mutantes agp15,agp21 y 
agp20,agp21 no presentan un fenotipo de mayor % de pelos radicales adyacentes respecto a la simple 
mutante agp21. B) imágenes de raíces de plántulas mutantes agp15; agp20; agp21; agp15xagp21; 
agp20xagp21 crecidas durante 7 días. Panel superior, detalle de pelos radicales en células adyacentes (flecha 
roja); Escala 100 µm. Panel inferior, se indica la aparición del primer pelo radical (estrella blanca); Escala 
0,5 mm. C) la distancia desde el ápice radical hasta la aparición del primer pelo es menor en las raíces de las 
plántulas mutantes agp15; agp20; agp21 y en las dobles mutantes agp15,agp21; agp20,agp21 respecto a 
Col-0. En las gráficas de barras se representa la media, el error medio y el test de Anova respecto al control, 
en cada caso n=30. Los asteriscos indican * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005; ns, diferencias no 
significativas. 
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4.2.3 Los AG péptidos AGP15 y AGP21 participan del proceso de 
expansión y división celular en las raíces. 

La formación del primer pelo radical en forma adelantada observada en plantas agp15.2 y agp21 
son consecuencia del número de células reducido correspondientes a las zonas meristemáticas y de 
elongación en las raíces. La longitud máxima de las células epidérmicas expandidas en las plantas 
agp15.2 y agp21 es menor respecto al control WT. El defecto en el proceso de expansión de las 
células epidérmicas junto a la reducción en el número de células meristemáticas y de elongación 
fundamentan el adelantamiento del primer pelo observado en las plantas agp15.2 y agp21.En 
cambio, en las plantas agp20.1 la expansión celular es normal y el número de celular aunque menor 
no es significativo respecto al WT, resultando un fenotipo de adelantamiento del pelo radical muy 
sutil (Figura 12R). 

El bloqueo de los epítopes de AGPs en la raíz por tratamiento con β-Glc-Y produjo una 
alteración en el programa de diferenciación normal de las células epidérmicas, promoviendo la 
diferenciación a pelo radical en células que no producirían pelo. Adicionalmente, el bloqueo 
específico de los AGPs promueve el adelantamiento del programa de diferenciación a pelo radical 
respecto al número de células desde la zona meristemática en que emerge el primer pelo radical 
(Figuras 1R y 2R). En base a esto, es lógico que los genes que codifican para AGPs relevantes en 
la diferenciación de las células epidérmicas a pelo radical, se distingan por presentar altos niveles 
de expresión en las ZE y de maduración de la raíz, y a su vez, altos niveles de expresión en la 
misma etapa de crecimiento de las plantas. 

En este trabajo nos concentraremos en el estudio del gen que codifica para el AG péptido 
AGP21, dado que presenta altos niveles de expresión y ha resultado ser relevante para el 
establecimiento normal de los pelos radicales, asociado al proceso de expansión y division celular 
en la raíz de Arabidopsis. Las plantas agp21 mutantes homocigotas para el T-ADN SALK_140206 
son además, mutantes knock out dada la ausencia de ADNc amplificado por RT-PCR con primers 
específicos para los transcriptos de AGP21 (Figura 10R). 
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Figura 12R. Los AG péptidos AGP15 y AGP21 participan del proceso de expansión y división 
celular en las raíces.  
A) la longitud de las células epidérmicas expandidas es menor en las plántulas mutante agp15 respecto a 
Col-0. Sin embargo, la doble mutante agp15,agp21 no presenta un fenotipo de mayor % de pelos radicales 
adyacentes respecto a las respectivas simples mutantes. B) imágenes de microscopía confocal de raíces luego 
de la tinción con ioduro de propidio de plántulas mutantes agp15; agp20; agp21; agp15,agp21; 
agp20,agp21 crecidas durante 7 días; Escala 100 µm. Panel superior, células epidérmicas expandidas. Panel 
inferior, se indica el final del meristema radical (flecha blanca). C) el número de células pertenecientes a la 
zona meristemática (ZM) y a la zona de elongación hasta la aparición del primer pelo (ZE) es menor en las 
plántulas mutantes agp15 y agp21, respecto a Col-0. Sin embargo, la doble mutante agp15,agp21 no 
presenta un fenotipo aditivo de menor número de células en ZM y ZE, respecto a las simples mutantes. En 
las gráficas de barras se representa la media, el error medio y el test de Anova respecto al control, en cada 
caso n=30. Los asteriscos indican * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005; ns, diferencias no significativas. 
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4.2.4 La proteína de fusión fluorescente Venus-AGP21 se encuentra 
principalmente en las células epidérmicas que desarrollan pelos radicales. 

Los resultados que hemos observado hasta aquí indican que los AGPs parecen cumplir un rol 
importante en el destino celular de tricoblasto para la formación del pelo radical. En los objetivos 
específicos de esta Tesis se ha propuesto “Estudiar el rol biológico del AGP21 en el desarrollo de la 
raíz” y “Determinar el impacto de la O-arabinogalactosilación en el rol del AGP21”. Por ello han 
sido considerados los AG péptidos ya que constan únicamente de un backbone proteico de 10 a 13 
aminoácidos, O-arabinogalctosilados en los tres residuos de hidroxiprolina del motivo AGP. Salvo 
el ancla de GPI, en los AG péptidos no existe ningún dominio proteico adicional al motivo de AGP 
O-glicosilado, que pueda asociarse con una función biológica. El resto de los integrantes de la 
familia AGPs no cumple con esa característica. Los AGPs clásicos contienen largos dominios ricos 
en prolina dispuesta de forma contigua (motivo AGP) o no contigua (motivo EXT, o híbridos); y a 
su vez, pueden incluir dominios del tipo Fasciclina (FLAs), dominios ricos en lisina (AGP Lys-
rich). Los AGPs que no están anclados a membrana plasmática por GPI son considerados como no-
clásicos, y además incluyen dominios ricos en asparagina (AGP Asn-rich), cuya presencia 
dificultaría la asignación de un rol biológico para el O-arabinogalactano (Figura 4I). 

Las plantas mutantes agp21 fueron las que presentaron los fenotipos de mayor alteración en el 
destino celular de tricoblasto para la formación del pelo radical. El AGP21 es el AG péptido que 
presenta un perfil de expresión mayoritario para la ZE de la raíz y dentro de ese grupo, AGP21 es el 
más expresado en plántulas. La secuencia de aminoácidos del péptido maduro AGP21 es 
ATVEAPAPSPTS. Adicionalmente, se confirmó que las tres Pro (Pro=P) en el péptido AGP21 
maduro son hidroxiladas a Hyp (Hyp = O) y luego de la O-glicosilación el péptido es clivado en un 
sitio omega para el agregado de un ancla de GPI (Schultz et al., 2004). Es interesante observar que 
el AGP21 está altamente expresado en raíces WT, dado que sus transcriptos son más de tres veces 
abundantes respecto a la media de expresión de los genes de Arabidopsis thaliana  (Figura 10R-B). 1

Se decidió utilizar AGP21 como glicoproteína modelo para el estudio del rol biológico del 
Arabinogalactano del tipo II en el programa de desarrollo de la raíz. 

A partir del clonado de la región promotora de 1,5 Kbp río arriba del sitio de iniciación de la 
transcripción del gen que codifica para AGP21 y de la construcción sintética del AGP21 fusionado a 
la proteína fluorescente Venus (véase Materiales y Métodos 3.5.1), se transformaron plantas 
mutantes agp21. Se obtuvieron dos líneas transgénicas independientes de plantas que expresan la 
proteína de fusión fluorescente Venus-AGP21 bajo la expresión del promotor endógeno de AGP21 
(agp21/AGP21p::V-AGP21). Las líneas con el transgen AGP21p::V-AGP21 en homocigosis fueron 
crecidas en condiciones de control, y al cabo de 7 días las raíces fueron observadas al microscopio 
confocal. 

 https://apps.araport.org/jbrowse/?data=arabidopsis&loc=Chr1%3A20648409..20648912&tracks=Arapor1 -
t11_Loci%2CAraport11_gene_models%2Croot_tophat&highlight=
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Se pudo determinar que V-AGP21 se localiza en las células epidérmicas que tienen un destino de 
tricoblasto en la ZE de la raíz.(Figura 13-R). 

 

Figura 13R. La proteína de fusión fluorescente Venus-AGP21 se encuentra principalmente en 
las células epidérmicas que desarrollan pelos radicales. 
A) esquema del gen AT1G55330 que codifica para AGP21. Una vez traducido AGP21 consta de un péptido 
señal de secreción (secuencia verde), un motivo AGP (secuencia roja, los asteriscos indican los sitios de la 
O-glicosilación) y un péptido que codifica para una ancla de glicosilfosfatidil-inositol (GPI, secuencia 
negra). El péptido AGP21 es liberado de la señal de secreción y, eventualmente por acción de FosfolipasaC) 
es liberado del ancla de GPI (flechas negras) resultando un péptido de 12 residuos de aminoácidos. B) 
imagen de microscopía confocal de raíz de una planta que expresa la proteína de fusión fluorescente Venus-
AGP21 donde se observa la localización de AGP21 en las células epidérmicas que desarrollan el pelo 
radical, las cuales generan los pelos radicales. Planta crecida durante 7 días, Escala 100 µm. C) esquema de 
la construcción clonada para la expresión de la proteína de fusión fluorescente Venus-AGP21 bajo el control 
de la región promotora del gen AGP21 (1,5 Kbp río arriba del sitio +1 de inicio de la transcripción).  
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4.2.5 El AGP21 regula el destino celular en la epidermis de las raíces. 

Al restablecer la expresión del péptido AGP21 bajo el control de 1,5 Kbp de su región promotora 
endógena, en plantas mutantes agp21 (agp21/AGP21p::V-AGP21), se observó la complementación 
de los fenotipos a niveles similares a los encontrados para el WT. Se midieron los porcentaje de 
pelo radical adyacente y de la distancia de la formación del primer pelo en la raíz. De forma similar, 
al sobreexpresar la proteína de fusión Venus-AGP21 bajo el control del promotor constitutivo 35S 
en plantas mutantes agp21 (agp21/35-Sp::V-AGP21) se observaron fenotipos similares al WT 
(Figura 14R). Es posible que los niveles endógenos de AGP21 en la raíz sean lo suficientemente 
elevados como para que la sobreexpresión en las plantas 35-Sp::V-AGP21 no produzca un fenotipo 
exacerbado de menor porcentaje de pelos radicales adyacentes o una posterior aparición del primer 
pelo radical, respecto al WT. 

En las plantas agp21 la distancia en que se observó el primer pelo radical es restaurado a los 
valores del WT luego de la complementación de la expresión del AGP21, ya sea en las lineas con 
promotor endógeno o con el promotor constitutivo 35-S. La restauración del AGP21 con promotor 
endógeno (AGP21p::AGP21) complementa el fenotipo WT de número de celular pero 
llamativamente, produjo una mayor expansión de las células epidérmicas en la raíz (Figura 15R). 
La sobreexpresión del AGP21 (35-Sp::AGP21) no logró complementar en forma total el número de 
células de la zona meristemática y de elongación, en comparación con el WT. Sin embargo, la línea 
sobreexpresante de AGP21 complementó el fenotipo de aparición del primer pelo radical a los 
valores del WT. 

Las plantas sobreexpresantes de AGP21 (35-Sp::Venus-AGP21) no presentaron fenotipos 
anormales para la presencia de pelos en células epidérmicas adyacentes o de adelantamiento del 
primer pelo radical. El efecto de sobreexpresar AGP21 de forma constitutiva resultó en un menor 
número de células de las zonas meristemática y de elongación en las raíces respecto a WT, aunque 
en mayor número de células que las descriptas para la mutante agp21 (Figura 15R-C). 
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Figura 14R. El péptido AGP21 es determinante para la diferenciación de las células 
epidérmicas en tricoblastos en las raíces. 
A) el % de los pelos radicales adyacentes en células epidérmicas es mayor en plantas mutantes agp21, 
mientras que las plantas agp21 complementadas con el promotor endógeno de AGP21 (agp21/
AGP21p::AGP21) rescataron el fenotipo Col-0 wild type. B) imágenes de raíces de plántulas mutantes 
agp21; agp21/AGP21p::AGP21; Col-0/35-Sp::AGP21 crecidas durante 7 días. Panel superior, detalle de 
pelos radicales en células adyacentes (flecha roja); Escala 100 µm. Panel inferior, se indica la aparición del 
primer pelo radical (estrella blanca); Escala 0,5 mm. C) la distancia desde el ápice radical hasta la aparición 
del primer pelo es menor en las raíces de las plántulas mutantes agp21 respecto a Col-0. En las gráficas de 
barras se representa la media, el error medio y el test de Anova respecto al control, en cada caso n=30. Los 
asteriscos indican * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005; ns, diferencias no significativas. 
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Figura 15R. El péptido AGP21 participa en la expansión y la división celular en las raíces. 
A) en plántulas mutantes agp21 la longitud de las células epidérmicas expandidas es menor respecto a Col-0, 
mientras que las plantas agp21 complementadas con el promotor endógeno de AGP21 (agp21/
AGP21p::AGP21) rescataron el fenotipo Col-0 wild type. B) imágenes de microscopía confocal de raíces 
luego de la tinción con ioduro de propidio de plántulas mutantes agp21; agp21/AGP21p::AGP21; Col-0/35-
Sp::AGP21 crecidas durante 7 días; Escala 100 µm. Panel superior, células epidérmicas expandidas. Panel 
inferior, se indica el final del meristema radical (flecha blanca). C) el número de células pertenecientes a la 
zona meristemática (ZM) y a la zona de elongación hasta la aparición del primer pelo (ZE) es menor en las 
plántulas mutantes agp21, respecto a Col-0. El número de células tanto para el ZM como en el ZE fue 
complementado en las plántulas agp21/AGP21p::AGP21, aunque la sobre-expresión de AGP21 no resulta en 
un aumento del número de células. En las gráficas de barras se representa la media, el error medio y el test 
de Anova respecto al control, en cada caso n=30. Los asteriscos indican * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005; 
ns, diferencias no significativas. 
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4.2.6 La proteína de fusión Venus-AGP21 se expresa en forma ubicua. 

Las abundancias de los transcriptos de los AG péptidos analizadas a partir de la base de datos 
Genevestigator (Figura 12R-A) pudieron ser corroboradas para el AGP21 mediante la observación 
de la expresión de AGP21 fusionado a una proteína fluorescente bajo la regulación de la expresión 
del propio promotor endógeno (AGP21p::V-AGP21). En Arabidopsis thaliana el AGP21 se 
encuentra expresado en el mesófilo de las hojas y en los tricomas; también fue observado en las 
células de la epidermis del hipocotilo crecido en presencia de luz (Figura 16R). Previamente se 
describió la expresión de AGP21 en las células tricoblastos de la epidermis de la raíz (Figura 13R-
B), Adicionalmente, el AGP21 se encontró expresado en las etapas iniciales de la formación de los 
pelos radicales (Figura 16R). 

Figura 16R. La proteína AGP21 se encuentra ubicuamente en Arabidopsis thaliana. 
Imágenes de microscopía confocal de plántulas que expresan la proteína de fusión fluorescente Venus-
AGP21. Se observa la presencia de AGP21 (verde) en las células epidérmicas deL mesófilo de las primeras 
hojas (Escala 100 µm), de tricomas de las primeras hojas (Escala 10 µm), de la epidermis del hipocotilo 
(Escala 100 µm) y del pelo radical (Escala 10 µm). Todas las plantas fueron crecidas durante 7 días. 
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4.2.7 AGP21 estaría O-glicosilado y posiblemente unido a la membrana 
plasmática. 

La O-glicosilación en el péptido AGP21 podría ser crucial para su rol biológico, mientras que el 
AG péptido actuaría como un andamiaje proteico. El AGP21 sería secretado a la membrana 
plasmática y eventualmente al espacio apoplástico. En un estudio previo, fue detectado que las tres 
unidades de prolina son hidroxiladas en el oligopéptido (ATVEAPAPSPTS es convertido a 
ATVEAOAOSOTS) correspondiente al péptido maduro de AGP21, mediante espectrometría de 
masas (Schultz et al., 2004). Por lo tanto, el siguiente paso fue el análisis del estado de O-
glicosilación del AGP21 al ser expresado en las células de la raíz. 

A partir de los extractos proteicos de raíces totales provenientes de plantas sobreexpresantes de 
Venus-AGP21 (35-Sp::V-AGP21) se realizó la corrida electroforética en un gel desnaturalizante 
para proteínas y se determinó por western blot con anticuerpos primarios anti-GFP el peso 
molecular aparente de la glicoproteína de fusión Venus-AGP21. La banda revelada de mayor 
intensidad presenta un peso molecular de alrededor de 100-120 kDa que correspondería a V-AGP21 
posiblemente O-glicosilado en sus tres residuos de Hyp. Luego, se observaron dos bandas de menor 
intensidad correspondientes a un peso molecular de alrededor de 80 y 60 kDa, que corresponderían 
al AGP21 O-glicosilado en dos de los tres residuos de Hyp y en uno de los tres residuos de Hyp, en 
cada caso (Figura 17R). Para la proteína de fusión Venus-AGP21 expresada bajo el control del 
promotor endógeno (AGP21p::V-AGP21) el western blot realizado presentó dos bandas muy 
intensas, una de 100-110 kDa que podrían asignarse a V-AGP21 O-glicosilado en sus tres residuos 
de Hyp, y una banda de 80 kDa que corresponderían al AGP21 O-glicosilado en dos de los tres 
residuos de Hyp. Las diferencias de peso molecular de 20-25 kDa aproximadamente de cada banda 
puede interpretarse como el peso molecular aparente de un sitio de O-glicosilación del péptido 
AGP21. De forma similar se detectó la migración electroforética de 30-35 kDa aproximadamente 
para los sitios individuales O-glicosilados para diferentes versiones de-glicosiladas del AGP14, el 
cual es muy similar en la secuencia proteica a AGP21 (Ogawa-Ohnishi & Matsubayashi 2015), y a 
diferentes versiones de-glicosiladas de la glicoproteína Xilógeno (un AGP) que contiene dos sitios 
Hyp en su secuencia (Motose et al., 2004)  

El péptido maduro V-AGP21 sin O-glicanos debería tener un peso molecular aproximado de 30 
kDa, por la presencia de Venus fusionada a la cadena de 12 de aminoácidos del péptido no 
glicosilado AGP21. Sin embargo en ambas corridas de proteínas fue revelada una banda de 25 kDa 
de peso molecular que correspondería con la proteína Venus libre generada por auto-hidrólisis y 
excisión de Venus de la proteína de fusión V-AGP21 (Sun W, et al., 2004; Xu Q, et al., 1999). 
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En los extractos proteicos provenientes de plantas crecidas en presencia de los inhibidores de 
P4Hs (EDHB) DP) para observar versiones sub-glicosiladas de V-AGP21 se detectó la banda de 
100 kDa, y además, una banda más intensa de 30 kDa que sería Venus-AGP21 sin O-glicanos y 
probablemente con sub-hidroxilación de sus prolinas (resultados no mostrados). 

La O-glicosilación progresiva del AGP podría presentarse como una población con cierta 
variabilidad en las estructuras de los O-arabinogalactanos asociados, lo que se manifestaría como 
un “chorreado” del AGP revelado por western blot. El hecho de que las bandas en ambos western 
resulten bien definidas indica que las poblaciones del AGP21 glicosilado contienen estructuras. 
discretas de O-arabinogalactano. Es posible que exista un mecanismo de control que impida la 
síntesis y secreción de estructuras de O-arabinogalactano incompletas o sub-glicosiladas, como 
sucede en el caso de las N-glicoproteínas (Di Cola et al., 2005; Lederkremer, 2009; Liebminger et 
al., 2010; Liu and Howell, 2010). 

 

Figura 17R. AGP21 es una glicoproteína de 100 KDa de peso molecular. 
Western blot anti GFP de extractos proteicos de raíz provenientes de dos líneas transgénicas independientes 
de plantas A. thaliana sobreexpresantes de la proteína de fusión fluorescente Venus-AGP21 bajo el promotor 
35-S del virus de mosaico del tabaco. Plantas crecidas durante 7 días en medio control, fotoperíodo día largo 
16+8 n= 90. 
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4.2.8 El AGP21 se encuentra localizado en la membrana plasmática, 
posiblemente anclado por GPI. 

Utilizando las líneas sobreexpresantes de AGP21 fusionada a Venus (35-Sp::V-AGP21) se 
caracterizó la localización en las células de la epidermis radical de Arabidopsis thaliana, y por 
expresión transiente en las células del mesófilo de Nicotiana benthamiana, mediante el análisis en 
microscopio confocal. Para determinar si Venus-AGP21 es secretada a membrana plasmática y/o 
luego al espacio apoplástico, se realizó una plasmólisis suave mediante el agregado de una solución 
de Sorbitol (80 mM) a las hojas de Nicotiana que presentaron señal de fluorescencia, o a las raíces 
de Arabidopsis que expresan 35-Sp::V-AGP21. Previamente, fue demostrado que las predicciones 
del ancla de GPI para el AGP21 fueron comprobadas experimentalmente en Arabidopsis thaliana 
(Borner, et al., 2003; Schultz CJ, et al., 2004). Luego en la incubación con sorbitol fue observada la 
retracción de la membrana plasmática coincidente con la retracción de la señal fluorescente de 
Venus-AGP21 (Figura 18R).  

Se observó la fluorescencia de Venus-AGP21 en el apoplasto luego de la retracción de la 
membrana por plasmólisis, lo que indica que existe un equilibrio entre dos poblaciones del AGP21: 
una anclada posiblemente por GPI a la membrana plasmática y otra libre en el espacio apoplástico 
(Figura 18R-A, estrella blanca). Luego de la plasmólisis se observó que la intensidad de 
fluorescencia disminuyó en la membrana plasmática de las células de Nicotiana que expresan V-
AGP21, respecto a la intensidad observada previo a la plasmólisis. Ha sido descripto que los AGPs 
anclados a la membrana plasmática por GPI, al ser expresados transientemente se comportaron de 
manera similar a Venus-AGP21 luego de la plasmólisis (Zavaliev et al., 2016). 

En las células epidérmicas de raíces de Arabidopsis que expresan 35-Sp::V-AGP21 no se 
observó una variación significativa de la intensidad de fluorescencia en la membrana plasmática, 
luego de la plasmólisis. A diferencia de lo encontrado en células de Nicotiana, la intensidad de 
fluorescencia de Venus-AGP21 en el apoplasto luego de la retracción de la membrana plasmática no 
parece disminuir significativamente en todas las células, aunque se observó  una cierta acumulación 
en uno de los extremos de la célula epidérmica (Figura 18R-B, estrella blanca). La liberación del 
AGP21 del ancla de GPI necesaria para su presencia en el espacio apoplástico sería producida por 
actividad enzimática de Fosfolipasas de membrana. El hecho de que la proteína AGP21 
sobreexpresada se acumule en el apoplasto de las células epidérmicas de la raíz, luego de la 
plasmólisis, sugiere que AGP21 actuaría en la membrana de las células determinando el destino 
celular en la epidermis radical de Arabidopsis. De todas formas son necesarios estudios 
bioquímicos detallados sobre el AGP21 purificado para poder determinar la presencia del ancla de 
GPI, así como la estructura del O-glicano unido. 
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Figura 18R. AGP21 se encuentra unido a la membrana plasmática y en el espacio apoplástico. 
A) imágenes de microscopía confocal de hojas de Nicotiana benthamiana transfectadas con una construcción 
sobreexpresante de la proteína de fusión fluorescente Venus-AGP21 y plantas no transfectadas como control 
negativo. B) imágenes de microscopía confocal de las células epidérmicas de la raíz de plantas de 
Arabidopsis thaliana sobreexpresantes de la proteína de fusión fluorescente Venus-AGP21 y plantas no-
transgénicas como control negativo, crecidas durante 7 días en condiciones de control. En ambos casos, se 
observa que la señal de fluorescencia correspondiente a Venus-AGP21 acompaña la retracción de la 
membrana plasmática a causa del agregado de sorbitol 80 mM (flechas blancas). Además se observa la 
presencia de AGP21 en el espacio apoplástico luego de la retracción de la membrana (asteriscos blancos). 
Escalas 100 µm. 
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4.2.9 La localización de AGP21 en tricoblastos es modificada por el 
tratamiento con β-Glc-Yariv. 

Previamente se demostró que el bloqueo de los AGPs por el reactivo β-Glc-Y altera el destino 
celular en la epidermis de las raíces, produciendo un adelantamiento en la aparición de los pelos 
respecto al ápice radical y también estimulando la formación de pelos radicales en células 
epidérmicas adyacentes (Figuras 1R y 2R). Al tratar raíces de plantas que expresan AGP21 
fusionada a Venus bajo el promotor endógeno de AGP21 (AGP21p::Venus-AGP21) con β-Glc-Y, se 
observó la pérdida parcial del perfil de localización específico de AGP21 en cada fila de 
tricoblastos. Resultando la presencia de fluorescencia correspondiente a Venus-AGP21 en células 
epidérmicas adyacentes, así como el decaimiento anticipado de la intensidad de fluorescencia en las 
células epidérmicas expandidas en su longitud máxima (Figura 19R-A). 

En ambos casos, el tratamiento por presencia de β-Glc-Yariv a lo largo del crecimiento de las 
plántulas observadas produjo un aumento de la relación de intensidad de fluorescencia de V-AGP21 
en la membrana plasmática respecto al interior celular (Figura 19R, flechas rojas). En presencia 
del reactivo de control α-Man-Yariv, la proteína de fusión V-AGP21 se localiza en las membranas 
plasmáticas, pero en el interior de las células puede ser observada con una intensidad relativa 
menor, tanto en las plantas que expresan AGP21 bajo el promotor endógeno como en las plantas 
sobreexpresantes de AGP21. Esta observación resulta lógica partiendo del efecto aglutinante de los 
AGPs que tiene el reactivo de β-Glc-Yariv, el cual desencadenaría la secreción masiva de V-AGP21 
como una respuesta compensatoria a la falta de los AGPs bloqueados por el reactivo β-Glc-Yariv. 
En condiciones normales de crecimiento la sobreexpresión de Venus-AGP21 se observó en todas las 
células epidérmicas y corticales de la raíz, con una mayor intensidad aparente en la zona 
meristemática. 

El bloqueo de AGPs por el reactivo β-Glc-Y afecta la distribución de V-AGP21 en células de la 
epidermis de la raíz y además, se produce un incremento en las células que se diferencian para 
formar pelo radical. En el caso de las plantas sobreexpresantes de AGP21 crecidas en presencia de 
β-Glc-Yariv, parecen ser menos susceptibles al bloqueo de los AGPs. Manifestado por la menor 
deformación de las células epidérmicas de la raíz en las plantas sobreexpresantes respecto a las 
plantas que expresan V-AGP21 con promotor endógeno (Figura 19R). 
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Figura 19R. AGP21 es re-localizado a las células epidérmicas adyacentes por β-Glc-Yariv. 
A) Z-stacks de imágenes provenientes de microscopía confocal de raíz de plantas que expresan la proteína de 
fusión fluorescente Venus-AGP21 bajo el promotor endógeno de 1,5 Kbp, crecidas en condiciones de control 
o en presencia de β-Glc-Y (5µM). A causa de β-Glc-Y se observa una re-localización de AGP21 en las 
células epidérmicas adyacentes (flecha roja). B) imágenes de microscopía confocal de la raíz de plantas que 
expresan la proteína de fusión fluorescente Venus-AGP21 bajo el promotor constitutivo 35-S, crecidas en 
condiciones de control o en presencia de β-Glc-Y (5µM). A causa de β-Glc-Y se observa una menor 
intensidad de fluorescencia en el interior de las células (flecha roja). Todas las plantas fueron crecidas 
durante 7 días, Escalas 100 µm. 
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4.2.10 Capacidad de difusión de Venus-AGP21 por ensayo de la 
recuperación de la fluorescencia (FRAP). 

La presencia de un ancla de tipo GPI en el AGP21 fue demostrado previamente, así como el del 
resto de los once AG péptidos de Arabidopsis (Borner GHH, et al., 2003). Previamente la capacidad 
para la difusión lateral sobre la membrana plasmática de las proteínas ancladas a GPI ha sido 
analizada por ensayos de Fluorescence Recovery After Photobleaching (FRAP) en células de hoja 
Nicotiana tabacum, resultando un porcentaje de recuperación de la fluorescencia para GFP-GPI en 
el orden de 26,6% al cabo de 60 segundos. La difusión lateral disminuyó con la presencia de un 
arabinogalactano, evidenciado con el AGP4 clásico que consta de 135 aminoácidos y un ancla de 
GPI (GFP-AGP4-GPI), el cual presentó un porcentaje de recuperación de 20,0% al cabo de 60 
segundos (Martinière A, et al., 2012).  

En esta Tesis se diseñó un experimento de FRAP para estimar el grado de movilidad de la 
proteína de fusión Venus-AGP21 en las células epidérmicas completamente expandidas, en plantas 
sobreexpresantes del AGP21 (35-Sp::V-AGP21). El experimento de FRAP fue registrado en una 
región de interés (ROI) circular centrada en la membrana plasmática, en que inicialmente se 
comprobó una señal de intensidad de fluorescencia constante correspondiente a la proteína de 
fusión Venus-AGP21. El fotoblanqueo se realizó con una mayor intensidad del láser de excitación 
únicamente en la ROI definida. Se adquirió una imagen posterior al fotoblanqueo con la intensidad 
del láser de excitación similar a las observaciones previas y, al comprobar que la intensidad 
disminuyó significativamente se comenzó con la adquisición de los datos del promedio de la 
intensidad de fluorescencia en toda la superficie de la ROI cada 5 segundos.  

Los datos de intensidad fueron normalizados y expresados como el % de la intensidad de la 
fluorescencia recuperada (véase Materiales y Métodos 3.6.4, ecuación 1), y graficada a lo largo del 
tiempo de recuperación (Figura 20 R) (basado en Trung Luu D., et al., 2012). Los datos de 
fluorescencia recuperada se ajustaron a una ecuación exponencial de asociación en una fase (véase 
Materiales y Métodos 3.6.4, ecuación 2) (basado en Martinière A, et al., 2012) y se calculó el % de 
recuperación de la intensidad de fluorescencia al cabo de 60 segundos. El láser de fotoblanqueo 
incide en la membrana plasmática y también en el citoplasma subyacente, que de existir señal 
fluorescente la recupera en pocos segundos, dada la mayor velocidad de la circulación 
citoplasmática relativa a la difusión lateral. El cambio en la media de la intensidad de fluorescencia 
en la ROI depende de la difusión lateral de Venus-AGP21. 

En el caso de la proteína de fusión Venus-AGP21 se obtuvo un porcentaje de recuperación de 
17,9% al cabo de 60 segundos, el cual es cercano a los descriptos para GFP-GPI (26,6 %) y para el 
AGP4-GPI (20%). Esa constante pone de manifiesto que V-AGP21 unido a la membrana plasmática 
posiblemente por un ancla de GPI se encuentra restringido en lo que respecta a la difusión lateral.  
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          R2 = 0,6868 

(1) %I = [ (It - I min) / (Imax - Imin)] 100%

(2) Y = Y0 + (Ymax - Y0) (1 - e-kx) 

Parámetros obtenidos de la ecuación exponencial ajustada a la recuperación de la fluorescencia:

Y0= 0,39567715 SEM= 3,0932019

Ymax= 26,12559 SEM =2,4959283

K= 0,019326815 SEM= 0,0065052677

Figura 20R. Ensayo de recuperación de la fluorescencia (FRAP) de Venus-AGP21. 
Plantas 35-Sp::Venus-AGP21 crecidas durante 7 días. En la recuperación el time lapse de la adquisición fue 
5 seg. Los datos se graficaron luego de normalizar en porcentaje según la ecuación (1) y luego se ajustaron a 
una función exponencial de asociación de una fase según la ecuación (2). Se indica el valor R cuadrado de 
bondad del ajuste de los datos. El procesamiento de los datos se basó en Trung Luu D., et al., 2012 y 
Martinière A, et al., 2012. 
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4.2.11 El O-arabinogalactano en el AGP21 promueve su estabilización 
conformacional. 

Para abordar el efecto de los O-glicanos sobre la conformación y la estabilidad del péptido 
AGP21 (Figura 21R-A) fue considerada una estructura consenso para el arabinogalactano (AG) 
unida a los residuos de Hyp, el cual consiste en una cadena principal de 5 residuos de (1→3) β-
galactano ramificado por (1→6) β-galactano y decorado con (1→3) α-arabinanos, ácido (1→6) β-
glucurónico y (1→4) α-fucosil (Figura 21R-B). Esta fue la estructura AG consenso que fue 
caracterizada inicialmente en un péptido sintético de AGP (Tan L, et al., 2004), aunque se han 
descripto estructuras de los AGs más complejas con hasta 150 residuos de azúcares en los AGPs 
(Seifert et al., 2007; Kitazawa et al., 2013). Tomando la estructura consenso se realizaron estudios 
de Dinámica Molecular en colaboración con el Dr. Hugo Verli de la Universidad de Porto Alegre, 
Brasil. 

Con el fin de explorar las conformaciones posibles del péptido hidroxilado correspondiente al 
AGP21 (ATVEAOAOSOTS), se midió el ángulo formado por cuatro átomos de carbono alfa 
consecutivos (ζ ángulo). La hélice de poliprolina tipo II presenta un valor de -110 ± 15 grados para 
el ángulo ζ, obtenido por el promedio de cincuenta modelos (NMR disponibles en PDB ID: 2DJY y 
2JMC). Mientras que los péptidos no glicosilados evaluados parecen retener una estructura del tipo 
hélice de poliprolina II a lo largo de todo el péptido, el péptido maduro de AGP21 
ATVEAOAOSOTS completamente arabinogalactosilado adopta una estructura un poco más 
prolongada entre Pro2-Thr7, como se observó por los ζ ángulos 2-3 más cercanos a los 180 grados 
que en las otras condiciones (Tabla 5A). Este análisis sugiere que el arabinogalactano consenso 
unido al AGP21 afecta la conformación y estabilidad del péptido AGP21 maduro. 

Para evaluar la conformación y la dinámica del péptido maduro de AGP21 sin glicosilar 
(ATVEAOAOSOTS) y O-glicosilado en sus tres residuos de Hyp con la estructura del AG consenso 
(O-AG-1,2,3), se realizaron simulaciones por dinámica molecular de dos péptidos no glicosilados y 
un arabinogalactano (Figura 21R-C a F). A partir de estas simulaciones se obtuvo una desviación 
de la raíz cuadrada media (RMSD) hasta ~ 6 Amstrong, lo que indica que en algunas de las 
simulaciones la estructura del péptido se pudo haber desviado de la hélice de partida del tipo 
poliprolina II.  

Los mayores efectos para la estabilización conformacional se observan con la O-glicosilación, ya 
que disminuye la fluctuación de la raíz media de la distancia (RMSF) en el péptido AGP21 
completamente glicosilado, si bien al menos una parte del péptido maduro estaría expuesto al 
disolvente. Además se pudo determinar que en el estado de glicosilación las cadenas del 
arabinogalactano se ubican siempre en la misma orientación con relación al péptido (Figura 21R). 
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Figura 21R. Los O-arabinogalactanos en AGP21 confieren mayor estabilidad conformacional. 
A) secuencia de aminoácidos del péptido AGP21, se indican los residuos de hidroxiprolina los cuales son 
sustratos para la O-glicosilación. B) estructura del arabinogalactano modelado con los glicanos y el tipo de 
enlace glicosídico, se señalan las enzimas glicosil-transferasas y prolil-hidroxilasas necesarias para la 
biosíntesis del AGP. C) configuraciones en el espacio del AGP21 péptido inmaduro (negro), con los residuos 
de prolina hidroxilados (rojo) y con los tres residuos de hidroxiprolina O-glicosilados (turquesa), según el 
modelado por dinámica molecular. D, desviación de la raíz cuadrada media para todos los átomos (RMSD) a 
lo largo del tiempo del modelado; fluctuación de la raíz media cuadrada (RMSF) obtenida promediando los 
valores por residuo en la simulación de cada péptido. nG, no glicosilado; glyC) glicosilado. 
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4.3 LA VÍA DE SEÑALIZACIÓN POR BRASINOESTEROIDES (BRs) 

4.3.1 La vía de BR es crucial para el destino celular y la expansión en la 
epidermis de la raíz en Arabidopsis. 

Las plantas mutantes del receptor de BR bri1-5 y bri1-116 desarrollaron grandes cantidades de 
pelos adyacentes, así como un adelantamiento en la aparición del primer pelo radical (Figura 22R) 
en forma similar a lo descripto previamente (Cheng, et al., 2014). Las raíces de bri1-116 
presentaron un fenotipo de alteración en el destino celular de la epidermis muy parecido a las 
plantas Col-0 tratadas con β-Glc-Y (Figura 1R). En el mismo sentido, el número de las células 
presentes en las zonas meristemáticas y de elongación de las raíz en las plantas bri1-116 es menor 
que las presentes en WT. La expansión disminuida de las células epidérmicas, junto con el reducido 
número de células, se manifiesta en la aparición temprana de los primeros pelos radicales en las 
plantas bri1-116 (Figura 22R y Figura 23R). 

Los factores de transcripción constitutivamente activos en las plantas mutantes bes1-D y bzr1-D 
no generaron fenotipos de diferenciación de las células epidérmicas diferentes al WT. El número de 
las células de la zona meristemática de la raíz tanto bes1-D como bzr1-D fue menor que en el WT, 
aunque la expansión celular pareciera ser mayor en bes1-D y en bzr1-D respecto al WT. Es posible 
que el número reducido de células en bes1-D y bzr1-D sea compensado con la longitud máxima 
alcanzada en las células epidérmicas, dando por resultados similares a WT para la distancia de 
aparición del primer pelo radical. 

Las plantas mutantes bri1-5 y bri1-116 que presentan la vía de BR afectada muestran fenotipos 
similares a los obtenidos por tratamiento con los inhibidores de P4Hs, así como en las plantas 
mutantes de T-ADN para las enzimas prolil-hidroxilasas (triple mutante p4h2,p4h5,p4h13) y 
glicosil-transferasas (ray1 y gt29-1). Esto sugiere, una posible regulación a nivel hormonal por BR 
para el destino celular en la epidermis mediada por AGP. Esta posibilidad es sustentada por el hecho 
de que ha sido determinado que el BR induce la expresión de ciertos AGPs a través de la union del 
factor de transcripción BZR1 (Nemhauser et al.2006, Vert et al., 2005) (Tabla 2A).  

Varios de los genes que codifican para AGPs cuyos transcriptos son abundantes en la ZE de la 
raíz (Figura 10R-A), han sido reportados como genes blanco del factor de transcripción BZR1, y a 
su vez, inducidos por tratamientos con BL (Tabla 3A). Estos resultados junto a los fenotipos 
observados en las mutantes de AGPs, o los causados por el bloqueo bioquímico por β-Glc-Yariv, 
sugieren un mecanismo de regulación del proceso de expansión celular en la raíz dirigido por la vía 
de BRs y posiblemente mediado por AGPs. 
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Figura 22R. Plantas mutantes de la vía de señalización de brasinoesteroides presentan 
diferenciación de las células epidérmicas en tricoblastos anormal en las raíces. 
A) el % de los pelos radicales adyacentes en células epidérmicas es mayor en plantas mutantes del receptor 
de brasinoesteroide bri1-5 y bri1-116. Las plántulas mutantes de ganancia de función de los factores de 
transcripción BZR1 y BES1 (bzr1-D y bes1-D) presentan un fenotipo similar a Col-0. B) imágenes de raíces 
de plántulas mutantes bri1-5; bri1-116; bzr1-D; bes1-D crecidas durante 7 días. Panel superior, detalle de 
pelos radicales en células adyacentes (flecha roja); Escala 100 µm. Panel inferior, se indica la aparición del 
primer pelo radical (estrella blanca); Escala 0,5 mm. C) la distancia desde el ápice radical hasta la aparición 
del primer pelo es menor en las raíces de las plántulas mutantes bri1-5 y bri1-116 respecto a Col-0. En las 
gráficas de barras se representa la media, el error medio y el test de Anova respecto al control, en cada caso 
n=30. Los asteriscos indican * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005; ns, diferencias no significativas. 
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Figura 23R. Plantas mutantes de la vía de señalización de brasinoesteroides presentan 
expansión y división celular anormales en las raíces. 
A) la longitud de las células epidérmicas expandidas es menor en las plántulas mutantes bri1-5 y bri1-116 
respecto a Col-0. B) imágenes de microscopía confocal de raíces luego de la tinción con ioduro de propidio 
de plántulas mutantes bri1-5; bri1-116; bzr1-D; bes1-D crecidas durante 7 días; Escala 100 µm. Panel 
superior, células epidérmicas expandidas. Panel inferior, se indica el final del meristema radical (flecha 
blanca). C) el número de células pertenecientes a la zona meristemática (ZM) y a la zona de elongación hasta 
la aparición del primer pelo (ZE) es menor en las plántulas mutantes bri1-5 y bri1-116. En las gráficas de 
barras se representa la media, el error medio y el test de Anova respecto al control, en cada caso n=30. Los 
asteriscos indican * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005; ns, diferencias no significativas. 
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4.3.2 La expresión de la proteína AGP21 es regulada por la vía de BR. 

Previamente fue determinado por experimentos de inmunoprecipitación de la cromatina y 
posterior secuenciación (Chip-seq) que el factor de transcripción BZR1 se une al ADN en el E-Box 
definido por la secuencia: CATGTG (Yu Sun et al., 2010). El E-Box está presente en el promotor 
endógeno del gen AT1G55330, que codifica para el AGP21, a 279 bases río arriba del sitio de inicio 
de la transcripción. Adicionalmente, luego del tratamiento de plántulas con la hormona BL (la 
forma más activa de los brasinoesteroides) fue cuantificado por RNA-seq, el aumento de los 
transcriptos de AGP21 (Tabla 3A) (Oh, et al., 2012). 

La región promotora de 1,5 kbp de AGP21 clonada incluye el E-Box de unión al factor de 
transcripción BZR1 de la vía de señalización de brasinoesteroides (Tabla 7A). Para comprobar el 
aumento de los niveles de la proteína AGP21 por presencia de BL se utilizaron las plantas 
transgénicas que contienen la proteína de fusión Venus-AGP21 bajo la región promotora clonada 
(AGP21p::V-AGP21). Se obtuvieron imágenes por microscopía confocal de la epidermis de las 
raíces de plantas AGP21p::V-AGP21 crecidas en presencia o no de BL. Se observó un aumento en 
la intensidad de fluorescencia correspondiente a V-AGP21 a causa del tratamiento con BL, 
confirmando que la expresión del gen de AGP21 es activada por brasinoesteroides en las células 
epidérmicas de la raíz (Figura 24R). A partir de las imágenes obtenidas se obtuvo el perfil de 
expresión de Venus-AGP21 a lo largo de la raíz desde el ápice radical hasta la zona de maduración, 
para las plantas crecidas en presencia o ausencia de BL. El perfil de expresión de V-AGP21 a lo 
largo de la raíz no es afectado por tratamiento con BL. Aunque, parece observarse señal de 
fluorescencia en algunas células epidérmicas adyacentes en la zona meristemática (ZM) y al 
comienzo de la zona de elongación (ZE) de la raíz, en presencia de BL (Figura 24R-B). 

Para determinar si el gen que codifica para AGP21 responde a BR mediado por el receptor BRI1, 
se realizó la cruza de plantas bri1-116 con plantas que incluyen el promotor de AGP21 río arriba de 
la proteína verde fluorescente (AGP21p::GFP). Se analizó la descendencia de la cruza y se 
identificaron las plantas mutantes homocigotas para el receptor BRI1 que expresan GFP bajo el 
promotor de AGP21 clonado (bri1-116/AGP21p::GFP). Las plantas bri1-116/AGP21p::GFP 
presentaron un fenotipo anormal de desarrollo de la raíz similares a la mutante bri1-116. 

Las plantas AGP21p::GFP presentaron mayores niveles de intensidad de fluorescencia en la 
epidermis de la raíz, respecto a las plantas bri1-116/AGP21p::GFP, confirmando en este caso que la 
activación de AGP21 por BR es mediada a través del receptor BRI1. A su vez, en plantas 
AGP21p::GFP crecidas en presencia de BL la intensidad de fluorescencia fue mayor respecto a las 
plantas crecidas en condiciones de control. Lo que significa, que la expresión del gen de AGP21 
controlada por BR (Figura 25R-C). 

�72



Por otra parte, la proteína fluorescente GFP soluble es observada en citoplasma y en el núcleo de 
las células epidérmicas, con una clara localización específica en tricoblastos. Es interesante notar 
que en la raíz de bri1-116/AGP21p::GFP la localización de la señal fluorescente es observada en 
dos células epidérmicas adyacentes que han comenzado a formar el pelo radical. Esa observación es 
consistente con la expresión y la localización específica descripta de AGP21 en tricoblastos de la 
raíz, que en ausencia del receptor de BR, sería re-localizada a células epidérmicas adyacentes 
(Figura 25R-B, flecha roja). Tal como sucede en raíces que expresan Venus-AGP21, que a causa 
del bloqueo de los AGPs por el tratamiento con β-Glc-Y, AGP21 es re-localizada a células 
epidérmicas adyacentes (Figura 19R-A, flecha roja). 

 

Figura 24R. AGP21 responde a la presencia de la hormona brasinoesteroide.  
A) esquema de la construcción clonada para la expresión de la proteína de fusión fluorescente Venus-AGP21 
bajo el control de la región promotora del gen AGP21 que incluye el motivo de respuesta a brasinoesteroide 
E-Box. B) imágenes de microscopía confocal de raíz de plantas que expresan la proteína de fusión 
fluorescente Venus-AGP21 bajo el promotor endógeno de 1,5 Kbp, en condiciones de control o luego del 
tratamiento con brasinólido (BL). A causa de BL se observa un aumento en la intensidad de la señal 
fluorescente correspondiente a Venus-AGP21. Plantas crecidas durante 7 días, Escala 100 µm. C) 
cuantificación de la intensidad de la fluorescencia a lo largo de un eje segmentado trazado desde el ápice 
radical y siguiendo una misma fila de células. Las intensidades de fluorescencia fueron obtenidas a partir de 
una recta segmentada trazada a lo largo de las células mediante el comando plot profile del programa ImageJ 
(Véase materiales y métodos, http://www.imagej.nih.gov/ij/). Test de student respecto al control, en cada 
caso n=30. 
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Figura 25R. La vía de señalización de brasinoesteroide modula la expresión del gen AGP21. 
A, esquema de la construcción reportera de la región promotora de 1,5 Kbp del gen AGP21 que incluye el 
motivo de respuesta a brasinoesteroide E-Box. B) imágenes de microscopía confocal de pelos radicales de 
plantas que expresan la proteína verde fluorescente bajo el promotor clonado de AGP21, en condiciones de 
control, luego del tratamiento con brasinólido (BL), o en plantas mutantes para el receptor de 
brasinoesteroides bri1-116. Plantas crecidas durante 7 días, Escala 100 µm. C) cuantificación de la 
intensidad de la fluorescencia a lo largo de un eje segmentado trazado desde el ápice radical y siguiendo una 
misma fila de células. Las intensidades de fluorescencia fueron obtenidas con el com&o plot profile del 
programa ImageJ (http://www.imagej.nih.gov/ij/). Test de student respecto al control, en cada caso n=30. 
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4.4 LOS FACTORES QUE PROMUEVEN EL DESTINO CELULAR 
TRICOBLASTO SON ACTIVADOS POR EL BLOQUEO DE AGPs 

4.4.1 Los niveles de expresión del factor BZR1 son reducidos por el 
bloqueo de AGPs. 

Los genes que codifican para AGPs clásicos: AGP2, AGP4 y AGP7; y los genes que codifican 
para los AG péptidos: AGP12, AGP13, AGP14, AGP21, AGP22, AGP24; tienen un patrón de 
expresión específico en la zona de elongación de la raíz (Figura 10R-A). Es interesante resaltar que 
los mismos genes mencionados hayan sido reportados como los AGPs más regulados positivamente 
en plantas con el factor BZR1 constitutivamente activo (plantas bzr1-D,bri1-116 respecto a plantas 
bri1-116) (Yu Sun, et al., 2010) (Tabla 3A). 

Dada la importancia del bloqueo de los AGPs para el establecimiento del destino celular y para 
el proceso de expansión celular en la epidermis, donde son específicamente expresados ciertos 
AGPs regulados por BR a través del factor de transcripción BZR1. Se determinó si el bloqueo de 
los AGPs por tratamiento con β-Glc-Y es compensado con la activación de BZR1 por el agregado 
de BL. Para ello se utilizaron plantas que expresan la proteína de fusión BZR1-YFP bajo el control 
del promotor endógeno de BZR1 (BZR1::BZR1-YFP) (Chaiwanon, J, & Wang, ZY, 2015), crecidas 
en condiciones de control, en presencia de β-Glc-Y o BL, o ambos (Figura 26R). 

Así como fue descripto anteriormente (Figura 1R), el tratamiento control por α-Man-Y no 
produjo efecto alguno ya que las plantas BZR1::BZR1-YFP son similares al WT. El tratamiento con 
β-Glc-Y desencadena el adelantamiento del destino celular de tricoblastos y la formación de pelo 
radical en células epidérmicas adyacentes. Sin embargo, las raíces con β-Glc-Y y BL presentaron un 
fenotipo de retorcimiento general muy diferente a las raíces en condiciones de control, mientras que 
el adelantamiento del destino celular de tricoblasto no es evidente, como en las raíces tratadas con 
β-Glc-Y (Figura 26R-A). Esto sugiere que no hubo un efecto compensatorio por activación de la 
vía de BR al bloqueo de AGPs, al menos en las dosis de BL y β-Glc-Y utilizadas. La presencia de 
BL solo no generó un fenotipo diferente al control. 

De cada tratamiento al que fueron expuestas las plantas BZR1::BZR1-YFP se observaron las 
raíces al microscopio confocal y se cuantificó la intensidad de fluorescencia de BZR1-YFP a lo 
largo de cada fila de células epidérmicas, desde el ápice radical hasta la ZE. Observándose que con 
el agregado de BL la intensidad correspondiente a BZR1-YFP aumenta respecto al control, 
manteniendo el perfil de expresión con un máximo bien definido ubicado en el inicio de la ZM, y el 
decaimiento progresivo de la intensidad hacia la ZE de la raíz. En cambio, el tratamiento con β-Glc-
Y solo o en presencia de BL, produjo una disminución de la intensidad de fluorescencia respectiva 
y a la vez, la pérdida del perfil de expresión de BZR1-YFP (Figura 26R-B). 
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Figura 26R. El bloqueo de los AGPs produce la inhibición de la expresión del factor BZR1. 
A) imágenes de microscopía confocal de raíces de plantas que expresan la proteína amarilla fluorescente 
fusionada al factor de transcripción BZR1 bajo el promotor endógeno de BZR1 (BZR1::BZR1-YFP), en 
condiciones de control (+α-Man-Y), luego del tratamiento con β-Glc-Yariv (+β-Glc-Y), brasinólido (+BL), o 
ambos (+β-Glc-Y +BL). Plantas crecidas durante 7 días, Escala 100 µm. B) cuantificación de la intensidad 
de la fluorescencia a lo largo de un eje segmentado trazado desde el ápice radical y siguiendo una misma fila 
de células. Las intensidades de fluorescencia fueron obtenidas con el comando plot profile del programa 
ImageJ (http://www.imagej.nih.gov/ij/). C) histograma de frecuencias para el número de pixels en cada rango 
de intensidad de fluorescencia, para cada tratamiento. Test de student respecto al control, en cada caso n=30. 
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4.4.2 El bloqueo de AGPs afectaría la señalización de BR activando BIN2. 

La reducción de los niveles del factor de transcripción BZR1 en las células de la epidermis 
radical a causa del bloqueo de los AGPs por β-Glc-Y, sugiere una posible interrupción en la vía de 
señalización de BR. Puesto que los AGPs más expresados en la ZE estarían unidos por anclas de 
GPI a la membrana, entre ellos el AGP21, es posible que que la alteración de AGPs en la superficie 
celular afecte la percepción de BRs y por ello, a la vía de señalización de brasinoesteroide en su 
conjunto. Para evaluar el impacto en la vía de BR por el tratamiento de β-Glc-Y, se prosiguió el 
análisis hacia el componente en la vía de BR que puede reducir los niveles de BZR1: la enzima 
kinasa GSK3, también denominada Brassinosteroid Insensitive2 (BIN2), que tiene por sustrato a 
BZR1. 

BIN2 es adecuado para evaluar el impacto que desencadena el bloqueo de AGPs en la vía de BR, 
ya que fue identificado un mutante para BIN2 de ganancia de función: bin2-1, el cual presenta un 
fenotipo de formación de pelo radical en células epidérmicas adyacentes, similar al obtenido por 
bloqueo de AGPs. Mientras que el fenotipo de la triple mutante knock out de BIN2 y de sus dos 
homólogos más cercanos SK2-2 y SK2-3: bin2-3/bil1/bil2 (gskII), presenta un fenotipo de menor 
formación de pelo radical en la epidermis (Cheng et al.2014). 

Para evaluar la sensibilidad de BIN2 al bloqueo de AGPs por β-Glc-Y, fueron crecidas en 
diferentes concentraciones de β-Glc-Y, las plántulas: bin2-1 de ganancia de función, la triple 
mutante gskII y Col-0 como control del ensayo. En el caso de bin2-1 la formación del pelo radical 
en células epidérmicas adyacentes fue aumentado levemente con las concentraciones crecientes de 
β-Glc-Y, y una respuesta similar fue observada en las raíces de las plantas triple mutante gskII. 
Tanto bin2-1 como gskII se comportaron como insensibles en comparación a la respuesta observada 
en el control Col-0, para el bloqueo de los AGPs por β-Glc-Y. En las plantas Col-0 se encuentra 
BIN2 que podría ser el responsable de la promoción del destino celular tricoblasto en células 
adyacentes de la epidermis desencadenado por el tratamiento con β-Glc-Y (Figura 27R-A). 

El bloqueo de los AGPs por β-Glc-Y desencadena el adelantamiento del destino celular de 
tricoblastos manifestado por la disminución de la distancia de aparición del primer pelo radical. Si 
bien las plántulas bin2-1 y gskII presentan un fenotipo de adelantamiento del primer pelo radical, 
respecto al control WT, ambas mutantes resultan sensibles al bloqueo progresivo de AGPs por el 
reactivo β-Glc-Y. Lo que sugiere que habría otro componente de la vía de señalización de BR en 
que actuaría β-Glc-Y para generar el adelantamiento del destino celular de tricoblastos en raíces 
(Figura 27R-B). Es de destacar, que las plántulas bin2-1 y gskII también se comportan de manera 
sensible en lo que concierne a la inducción de la expansión celular de los pelos radicales en 
respuesta a las concentraciones crecientes de β-Glc-Y (Figura 27R-C). 
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Figura 27R. Plantas mutantes de la kinasa BIN2 presentan diferenciación anormal de las 
células epidérmicas en las raíces y son insensibles al bloqueo de los AGPs. 
A) el % de los pelos radicales adyacentes en células epidérmicas es mayor en plantas triple mutantes para las 
tres principales Kinasas Glicosil-sintasas de la vía de brasinoesteroide (gsk-II). Las plantas mutantes de 
ganancia de función de la kinasa BIN2 (bin2-1) presentan un fenotipo de mayor diferenciación tricoblástica 
respecto a Col-0 y también, son insensibles al bloqueo de AGPs por el reactivo de Glucosil-Yariv. B) la 
distancia desde el ápice radical al esbozo del primer pelo es menor en las raíces de las plántulas mutantes 
gsk-II y bin2-1 respecto a Col-0. En las gráficas de barra se representa la media, el error medio y el test de 
Anova respecto al control, en cada caso n=30. Los asteriscos indican * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005; ns, 
diferencias no significativas. C) imágenes de raíces de plántulas mutantes gsk-II y bin2-1 crecidas durante 7 
días. Panel superior, detalle de pelos radicales en células adyacentes (flecha roja); barra 100 µm. Panel 
inferior, se indica el esbozo del primer pelo radical (estrella blanca); barra 0,5 mm. 

�78



4.4.3 Los factores de transcripción GL2, RHD6, RSL4 que regulan el 
destino celular en la epidermis de la raíz, son expresados anormalmente 
por el bloqueo de los AGPs. 

La actividad de la kinasa BIN2 responsable de la fosforilación de WER y TTG1, determinantes 
para el establecimiento del destino celular tricoblasto, ha sido descripta previamente (Cheng et al., 
2014). Puesto que BIN2 incluye como sustratos de fosforilación a los elementos del complejo 
WER-TTG1-EGL3 responsables del destino atricoblasto en la epidermis, BIN2 produce el 
desensamblado del complejo, suprimiendo la activación del modulador Glabra2 (GL2) y 
promoviendo la des-represión del factor responsable del destino tricoblasto Root Hair Defective6 
(RHD6). Una vez que se expresa RHD6 se establece un destino celular de tricoblasto en la célula 
epidérmica y comienza la activación de la expresión del factor de transcripción maestro Root Hair 
Defective6-like4 (RSL4) para la formación del pelo radical. Entre los muchos genes blanco de 
RSL4 asociados a la formación del pelo radical, se encuentra el gen que codifica para la Expansina7 
(EXP7) utilizado como marcador de tricoblastos diferenciados.  

Para comprobar que el adelantamiento del destino celular de tricoblastos y la formación de pelo 
radical en células epidérmicas adyacentes es generado por la represión del modulador GL2, y en 
consecuencia, por la expresión anormal de los factores RHD6 y RSL4, se observó la expresión de 
estos factores fusionados a la proteína fluorescente GFP en presencia de β-Glc-Y. Para ello se 
utilizaron plantas crecidas en presencia de β-Glc-Y, que expresan individualmente las proteínas 
GL2, RHD6 y RSL4 fusionadas cada una a GFP, bajo el control de la expresión de su propio 
promotor endógeno (GL2p::GL2-GFP; RHD6p::RHD6-GFP; RSL4p::RSL4-GFP). Adicionalmente 
fue observada la expresión de EXP7 en plantas crecidas con β-Glc-Y, que expresan una 
construcción reportera del promotor endógeno que codifica para EXP7 río arriba de GFP con una 
señal de localización nuclear (EXP7p::nGFP). Como tratamiento de control las plantas fueron 
crecidas con el reactivo α-Man-Y, y luego, fue observada la expresión de los factores en la zona 
meristemática (MZ) y en la zona de elongación (EZ) de las raíces (Figura 28R). 

El perfil de expresión de GL2 coincide con las células epidérmicas con un destino celular de 
atricoblasto. En cambio los factores RHD6 y RSL4 son expresados en las células epidérmicas, 
luego de la represión de GL2 por la kinasa BIN2, con un destino celular de tricoblasto. El promotor 
de EXP7 se expresa en las células que han comenzado la elongación del pelo radical. El bloqueo de 
los AGPs por tratamiento con β-Glc-Y, provoca la presencia de RHD6-GFP en todas las células de 
la epidermis, consistente con la ausencia de GL2-GFP registrada. Los mayores niveles de expresión 
de RSL4-GFP y del marcador de EXP7 son observados en células epidérmicas adyacentes que 
forman pelos radicales (Figura 28R-B y C, flechas blancas). 

�79



�80



El efecto del bloqueo de los AGPs por β-Glc-Y reprime completamente la expresión de GL2 
probablemente por activación de BIN2, dado que tanto la mutante de ganancia de función bin2-1, 
así como la triple mutante gskII resultaron insensibles al β-Glc-Y. BIN2 tiene la capacidad de 
fosforilar el complejo WER-TTG1-EGL3, y a consecuencia de ello reprimir la expresión de GL2. 
La ausencia de GL2 promueve la formación del pelo radical por la expresión de RHD6, RSL4 y 
EXP7 en las células epidérmicas. La represión de GL2 en una célula desencadena el destino 
tricoblasto. De forma similar, es muy probable que la falta del AGP21 al igual que la presencia de 
versiones truncadas del O-arabinogalactano del tipo II desencadene la formación del pelo radical 
mediante promoción de la actividad de BIN2 en células adyacentes de la epidermis. La conversión 
de un atricoblasto en tricoblasto explica el fenotipo de pelos radicales adyacentes en la epidermis 
descripto por tratamiento con β-Glc-Y (Figura 1R). 

Cabe señalar que en tricoblastos la kinasa BIN2 está activa y tiene como blanco al factor BZR1, 
el cual una vez que es fosforilado por BIN2 es reconocido y retenido por proteínas 14-3-3, o 
enviado a degradación por proteasoma (Figura 9I). BZR1 activa la expresión del AGP21, pero 
observamos que AGP21 se localiza con preferencia en tricoblastos, lo que resulta llamativo si la 
activación de la transcripción de AGP21 sólo es posible por el factor BZR1 inhibido. Fue 
demostrado por ChIP-seq que el promotor de AGP21 incluye motivos para la union de los factores 
de transcripción ARF6 y PIF4 (Oh, et al., 2014) que combinados generan mayores abundancias de 
los transcriptos de AGP21 (Tabla 4A). Los altos niveles de auxinas en los tricoblastos ha sido 
ampliamente demostrado, e incluso el factor de transcripción RSL4 específico para la formación de 
pelo radical es activado por auxina (Mangano S, et al., 2017). Una explicación posible es que la 
expresión de AGP21 sea activada en mayor medida por ARFs que se encuentran en tricoblastos 
respecto a la activación relativamente menor por BZR1 en atricoblastos, lo que sería manifestado en 
la preferencia de la localización de AGP21 en tricoblastos (Figura 13R). 

________________________________________________________________________________ 
(Leyenda de la figura de la página anterior) 

Figura 28R. El bloqueo de los AGPs produce una distribución anormal de los factores de 
transcripción de diferenciación de las células epidérmicas en tricoblastos.  
A) imágenes de microscopía confocal de raíces de plantas que expresan el factor de transcripción RHD6 
fusionado a la proteína verde fluorescente bajo su propio promotor endógeno (RHD6p::RHD6-GFP), en 
condiciones de control (+α-Man-Y) o luego del tratamiento con β-Glc-Yariv (+β-Glc-Y). B) imágenes de 
microscopía confocal de raíces de plantas que expresan el factor de transcripción RSL4 fusionado a la 
proteína verde fluorescente bajo su propio promotor endógeno (RSL4p::RSL4-GFP), en condiciones de 
control (+α-Man-Y) o luego del tratamiento con β-Glc-Yariv (+β-Glc-Y). C) imágenes de microscopía 
confocal de raíces de plantas que expresan el factor de transcripción GL2 fusionado a la proteína verde 
fluorescente bajo su propio promotor endógeno (GL2p::GL2-GFP), en condiciones de control (+α-Man-Y) o 
luego del tratamiento con β-Glc-Yariv (+β-Glc-Y). D) imágenes de microscopía confocal de raíces de plantas 
que expresan la proteína verde fluorescente con localización nuclear bajo el promotor endógeno de EXP7 
(EXP7p::nGFP), en condiciones de control (+α-Man-Y) o luego del tratamiento con β-Glc-Yariv (+β-Glc-Y). 
E) Modelo parcial para el establecimiento del destino tricoblasto por inhibición de GL2, luego del bloqueo 
de los AGPs por tratamiento con β-Glc-Yariv, o por presencia de los inhibidores de la hidroxilación de 
prolinas necesaria para la posterior O-glicosilación de los AGPs En todos los casos las plantas fueron 
crecidas durante 7 días, Escalas 100 µm. 
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4.4.4 La localización en tricoblastos del factor RHD6 es promovida por 
BR. 

Para analizar si el agregado de la forma más activa de brasinoesteroide, el brasinólido (BL), tiene 
la capacidad de inactivar a BIN2 en todas las células epidérmicas, con el consecuente aumento en la 
expresión de GL2 y la posterior inhibición de RHD6. Fueron crecidas plantas que expresan la 
proteína de fusión fluorescente bajo el propio promotor endógeno RHD6p::RHD6-GFP en 
presencia de BL o β-Glc-Y. En las raíces tratadas con BL la expresión de RHD6 se localizó con una 
considerable especificidad en los tricoblastos. De hecho en las células epidérmicas maduras parece 
que RHD6 mantuviera niveles de expresión mayores que en el control. Esto demuestra que el 
destino celular de atricoblasto modulado por la activación de GL2, mediante la inhibición de BIN2 
con BL, no sucede en las células epidérmicas con destino de tricoblasto (Figura 29R). 

Figura 29R. La expresión del factor de transcripción RHD6 es mayor al bloquear los AGPs, y 
es limitada por la activación de la vía de brasinoesteroides. 
Imágenes de microscopía confocal de raíces de plantas que expresan el factor de transcripción RHD6 
fusionado a la proteína verde fluorescente bajo su propio promotor endógeno (RHD6p::RHD6-GFP), en 
condiciones de control, luego del tratamiento con β-Glc-Yariv (+β-Glc-Y) o luego del tratamiento con 
brasinólido (+BL). Se observa que la distribución de la señal fluorescente es limitada a pocas filas de células 
por el agregado de BL, mientras que el bloqueo de AGPs por β-Glc-Y produce una distribución anormal de 
la señal en todas las filas de células epidérmicas. En todos los casos las plantas fueron crecidas durante 7 
días, Escalas 100 µm. 
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5. DISCUSION Y PERSPECTIVAS FUTURAS 

5.1 EL BLOQUEO DE LOS ARABINOGALACTANOS ALTERA EL DESTINO 
CELULAR EN LA RAÍZ DE ARABIDOPSIS THALIANA 

En este trabajo inicialmente se pudo observar que el bloqueo de los arabinogalactanos tipo II por 
el reactivo específico β-Glc-Yariv desencadena la formación ectópica de pelos radicales en células 
epidérmicas adyacentes. El mencionado fenotipo es el resultado de una alteración en el programa de 
desarrollo para la raíz, que hasta el momento no ha sido asociado con la falta o alteración de los O-
arabinogalactanos del tipo II presentes únicamente en las O-glicoproteínas de la familia AGP de 
Arabidopsis thaliana. Adicionalmente se comprobó que el bloqueo de arabinogalactanos tipo II de 
AGPs produce un fenotipo de adelantamiento de la aparición del primer pelo radical como resultado 
de la reducción en el número de células en la zona meristemática de la raíz y de la inhibición de la 
expansión longitudinal en las células epidérmicas (Figuras 1R y 2R). 

A diferencia de los N-glicanos, el O-arabinogalactano del tipo II es generado en forma secuencial 
sobre el péptido de AGP, una vez reconocido el motivo peptídico de prolinas dispuesta de forma no-
contigua (Kieliszewski MJ, et al., 1994; Zhao ZD, et al., 2002). El primer paso necesario en la 
biosíntesis del O-arabinogalactano es la hidroxilación de los residuos de prolina por actividad 
enzimática Prolil 4-hidroxilasa (P4H) (Figura 2I). La inhibición de la hidroxilación de prolinas por 
presencia de los inhibidores DP o EDHB, así como la deficiencia en la actividad P4H en las plantas 
mutantes p4h2,p4h5,p4h13 produce el aumento del porcentaje de pelos radicales adyacentes en las 
células epidérmicas, así como la aparición anticipada de los pelos radicales (Figuras 3R, 4R y 8R). 
Así mismo, la disminución de la longitud máxima de las células epidérmicas expandidas y la 
reducción en el número de células de la ZM y de la ZE (Figuras 5R, 6R y 9R). El IC50 es menor 
para cada fenotipo analizado con el reactivo β-Glc-Y, que con DP y EDHB, permitiendo sugerir que 
el bloqueo del O-arabinogalactano produce un impacto mayor en el programa de desarrollo para la 
raíz que inhibición de la hidroxilación de prolinas (Tabla 1R). Esto indicaría que dentro de la 
superfamilia de Proteínas Ricas en Hidroxiprolina (HRGPs) que son los sustratos de la actividad 
P4H, el bloqueo de los AGPs desencadena los fenotipos alterados en el desarrollo de las raíz. 

El comienzo de la biosíntesis del O-arabinogalactano tiene lugar en la hidroxiprolina no-contigua 
en el péptido del AGP. Han sido identificadas enzimas que catalizan la Hidroxiprolil-galactosilación 
(HPTG) cuya falta en la plantas triple mutantes hptg1,hptg2,hptg3 presentan fenotipos de desarrollo 
alterado de la raíz (Allan M. Showalter & Debarati Basu, 2016). En los AGPs la cadena principal 
del O-arabinogalactano esta constituida por (1→3) β-galacto-oligosacáridos que son reconocidos 
por el reactivo β-Glc-Y (Kitazawa, et al., 2013) (Tabla 1A). La (1→6) β-galactosil-transferasa 29A 
(GALT29A) es responsable de la ramificación en el O-arabinogalactano (Dilokpimol et al., 2014), 
mientras que una de las enzimas identificadas que decoran el AGP es la (1→3) α-arabinosil-
transferasa Reduced Arabinose Yariv1 (RAY1) (Gille et al., 2013) (Figura 7R). 
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Los AGPs incluyen formas truncadas del O-arabinogalactano por la falta de las ramificaciones 
(1→6) β-galactano en plantas mutantes del gen que codifica para la GALT29A (gt29-1), así como, 
O-arabinogalactanos no decorados con (1→3) α-arabinanos en la planta mutante ray1. En estas dos 
mutantes se manifiestan los defectos en el desarrollo de la raíz de mayor porcentaje de células 
epidérmicas adyacentes que forman pelos y una menor distancia de aparición del primer pelo 
radical, esperados por la falta de AGPs con estructuras completas (Figuras 8R y 9R). 

5.2 LA AUSENCIA DEL PÉPTIDO AGP21 PROMUEVE EL DESTINO 
TRICOBLASTO 

El objetivo general propuesto para esta Tesis fue el de “Determinar el rol biológico del AGP21 
en la planta modelo Arabidopsis thaliana”. Para cumplir ese objetivo fue necesario identificar el 
AGP21 dentro de toda la familia de AGPs. La familia de los AGPs en la especie vegetal 
Arabidopsis thaliana esta constituida por más de 40 genes, de los cuales 13 codifican para AG 
péptidos (Gaspar, et al., 2001) (Figura 4I). Los AG péptidos maduros constan del O-
arabinogalactano unido al motivo de prolinas no-contiguas en un backbone proteico de 10 a 13 
aminoácidos solamente, lo que los hace ideales para asociar el rol biológico hallado con el O-
arabinogalactano. 

Los AG péptidos AGP15, AGP20 y AGP21 llamaron la atención en la búsqueda inicial por 
mutantes de T-ADN de los genes que codifican para AGPs con O-arabinogalactanos tipo II, por 
presentar el aumento del porcentaje de pelos radicales adyacentes en las células epidérmicas. Las 
plantas mutantes agp21 manifestaron los fenotipos con mayor alteración para el desarrollo de la 
raíz, incluso las dobles mutantes agp15,agp21 y agp20,agp21 no presentaron fenotipos más 
drásticos que la simple mutante agp21 (Figuras 11R y 12R), sugiriendo que la falta del AG péptido 
AGP21 desencadena una alteración en el programa de desarrollo para la raíz.  

En las plántulas WT, el AGP21 se encuentra entre los AGPs más ubicuamente expresados, y 
además en la raíz los niveles de transcripto son más abundantes en la zona de elongación, acorde a 
la zona en que se define el destino celular tricoblasto/atricoblasto (Figura 10R). Por ello se decidió 
utilizar AGP21 como la glicoproteína modelo para el estudio del rol biológico del O-
arabinogalactano del tipo II en la raíz de Arabidopsis thaliana. 

La formación ectópica de pelos radicales en células epidérmicas adyacentes observada en la raíz 
de agp21, fue complementada al fenotipo WT por la restauración del AGP21 bajo la regulación de 
la región promotora de 1,5 Kbp (AGP21p::V-AGP21), demostrando el rol biológico que tiene 
AGP21 para la regulación del destino celular en la epidermis de la raíz (Figura 14R). 
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La proteína AGP21 fusionada a la proteína fluorescente Venus presentó un perfil de expresión 
preferente en los tricoblastos de la raíz (Figura 13R), tanto en condiciones de control como al 
desencadenar la formación ectópica de pelos radicales por tratamiento con el reactivo β-Glc-Y 
(Figura 19R). Por el contrario, la sobreexpresión de AGP21 no desencadena la formación ectópica 
de pelos radicales (Figura 14R). Lo que sugiere que la expresión de AGP21 es regulada por la vía 
de señalización que promueve la formación del pelo radical y la expansión celular en la epidermis. 
Por otra parte, el destino celular de tricoblasto es desencadenado en algunos atricoblastos, por la 
falta de AGP21 y en mayor medida por el bloqueo general de O-arabinogalactanos de tipo II de los 
AGPs. 

La sobreexpresión de la proteína de fusión Venus-AGP21 bajo el control del promotor 
constitutivo 35S en plantas mutantes agp21 (agp21/35-Sp::V-AGP21) no logra complementar 
totalmente el número de células de la zona meristemática y de elongación, pero esto no parece 
afectar la complementación del fenotipo de aparición adelantada del primer pelo radical  (Figuras 
13R y 14R). Indicando que el nivel endógeno en que AGP21 es expresado es suficiente para la 
formación normal del pelo radical y la completa expansión celular en la epidermis. 

Cuando se analizó el peso molecular de la proteína de fusión Venus-AGP21 se determinó una 
banda de mayor intensidad que correspondería a V-AGP21 completamente O-glicosilado en sus tres 
residuos de Hyp, alrededor de los 100-120 kDa. Además fueron reveladas dos bandas de menor 
intensidad con un peso molecular de alrededor de 80 y 60 kDa, que corresponderían al AGP21 O-
glicosilado en dos de los tres residuos de Hyp y en uno de los tres residuos de Hyp, en cada caso 
(Figura 17R). El peso molecular esperado para Venus-AGP21 no glicosilado es de 30 kDa, que fue 
revelado en una banda de muy baja intensidad, sugiriendo que la población de AGP21 sin modificar 
postraduccionalmente es muy baja. Resulta necesario caracterizar con mayor detalle a nivel 
bioquímico el patrón de glicosilación de AGP21. 

El modelado por dinámica molecular del AGP21 O-glicosilado con un arabinogalactano 
consenso de 15 azúcares, sugiere que la O-arabinogalactosilación del péptido AGP21 promueve su 
estabilidad conformacional. Además, se pudo determinar que en estados de una mayor glicosilación 
las cadenas del arabinogalactano se ubican siempre en la misma orientación con relación al péptido 
(Figura 21R). El AGP21 es una glicoproteína de alto peso molecular que se encontraría unida a la 
membrana plasmática por un ancla de GPI (Borner, et al., 2003). La señal fluorescente de Venus-
AGP21 mantenida en la membrana plasmática luego de la retracción por plasmólisis (Figura 18R), 
indicaría que AGP21 se encuentra mayoritariamente unido a la membrana por un ancla de GPI, 
luego de transitar a través del retículo endoplasmático y el aparato de Golgi donde sería modificado 
postraduccionalmente con la O-arabinogalactosilación.  
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Llamativamente, cuando las plántulas son crecidas en presencia de β-Glc-Yariv, la relación de 
intensidad de fluorescencia de Venus-AGP21 en la membrana plasmática respecto al interior celular 
aumenta (Figura 19R, flechas rojas), siendo posible que β-Glc-Yariv interactúe con el AGP21, 
bloqueándolo y desplazando un equilibrio dinámico hacia la mayor secreción de AGP21 desde 
vesículas u organelas celulares. Lo que daría por resultado la acumulación del AGP21 en la 
membrana plasmática. 

Mediante experimentos de recuperación de la fluorescencia luego del fotoblanqueo (FRAP), se 
determinó que el AGP21 posiblemente anclado a GPI tiene una capacidad de difusión lateral en la 
membrana plasmática de la epidermis (Y60=17,9%), similar al determinado para el AGP4 clásico 
con una cadena principal de 135 aminoácidos anclado a GPI (Y60=20,0%), y menor que la obtenida 
para GFP-GPI (Y60=26,6%) (Martinière, et al., 2012). Ambas determinaciones fueron realizadas en 
especies vegetales diferentes lo que no permite una comparación directa, pero en términos generales 
es posible que los AGPs anclados a membrana por GPI tengan una capacidad de difusión lateral 
similar (Figura 20R). 

5.3 LOS BRASINOESTEROIDES REGULAN LA EXPRESION DE AGP21 

La señalización por brasinoesteroides (BRs) controla el destino celular en la epidermis radical, 
modulando la actividad de la kinasa BIN2 que cuando es activa inhibe la expresión del factor de 
transcripción GL2 (Kuppusamy et al., 2009; Cheng et al., 2014), promoviendo la formación del 
pelo radical. En las plantas mutantes bri1-116 para el receptor de BR, se desencadena la formación 
ectópica de pelos radicales en células epidérmicas adyacentes (Figura 22R) curiosamente similar al 
producido por tratamiento con β-Glc-Y (Figura 1R). De forma similar, la expansión disminuida de 
las células epidérmicas, junto con el reducido número de células, se manifiesta en la aparición 
temprana de los primeros pelos radicales en las plantas bri1-116 (Figura 22R y Figura 23R).  

Los AG péptidos AGP12, AGP13, AGP14, AGP21, AGP24 filogenéticamente cercanos entre sí 
(Ma H et al., 2010), son regulados por el factor de transcripción BZR1 e inducid a su expresión por 
BR (Tabla 3A). A su vez, los genes que codifican para estos AGPs están altamente expresados en la 
ZE de la raíz (Figura 10R-A). En este trabajo se comprobó que AGP21 participa en el proceso de 
expansión celular en la epidermis de la raíz (Figura 15R), donde su expresión es aumentada por la 
hormona BR (Figuras 24R y 25R). 
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La localización preferencial de AGP21 en las células epidérmicas que desarrollan el pelo radical 
(Figura 13R) o por el tratamiento con β-Glc-Y (Figura 19R), es también observado en plantas 
bri1-116/AGP21p::GFP, cuya localización del reportero GFP del promotor de AGP21 es observada 
en dos células epidérmicas adyacentes que han comenzado a formar el pelo radical (Figura 25R). 
Esto indica que AGP21 se expresa incluso cuando la vía de BR está inactiva por la falta del receptor 
BRI1. Es consistente con la regulación de AGP21 por una vía adicional a BRs, la disminución 
significativa de la señal fluorescente del factor BZR1-YFP en las células de la raíz por tratamiento 
con β-Glc-Y (Figura 26R), ya que β-Glc-Y no impidió que la proteína de fusión Venus-AGP21 
fuera expresada y localizada en tricoblastos (Figura 19R). Utilizando hipocotilos crecidos en 
oscuridad, fue demostrado que el factor de transcripción ARF6 de la vía de Auxinas, y el factor de 
transcripción PIF4 regulado por el Fitocromo B (PhyB) de la respuesta de escape al sombreado, se 
unen al promotor del gen que codifica para AGP21 (Oh, et al., 2014) (Tabla 4A). Es posible que los 
factores de transcripción ARF5, ARF7, ARF8 y ARF19 de la vía de Auxinas (Mangano S, et al., 
2017) regulen así mismo la expresión de AGP21 en tricoblastos, en forma conjunta o independiente 
a la expresión por BR. 

El bloqueo de los AGPs por tratamiento con β-Glc-Y desencadena una alteración en el destino 
celular de la epidermis radical (Figura 1R). Entre los AG péptidos de Arabidopsis, se ha 
identificado al AGP21 como relevante para el normal establecimiento del destino tricoblasto en la 
raíz (Figura 14R). Ha sido confirmado que la expresión del AGP21 es modulada por la vía de 
brasinoesteroides, a través del factor de transcripción BZR1 (Figura 24R). De manera 
complementaria, la disrupción general de la vía de BRs en las plantas bri1-116 resulta en la 
alteración en el destino celular de la epidermis radical (Figura 22R) con la localización atípica de 
AGP21 en células epidérmicas adyacentes (Figura 25R), de manera muy similar a la observada por 
el bloqueo de AGPs con β-Glc-Y (Figura 19R). 

5.4 LOS FACTORES QUE DEFINEN EL DESTINO CELULAR EN LA 
EPIDERMIS RADICAL SON AFECTADOS POR EL BLOQUEO DE AGPs 

El fenotipo del destino tricoblasto exacerbado en la raíz causado por la ausencia de la molécula 
donora del azúcar D-galactosa en la mutante reb1-1, sugiere que los AGPs cumplirían un rol 
importante para el establecimiento del programa de destino celular en la epidermis radical de 
Arabidopsis (Figura 6I). Todas las células de la epidermis potencialmente pueden seguir un destino 
tricoblasto y formar un pelo radical, pero el programa de desarrollo de la raíz establece una fila de 
células epidérmicas con destino tricoblasto alternada con una o más filas de células epidérmicas con 
destino atricoblasto (Kwak et al., 2014; Schiefelbein et al., 2014). Existe una regulación conjunta 
entre las células epidérmicas adyacentes para seguir destinos celulares opuestos que incluye la 
migración intercelular de factores (Figura 8I) y la regulación de algunos componentes en la vía de 
Brasinoesteroide (Figura 11I). 
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La importancia de la vía de Brasinoesteroide (BR) en el proceso de expansión celular ha sido 
estudiada previamente. Así como la necesidad de BR para el correcto desarrollo de la raíz, 
especialmente al ser identificados los factores WER y TTG1 del destino celular atricoblasto, que 
son inhibidos por BIN2 (Cheng et al., 2014). Cuando la vía de BR es inactiva en plantas bri1-116, 
se desencadena la formación ectópica de pelos radicales como resultado del establecimiento del 
destino tricoblasto anormal en la epidermis de la raíz (Figura 22R). Acorde a eso, el bloqueo de los 
AGPs por β-Glc-Y desencadena la formación ectópica de pelos radicales reprimiendo la vía de BR 
cuya evidencia es la disminución de los niveles del factor BZR1 y el cambio en su perfil de 
expresión en la epidermis, por presencia de β-Glc-Y (Figura 26R). La represión de BZR1 es 
llevada acabo por la actividad kinasa de BIN2, que responde al bloqueo de AGPs por β-Glc-Y de 
forma dosis dependiente. En plantas mutantes de ganancia de función para BIN2 no se observó 
sensibilidad al β-Glc-Y, dado que la vía de BR es constitutivamente inactiva. Indicando que el 
bloqueo de AGPs por β-Glc-Y activa la kinasa BIN2 modificando el destino atricoblasto en células 
adyacentes a los tricoblastos, desencadenando la formación ectópica de los pelos radicales (Figura 
27R). 

Dado que la actividad de BIN2 puede ser activada por la inhibición de los receptores de 
membrana BRI1 y SERK3 (He J-X, et al., 2002; Vert & Chory, 2006; Yan Z, et al., 2009), es 
posible que haya AGPs asociados a los receptores BRI1 y/o SERK3 que reconocen de forma 
deficiente a BR cuando los AGPs son bloqueados por β-Glc-Y. El AGP21 expresado en tricoblastos 
(Figura 25R) podría promover la interacción de BR a sus receptores en membrana plasmática 
participando en el mantenimiento de los niveles de BZR1 en tricoblastos (Figura 26R), pero sin 
provocar la inhibición de BIN2 cuya actividad kinasa es necesaria para el establecimiento del 
destino celular tricoblasto (Figura 11I). BIN2 tiene la capacidad de fosforilar el complejo WER-
TTG1-EGL3, y reprimir la expresión de GL2 (Cheng et al., 2014; Kuppusamy et al., 2009). Al no 
encontrarse GL2 los factores de transcripción RHD6 y RSL4 son expresados de forma constitutiva 
en las células de la epidermis radical (Masucci & Schiefelbein, 1994; Menand et al., 2007; Lin et 
al., 2015). RHD6 y RSL4 promueven el establecimiento del destino tricoblasto por activación de la 
expresión de numerosos genes necesarios para la formación del pelo radical, como EXP7 (Yi K, et 
al., 2010). 

La presencia del factor de transcripción GL2 inhibe la expresión del factor RHD6 que controla el 
destino celular tricoblasto. Cuando son bloqueados los AGPs por β-Glc-Y no es detectada la 
presencia de GL2 en células con destino atricoblasto. Consecuentemente, β-Glc-Yariv desencadena 
la alteración en el programa de desarrollo para la raíz, a través de la expresión constitutiva del 
factor RHD6 del destino tricoblasto, y la expresión adelantada de RSL4 consistente con la aparición 
adelantada del pelo radical (Figura 28R). El factor RSL4 activa la expresión de EXP7 en células 
epidérmicas adyacentes que han comenzado con la formación ectópica del pelo radical. Esto 
demuestra el efecto general que produce el bloqueo de AGPs en la desregulación del destino celular 
y el establecimiento anormal del destino tricoblasto en la epidermis de la raíz. 
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La vía de BR es indispensable para mantener el destino atricoblasto en las filas alternadas de 
células en la epidermis de la raíz. El agregado exógeno de BR no inhibe la formación del pelo 
radical, aunque regula la expresión del factor del destino tricoblasto RHD6 limitando su 
localización en filas de células epidérmicas bien definidas (Figura 29R). El factor GL2 activo está 
presente en las células epidérmicas con destino atricoblasto, gracias a la inhibición de BIN2 por 
activación de la vía de BRs (Vert & Chory, 2006; Yan Z, et al., 2009). 

A medida que el desarrollo de la raíz avanza en cada fila de células de la epidermis se define un 
destino celular de tricoblasto si BIN2 es activa, o atricoblasto si BIN2 es inactiva. Los resultados 
indican que el establecimiento del programa de destino celular en la raíz de Arabidopsis tiene lugar 
desde la zona meristemática con la expresión alternada de los factores GL2 en atricoblastos y 
RHD6 preferentemente en tricoblastos. La falta del AGP21 podría impactar en la activación de 
BIN2 desencadenando la formación de pelos radicales ectópicos en atricoblastos. Dicha alteración 
en el programa de desarrollo de la raíz es generalizada cuando se produce el bloqueo masivo de los 
AGPs por presencia del reactivo β-Glc-Y. El bloqueo de AGPs desencadenaría el cambio en los 
perfiles de expresión de los factores RHD6, RSL4, GL2 del destino celular, provocados por la 
activación constitutiva de la kinasa BIN2 en las células epidérmicas de la raíz de Arabidopsis 
thaliana (Figura 1D). 

En esta Tesis se determinó el rol biológico del AG péptido AGP21 para el programa de 
desarrollo de la raíz responsable de la formación del pelo radical. Este involucra la vía de 
señalización hormonal de Brasinoesteroides junto con los factores del establecimiento del destino 
celular tricoblasto/atricoblasto, mediado por la presencia del O-arabinogalactano asociado a un 
pequeño péptido unido a la membrana plasmática celular.  

Las conclusiones obtenidas en esta Tesis abren nuevos interrogantes respecto a la co-localización 
y posible interacción física de AGP21 con los receptores de Brasinoesteroides BRI1 y SERK3 en la 
membrana plasmática de las células epidérmicas. Futuros estudios son necesarios para determinar si 
el AGP21 actúa directamente sobre los receptores de BRI1 y SERK3 afectando la percepción de BR 
en la célula. En ese caso, el AGP21 al modular la percepción de BR por los receptores, generando 
una regulación río abajo de la propia expresión de AGP21 mediante el factor BZR1. Así mismo, 
sería interesante evaluar si existe un conglomerado entre AGP21 y otros AG péptidos co-expresados 
que podrían participar en la misma vía de señalización. 

Finalmente, resulta interesante definir si la perturbación del AGP21 produce la alteración en la 
localización de los factores de transcripción del destino celular responsables de la regulación de 
GL2, como los miembros del complejo WER-TTG1-EGL3. 

�89



 

Figura 1D. Modelo de diferenciación de las células epidérmicas en tricoblastos. 
Esquema en que se representa como en la vía de brasinoesteroides BR interactúa con su receptor BRI1 y el 
co-receptor SERK3, activando la expresión de BSU1, que a su vez inhibe a la kinasa BIN2, permitiendo la 
des-represión del factor BZR1 que activa la expresión del AGP21. Con la vía de BR activa, BIN2 no es 
capaz de fosforilar el complejo WER-TTG1-EGL3, y por lo tanto la expresión de GL2 es activa. GL2 
reprime la expresión de RHD6 y RSL4, estableciéndose el destino celular de atricoblasto.  

La falta del AGP21, así como la biosíntesis truncada del O-arabinogalactano, o el bloqueo de los AGPs por el 
reactivo β-Glc-Y, impactan en un componente desconocido que activa la kinasa BIN2. BIN2 activa tiene la 
capacidad de fosforilar a WER y TTG1 (Cheng et al., 2014) en el complejo WER-TTG1-EGL3, reprimiendo 
la expresión de GL2. Al no expresarse GL2 el factor de transcripción RHD6 y su target río abajo RSL4, son 
expresados de forma constitutiva en las células de la epidermis radical. RHD6 y RSL4 promueven el 
establecimiento del destino tricoblasto por activación de la expresión de numerosos genes necesarios para la 
formación del pelo radical (Yi K, et al., 2010). 
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6. ANEXOS 

Tabla 1A. Reactividad del β-Glc-Y con (1→3) β-galactanos del tipo AGP. 

Tabla 1A. Reactividad contra el reactivo β-Glc-Y de cadenas galacto-oligosacárido del tipo AGP, con 
diferente número de (1→3) β-Gal. La reactividad se expresa en % de formación de halo precipitado en agar 
del complejo (1→3) β-Gal/β-Glc-Y (adaptado de Kitazawa, et al., 2013). 

Tabla 2A. Promedio de ángulos ζ durante las simulaciones de dinámica molecular. 

Tabla 2A. Promedio de ángulos ζ durante las simulaciones de dinámica molecular. Los valores promedios 
aparecen junto ± desviación estándar determinados (50 a 100 nanosegundos). 

Reactividad relativa de galacto-oligosacáridos con el β-Glc-Y

Sustrato % formación de complejo β1→3-Gal/β-Glc-Y

β-1,3-Gal4 0

β-1,3-Gal5 0

β-1,3-Gal6 0

β-1,3-Gal7 13

β-1,3-Gal8 68

β-1,3-Gal9 100

β-1,6-Gal>6 0

Peptide state
ζ angle 1 

Ala1-Pro2-Ala3-Pro4

ζ angle 2 

Pro2-Ala3-Pro4-Ser5

ζ angle 3 

Ala3-Pro4-Ser5-

Pro6

ζ angle 4 

Pro4-Ser5-Pro6-Thr7

ζ angle 5 

Ser5-Pro6-Thr7-

Ser8

non-Glyco, 
Pro

-124 ± 46 -125 ± 31 -130 ± 49 -130 ± 31 -149 ± 49

non-Glyco, 
Hyp

-130 ± 47 -125 ± 31 -133 ± 46 -128 ± 32 -150 ± 51

Glyco4 -116 ± 40 -128 ± 29 -134 ± 44 -123 ± 29 -149 ± 50

Glyco6 -116 ± 49 -121 ± 31 -96 ± 24 -121 ± 27 -151 ± 45

Glyco2 -140 ± 31 -108 ± 25 -96 ± 26 -121 ± 28 -146 ± 49

Glyco4,6 -140 ± 51 -118 ± 27 -124 ± 24 -137 ± 29 -148 ± 45

Glyco2,4 -84 ± 18 -128 ± 27 -151 ± 34 -143 ± 30 -147 ± 48

Glyco2,6 -88 ± 22 -105 ± 18 -135 ± 21 -144 ± 22 -148 ± 46

Glyco2,4,6 -112 ± 25 -175 ± 16 -168 ± 22 -150 ± 21 -131 ± 43
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Tabla 3A. Regulación de AGPs por la vía de Brasinoesteroide y los factores ARF6 y PIF4. 

Tabla 3A. Genes que codifican para AGPs expresados de forma diferencial, determinados por microarray, en 
mutantes del receptor de BR bri1-116 respecto al control Col; y en plantas BZR1 constitutivamente activo 
(bzr1-D, bri1-116) respecto a plantas bri1-116 (Columnas 1 y 2. Adaptado de Yu Sun, et al. Developmental 
Cell, 2010). Cociente entre la abundancia de los transcriptos determinados por RNA-seq de plantas WT (o 
mutantes iaa3) luego del tratamiento con brasinólido (BL) respecto al WT (o mutantes iaa3) sin tratar 
(Columnas 3 y 4. Oh, et al. eLife, 2014). Preferencia de union de los factores de transcripción BZR1 y ARF6 
determinado por ChIP-seq (columnas 5 y 6. Adaptado de Oh, et al.eLife, 2014). Preferencia de union del 
factor de transcripción PIF4 determinado por ChIP-seq (columna 7. Adaptado de Oh, et al., 2012).  

Se muestran los AGPs mayormente expresados por tratamiento con BL en plantas WT en orden descendente 
según los niveles de transcriptos determinados por RNA-seq. Se destacan en negrita los AGPs que resultan 
altamente expresados en la zona de elongación de la raíz según datos en Genevestigator (Figura 12R). Todas 
las determinaciones fueron realizadas a partir de hipocotilos crecidos en oscuridad durante 5 días, ne= 
secuencia no encontrada. 

Microarray RNA-seq ChIP-seq

AGI bri1-116 bzr1-D/ 
bri1-116 ratio

bri1-116/
Col ratio

WT +BL / 
WT -BL

iaa3 +BL / 
iaa3 -BL

BZR1 ARF6 PIF4

AGP13 21,03 0,04 45,64 1,92 ne ne ne
AGP22 13,70 0,05 150,74 3,25 ne ne ne
AGP14 8,24 0,06 3,71 1,27 ne ne ne
AGP4 7,64 0,15 10,78 2,43 4,69 3,01 8,81
AGP2 3,56 0,37 3,59 0,96 ne ne ne
AGP24 3,04 0,29 4,68 1,04 ne ne ne
AGP21 1,93 0,43 7,81 1,27 4,03 2,9 12,96
AGP7 1,81 0,48 2,42 1,01 3,61 ne 16,51
AGP18 1,71 0,47 2,70 1,18 8,83 ne ne
AGP12 1,35 0,61 2,18 1,02 5,17 3,79 26,00
AGP9 1,09 0,61 4,34 1,09 5,82 ne 14,14

AGP23 0,47 1,39 ne ne ne ne ne

AGP26 0,40 1,58 ne ne ne ne 10,58

AGP20 0,21 1,54 ne ne ne ne 13,75

AGP15 ne ne 1,56 1,15 4,89 3,79 14,34

AGP17 ne ne 0,47 0,93 5,37 3,79 14,14
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Tabla 4A. Los factores ARF6, BZR1 y PIF4 se unen al promotor del gen AGP21. 

Tabla 4A. Experimentos de Chip-seq para los factores de transcripción ARF6, BZR1 y PIF4 según la región 
promotora del gen que codifica para el AGP21. Se indican los valores obtenidos por ChIP-seq 
correspondientes a la región de 3Kbp río arriba del sitio +1 de comienzo de la transcripción (>3Kbp), región 
entre 3Kbp y 2Kbp río arriba del sitio +1 de comienzo de la transcripción (3Kbp>2Kbp), región entre 1Kbp 
río arriba y el sitio +1 de comienzo de la transcripción (1Kbp>+1), región entre 1Kbp río abajo y sitio +1 de 
comienzo de la transcripción (+1>1Kbp), región de más de 1Kbp río abajo del sitio +1 de comienzo de la 
transcripción (1Kbp<) (adaptado de Oh, et al.eLife, 2014). 

Tabla 5A. AGPs regulados por el factor de transcripción de la vía de Brasinoesteroides, BZR1. 

Tabla 5A. AGPs regulados por el factor de transcripción de la vía de Brasinoesteroides BZR1 basado en 
experimentos de ChIP-chip (inmunoprecipitación de la cromatina y posterior hibridación en microarrays) en 
plantas BZR1-CFP (Yu Sun, et al.Developmental Cell, 2010); comparación en chip de ATH-arrays de plantas 
bri1-116 y WT para los transcriptos de cada AGP (Vert et.al Annu Rev Cell Dev Biol, 2005. Nemhauser et.al 
PLoS Biol., 2004. Nemhauser et.al, Cell, 2006). 

Factores >3Kbp 3Kbp>2Kbp 1Kbp>+1 +1>1Kbp 1Kbp<

ARF6 2,9 0 0 0 2,78

BZR1 0 0 4,03 0 0

PIF4 12,96 6,24 8,81 10,19 10,98

AGI Gen Referencia

AT5G65390 AGP7
Yu Sun, et al.Developmental Cell (2010). 
Nemhauser et.al PLoS Biol. (2004). 
Vert et.al Annu Rev Cell Dev Biol (2005). 
Nemhauser et.al Cell (2006).

AT3G13520 AGP12 Vert et.al Annu Rev Cell Dev Biol (2005).

AT5G11740 AGP15 Nemhauser et.al PLoS Biol. (2004). 
Vert et.al Annu Rev Cell Dev Biol (2005).

AT2G23130 AGP17 Nemhauser et.al PLoS Biol. (2004). 
Vert et.al Annu Rev Cell Dev Biol (2005).

AT3G61640 AGP20 Yu Sun, et al.Developmental Cell (2010).

AT1G55330 AGP21
Yu Sun, et al.Developmental Cell (2010). 
Vert et.al Annu Rev Cell Dev Biol (2005). 
Nemhauser et.al Cell (2006).
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Tabla 6A. Primers utilizados en esta Tesis 

Primers para genotipeo de mutantes de T-ADN

Mutante 
T-ADN Código T-ADN forward WT reverse WT

agp15.1 WiscDsLox383F8 CATTCGATTTAGATCGGTTGG CGTCGACGTATTTGAAAAAGC

agp15.2 SALK_114736S GACACGAAAGACGCTGAGATC AGGAGAAATTTGCACCCATTC

agp20.1 SALK_092212C TCTGCAATGTTTTTCTGGTCC TACGCGATTCCTTGATCAATC

agp20.2 SAIL_849_C06 CGTTACATATGTTTCACTCAAAGC AGGAGCAGGAGCTAAGGATTG

agp21 SALK_140206 TTTGGTGTGAACGTTGGTATG CAAAAGATGAAACCAGATGCC

gt29-A SAIL_1259_C01 TTTGTGGCTCGAGTAAACCC AAGCATGAGATTGTGATTCGG

Primers para RT-PCR

Gen forward WT reverse WT

AGP21 GCAATGAAGATGAAGATGATGG TCAGAAGTTGGGCTTGGAG

PP2A TCCGAGATCACATGTTCCAAACTC CCGTATCATGTTCTCCACAACCG

Primers para clonar la secuencia de Venus-AGP21, con los extremos AttB (mayúscula)

forward GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAACCatggaggcaatgaagatg

reverse GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCtcaaaagatgaaaccaga
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Tabla 7A. Secuencia clonada de la proteína de fusión Venus-AGP21. 

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAACCatggaggcaatgaagatgaagatgatggtgtttattat

ggttgttgcggtggctttctcagctgccacggctaccatggtgagcaagggcgaggagctgttcaccggggtggtgcccatcctggtcgagctg

gacggcgacgtaaacggccacaagttcagcgtgtccggcgagggcgagggcgatgccacctacggcaagctgaccctgaagctgatctgc

accaccggcaagctgcccgtgccctggcccaccctcgtgaccaccctgggctacggcctgcagtgcttcgcccgctaccccgaccacatgaa

gcagcacgacttcttcaagtccgccatgcccgaaggctacgtccaggagcgcaccatcttcttcaaggacgacggcaactacaagacccgcg

ccgaggtgaagttcgagggcgacaccctggtgaaccgcatcgagctgaagggcatcgacttcaaggaggacggcaacatcctggggcaca

agctggagtacaactacaacagccacaacgtctatatcaccgccgacaagcagaagaacggcatcaaggccaacttcaagatccgccacaac

atcgaggacggcggcgtgcagctcgccgaccactaccagcagaacacccccatcggcgacggccccgtgctgctgcccgacaaccactac

ctgagctaccagtccgccctgagcaaagaccccaacgagaagcgcgatcacatggtcctgctggagttcgtgaccgccgccgggatcactct

cggcatggacgaggcagctgctaccgttgaagctccagctccaagcccaacttctgatgctgccatgtttgtaccagcactgtttgcatctgttgtt

gctttggcatctggtttcatcttttgaGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTCCCC 

Tabla 7A. Secuencia del ADN sintético Venus-AGP21 en que se indica la secuencia codificante para la 
proteína fluorescente Venus incluida entre la secuencia que codifica para la vía secretoria (resaltado verde) y 
la secuencia que codifica para el péptido maduro de AGP21 (resaltado naranja), se indica también la 
secuencia del ancla de GPI (resaltado gris). La secuencia incluye los extremos AttB para la recombinación en 
vectores de entrada de Gateway (mayúscula). Se indica la secuencia utilizada para el diseño de los primers 
para sub-clonar la secuencia de Venus-AGP21 (subrayado). 
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Tabla 8A Secuencia clonada de la región promotora del gen que codifica para AGP21. 

TAATGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTcagtcgactggatccggtaccgaattcgcggccgcgactgcag

ccaagcttgctgatttgaccggatcgatctcaaatgagttttcaaaactgcaaaatgagatttcaaaacatatttttgaagaaaagttaactagatttta

atccaaccaatggtccactagatttcaaagttccaacatggaactcattattatgctttggtcggaaaagtgttaaagttttatttttgaatctcactttct

cgttgcggccttgtttaaactacttgctgatctaaaacttaaacggttccttctaattccttaaacgacggagaatttaaattagttaatgagtagtcttta

tgaaaaaatcaaaataaaagagagtgaataattcgaaaacaaaagtaacaaacaaataattcgtatgtttacggtgttagggtccacaaaagcagt

ccagcctcatgcatatgattatgcataattgtatgtttggtatttgtaagcttttccagctattttattttgttatcttcttcttcggtctgtttgatttctttttttg

tatatgattttaaaaagcatgctactgatatactaattcttttcttttgtaattggggtagttggtcattttcatagtttggtgtgaacgttggtatgaacatc

actaatttcaaggaaacactaaaacggctaattgaccctttagtgcaatcagaatagtacataaataaagtaattgtttcttaaagaaaaaaaaattct

tagatagaaggaaaaggagtattctagaatatagttttgatgaaaaatagttctccatataataggtttatttttaattaataaaatatatgtttattgaag

aaaaagaaggaaatgatgcttagtaaatttgcttacaaactaagcaaaatctctataaattaatatttttgtgcgtaaaatattttattaatttataaagat

attaactgataaaagttaatctaagacttgatccactttataatctgtggatccgcgagattactaagtggattaaattctatgattatatttttctaataac

atattaatgtatttgttataatttatgagtgtactctccaaataatagtatatgataaaaaatttttaatacactaaaaaaactatagaattttacttagctca

tctcaatctcatctagagtttggttattaatagtactaagtaatagctaatcttttaaataagtagaataaaaactttttaaatacaccaacaaagttagat

gtaacttcttatcctttgaacaactcatgtgaagtcacaaatacaaaattcattacaatcaaaacaaaaattagtaaaaaacgtttttgtgaggttgga

aagaaaaaaggacagtggttgagaaaaagaagaatgtggtttgggccaagagacagccaatttgccagctgtaaaatctcatacaattgttgtat

aaatagacaataccatccccacaactattatcatcacaacacaaatcaaaacaagaataacaaaatctttctcttataaattcttatttcaagacatca

aaggagaattacggaattcgagctcggtacccggggatcctatggaggcaatgaagatgaagatgatggtgtttattatggttgttgcggtggctt

tctcagctgccacggctgactacaaggatgacgatgacaaggctaccgttgaagctccagctccaagcccaacttctgatgctgccatgtttgta

ccagcactgtttgcatctgttgttgctttggcatctggtttcatcttttgactcgagatatctagaCCCAGCTTTCTTGTAC 

Tabla 8A. Secuencia de la región promotora clonada de 1,5 Kbp río arriba del sitio de inicio de la 
transcripción para el gen AT1G55330 que codifica para AGP21. Se ha resaltado la secuencia de la vía 
secretoria (verde), la secuencia que codifica para el péptido maduro de AGP21 (naranja), el ancla de GPI 
(gris), el motivo de unión a BZR1 E-box: catgtg (azul) y con los extremos AttB para la recombinación en 
vectores de entrada de Gateway (mayúscula). 
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