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INTRODUCCIÓN  

Disponer de mutantes de Arabidopsis thaliana con alteraciones en las rutas de síntesis 

y señalización de las distintas hormonas vegetales ha permitido avanzar, no solo en el estudio 

de las proteínas implicadas en los distintos pasos de estas rutas, si no también en el estudio 

de los procesos fisiológicos y los genes regulados por las mismas.  

En este sentido, una primera aproximación para la identificación de las proteínas 

pertenecientes a estas rutas biosintéticas y de transducción de la señal es la caracterización 

fenotípica de los mutantes en relación con la adición exógena de la hormona 

correspondiente. Así, la reversión del fenotipo en presencia de hormona, podría indicar una 

mutación en el gen que codifica alguna de las enzimas de la ruta biosintética de la hormona, 

mientras que la ausencia de reversión indicaría una alteración de su ruta de transducción.  

En nuestro laboratorio disponemos de diversos mutantes afectados tanto en la ruta de 

síntesis como de señalización de los brasinoesteroides, hormonas vegetales implicadas en 

procesos como la inducción del crecimiento de tallos, diferenciación vascular o germinación 

de las semillas. Dos de ellos, el mutante det2 (deficiente en brasinoesteroides y mutado en el 

gen correspondiente a una 5-α-reductasa de la ruta de síntesis de estas hormonas) y bin2, 

(insensible a brasinoesteroides y mutado en el gen correspondiente a una serina/treonina 

kinasa de la ruta de señalización) presentan fenotipos claramente diferenciables, lo que los 

convierte en unos buenos candidatos para su uso como herramienta docente en el estudio de 

los procesos de señalización hormonal. 

 

OBJETIVOS 

Como objetivo del presente proyecto, nos planteamos acercar a los estudiantes a la 

utilización de los mutantes de A. thaliana como herramientas moleculares para el estudio del 

efecto y mecanismo de acción de las hormonas, así como al manejo de las técnicas más 

habituales a la hora de trabajar con esta especie vegetal.  

Así, cada alumno tratará de identificar, mediante el análisis fenotípico de los 

mutantes creciendo en presencia/ausencia de brasinoesteroides, el tipo de mutación que 

presenta cada una de las plantas, prestando especial atención a aquellas características 

morfológicas relacionadas con esta fitohormona, lo que permitirá además, comprobar los 

efectos de su aplicación exógena en el desarrollo vegetal. 

Por otra parte, para resaltar la importancia del uso de estos mutantes en el estudio 

de la señalización y regulación génica, durante estas prácticas se tratará de mostrar a los 

alumnos la utilidad de los mismos para el análisis de la actividad de promotores. Así, se 



 

 
 

 

generarán plantas transgénicas de A. thaliana con construcciones en las que el promotor de 

distintos genes cuya expresión sea susceptible de ser regulada por brasinoesteroides esté 

fusionada a una proteína reporter, utilizando como fondo genético el mutante det2, 

deficiente en esta hormona. Esto nos permitirá disponer de líneas transgénicas sobre las que 

estudiar la activación de los distintos promotores dependiendo de la presencia o no de la 

citada hormona, que podrán analizarse en los próximos cursos académicos, constituyendo un 

valioso material docente para esta asignatura. 

 

METODOLOGÍA  

Durante las prácticas, a los alumnos se le suministrarán dos lotes de semillas 

“problema” (lote A y lote B), cada uno de ellos correspondiente a uno de los mutantes 

anteriormente citados. Los alumnos tratarán de determinar el fenotipo de las plántulas 

crecidas a partir de cada uno de estos lotes en presencia y ausencia de brasinoesteroides 

(siempre en comparación con plántulas de tipo silvestre) con objeto de identificar cada uno 

de ellos con el mutante al que pertenecen, indicando si se trata de un mutante afectado en 

la síntesis o en la ruta de señalización. Para ello, una vez esterilizadas y estratificadas las 

semillas de arabidopsis se sembrarán en placa con medio MS/Sacarosa, o medio MS/Sacarosa 

con 24-Epibrasinólido (brasinoesteroide comercial) 0,1 µM. y se crecerán durante 5 días, tanto 

en luz como en oscuridad realizando un seguimiento fenotípico de las distintas plantas 

creciendo en las diferentes condiciones. 

Por otra parte, en nuestro laboratorio hemos identificado y clonado los promotores de 

diversos genes que codifican β-galactosidasas de A. thaliana (en concreto de los genes BGAL1, 

-2, -3, -4, -5 y 12) que, en base a estudios bioinformáticos, son susceptibles de responder a 

brasinoesteroides. Dado que disponemos de estos promotores clonados en vectores binarios 

que permiten la expresión in planta de la proteína reporter GUS (β-glucuronidasa) bajo la 

actividad de los mismos e introducidos en Agrobacterium tumefaciens (cepa C58c1 m), en 

esta práctica se pretende que los alumnos generen plantas transgénicas de A. thaliana con 

estas construcciones, utilizando como fondo genético el mutante det2 (deficiente en 

brasinoesteroides). Cada grupo (pareja) de alumnos realizará la infiltración correspondiente a 

una de las construcciones utilizando para ello el método de infiltración in planta, en el que la 

agrobacteria se pone en contacto con los capullos florales de arabidopsis, infectando el tejido 

y produciendo en último término gametos transformados.  

 



 

 
 

 

Por otra parte, para completar estas prácticas y proporcionar a los alumnos una visión 

técnica más completa de los pasos a seguir en el análisis de los promotores, se suministrará a 

los alumnos distintos lotes de semillas transgénicas con los promotores de estos genes BGAL 

fusionados al gen GUS, esta vez realizadas sobre un fondo genético de tipo silvestre y 

obtenidas previamente en nuestro laboratorio. Así, podrán realizar la determinación de 

actividad de estos promotores mediante el ensayo de la β-glucuronidasa sobre plantas de 5 

días crecidas en condiciones normales. 

 

RESULTADOS  

 Una vez sembradas las semillas de cada uno de los lotes problemas, tanto en 

presencia como en ausencia de brasinólido, se procedió a la caracterización fenotípica de las 

plantas en cada uno de los casos.  

 Mediante la comparación de las plantas de tipo silvestre y de los dos mutantes 

creciendo únicamente en medio MS se han podido comprobar alguno de los efectos de los 

brasinoesteroides en el desarrollo. Así, las plantas mutadas, independientemente del tipo de 

mutación, muestran un fenotipo que refleja los procesos en los que estos reguladores del 

crecimiento están implicados. En el caso de las plantas creciendo en condiciones de 

oscuridad, tanto los mutantes pertenecientes al lote A (correspondientes al mutante bin2), 

como los del lote B (mutante det2), presentan hipocotilos más cortos y anchos y los 

cotiledones ligeramente más expandidos que las plantas de tipo silvestre, siendo estas 

características más típicas de plantas no etioladas. Por el contrario, los mutantes creciendo 

con fotoperiodo normal (16 horas de luz/8 de oscuridad), son más pequeños y más verdes que 

los de tipo silvestre. A modo de ejemplo, se muestra una imagen de plantas mutantes y de 

tipo silvestre de 5 días creciendo en condiciones etioladas (figura 1).  

Así, los alumnos han podido constatar el efecto de estas fitohormonas en el 

desarrollo, pudiendo comprobar su implicación en los procesos de elongación de tallos e 

hipocotilos y su relación con los procesos de fotomorfogénesis.  

 



 

 
 

 

 

Figura 1. Plantas de arabidopsis de tipo silvestre (a), del mutante bin2 (b) 

y del mutante det2 (c) crecidas durante 5 días en oscuridad en medio MS. 

En cuanto a la determinación del tipo de mutación que presentan cada uno de los 

lotes de semillas problema, como cabía esperar los correspondientes al lote A (mutante bin2, 

mutado en el gen correspondiente a una serina/treonina kinasa de la ruta de señalización) no 

presentaban una reversión del fenotipo cuando crecen en presencia de la hormona (figura 

2b). Por el contrario, en los mutantes (det2 deficientes en una 5-α-reductasa de la ruta de 

síntesis) si se observa, aunque de forma parcial, una reversión del fenotipo, tal y como puede 

apreciarse en la figura 2c, lo que ha permitido a los alumnos diferenciar entre los mutantes 

insensibles a brasinoesteroides y los deficientes en esta hormona. 

 

Figura 2. Plantas de arabidopsis de tipo silvestre (a), del mutante bin2 

(b) y del mutante det2 (c) crecidas durante 5 días en oscuridad en 

medio MS (a) o en Medio MS suplementado con 24-Epibrasinólido 0,1 µM 

(b y c).  



 

 
 

 

La reversión parcial nos podría indicar una deficiencia en la concentración de 

hormona presente en el medio, siendo necesario ajustar de forma más precisa la 

concentración óptima de brasinólido en estas condiciones concretas, hecho que ha sido 

convenientemente explicado a los alumnos.  

Por otra parte, se ha procedido a la transformación de plantas de arabidopsis del 

mutante det2 utilizando para ello las construcciones correspondientes a los distintos 

promotores de los genes BGAL de las que disponemos en nuestro laboratorio. La 

transformación se ha realizado por el método de infiltración in planta, uno de los métodos 

más comúnmente utilizados al trabajar con esta especie vegetal. Durante la realización de 

esta práctica se ha presentado un problema metodológico derivado de las propias 

características anatómicas de los mutantes utilizados para la transformación. Estos mutantes 

presentan una marcada disminución en la masa radicular, lo que genera que las plantas no se 

fijen al sustrato de forma correcta. No obstante, se pudo resolver este problema y en 

principio se realizó la infiltración de forma correcta, siempre a la espera de la comprobación 

de la inserción del transgén una vez obtenidos los semilleros correspondientes, lo que se 

realizará con la mayor brevedad posible de cara al próximo curso.  

Para finalizar estas prácticas, los alumnos han realizado un análisis de la actividad de 

los promotores de los distintos genes BGAL sobre un fondo genético de tipo silvestre mediante 

el ensayo de la β-glucuronidasa. De esta manera, han podido comprobar la especificidad de 

los mismos en los distintos órganos de las plantas utilizadas. A modo de ejemplo se muestran 

los resultados correspondientes al promotor de los genes (BGAL12) en plántulas etioladas de 5 

días, donde se puede ver una activación específica de este promotor en la base del hipocotilo 

(figura 3a) y en los cotiledones (figuras 3a y 3b).  

 

Figura 3. Actividad del promotor del gen BGAL12 en 

plantas etioladas de 5 días de arabidopsis. 

Estos datos servirán como referencia a la hora de analizar los resultados obtenidos 

con las líneas transgénicas generadas sobre el fondo genético det2 de cara a curso 

posteriores, en los que se utilizaran las líneas obtenidas en estas prácticas.  

 

 



 

 
 

 

CONCRECIÓN DE LOS OBJETIVOS PROPUESTOS 

Mediante estas prácticas se ha iniciado a los alumnos a las técnicas básicas de trabajo 

más comúnmente utilizadas con la planta modelo A. thaliana. Así, han adquirido 

conocimientos técnicos sobre siembra, crecimiento, caracterización fenotípica, 

transformación genética y análisis de proteínas reporter. 

Además, les ha permitido el estudio in vivo de los efectos de los brasinoesteroides en 

el desarrollo vegetal, pudiendo comprobar directamente su acción sobre determinados 

procesos, como la elongación o la fotomorfogénesis y se han familiarizado con el empleo de 

mutantes en estudios de los mecanismos de síntesis y transducción de las fitohormonas. De 

esta forma los alumnos han completado los conocimientos adquiridos mediante la docencia 

teórica y han tenido acceso a la metodología básica para el análisis de la actividad de los 

promotores y los mecanismos de acción hormonal. Asimismo, los alumnos han adquirido 

experiencia en la resolución de problemas asociados al seguimiento de protocolos 

experimentales y en la discusión e interpretación de los resultados obtenidos. 

Por otra parte, una vez comprobada su correcta transformación, las líneas 

transgénicas realizadas sobre el fondo genético del mutante det2 obtenidas durante el 

presente curso podrán ser analizadas en cursos posteriores, incorporándose tanto a estas 

prácticas como a las correspondientes a otras asignaturas de grado o postgrado.  

 

 

RESUMEN DE GASTOS*         

Financiación concedida: 300,00 € 

Subtotal Total 

24-Epibrasinólido. Sigma Aldrich. (Brasinoesteroide comercial)  240,55 € 

Medio MS. Duchefa. (Medio de cultivo de arabidopsis)   38,24 € 

Guantes látex. Naturflex. (Manipulación de medios y plantas)  19,83 € 

                    298,62 € 

*Las facturas originales han sido remitidas al Vicerrectorado de Política Académica 
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