
i 
 

 

        
 

UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLÁS DE HIDALGO 

 

FACULTAD DE BIOLOGÍA 

PROGRAMA INSTITUCIONAL DE MAESTRÍA EN CIENCIAS BIOLÓGICAS 

 

 

“Participación del gen CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE 1 en la regulación del 

crecimiento de la raíz y las respuestas a auxinas y etileno en Arabidopsis thaliana” 

 

Tesis que presenta: 

 

BIÓLOGO ALEJANDRO MÉNDEZ BRAVO 

 

Para obtener el título de Maestro en Ciencias Biológicas 

 

 

Directores de tesis: 

Doctor en Ciencias Miguel Martínez Trujillo 

 

Doctor en Ciencias José López Bucio 

 

 

Morelia Michoacán, Junio de 2015 

  



ii 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Esta tesis está dedicada de manera particular a Ana María, mi 
compañera de viaje;  motivo e inspiración para lo que hago y 

aquello que aspiro ser… 



iii 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El presente trabajo de investigación se 
realizó en el Laboratorio de Genética y 
Microbiología de la Facultad de 
Biología y en el Laboratorio de Biología 
del Desarrollo Vegetal del Instituto de 
Investigaciones Químico Biológicas; 
bajo la dirección del D.C. Miguel 
Martínez Trujillo y del D.C. José López 
Bucio. Para su realización se contó con 
apoyo del Consejo Nacional de Ciencia 
y tecnología con el número de becario 
286271.

 



iv 
 

AGRADECIMIENTOS 
 

 
Al D.C. Miguel Martínez Trujillo por fungir como director de este trabajo y todo el 
tiempo y apoyo brindados durante la realización del mismo.  
 
Al D.C. José López Bucio por fungir como co-asesor del presente, y especialmente 
por tantos años de infinita paciencia,  enseñanzas,  y su siempre incondicional y 
desinteresado apoyo. 
 

Al D.C. León Francisco Ruíz Herrera por todo el apoyo brindado en el desarrollo 

del proyecto de investigación, y por las incalculables horas de análisis por 

microscopía. 

 
Al comité sinodal a cargo de la evaluación del presente, compuesto por los D.C. 
Ernesto García Pineda, Eduardo Valencia Cantero y Randy Ortiz Castro; por  sus 
críticas, aportes y comentarios realizados a lo largo de estos dos años de trabajo. 
 
Al colegio de profesores del Programa Institucional de Maestría en Ciencias 
Biológicas por haber contribuido a mi educación; y al personal administrativo del 
mismo, por  la paciencia y disposición mostrados en este proceso.   
 
A mis compañeros del laboratorio  por  su apoyo,  su ayuda  y por todo el tiempo  y 
experiencias compartidas, ya sean de índole académica o personal. 
 

A mis amigos del alma, a los cuales no necesito mencionar pues reconocerán 

dentro de ellos el cariño y la afinidad; por permitirme compartir con ustedes este 

inevitable proceso de crecer. 

 

A mis padres, Francisco y María Teresa, a  mis hermanos Arturo, Lucía, Alfonso y 

Teresita, a mis sobrinos Pablo, Ana Elisa, Inés y Valeria, y a Ana María; por todo 

el amor y  apoyo incondicionales, y por ser el regalo más grande y valioso que la 

vida podrá darme alguna vez. Sin ustedes no sería ni una pequeña fracción de la 

persona que soy.  

 
          



v 
 

CONTENIDO 

1. INTRODUCCIÓN ................................................................................................ 1 

2. ANTECEDENTES ............................................................................................... 2 

2.1. Arabidopsis thaliana, modelo biológico ......................................................... 2 

2.2. El sistema radicular de A. thaliana ................................................................ 2 

2.3. El meristemo apical de la raíz primaria ......................................................... 3 

2.4. Las auxinas ................................................................................................... 4 

2.4.1. Biosíntesis y transporte .......................................................................... 5 

2.4.2. Señalización ........................................................................................... 7 

2.4.3. Las auxinas en el desarrollo de la raíz primaria ..................................... 7 

2.5. El etileno ..................................................................................................... 10 

2.5.1. Biosíntesis ............................................................................................ 10 

2.5.2. Señalización ......................................................................................... 10 

2.5.3. El etileno en el desarrollo de la raíz primaria ....................................... 11 

2.6. Interacción etileno-auxinas en el desarrollo de la raíz primaria .................. 15 

3. JUSTIFICACIÓN ............................................................................................... 18 

4. HIPÓTESIS ....................................................................................................... 18 

5. OBJETIVOS ...................................................................................................... 19 

5.1. Objetivo general .......................................................................................... 19 

5.2. Objetivos particulares ................................................................................. 19 

6. MATERIAL Y MÉTODOS ................................................................................. 20 

6.1. Material vegetal .......................................................................................... 20 

6.2. Condiciones de crecimiento ........................................................................ 20 

6.3. Elaboración de cruzas entre líneas mutantes y  transgénicas reporteras ... 21 

6.4. Microscopía confocal .................................................................................. 22 

6.5. Variables analizadas ................................................................................... 23 

7. RESULTADOS .................................................................................................. 25 

7.1. Las auxinas y el etileno tienen un efecto diferencial en la elongación de la 

raíz primaria y la zona meristemática. CTR1 regula positivamente este carácter

 ........................................................................................................................... 25 

7.2. El etileno y las auxinas inducen la expresión ectópica del reportero de 

respuesta a auxinas DR5:GFP. ctr1-1 muestra una inducción basal de la 

expresión del mismo .......................................................................................... 27 

7.3. El bloqueo del transporte polar inducido por el NPA, induce la acumulación 

de auxinas en el meristemo de la raíz primaria y la expresión ectópica del 

reportero DR5:GFP, de manera similar al patrón mostrado por ctr1-1 .............. 28 

7.4. La adición de ACC y AIA induce la expresión del exportador de auxinas 

PIN1. CTR1 es un regulador positivo de la expresión de dicho componente .... 29 



vi 
 

7.5. La adición de ACC y AIA induce la expresión de PIN2. CTR1 es un 

regulador negativo del mismo ............................................................................ 31 

7.6. El ACC tiene un efecto represor y el AIA inductor, de la expresión del factor 

de transcripción PLT1 en el meristemo. CTR1 es un regulador positivo del 

mismo ................................................................................................................ 33 

7.7. El etileno induce las divisiones en el centro quiescente de manera 

independiente al aumento de actividad auxínica en el meristemo. CTR1 regula 

de manera positiva la identidad del centro quiescente ...................................... 36 

8. DISCUSIÓN ...................................................................................................... 39 

9. REFERENCIAS ................................................................................................. 46 

10. ANEXO 1 ......................................................................................................... 51 

 

 

 

 

  



vii 
 

ÍNDICE DE FIGURAS 

 

Figura 1. Morfología y anatomía de la raíz primaria de A. thaliana. ....................... 3 

Figura 2. El transporte polar de AIA. Máximo de auxinas. ...................................... 7 

Figura 3. La triple respuesta y el efecto inhibitorio del etileno en la elongación de 

la raíz primaria de A.thaliana.. ............................................................................... 13 

Figura 4. Efecto de las mutaciones en las rutas de síntesis o señalización de 

etileno en la elongación de la raíz primaria. Morfología de la zona apical de la raíz..

 .............................................................................................................................. 14 

Figura 5. Efecto de mutaciones en las rutas de síntesis o señalización de etileno 

en la actividad meristemática.. .............................................................................. 15 

Figura 6. Efecto de mutaciones en la síntesis y señalización del etileno en la 

expresión del marcador de respuesta a auxinas DR5:uidA.. ................................. 17 

Figura 7. Efecto del ACC y AIA en la elongación de la raíz primaria. ................... 25 

Figura 8. Efecto del etileno y de las auxinas en el tamaño del meristemo de la raíz 

primaria. Comparación con ctr1.. .......................................................................... 26 

Figura 9. Efecto del etileno en la expresión de los reporteros de respuesta a 

auxinas DR5:GFP y DII-VENUS:YFP.. .................................................................. 27 

Figura 10. Efecto de la adición de AIA en la expresión de DR5:GFP. Comparación 

con  ctr1/DR5:GFP.. .............................................................................................. 28 

Figura 11. Efecto del bloqueo del transporte polar de AIA en la expresión de 

DR5:GFP. Comparación con ctr1/DR5:GFP.. ....................................................... 29 

Figura 12. Efecto del etileno en la expresión del reportero de transporte de AIA 

PIN1:GFP. Comparación con ctr1/PIN1:GFP.. ...................................................... 30 

Figura 13. Efecto de la adición de AIA en la expresión de PIN1:GFP. Comparación 

con ctr1/PIN1:GFP. ............................................................................................... 31 

Figura 14. Efecto del etileno en la expresión del reportero de transporte de AIA 

PIN2:GFP. Comparación con ctr1/PIN2:GFP.. ...................................................... 32 

Figura 15. Efecto de la adición de AIA en la expresión de PIN2:GFP. Comparación 

con ctr1/PIN2:GFP.. .............................................................................................. 33 

Figura 16. Efecto del etileno en la expresión del reportero del factor de 

transcripción de identidad meristemática PLT1:GFP. Comparación con 

ctr1/PLT1:GFP.. .................................................................................................... 34 

Figura 17. Efecto de la adición de AIA en la expresión de PLT1:GFP. 

Comparación con ctr1/PLT1:GFP.. ....................................................................... 35 

Figura 18. Expresión de PLT1:GFP a lo largo de una cinética. Comparación con 

ctr1/PLT1:GFP.. .................................................................................................... 36 

Figura 19. Efecto del etileno en los eventos de división del centro quiescente. ... 37 

Figura 20. Efecto de la adición de AIA en la expresión de WOX5:GFP.. ............. 38 

Figura 21. Expresión de WOX5:GFP a lo largo de una cinética. Comparación con 

ctr1/WOX5:GFP. ................................................................................................... 38 

file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967656
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967657
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967658
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967658
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967659
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967659
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967659
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967660
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967660
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967661
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967661
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967662
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967663
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967663
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967664
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967664
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967665
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967665
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967666
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967666
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967667
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967667
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967668
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967668
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967669
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967669
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967670
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967670
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967671
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967671
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967671
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967672
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967672
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967673
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967673
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967674
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967675
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967676
file:///C:/Users/AMB/Entorno%20de%20red/Desktop/tesis%20maestría.docx%23_Toc416967676


viii 
 

Figura 22. Modelo propuesto para el papel regulatorio de CTR1 sobre elementos 

de transporte de auxinas y la manutención del meristemo de la raíz primaria….. 45 

  



ix 
 

RESUMEN 
 

 La raíz primaria es importante para las plantas, pues representa la fuente 

de las células que conformarán todos los órganos del sistema radicular. Su 

crecimiento es una función de la actividad mitótica en una región llamada 

meristemo e involucra un conjunto de eventos de señalización que convergen en 

un grupo celular llamado nicho de células iniciales y una pequeña población de 

células llamadas centro quiescente al interior del mismo. Las células iniciales 

tienen un origen embrionario y poseen la característica común de permanecer 

indiferenciadas y la de  dividirse ocasionalmente de manera estereotipada para 

originar las células que posteriormente formarán los diversos tejidos de la raíz.  

 

La actividad meristemática está controlada por varios fitoreguladores, de entre los 

cuales, las auxinas han sido los más estudiados. La síntesis foliar de auxinas, el 

transporte de las mismas desde los órganos aéreos hacia la raíz, así como la 

síntesis en el meristemo de la raíz primaria; están implicadas en la formación de 

un gradiente de concentración llamado máximo de auxinas  del meristemo, que 

regula la expresión de un conjunto de factores de transcripción que a su vez 

mantienen indiferenciadas al centro quiescente y a las células iniciales. El etileno 

es otro regulador implicado en este proceso, y el papel que desempeña involucra 

una interacción con las rutas de síntesis y señalización de auxinas. Además se le 

ha atribuido previamente una participación en la regulación de la elongación 

celular, sin que hasta la fecha se le haya vinculado con el programa de regulación 

de la actividad mitótica. 

 

En este trabajo, mediante una estrategia genética en la planta modelo Arabidopsis 

thaliana, que implica el uso de líneas transgénicas reporteras del transporte y 

respuesta a auxinas y de factores de transcripción esenciales para la regulación 

del mantenimiento y la actividad del nicho de células iniciales, se muestra que el 

etileno afecta la actividad mitótica en el meristemo inhibiendo la expresión del 

factor de transcripción PLETHORA 1 (PLT1). Además se analizó el papel de una 

proteína cinasa que actúa como regulador de la ruta de señalización del etileno 

llamada CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE 1 (CTR1) en dicho proceso, y se 

encontró que esta regula diferencialmente la expresión de los transportadores de 

auxinas PIN FORMED (PIN1 y PIN2). Los factores de transcripción WUSCHEL-

related homeobox 5 (WOX5) y PLT1 están regulados de manera positiva por 

CTR1. Estos resultados indican que CTR1  juega un papel esencial en la 

regulación de la interacción etileno-auxinas y afecta de manera importante la 

identidad y actividad meristemática. 

 

Palabras clave: Raíz primaria, Meristemo, Etileno, Auxinas, Regulación genética. 
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ABSTRACT 
 

 Primary root is important for terrestrial plants as it represents the source for 

the cells that ultimately form the organs comprising the root system. Its growth is a 

function of the mitotic activity in a region in its tip called meristem, and involves 

diverse signaling events that converge in a group of cells called stem cell niche 

and a small population of cells within it known as quiescent center. Plant stem 

cells, also called initials, have an embryonic origin and possess the common 

characteristic of keeping an undifferentiated fate during the entire life cycle. These 

cells divide occasionally in a stereotyped manner, giving rise to the cells that will 

later elongate and differentiate, forming all the root tissues. 

 

Meristem activity is controlled by many plant growth regulators from which auxins 

are the most studied. Auxin indole-3 acetic acid (IAA) foliar synthesis, its transport 

from aerial organs to the root as well as its synthesis and local transport in the 

primary root meristem, are all implied in the establishment of an auxin gradient 

known as auxin maxima that regulates the expression of several transcription 

factors which in turn, maintain the stem cell niche undifferentiated, and thus its 

activity. Ethylene has also been demonstrated to participate in primary root growth 

as it regulates cell elongation. Its activity occurs largely, via an interaction with 

auxin synthesis and signaling pathways. However, a role for ethylene in the 

regulation of meristem activity by itself has not yet been demonstrated. 

 

Using the model plant Arabidopsis thaliana and a genetic approach that implies the 

use of transgenic reporter lines for auxin transport and response as well as for 

transcription factors required for meristem maintenance and activity; we show that 

ethylene affects mitotic activity trough the inhibition in the expression of the 

transcription factor PLETHORA 1 (PLT1). We also analyzed the role of an ethylene 

signaling key regulator, a protein kinase called CONSTITUTIVE TRIPLE 

RESPONSE 1 (CTR1) in this process, and found that it differentially regulates the 

expression of auxin transporters PIN FORMED (PIN1 and PIN2) affecting the 

maxima distribution. Furthermore, we show that WUSCHEL-related homeobox 5 

(WOX5) and PLT1 transcription factors are up-regulated by CTR1, indicating that it 

plays an essential role in ethylene-auxin interaction, and thus, represents an 

indispensable genetic element for root meristem maintenance.  

 Key Words: Primary root, Meristem, Ethylene, Auxins, Genetic regulation. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

A lo largo de su ciclo de vida, las plantas  están expuestas a una serie de 

factores ambientales altamente variables. Para poder adaptarse a dichas 

condiciones, desarrollaron un mecanismo que funciona a través de la biosíntesis 

de un grupo de compuestos biológicamente activos en bajas concentraciones; que 

regulan cascadas de señalización y que modifican en última instancia la expresión 

de genes. Estas son conocidas en conjunto como fitoreguladores.  

 

El sistema radicular es importante para las plantas terrestres pues les brinda 

anclaje al suelo y participa en la adquisición de agua y nutrientes. De sus 

componentes, la raíz primaria es la primera estructura formada después de la 

germinación y debido a la actividad mitótica en una región en su ápice llamada 

meristemo, representa  la fuente celular que abastece su crecimiento y la posterior 

formación del resto de órganos; a cuyo conjunto y forma conocemos como 

arquitectura de la raíz. 

 

De los fitoreguladores implicados en el desarrollo de la raíz primaria, el etileno y 

las auxinas tienen un papel importante. Tanto los componentes genéticos de las 

rutas de síntesis y señalización para los dos compuestos, así como algunos de los 

aspectos del  desarrollo que controlan, han sido ampliamente estudiados en la 

planta modelo Arabidopsis thaliana. Ha resultado evidente con estos trabajos, que 

hay elementos de dichas rutas que convergen con los del otro regulador en 

diferentes puntos, y que algunos de los respectivos efectos del etileno y las 

auxinas sobre la raíz primaria, ocurren por medio de una constante interacción. A 

la fecha, muchos intermediarios genéticos de ésta, así como los mecanismos por 

los que actúan están bajo investigación. Uno de estos elementos es la proteína 

CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE 1 (CTR1), cuya expresión regula de manera 

negativa la señalización del etileno y ha sido implicada en el control del programa 

de elongación celular, promoviendo la síntesis de ácido indol-3-acético (AIA, 

Stepanova et al., 2005).  

 

Partiendo de la caracterización fenotípica de la raíz primaria de ctr1 y otras 

mutantes de A. thaliana afectadas en las rutas de síntesis y señalización de 

etileno, este trabajo pretende generar nueva información respecto a la regulación 

por parte de CTR1, de algunos de los componentes auxínicos de la interacción 

que participan en  las respuestas de la raíz primaria al etileno; específicamente en 

la manutención de la actividad mitótica en su región meristemática.    
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2. ANTECEDENTES 
 

De manera general en los organismos animales, el desarrollo embrionario 

completa la organogénesis por medio de divisiones de un grupo de células 

conocidas como madre o troncales. Las células originadas posteriormente limitan 

su actividad en función de la homeostasis, mantenimiento y regeneración de 

ciertos tejidos. Las plantas exhiben una estrategia alterna, en la cual la 

organogénesis es la base de los cambios morfológicos durante el desarrollo post 

embrionario (Nawy et al., 2005). Por esta razón el desarrollo vegetal es conocido 

como indeterminado. 

2.1. Arabidopsis thaliana, modelo biológico 

A. thaliana (familia Brassicaceae) reúne características que la constituyen como 

un excelente modelo biológico para el estudio de la genética de las plantas y su 

significado  biológico. Tiene un ciclo de vida corto, talla manipulable y una prolífica 

producción de semillas, así como una organización celular relativamente simple 

(Malamy, 2005). Están secuenciadas 115 de las 125 Mb que componen su 

genoma, organizado en aproximadamente 25, 498 genes y 5 cromosomas bien 

caracterizados (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000).  

 

Los trabajos desarrollados con ella  han llevado a la identificación de la función de 

numerosos genes, y además de la extensa colección de mutantes resultante, es 

altamente eficiente en diversas técnicas de transformación genética; por lo que las 

posibilidades para su estudio se vuelven cada vez más amplias y virtualmente 

ilimitadas. Por todo esto, representa un excelente organismo  para estudiar los 

procesos biológicos del desarrollo vegetal. 

2.2. El sistema radicular de A. thaliana  

El  sistema radicular de Arabidopsis es pivotante, compuesto de una raíz primaria 

de origen embrionario y una serie de ramificaciones secundarias que surgen del 

periciclo de ésta, conocidas como raíces laterales o bien; a partir  del tallo u otros 

tejidos aéreos, denominadas raíces adventicias. La raíz primaria tiene en su parte 

más distal o ápice, una región con un índice mitótico alto; el meristemo, que 

origina a las células que componen sus diferentes tejidos. Como se analizará con 

más detalle en el subtema siguiente, la actividad del meristemo subyace en un 

grupo celular llamado nicho de células iniciales.  

 

Las células originadas por divisiones mitóticas a partir de las iniciales, se dividen 

en rondas posteriores y mientras esta actividad permanezca intacta, son 

constantemente desplazadas cada vez más lejos del nicho; de manera que la 

probabcilidad de que se dividan nuevamente cesa de manera paulatina. Esta 
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región es conocida como el dominio proliferativo del meristemo. Al salir de esta 

zona, comienzan a aumentar, lenta y progresivamente de tamaño, formando una 

región conocida como zona de transición o dominio de transición del meristemo. 

Esta migración continúa hacia la zona de elongación, donde crecen rápidamente 

hasta obtener un tamaño aproximadamente 10-20 veces mayor que aquel de las 

células en la zona meristemática que está caracterizado por la formación de una 

vacuola central (Ivanov y Dubrovsky, 2013). Una vez que alcanzaron su tamaño 

final, pasan a  conformar una nueva sección llamada zona de diferenciación donde 

adquieren las funciones específicas del tejido que componen. Esta región se 

vuelve evidente por la formación en la epidermis de pelos radiculares, estructuras 

que amplían la superficie de contacto con el suelo y optimizan la captación de 

agua y nutrientes (Scheres et al., 2002; Smalle y Van der Straeten, 1997; Dolan et 

al., 1993). En la Figura 1  se muestra un acercamiento que evidencia estas zonas 

(A) y un corte longitudinal de una raíz primaria mostrando su disposición tisular 

(B). 

 

 
Figura 1. Morfología y anatomía de la raíz primaria de A. thaliana. (A) Fotografía de la parte 
apical de la raíz primaria, (B) Corte longitudinal mostrando las diferentes zonas de la raíz: ZM 
zona meristemática, ZT zona de transición, ZE zona de elongación y ZD zona de diferenciación; 
y la disposición tisular de la misma. Barra de escala para (A) y (B)= 100 μm. (C) Acercamiento 
del nicho de células iniciales del meristemo de la raíz primaria y los tipos celulares que lo 
componen. 

2.3. El meristemo apical de la raíz primaria 

El desarrollo de la raíz primaria como ya se mencionó, está en función de la 

actividad mitótica en su meristemo, que se mantiene gracias a una población o 

nicho de “células madre”, conocidas en plantas como (y las llamaremos en 

adelante) células iniciales. Tanto las células iniciales como las células madre de 
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animales tienen como característica común, la capacidad de auto renovación y la 

ausencia de diferenciación celular a lo largo del ciclo de vida.   

 

El nicho de células iniciales del meristemo apical de la raíz primaria de A. thaliana, 

está compuesto por un grupo central de 4 a 7 células llamado centro quiescente; 

rodeado de 4 diferentes tipos de células iniciales (Scheres et al., 2002). A 

diferencia de estas últimas, el centro quiescente tiene un índice mitótico bajo y sus 

funciones son auto regenerarse y regenerar a las células iniciales que pudiesen 

dañarse durante el crecimiento (Beemster y Baskin, 1998). Experimentos 

mediante la eliminación del centro quiescente con láser, demostraron que se 

generan en él, señales celulares inductoras de la indiferenciación de las células 

iniciales (Ortega et al., 2007). Estas últimas se ubican de manera particular 

respecto al centro quiescente, según la direccionalidad correspondiente del tejido 

que originarán. En un corte longitudinal como el de la Figura 1, (C) se observa que 

en su parte superior se localizan 6 ó 7 iniciales de la estela, cuyo patrón de 

división es periclinal (paralelo respecto al plano de crecimiento de ésta), dando 

origen a dos células hijas por inicial. Aquella en contacto con el centro quiescente 

mantiene la identidad original.  

 

Las células ubicadas en la parte central del centro quiescente dan origen a los 

haces vasculares, mientras que las ubicadas hacia los extremos realizan una 

división anticlinal adicional que origina el periciclo. A ambos lados, en la parte 

superior, dos iniciales forman el cortex y la endodermis mediante divisiones 

anticlinales. A ambos lados en la parte inferior, se encuentran las iniciales de la 

epidermis y de la cofia, que se dividen primero periclinalmente; la célula hija que 

no conserva identidad de inicial formará la cofia y la nueva inicial sufre otra 

división, esta vez anticlinal, renovando su identidad y dando origen a la primera 

célula que formará la epidermis (Overvoorde et al., 2010; Bitonti y Chiappetta, 

2011). Dada la importancia que tiene el meristemo para la raíz primaria, el 

mantenimiento del nicho de células iniciales requiere un estricto control, regulado 

como se analizará más adelante, por las auxinas y por el etileno.  

2.4. Las auxinas 

Las auxinas conforman un amplio grupo de sustancias, de las cuales el ácido 

indol-3-acético (AIA) es la más abundante y fisiológicamente relevante en plantas. 

Su molécula consiste de un grupo indol (compuesto por un anillo aromático unido 

a un anillo pirrólico) y un grupo carboxilo que le otorga una carga negativa, en su 

carbono tres. 
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2.4.1. Biosíntesis y transporte 

Hay dos clases de rutas de síntesis de AIA en plantas, una con el aminoácido 

triptófano (Trp) como precursor, y otra independiente de éste. De aquellas 

dependientes de Trp, se conocen cuatro, con intermediarios químicos diferentes.  

Aunque estas últimas convergen en diferentes pasos enzimáticos, la más común y 

fisiológicamente activa es la ruta del ácido indol-3-pirúvico (AIP).   

 

Un primer paso enzimático mediado por la Trp trans-aminasa cataliza la 

separación del grupo amina del Trp para formar AIP. Posteriormente, una AIP 

descarboxilasa genera indol-3-acetaldehído (IAId), que en última instancia es 

oxidado por la IAId deshidrogenasa para producir AIA (Taiz y Zeiger, 2002, Saini 

et al., 2013). La síntesis de AIA está asociada con todos los eventos del desarrollo 

vegetal pero es mayor en meristemos y tejidos aéreos en crecimiento, semillas en 

proceso de germinación, así como en los meristemos, incluido el de la raíz 

primaria. En esta última, se tiene evidencia de un sitio de síntesis en el nicho de 

células iniciales, así como en la columela (Ikeda et al., 2009, Casimiro et al., 

2001).   

 

La actividad auxínica depende de su concentración celular y tisular, por lo que 

posterior al proceso biosintético, se requiere un mecanismo para la formación de 

gradientes, que pueda satisfacer esta condición. Hay  dos tipos de transporte de 

auxinas. El primero es pasivo y ocurre a través del floema, donde el AIA producido 

en la parte aérea de la planta puede viajar en solución, a distancias relativamente 

largas. El AIA es un ácido débil (pka= 4.75)  y en el apoplasto de los tejidos donde 

se deposita, que es relativamente ácido (pH=5), se encuentra tanto en forma 

protonada (IAAH) como disociada (AIA- + H+). El IAAH puede difundir a través de 

las membranas celulares bajo gradientes de concentración, y en el citosol con un 

pH cercano al 7, se disocia casi en su totalidad. Debido a que el AIA-  no puede 

salir pasivamente, tiende a acumularse en las células, induciendo las respectivas 

respuestas fisiológicas.  

 

En procesos demandantes de concentraciones elevadas de AIA o que ocurren a 

distancias cortas respecto a otros sitios de síntesis, donde los gradientes 

necesitan formarse frecuentemente en dirección opuesta a la atracción 

gravitatoria, la difusión de AIAH proveniente de los órganos aéreos de la planta 

resulta insuficiente, por lo que la síntesis localizada aporta cantidades adicionales 

de auxinas. Otro tipo de transporte es llamado polar, pues añade el aspecto de 

direccionalidad, e involucra la actividad de dos clases de permeasas co-

transportadoras de protones que utilizan el gradiente electroquímico formado a 

través de la membrana plasmática como fuente de energía. La primera clase está 

constituida por las proteínas importadoras de AIA-  del medio extracelular, como 
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AUX1 y LAX, cuya localización en la membrana celular es uniforme en toda la 

célula;  la segunda está compuesta por un  conjunto de proteínas, exportadoras 

del AIA- del citosol, de las cuales las mejor caracterizadas son las proteínas PIN-

FORMED. Estas últimas son codificadas por una familia de 8 genes,  de los cuales 

5 (PIN1, 2, 3, 4 y 7) tienen actividad en la raíz. La expresión de algunos de estos 

elementos es específica en ciertos tejidos, mientras que en otros muestran 

actividad redundante, y su localización en la membrana celular es diferencial 

respecto a los planos apical-basal y lateral de las células, dando origen a un flujo 

auxínico con un patrón multidireccional, esquematizado en la Figura 2 (A) (Křeček 

et al., 2009).  

 

El transporte polar es un proceso sofisticado e involucra la participación de toda 

una maquinaria genética que regula la formación de complejos entre las PIN y 

otras proteínas, como los transportadores ABCB/PGP´s, y otras, involucradas en 

el transporte vesicular de dichos elementos desde los sitios intracelulares de 

síntesis, así como la  correcta localización de éstos en la membrana celular 

(proceso en el cual la proteína GNOM es importante) y la posterior degradación de 

las mismas (Nagashima et al., 2008; Kleine-Vehn et al., 2008; Grunewald y Friml, 

2010).  

 

Además de la acumulación de AIA en el citosol, la traducción de las proteínas PIN 

está regulada por diversos factores ambientales, así como por la interacción con 

vías de señalización de otros fitoreguladores. Entre los intermediarios moleculares 

que acoplan estas señales, se conoce la actividad de cascadas accesorias de 

señalización compuestas por un grupo de proteínas, conocidas como MAP 

cinasas (MAPK´s) (Dai et al., 2006).  
 

En particular para el meristemo de  la raíz primaria, PIN1 se expresa en la estela y 

endodermis y su localización basal en estas células crea un flujo de  AIA- en 

dirección basipétala (hacia la punta de la raíz). PIN2 por su parte se expresa en el 

cortex (en posición basal) y epidermis (posición apical y lateral) y crea un flujo 

bidireccional. En conjunto, la expresión de estos dos transportadores permite 

localizar el transporte polar de auxinas abarcando todo el ancho de la zona 

meristemática. 
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Figura 2. El transporte polar de AIA. Máximo de auxinas. (A) Dirección del flujo polar de AIA- 

dado por los patrones de expresión y  localización sub-celular de las proteínas exportadoras PIN1, 

2, 3, 4 y 7, representado por  flechas negras, verdes, azules y rojas. (B) Fotografía obtenida por 

microscopía confocal,  de la expresión del  reportero de actividad auxínica DR5:GFP, en verde, en 

una planta con fondo genético Col-0, mostrando el máximo de auxinas  a los 7 d.d.g.; en rojo se 

muestran las paredes celulares teñidas con ioduro de propidio. Aumento= 60X 

 

2.4.2. Señalización      

Cuando la concentración intracelular de AIA alcanza determinado nivel, sus 

moléculas se acoplan con las del receptor TIR1, que corresponde  al elemento de 

reconocimiento de un complejo proteínico de ligasas de ubiquitina tipo SCF, 

asociado a la membrana nuclear. Una vez activado el complejo, las proteínas 

AUX/IAA ubicadas corriente abajo en la ruta, son marcadas para proteólisis y su 

degradación induce la traducción de diversos factores de transcripción llamados 

elementos de respuesta a auxinas (ERA), que finalmente controlan la expresión 

específica de genes responsables de los efectos fisiológicos respectivos. Tanto el 

complejo que incluye al receptor como las proteínas AUX/IAA, funcionan como 

reguladores negativos de la ruta.  

 

2.4.3. Las auxinas en el desarrollo de la raíz primaria 

En concentraciones bajas, el AIA tiene un efecto promotor de la elongación de la 

raíz primaria, así como de la formación de raíces laterales. De manera dosis 

dependiente, el aumento de la concentración inhibe la elongación y promueve el 
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desarrollo de pelos radiculares y raíces laterales. Un gradiente auxínico en la zona 

meristemática y de elongación de la raíz primaria, conocido como máximo de 

auxinas, puede ser evidenciado en la Figura 2, (B) por el patrón de expresión de 

un elemento sintético de respuesta a auxinas llamado DR5 fusionado al  transgen 

reportero que codifica para la proteína verde fluorescente en plantas con genotipo 

silvestre Col-0 y sin aplicación exógena del regulador. La formación de este 

gradiente está mediada tanto por la síntesis como por el transporte polar de AIA y 

constituye un elemento regulatorio de la expresión de diferentes elementos de 

respuesta a auxinas; necesarios para la conservación de la identidad del nicho de 

células iniciales (Woodward y Bartel, 2005).  

 

La correcta distribución de la expresión así como de la localización membranal de 

las proteínas exportadoras PIN, es necesaria para la formación del máximo de 

auxinas. Las líneas mutantes con pérdida de función de uno o más de estos 

elementos muestran alteraciones en el fenotipo de la raíz primaria, incluyendo las 

respuestas al estímulo gravitrópico y al regulador etileno (Blilou et al., 2005). De la 

misma manera, la adición exógena de ácido naftiltalámico (NPA), que interfiere 

con el transporte vesicular y con la actividad de proteínas necesarias para la 

correcta localización membranal de las proteínas PIN, provoca una acumulación 

auxínica en las zonas meristemática y de elongación afectando el crecimiento y la 

respuesta al estímulo gravitrópico (Bandyopadhyay et al., 2007; Titapiwatanakun y 

Murphy, 2009). 

 

Una proteína de respuesta a auxinas llamada WOX5, cuya transcripción ocurre 

específicamente en el centro quiescente, forma parte de un complejo de factores 

necesarios para la funcionalidad del mismo. Está codificada por un gen homeótico 

y es miembro de una familia genética que posee una secuencia de 180 pares de 

bases altamente conservada en eucariontes. Los factores de transcripción de 60-

70 aminoácidos codificados por éstos, participan en la formación y organización de 

los patrones de división celular implicados en la morfogénesis. WOX5 puede ser 

utilizado como un reportero de la identidad del centro quiescente. En el resto de 

células del nicho, la expresión genética está estrictamente regulada por otros 

elementos de respuesta a auxinas, como ARF10 y ARF16 (Ding y Friml, 2010). Si 

bien WOX5  no se expresa en el resto del nicho, funciona como una señal celular 

no autónoma, es decir, que migra vía apoplasto a éstas, donde regula la expresión 

de genes necesarios para mantener el estado indiferenciado. La mutante con 

pérdida de función de WOX5 (wox5-1), tiene un centro quiescente con menos 

células que presentan mayor tamaño, y la raíz muestra diferenciación ectópica en 

las iniciales de la columela, misma que sucede en el resto del nicho de células 

iniciales y conlleva a la terminación del crecimiento en tiempos tempranos (Sarkar 
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et al., 2007). La expresión de WOX5 se reprime en respuesta al bloqueo del 

transporte polar de auxinas mediante tratamientos con NPA (Ding y Friml, 2010). 

 

Otros elementos de respuesta a auxinas están codificados por 4 genes llamados 

PLETHORA (PLT), éstos se localizan corriente abajo de WOX5, y participan en la 

manutención de la identidad del centro quiescente y del nicho de células iniciales 

(Ding y Friml, 2010). Su expresión ocurre en todo el meristemo y regula de manera 

dosis dependiente la expresión de la proteína CICLINA B1 (CycB1), que induce la 

transición de las fases G2 a M del ciclo celular, así como otras ciclinas y cinasas 

dependientes de éstas (Chapman y Stele, 2009; Saini et al., 2013). Las proteínas 

PLT forman parte de la  familia de factores de transcripción APETALA 2 (AP2), 

caracterizada por dos subunidades: un elemento YRG de aprox. 20 aminoácidos 

hidrofílico en el extremo N y un elemento RAYD del cual 18 aminoácidos forman 

una hélice alfa anfipática de unión a ADN (Saleh y Pagés, 2003).  

 

Mutantes individuales con pérdida de función de PLT (plt1, plt2, plt3 y plt4) 

muestran una inhibición moderada en la elongación de la raíz primaria, diferentes 

grados de inducción de la división de centro quiescente y de la represión de la 

actividad mitótica en el meristemo, así como alteraciones en los respectivos 

tamaños de éstos. Además exhiben eventos de diferenciación ectópicos en las 

iniciales de la columela y desarrollan raíces primarias con crecimiento 

indeterminado. Por el contrario, la doble mutante plt1plt2 presenta meristemos con 

poca actividad mitótica, y entre los días 6 y 8 después de la germinación (d.d.g.); 

un alto porcentaje de plántulas tienen sus iniciales y meristemos completamente 

diferenciados y sus raíces entran en un programa de desarrollo determinado. Los 

resultados mencionados anteriormente, dejan de manifiesto que la actividad de 

estos factores es altamente redundante y necesaria para el mantenimiento del 

meristemo (Ding y Friml, 2010; Aida et al., 2004). Por otra parte, la acción conjunta 

de los transportadores PIN expresados en la raíz primaria funciona como un 

elemento restrictivo del dominio de expresión de los genes PLT, que a su vez 

funcionan como reguladores de la transcripción de las proteínas PIN (Blilou et al., 

2005). 

 

Otro nodo regulatorio de la identidad del centro quiescente e iniciales cuya 

expresión está regulada por auxinas, está compuesto por dos factores de 

transcripción de la familia GRAS, que incluye proteínas de aprox. 400-700 

aminoácidos con motivos altamente conservados en su grupo carboxilo, ubicados 

corriente arriba de WOX5 y PLT, llamados SHORT ROOT y SCARECROW (SHR 

y SCR). El ARNm de SHR se expresa en las células fundadoras de la estela y sus 

iniciales, pero se difunde al centro quiescente y a las iniciales de cortex y 

endodermis, activando la expresión de SCR. SCR interactúa a su vez con SHR 
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para regular su localización nuclear en el centro quiescente (Wilson et al., 2013). 

La pérdida de función en estos genes causa defectos progresivos en la división de 

las células iniciales por la desorganización y pérdida de identidad del centro 

quiescente, que además implica la pérdida de expresión de WOX5 y la posterior 

diferenciación del meristemo (Benfey et al., 1993, Sozzani et al., 2010).  

2.5. El etileno 

El etileno (C2H4, P.M.=28 g/mol) es un hidrocarburo sencillo en estado gaseoso. 

Sus dos átomos de carbono se encuentran unidos mediante un doble enlace y 

cada uno a su vez con dos átomos de hidrógeno por enlaces sencillos. Todos los 

tejidos vegetales tienen la capacidad de sintetizar etileno, preferentemente en 

zonas meristemáticas, semillas en germinación, órganos reproductivos, así como 

en respuesta a estrés ambiental, defensa y senescencia. 

 

2.5.1. Biosíntesis 

El precursor del etileno es el aminoácido metionina, que en un primer paso 

enzimático se conjuga con una molécula de ATP por medio de la  S-adenosil-

metionina sintasa, para formar S-AdoMet. Posteriormente, una  ácido1-carboxílico-

1-aminociclopropano sintasa (ACS) cataliza por una parte la separación de un 

grupo metilo (CH3-S) que se exporta al ciclo de Yang para producir nuevamente 

metionina, y por otra, la producción de ACC (Kende, 1989). Este paso es limitante 

de la tasa de  síntesis de etileno ya que la producción de ACC está codificada por 

una familia multigenética (ACS1-12), cuya expresión está regulada 

diferencialmente por diversos estímulos ambientales y otros fitoreguladores (Chae 

et al., 2003; Abeles et al., 1992). Se conoce un proceso regulatorio de la expresión 

de  ACS2 y ACS6 mediado por MAPK´s (Hahn y Harter, 2009). En un último paso, 

el ACC es oxidado por la ACC Oxidasa para formar etileno.  

 

2.5.2. Señalización 

Las características químicas del etileno, le permiten difundirse libremente a través 

de membranas y paredes celulares, y es percibido por una familia de receptores 

en la membrana del retículo endoplásmico, de los cuales ETR1 es el mejor 

caracterizado (McDaniel y Binder, 2012). Posee un dominio de unión a cobre, el 

cual es donado por el transportador RAN1 y conforma el sitio de unión a etileno. 

Además, posee dominios de actividad cinasa con especificidad por residuos de 

histidina. En ausencia de etileno, ETR1 forma un complejo proteínico con otros 

transportadores como ETR2, EIN4, ERS1 y ERS2 que fosforila y mantiene con 

una conformación activa a CTR1. Una vez acoplada la molécula de etileno, el 

complejo se disocia y CTR1 se inactiva,  permitiendo el inicio propiamente dicho 
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de la cascada de señalización. Por esta razón, tanto ETR1 como CTR1 son 

considerados reguladores negativos de la ruta.  

 

CTR1 codifica una proteína con homología estructural de proteínas tipo RAF, 

cinasas con alta afinidad por residuos de Serina y Treonina, asociadas a circuitos 

MAPK´s donde se ubican en la parte más alta (MKKK que fosforila a una MKK que 

a su vez fosforila a una MPK) (Kieber et al., 1993). Al respecto, se ha demostrado 

que actúa como un represor de la regulación del circuito MKK9-MPK3/6, implicado 

con la localización nuclear del factor de transcripción ETHYLENE INSENSITIVE 3 

(EIN3), corriente abajo en la cascada de señalización. Sin embargo, la actividad 

de CTR1 ha resultado especialmente compleja y los demás posibles blancos 

dentro de la cascada de fosforilación que involucra MKK´s-MPK´s permanecen 

desconocidos; así como los efectos específicos de los caracteres fenotípicos en 

cuya regulación pudiesen participar (Yoo y Sheen, 2008). Para complicar aún más 

el entendimiento de esta proteína, la adición de etileno induce su síntesis y 

acumulación en el retículo endoplásmico, lo que sugiere un intrincado sistema de 

regulación cuyos componentes permanecen elusivos (Gao et al., 2003). En 

ausencia de etileno, CTR1 fosforila la región C – terminal de EIN2 (Ju et al., 2012), 

promoviendo su marcaje por ubiquitinación para su posterior degradación. La 

fosforilación cesa en presencia del etileno permitiendo el progreso de la ruta de 

señalización. EIN2 también se localiza en la membrana del retículo endoplásmico 

y forma complejos con ETR1, otros receptores y CTR1;  y aunque presenta 

homología estructural con proteínas transportadoras de metales, evidencia 

experimental reciente sugiere su participación en cascadas de señalización 

reguladas por otras fitohormonas o estímulos, y sus características bioquímicas 

permanecen desconocidas (Chang, 2010; Bisson y Groth, 2011). Corriente abajo, 

la activación de EIN2 induce la degradación vía proteosoma de los represores 

EBF1/EBF2 de los factores de transcripción EIN3 y EIL, respectivamente. Estos 

últimos migran al núcleo, donde se anclan en las regiones promotoras de ciertos 

genes, entre los cuales los mejor caracterizados son ERF1 y EBF2; 

desencadenando las respuestas fisiológicas. Estos genes son llamados en 

conjunto elementos de respuesta a etileno (ERE´s) (Stepanova y Alonso, 2009).  

 

2.5.3. El etileno en el desarrollo de la raíz primaria 

Uno de los efectos del etileno mejor caracterizados en A. thaliana, es conocido 

como triple respuesta, que se puede visualizar en la Figura 3 (A y B) y está 

caracterizada por una fuerte inhibición de la elongación de la raíz primaria y del 

hipocotilo, ensanchamiento radial de éstos y una curvatura exagerada del gancho 

apical (estructura con función protectora del meristemo aéreo durante la 

germinación). Escrutinios genéticos basados en esta respuesta, permitieron la 



12 
 

identificación de tres tipos generales de mutantes, según el fenotipo de su raíz 

primaria. El primer grupo de mutantes es llamado eto o sobre productor de etileno 

(por las siglas en inglés de ethylene overproducers) con un fenotipo de triple 

respuesta que puede ser revertido por la adición de nitrato de planta (AgNO3 que 

se disocia en iones Ag+) al acaparar el sitio de unión a cobre en ETR1,  

bloqueando la percepción de etileno; este efecto se aprecia en la Figura 3 (F) 

(Strader et al., 2009). Los blancos de estas mutaciones son algunos  de los genes 

ACS, cuyos productos proteínicos adquieren modificaciones en sus dominios C-

terminales que les otorgan mayor estabilidad; produciendo desde 40 (mutante 

eto1, gen ACS5) hasta 100 veces (mutante eto3, gen ACS9) más etileno que una 

planta con genotipo silvestre  (Yoshida et al., 2005). 

 

Un segundo grupo definido por las mutantes ya mencionadas ctr, se caracteriza 

por ERE´s constitutivamente expresados y cuyo fenotipo fuerte de triple respuesta 

no puede ser revertido por nitrato de plata, a la vez que no producen 

significativamente más etileno que una planta con genotipo silvestre. Los blancos 

de estas mutaciones son diferentes alelos del gen CTR1 (Guzmán y Ecker, 1990).  

 

Finalmente, existe un grupo de mutantes insensibles a la inhibición de la 

elongación en presencia exógena de etileno, llamadas ein (por las siglas en inglés 

de ethylene insensitive). A este corresponden las mutantes por pérdida de función 

en alelos de EIN2 y EIN3 así como del receptor EIN4. 
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Figura 3. La triple respuesta y el efecto inhibitorio del etileno en la elongación de la raíz 
primaria de A.thaliana. (A) Panel inferior, plántula con fondo genético Col-0, a los 3 d.d.g. crecida 
en presencia de etileno gaseoso (10 μL/L aire); panel superior, un acercamiento de la región 
comprendida por el hipocotilo y el meristemo aéreo. (B) paneles inferior y superior, con una 
plántula en ausencia del regulador. (A) y (B) modificados de Guzmán y Ecker, 1990. (C) Plantas de 
7 d.d.g. en medio MS 0.2X sin adición de etileno, (D) crecidas en una placa dividida junto a una 
n=30 de mutantes sobre productoras de etileno eto3, (E) con adición exógena del precursor 
biosintético del etileno, ACC (0.4μM) y (F) la misma concentración de ACC suplementada con 
AgNO3 50 μM.   

 

El efecto inhibitorio del etileno sobre la elongación de la raíz primaria mostrado por 

las mutantes sobre-productoras eto1 y eto3, Figura 4 (A), interfiere precisamente 

con el crecimiento rápido que ocurre en la zona de elongación; y en un principio se 

descartó la inducción de alteraciones en la actividad meristemática (Le et al., 

2001; Swarup et al., 2007; Růžička et al., 2007). Posteriormente se encontró que 

tratamientos con el precursor biosintético ACC, aumentan el número de divisiones 

del centro quiescente (Ortega et al., 2007) que no afectan su identidad ni la de las 

iniciales. 
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Figura 4. Efecto de las mutaciones en las rutas de síntesis o señalización de etileno en la 
elongación de la raíz primaria. Morfología de la zona apical de la raíz. (A) Cinética que muestra 
la longitud de la raíz primaria a los 2, 4, 6, 8 y 10 días después de la germinación. (B) Fotografías 
de la región apical de la raíz primaria a los 2, 4, 6 y 8 d.d.g. Se grafican  promedios +/- el error 
estándar. Cada línea pertenece a grupos estadísticos diferentes, obtenidos con una prueba de 
Tukey p=0.05. 

En nuestro grupo de trabajo mostramos en una investigación previa que la 

sobreproducción de etileno en la mutante eto3 causa, además de una disminución 

en la elongación  de  la raíz primaria, la inducción de la formación y la respectiva 

elongación de pelos radiculares hacia el ápice de la raíz, Figura 4 (B); así como 

una reducción moderada, aunque no significativa estadísticamente, del tamaño del 

meristemo y de la actividad mitótica en éste, Figura 5. De manera importante, esta 

disminución en la actividad mitótica no compromete en ningún momento analizado 

después de la germinación, la identidad de la zona meristemática que es visible 

aún a los 9 días después de la germinación, Figura 4 (B). Asimismo, evidenciamos 

que CTR1 regula negativamente la elongación de la raíz primaria y la actividad 

meristemática en ésta, misma que ocurre en una zona menor Figura 5 (A) y (B), y 

que a los 9 días después de la germinación se vuelve insuficiente para mantener 
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el crecimiento indeterminado en la mutante ctr1-1, Figura 5 (C). Este último 

resultado indica que CTR1 es un elemento clave en la señalización del etileno y en 

la manutención del meristemo durante las respuestas a este regulador. De manera 

opuesta, el bloqueo de las respuestas a etileno en ein2  induce la división mitótica 

en el meristemo y la elongación de la raíz primaria, Figuras 4 y 5 (Méndez, 2012).  

 
Figura 5. Efecto de mutaciones en las rutas de síntesis o señalización de etileno en la 
actividad meristemática. (A) Longitud de la zona de expresión del reportero de división mitótica 
CycB1:uidA a los 3,6 y 9 d.d.g. (B) Cuantificación de las células expresando el reportero en los 
meristemos. (C) Fotografías representativas de la expresión del marcador en los fondos genéticos 
parentales y mutantes a los 9 d.d.g., visualizada por la tinción que produce el gen uidA en contacto 
con el sustrato enzimático X-GLUC (Malamy y Benfey, 1997). Se grafican  promedios + error 
estándar y las letras representan los grupos estadísticos obtenidos con una prueba de Tukey 
p=0.05. 

2.6. Interacción etileno-auxinas en el desarrollo de la raíz primaria 

Fue la observación de que la adición exógena de auxina y etileno, tiene efectos 

similares en el desarrollo de la raíz primaria, la que planteó en un principio la 

existencia de una interacción entre ellos. Con el paso del tiempo se ha 

demostrado que es en los procesos de biosíntesis donde se ubica el primer punto 

conocido de la interacción etileno-auxinas.  

El AIA regula directamente la expresión de diferentes genes ACS de síntesis de 

etileno (Yang y Hoffman, 1984; Muday et al., 2012). Por su parte, el etileno 

participa como un regulador de WEI2 y WEI7, dos genes que codifican 

subunidades de la sintasa de antranilato; enzima limitante de la síntesis de Trp. 
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Por medio de otros trabajos, uno de los cuales incluye la generación de una línea 

mutante afectada en la regulación de la formación de pelos radiculares, cuyo 

análisis genético reveló ser un alelo recesivo de ctr1 (diferente a ctr1-1) llamado 

btk, se demostró que CTR1 actúa corriente arriba de EIN2, de manera 

dependiente de su concentración, como un represor de esta ruta de síntesis de 

AIA específica del meristemo; y que la alteración en este sitio de síntesis afecta el 

posicionamiento y desarrollo de los pelos radiculares (Stepanova et al., 2005; 

Ikeda et al., 2009).  

 

La mutación en un alelo recesivo del receptor de auxinas TIR1 llamada wei1 (por 

las siglas en inglés de weak ethylene insensitive), que confiere una resistencia 

parcial a los efectos del etileno, demostró que es necesaria una maquinaria de 

percepción auxínica intacta para que pueda llevarse a cabo la señalización del 

etileno; que en última instancia induce la formación del máximo auxínico en el 

ápice de la raíz primaria. Por otra parte, la expresión de los componentes del 

transporte polar de auxinas AUX1, PIN2, PIN3 y PIN7 es inducida en la raíz 

primaria por la aplicación exógena de ACC (Pickett et al., 1990; Lewis et al., 2011). 

Mutaciones individuales en alelos de los genes que codifican para estos 

elementos muestran además, diferentes niveles de insensibilidad al etileno, lo que 

los coloca como blancos importantes de la interacción. Además, el etileno induce 

eventos de división en el centro quiescente (Ortega et al., 2007). Acorde con estos 

trabajos, todos los efectos del etileno sobre la elongación de la raíz primaria, 

incluidos la regulación por parte de CTR1 de la actividad mitótica del meristemo, 

están acompañados de una fuerte inducción del reportero de actividad auxínica 

DR5:uidA, Figura 6.  
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Figura 6. Efecto de mutaciones en la síntesis y señalización del etileno en la expresión del 
marcador de respuesta a auxinas DR5:uidA. Fotografías que muestran la expresión del 
marcador a los 3, 6 y 9 d.d.g en los fondos genéticos Col-0, eto3 y ctr1; visualizada por la tinción 
que produce el gen uidA en contacto con el sustrato enzimático X-GLUC. 
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3. JUSTIFICACIÓN 
 

 La manutención del meristemo apical de la raíz primaria es un proceso 

complejo regulado por el transporte polar de auxinas y por la actividad redundante 

de diversos factores de transcripción, cuya expresión se ve inducida por auxinas y 

etileno. El etileno es un regulador importante de la biosíntesis de auxinas pero sus 

efectos sobre la actividad mitótica aún se desconocen. Por estas razones, 

consideramos pertinente dedicar este trabajo a caracterizar los componentes 

específicos corriente abajo de CTR1, que integran el mecanismo de interacción 

etileno-auxinas y su participación en el desarrollo de la raíz primaria y en el 

mantenimiento de la identidad  del nicho de células iniciales.  

 

4. HIPÓTESIS 
  

 CTR1 regula el mantenimiento de la actividad meristemática de la raíz 

primaria de Arabidopsis thaliana, modulando la expresión de exportadores de 

auxinas, y de factores de transcripción necesarios para la conservación de la 

identidad del centro quiescente y del nicho de células iniciales.    
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5. OBJETIVOS 

5.1. Objetivo general 

 

Estudiar la participación del gen CTR1 de la ruta de señalización del etileno, en la 

regulación de la expresión de elementos del transporte polar de AIA en el 

meristemo de la raíz primaria; así como la de factores de transcripción importantes 

para el mantenimiento de la actividad meristemática.  

 

5.2. Objetivos particulares 

 

 Analizar a nivel tisular en la raíz primaria, la expresión de elementos de 

respuesta y transporte de AIA, y de la manutención de la actividad 

meristemática en respuesta a tratamientos con auxinas y etileno. 

 

 Caracterizar los efectos del etileno y las auxinas sobre el crecimiento de la 

raíz primaria y su estructura tisular mediados por CTR1. 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS 

6.1. Material vegetal 

Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron las líneas mutantes ctr1-1 (Kieber et 

al., 1993), eto3-1 (Chae et al., 2003) y ein2-1 (Guzmán y Ecker, 1990). También 

las líneas transgénicas reporteras transcripcionales, portadoras del gen que 

codifica la proteína verde fluorescente: DR5:GFP (Ottenschläger  et al., 2003), DII-

VENUS:YFP (Brunoud et al., 2012), PIN1:GFP (Benková et al., 2003), PIN2:GFP 

(Xu y Scheres, 2005), PLT1:GFP (Galinha et al., 2007) y WOX5:GFP (Ding y 

Friml, 2010); así como las líneas mutantes reporteras eto3/DR5:GFP, 

ein2/DR5:GFP, ctr1/DR5:GFP, ctr1/PIN1:GFP, ctr1/PIN2:GFP, ctr1/PLT1:GFP y 

ctr1/WOX5:GFP, que fueron elaboradas en el transcurso de este trabajo. Todas 

las líneas utilizadas tienen el fondo genético del ecotipo Columbia-0 (Col-0) de A. 

thaliana, y fue éste utilizado como genotipo silvestre en los experimentos 

realizados.  

 

Todas las semillas utilizadas se desinfectaron superficialmente por medio de 

lavados en agitación con etanol  (C2H5OH) al 96% (v/v de agua) por 7 minutos y 

posteriormente con hipoclorito de sodio (NaClO3) al 20% (v/v de agua) por otros 7 

minutos. Una vez retirada esta última solución fueron enjuagadas 5 veces con 

agua desionizada estéril y  suspendidas en 1 mL de la misma dentro de tubos de 

micro centrifugación. Finalmente se colocaron en refrigeración a 4 oC en oscuridad 

por 48 horas para promover y homogenizar su germinación. 

 

6.2. Condiciones de crecimiento 

Las semillas previamente desinfectadas se sembraron en placas de Petri con 

medio para crecimiento vegetal MS (Murashige y Skoog, 1962) al 0.2X de 

concentración (0.9 g/L), adicionado con 0.6% de sacarosa como fuente de 

carbono y agar al 1% como  agente gelificante; al que previamente se le ajustó el 

pH a 7 y se esterilizó por 20 minutos en un autoclave a 120 oC y 15 lb. de presión.  

 

Para los diferentes tratamientos experimentales, los medios fueron adicionados 

con los siguientes compuestos (de stocks previamente elaborados) para alcanzar 

las siguientes concentraciones: 

 ACC disuelto en agua desionizada para concentraciones de 0.4 y 0.8 μM. 

 AIA disuelto en DMSO para concentraciones de 0.03, 0.06 y 0.12 μM. 

 NPA disuelto en DMSO para concentraciones de 0.25, 0.5, 1, 2 y 4 μM. 

 AgNO3 disuelto en agua desionizada para una concentración de 50 μM. 

 Combinaciones de las dos concentraciones de ACC con la de AgNO3 para 

revertir los efectos fenotípicos del etileno.  
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Las concentraciones utilizadas para cada experimento se indican en las 

respectivas figuras en la sección de resultados. Los tratamientos con AIA para el 

análisis de genes reporteros por microscopía confocal, se realizaron creciendo las 

plantas en medio MS 0.2X sin adición exógena del regulador que a los 7 días se 

transfirieron a cajas de microtítulo con 1 ml de medio MS 0.2X líquido (sin agar) 

con las mismas concentraciones mencionadas de AIA disuelto en DMSO. Se 

dejaron reposar en la cámara de crecimiento por 12 horas previas a su tinción y 

análisis.  

 

La siembra de las semillas en los medios de crecimiento se realizó en una 

campana de extracción de flujo laminar mediante el uso de micropipetas y puntas 

para las mismas, previamente esterilizadas en las mismas condiciones que el 

medio. Una vez sembradas, las placas se sellaron con una película plástica y se 

colocaron en una cámara de crecimiento donde se mantiene una temperatura de 

24 oC, un fotoperiodo de 16 horas luz y 8  de obscuridad y una humedad relativa 

del 80%; con una inclinación aproximada de 60 o.  

 

El crecimiento en suelo para la propagación del material vegetal se realizó 

colocándolas a los 10 días después de la geminación en bandejas de plástico 

llenas de un sustrato compuesto por peat moss, perlita y vermiculita en 

proporciones de 3:1:1; humedecido a capacidad de campo, esterilizado en las 

condiciones descritas anteriormente y adicionado con un fertilizante comercial 

disuelto en agua desionizada estéril. Las bandejas se mantuvieron en la cámara 

de crecimiento y fueron constantemente regadas con agua purificada comercial. 

Una vez las plantas terminaron su ciclo de vida, sus semillas fueron cosechadas, 

colocadas en tubos de microcentrifugación de 1.5 mL que se mantuvieron abiertos 

por una semana a temperatura ambiente para reducir su contenido de humedad a 

aproximadamente el 40%. Finalmente, fueron almacenadas en refrigeración y 

oscuridad para su uso posterior.    

 

6.3. Elaboración de cruzas entre líneas mutantes y  transgénicas reporteras   

Las líneas transgénicas de A. thaliana enlistadas expresan el gen que codifica 

para la proteína reportera verde fluorescente (GFP) (o su variación mutante, 

amarillo fluorescente, YFP) proveniente del cnidario Aequorea victoria (Prasher et 

al., 1992). De manera general, dichas líneas se generan por medio de la 

construcción de plásmidos modificados de Agrobacterium tumefaciens, donde el 

gen reportero es insertado bajo el control del promotor del gen a estudiar en la 

planta. Posteriormente, los plásmidos son introducidos al genoma de la planta 

(Karcher, 2002). La expresión de estas proteínas fluorescentes puede ser 
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detectada con un microscopio confocal láser  y permite analizar a nivel celular  y 

tisular, y en condiciones in-vivo, la expresión de los genes a cuyo promotor fueron 

ligadas. Por esta razón decidimos introducir estas construcciones a las líneas 

mutantes para así producir mutantes reporteras que nos permitieran analizar la 

participación de los genes mutados en los procesos bajo estudio. 

 

Las cruzas se realizaron polinizando manualmente las flores de las plantas 

mutantes con polen de las líneas reporteras. Para hacer esto, se crecieron las 

plantas en el sustrato previamente descrito y una vez que emergieron los tallos 

florales en las mutantes, se revisó periódicamente el grado de desarrollo de cada 

flor individual. En un punto previo a su eclosión, donde no han desarrollado 

órganos sexuales masculinos, y con ayuda de pinzas y un microscopio 

estereoscópico, se retiraron los pétalos para tener acceso al estigma. Una flor 

completamente desarrollada de las líneas transgénicas reporteras fue cortada y 

sus estambres fueron separados del resto de la flor. Se pusieron en contacto las 

anteras de estos con el estigma mutante, cubriendo con polen su superficie, 

proceso que con el tiempo dio origen a una silicua (fruto) con semillas 

denominadas generación filial 1 (F1). Éstas se cosecharon, sembraron y 

analizaron en busca de plantas con fenotipo silvestre (aquel de las líneas 

reporteras); de esta manera se desecharon aquellas semillas producto de 

autopolinización de la planta mutante. Las plántulas F1 seleccionadas se 

propagaron y crecieron hasta producir semillas, llamadas generación F2. Éstas 

fueron cosechadas, sembradas y  analizadas para cuantificar la segregación de 

las mutaciones. Las plántulas con fenotipo mutante fueron crecidas en suelo para 

producir la F3, donde el 100% de las semillas producen plántulas con fenotipo 

mutante. Éstas se sembraron, propagaron, y su progenie se analizó en busca de 

plántulas que además de tener fenotipo mutante, reportaran la actividad celular o 

proceso específico de cada marcador. Cada una de las cruzas fue realizada al 

menos 5 veces, y al menos dos líneas homocigotas en F3 con patrones 

consistentes de expresión de los marcadores, fueron propagadas para generar la 

F4, a las que se denominaron líneas puras y que se utilizaron para los 

experimentos. La elaboración de cruzas fue un proceso que tomó en promedio 6-8 

meses por cruza, 2 meses aprox. para completar el ciclo de vida de cada 

generación filial, e implicó la siembra total de aproximadamente 200 semillas por 

generación filial por cruza.  

6.4. Microscopía confocal 

Las raíces primarias seleccionadas para analizar la expresión de los reporteros 

con proteínas fluorescentes, fueron separadas de la porción aérea de la planta  

con un bisturí y se les realizó una tinción introduciéndolas en una solución de 

yoduro de propidio disuelto en agua desionizada a una concentración de 1 μg/ml. 
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Este último compuesto tiñe de color rojo las paredes celulares, exclusivamente de 

células intactas. Posteriormente, las raíces se suspendieron en 100 μL de agua 

desionizada sobre portaobjetos de vidrio a los que se les colocaron sus 

respectivos cubreobjetos para montar en el microscopio.  

 

La detección de GFP, YFP y/o ioduro de propidio se realizó con un microscopio 

Olympus  Fluo-View FV1000-PME, en aumentos de 400X o 600X. Para GFP se 

utilizó una longitud de onda de excitación de 488 nm y el registro de un haz de 509 

nm. Para YFP se utilizó un haz con longitud de onda de 510 nm y el registro de 

uno de 527 nm. Finalmente, para el yoduro de propidio se incidió un haz de 493 

nm y se registró uno de 535 nm. 

6.5. Variables analizadas 

Todos los experimentos se realizaron por triplicado con una n=30 plantas por línea 

y por tratamiento utilizado. Todos los análisis se realizaron al día 7 después de la 

germinación; a excepción de las cinéticas, donde se analizaron a los días 2, 4, 6, 

8, 10 y 12. Las mediciones de la longitud de la raíz primaria se efectuaron 

directamente en las placas de Petri con una regla. Esta variable se graficó a 

manera de barras representando los promedios y el error estándar como líneas 

truncadas encima de las mismas.  

 

Las mediciones de la zona meristemática se realizaron en base a los criterios 

utilizados por Dello Ioio et al. (2007) y los propuestos por Ivanov y Dubrovsky 

(2013); donde se considera como meristemo a la región comprendida por aquellas 

células que tienen alta posibilidad de dividirse; y puede ser medido como la región 

comprendida por las células del cortex desde el centro quiescente, hasta la última 

célula que no presenta indicios de elongación rápida (dominio proliferativo del 

meristemo). La longitud de esta zona, la cuantificación de células corticales que la 

componen, así como las mediciones de la longitud de las mismas, se realizaron 

por medio del análisis de 15 fotografías por tratamiento y línea utilizados, mediante 

el software Image J (Wayne Rasband; National Institute of Health, USA). Estas 

variables se graficaron de la forma indicada en el párrafo anterior. 

 

Los patrones de expresión de los transgenes reporteros y las cuantificaciones de 

fluorescencia de GFP y YFP se obtuvieron a partir de 15 fotografías por línea y 

tratamiento utilizados. Para las figuras se eligió una fotografía representativa de 

cada condición experimental. La fluorescencia está expresada como unidades 

arbitrarias (U.A.), que representan el número de  pixeles verdes en el área 

comprendida entre el centro quiescente y la célula cortical número 20 de la raíz 

correspondiente. Dicha área fue determinada así pues es en esta donde los genes 

reporteros analizados tienen su mayor expresión dentro del meristemo. Para este 



24 
 

análisis, las fotografías fueron sometidas a la separación del color en sus 

diferentes canales, y se efectuó una medición del número de pixeles en el canal 

verde, dentro del área antes mencionada, con el software Image J. Estos datos se 

graficaron de la forma indicada previamente.  

 

Todos los datos obtenidos de los procedimientos anteriores fueron analizados 

estadísticamente con el software STATISTICA 8.0 (Statsoft, 2008), realizando un 

análisis de varianza, ANOVA de una vía, y pruebas de significancia de Tukey con 

una P<0.05. Los grupos estadísticamente diferentes, resultantes del análisis, se 

presentan con letras en la parte superior de las barras y del error estándar en las 

gráficas. 

 



25 
 

7. RESULTADOS 

7.1. Las auxinas y el etileno tienen un efecto diferencial en la elongación de 

la raíz primaria y la zona meristemática. CTR1 regula positivamente este 

carácter 

Como un primer acercamiento a los objetivos planteados, realizamos un 

experimento en el que se crecieron semillas de A. thaliana ecotipo Col-0 en medio 

MS 0.2X adicionado con AIA en concentraciones crecientes, una concentración  

del precursor biosintético del etileno ACC, así como AgNO3 y una combinación de 

ACC y AgNO3 y se analizó el efecto de estos tratamientos sobre la elongación de 

la raíz primaria a los 7 días después de la germinación. La adición de AIA inhibe la 

elongación de esta última de manera dosis dependiente y ésta es hasta 5 veces 

menor que la condición control en  la concentración de 0.12 μM. La inducción de la 

síntesis de etileno por la adición de ACC 0.4 μM reduce por mitad dicha 

elongación, efecto contrario al observado con el inhibidor de la señalización de 

etileno AgNO3 y la combinación de estos últimos, que muestran un efecto 

promotor, Figura 7. 

 
Figura 7. Efecto del ACC y AIA en la elongación de la raíz primaria. Gráfica que muestra la 
inhibición dosis dependiente que la adición de auxinas causa en la elongación de la raíz primaria. 
La adición de ACC 0.4 μM tiene un efecto similar al de la concentración 0.03 μM (30 nM) de AIA, y 
es reversible por la adición de AgNO3 50 μM. Las barras representan el promedio + error estándar 
y las letras los grupos estadísticos obtenidos con una prueba de Tukey p=0.05.  

 

Con  base en este comportamiento, decidimos analizar el efecto de la adición de 

AIA y ACC en el tamaño del meristemo en base al número de células del cortex  

desde el centro quiescente hasta la primera célula  del mismo tejido en la zona de 
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elongación, y al promedio de la altura de las mismas, y  se comparó con los 

mismos parámetros en la mutante ctr1-1, en la que previamente se reportó una 

reducción del tamaño de la zona meristemática, Figura 5. Acorde  con estos 

antecedentes, ctr1-1 tiene en la condición control, un meristemo más corto, con la 

mitad de células corticales que aquellos de Col-0 en condiciones control y la 

cuarta parte de altura de las células que lo componen. El aumento en la síntesis 

de etileno provocado por la adición de ACC 0.4 μM reduce la longitud del 

meristemo en aproximadamente un 20%; efecto atribuido  a una reducción en la 

longitud de sus células. De manera importante, se observó que la adición de AIA 

0.12 μM muestra una reducción más drástica del tamaño del meristemo, con 

solamente un 60% del número de células y con un 25% menor longitud. La 

mutante ctr1-1 no muestra un efecto significativamente diferente al tratamiento 

control en ninguna condición analizada, en todos los casos presentando 

meristemos más pequeños y un menor número de células Figura 8, lo que sugiere 

que este gen se encuentra regulando positivamente el tamaño del meristemo por 

medio del control de la actividad auxínica. 

 

 
Figura 8. Efecto del etileno y de las auxinas en el tamaño del meristemo de la raíz primaria. 
Comparación con ctr1. (A), (B) y (C) Fotografías de Col-0 y ctr1 que muestran la inhibición de 
ACC y AIA sobre la elongación de la raíz primaria. (D) Longitud del meristemo, medida del centro 
quiescente a la última célula del dominio proliferativo del meristemo en Col-0 y ctr1. (E) Número de 
células corticales presentes en los meristemos. (F) Altura de las células corticales dentro de los 
meristemos. Las barras muestran los promedios + error estándar y las letras representan los 
grupos estadísticos obtenidos con una prueba de Tukey p=0.05. 
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7.2. El etileno y las auxinas inducen la expresión ectópica del reportero de 
respuesta a auxinas DR5:GFP. ctr1-1 muestra una inducción basal de la 
expresión del mismo  
Previamente se reportó que el etileno induce la actividad auxínica en el meristemo, 

para evaluar esta inducción, se realizó un experimento en el cual se analizó la 

expresión de los reporteros de actividad auxínica DR5:GFP y DII-Venus:GFP a los 

7 días después de la germinación. La adición de ACC 0.4 μM presenta una 

inducción en la expresión de ambos marcadores en la región del nicho de células 

iniciales, cofia, epidermis y estela que es visible en la Figura 9 (A) y se corrobora 

con la cuantificación de la fluorescencia mostrada en (B) y (C). Dicho efecto es 

revertido por AgNO3 y la combinación de ambos compuestos, hasta niveles de 

expresión que no son significativamente diferentes a aquellos del tratamiento 

control.  

 
Figura 9. Efecto del etileno en la expresión de los reporteros de respuesta a auxinas 
DR5:GFP y DII-VENUS:YFP. (A) Fotografías de microscopía confocal representativas de la 
expresión de los reporteros en respuesta a ACC 0.4 μM y la reversión por la adición de AgNO3 50 
μM a los 7 d.d.g. (B) y (C) Cambios en la intensidad de fluorescencia de los reporteros en 
respuesta a dichos tratamientos. La fluorescencia se presenta como unidades arbitrarias que 
equivalen a pixeles/μM2 (ver material y métodos). Se grafican  promedios + error estándar y las 
letras representan los grupos estadísticos obtenidos con una prueba de Tukey p=0.05. 
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La adición de AIA en concentraciones de 30, 60 y 120 nM (0.03, 0.06 y 1.2 μM) 

presenta una inducción dosis dependiente de la expresión de DR5:GFP, en las 

mismas regiones que el tratamiento con ACC. Dicha inducción corresponde al 

doble de aquella mostrada con ACC 0.4 μM en la concentración más alta utilizada. 

Además, se agregó una concentración del doble de la analizada en el resultado 

anterior (ACC 0.8 μM), la cual tiene un efecto similar al tratamiento con AIA  120 

nM. ctr1/DR5:GFP por su parte presenta, desde el tratamiento control, una 

inducción similar a la de la concentración de 60 nM, que varía poco con el 

aumento de las concentraciones, Figura 10 (A) y (B); lo que indica que CTR1 

regula de manera negativa la actividad auxínica en el meristemo. 

 

 
Figura 10. Efecto de la adición de AIA en la expresión de DR5:GFP. Comparación con  
ctr1/DR5:GFP. (A) Fotografías representativas de la expresión del reportero en respuesta a la 
adición de AIA 30, 60 y 120 nM en plantas con fondo genético Col-0 y ctr1 a los 7 d.d.g. (B) 
Cambios en la intensidad de fluorescencia del reportero en respuesta a dichos tratamientos. La 
fluorescencia se presenta como unidades arbitrarias que equivalen a pixeles/ μM2 (ver material y 
métodos). Se grafican  promedios + error estándar y las letras representan los grupos estadísticos 
obtenidos con una prueba de Tukey p=0.05.  

7.3. El bloqueo del transporte polar inducido por el NPA, induce la 

acumulación de auxinas en el meristemo de la raíz primaria y la expresión 

ectópica del reportero DR5:GFP, de manera similar al patrón mostrado por 

ctr1-1 

Se evaluó el efecto que tiene el bloqueo del transporte polar de auxinas,  causado 

por la adición de 4 concentraciones crecientes de NPA. Dicho efecto  está 

caracterizado por una fuerte inducción de DR5:GFP en la zona meristemática. En 

la estela, la expresión del marcador es inhibida de manera dosis dependiente. La 

mutante reportera ctr1/DR5:GFP muestra un patrón de expresión similar al de los 

tratamientos con AIA,  ACC y NPA con la diferencia que no se presenta inhibición 

en la estela, Figura 11, (A) y (B), bajo ninguna de las concentraciones utilizadas.  
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Figura 11. Efecto del bloqueo del transporte polar de AIA en la expresión de DR5:GFP. 
Comparación con ctr1/DR5:GFP. (A) Fotografías representativas de la expresión del reportero en 
respuesta a la adición de NPA 0.25, 0.5, 1 y 2  μM en plantas con fondo genético Col-0 y ctr1 a los 
7 d.d.g. (B) Cambios en la intensidad de fluorescencia del reportero en respuesta a dichos 
tratamientos. La fluorescencia se presenta como unidades arbitrarias que equivalen a pixeles/μM2 
(ver material y métodos). Se grafican  promedios + error estándar y las letras representan los 
grupos estadísticos obtenidos con una prueba de Tukey p=0.05. 

7.4. La adición de ACC y AIA induce la expresión del exportador de auxinas 

PIN1. CTR1 es un regulador positivo de la expresión de dicho componente  

Previamente, se había reportado que el etileno induce la expresión de proteínas 

del transporte polar de auxinas en el meristemo. Para estudiar la regulación que 

ejerce el etileno y las auxinas sobre la expresión de éstas, se crecieron plantas de 

la línea transgénica reportera de la transcripción de PIN1 (PIN1:GFP) en medio 

suplementado con concentraciones de 0.4 y 0.8 μM de ACC y estas mismas 

adicionadas con AgNO3, así como con las mismas concentraciones utilizadas en 

el experimento anterior de AIA; se comparó su expresión con la de la línea 

mutante ctr1/PIN1:GFP. De manera similar a lo reportado para otros genes PIN, el 

ACC indujo la expresión de PIN1:GFP de manera dosis dependiente; en un patrón 

que es revertido parcialmente por la adición de AgNO3, Figura 12. De la misma 

manera, la adición de AIA tuvo un efecto inductor de la expresión del 30% en la 

concentración más alta analizada. ctr1/PIN1:GFP presentó una inhibición de la 

expresión del reportero de manera independiente al tratamiento añadido, 

indicando que CTR1 es un regulador positivo de la expresión de PIN1 en el 

meristemo, Figura 13. 
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Figura 12. Efecto del etileno en la expresión del reportero de transporte de AIA PIN1:GFP. 
Comparación ctr1/PIN1:GFP. (A) Fotografías representativas de la expresión del reportero en 
respuesta a la adición de ACC 0.4 y 0.8 μM y la reversión de su efecto con la adición de AgNO3 50 
μM a los 7 d.d.g. en plantas con fondo genético Col-0 y ctr1 a los 7 d.d.g. (B) Cambios en la 
intensidad de fluorescencia del reportero en respuesta a dichos tratamientos. La fluorescencia se 
presenta como unidades arbitrarias que equivalen a pixeles/μM2 (ver material y métodos). Se 
grafican  promedios + error estándar y las letras representan los grupos estadísticos obtenidos con 
una prueba de Tukey p=0.05. 
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Figura 13. Efecto de la adición de AIA en la expresión de PIN1:GFP. Comparación con 
ctr1/PIN1:GFP. (A) Fotografías representativas de la expresión del reportero en respuesta a la 
adición de AIA 30, 60 y 120 nM en plantas con fondo genético Col-0 y ctr1 a los 7 d.d.g. (B) 
Cambios en la intensidad de fluorescencia del reportero en respuesta a dichos tratamientos. La 
fluorescencia se presenta como unidades arbitrarias que equivalen a pixeles/μM2 (ver material y 
métodos). Se grafican  promedios + error estándar y las letras representan los grupos estadísticos 
obtenidos con una prueba de Tukey p=0.05.  

 

7.5. La adición de ACC y AIA induce la expresión de PIN2. CTR1 es un 

regulador negativo del mismo 

Los patrones de expresión de los genes que codifican para las proteínas 

transportadoras PIN1 y PIN2 abarcan todo el ancho de la zona meristemática y su 

función es importante para el mantenimiento de la misma. Por esta razón, se 

analizó la expresión del transgen reportero PIN2:GFP en respuesta a ACC e AIA. 

Nuevamente, se encontró que la adición de ACC induce de manera dosis 

dependiente la expresión del mismo en el cortex y la epidermis y que este efecto 

puede ser revertido de manera parcial por AgNO3, Figura 14. El patrón de 

expresión mostrado por estos tratamientos es, a pesar de la inducción, similar al 

que se presenta la condición control, que se ubica aproximadamente a una 

distancia del centro quiescente equivalente a 5 o 6 células epidérmicas. Acorde 

con este resultado, la adición de AIA tiene también un efecto inductor de la 

expresión de PIN2:GFP que ocurre en un patrón diferente al que presenta su 

contraparte control. En respuesta a auxinas, el reportero se expresa 

ectópicamente en la epidermis a la altura del nicho de células iniciales como se 

muestra en la Figura 15. El mismo patrón ectópico es observado en la mutante 

reportera ctr1/PIN2:GFP, que además presenta una inducción constitutiva del 
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marcador de manera independiente a la adición de ACC, AgNO3 o AIA, Figuras 14 

y 15. Este último resultado nos indica que CTR1 funciona como un regulador 

negativo de la expresión de PIN2 en la zona meristemática y que, acorde a la 

literatura, este componente juega de manera individual un papel importante en la 

formación y mantenimiento del meristemo 

 

 

 

 

 
 

Figura 14. Efecto del etileno en la expresión del reportero de transporte de AIA PIN2:GFP. 
Comparación con ctr1/PIN2:GFP. (A) Fotografías representativas de la expresión del reportero en 
respuesta a la adición de ACC 0.4 y 0.8 μM y la reversión de su efecto con la adición de AgNO3 50 
μM en plantas con fondo genético Col-0 y ctr1 a los 7 d.d.g. (B) Cambios en la intensidad de 
fluorescencia del reportero en respuesta a dichos tratamientos. La fluorescencia se presenta como 
unidades arbitrarias que equivalen a pixeles/μM2 (ver material y métodos). Se grafican  promedios 
+ error estándar y las letras representan los grupos estadísticos obtenidos con una prueba de 
Tukey p=0.05. 
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Figura 15. Efecto de la adición de AIA en la expresión de PIN2:GFP. Comparación con 
ctr1/PIN2:GFP. (A) Fotografías representativas de la expresión del reportero en respuesta a la 
adición de AIA 30, 60 y 120 nM en plantas con fondo genético Col-0 y ctr1 a los 7 d.d.g. (B) 
Cambios en la intensidad de fluorescencia del reportero en respuesta a dichos tratamientos. La 
fluorescencia se presenta como unidades arbitrarias que equivalen a pixeles/μM2 (ver material y 
métodos). Se grafican  promedios + error estándar y las letras representan los grupos estadísticos 
obtenidos con una prueba de Tukey p=0.05. 

 

7.6. El ACC tiene un efecto represor y el AIA inductor, de la expresión del 

factor de transcripción PLT1 en el meristemo. CTR1 es un regulador positivo 

del mismo 

Debido a que se ha demostrado que existe una relación entre el transporte 

auxínico en la zona meristemática y la expresión de los factores de transcripción 

plethora, necesarios para el mantenimiento de la actividad y la identidad del nicho 

de células iniciales; decidimos analizar la expresión del reportero transcripcional 

del gen PLT1 (PLT1:GFP) en respuesta a los tratamientos con ACC, AgNO3 y AIA 

previamente utilizados.  
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Figura 16. Efecto del etileno en la expresión del reportero del factor de transcripción de 
identidad meristemática PLT1:GFP. Comparación con ctr1/PLT1:GFP. (A) Fotografías 
representativas de la expresión del reportero en respuesta a la adición de ACC 0.4 y 0.8 μM y la 
reversión de su efecto con la adición de AgNO3 50 μM en plantas con fondo genético Col-0 y ctr1 a 
los 7 d.d.g. (B) Cambios en la intensidad de fluorescencia del reportero en respuesta a dichos 
tratamientos. La fluorescencia se presenta como unidades arbitrarias que equivalen a pixeles/μM2 
(ver material y métodos). Se grafican  promedios + error estándar y las letras representan los 
grupos estadísticos obtenidos con una prueba de Tukey p=0.05.  

 

De manera importante, se encontró que la adición de ACC tiene un efecto dosis 

dependiente y represor de la expresión de PLT1 mismo que puede ser revertido 

parcialmente por la adición de AgNO3 como se muestra en la Figura 16. Este 

último compuesto presenta una inhibición que aunque pequeña, es significativa 

estadísticamente de la expresión del reportero, lo que indica que la correcta 

señalización del etileno juega un papel complejo e importante, que es 

independiente del aumento en la actividad auxínica inducido por este fitoregulador, 

en la expresión de este factor de transcripción. 

 

En cuanto al efecto de la adición de AIA y acorde con la regulación que ejerce este 

compuesto sobre la expresión de PLT1, se observó una inducción moderada con 

un 20% más en la concentración de 120 nM, Figura 17. Acorde con lo sugerido en 

nuestra hipótesis, CTR1 funge como un regulador de la expresión de PLT1 pues la 

pérdida completa de su función en ctr1/PLT1:GFP inhibe la expresión del 



35 
 

reportero, misma que equivale aproximadamente a 1/5 parte de la mostrada en el 

genotipo parental Col-0. De esta manera, deducimos que CTR1 es un regulador 

positivo de al menos uno de los genes PLT.  

 
 

Figura 17. Efecto de la adición de AIA en la expresión de PLT1:GFP. Comparación con 
ctr1/PLT1:GFP. (A) Fotografías representativas de la expresión del reportero en respuesta a la 
adición de AIA 30, 60 y 120 nM en plantas con fondo genético Col-0 y ctr1 a los 7 d.d.g. (B) 
Cambios en la intensidad de fluorescencia del reportero en respuesta a dichos tratamientos. La 
fluorescencia se presenta como unidades arbitrarias que equivalen a pixeles/μM2 (ver material y 
métodos). Se grafican  promedios + error estándar y las letras representan los grupos estadísticos 
obtenidos con una prueba de Tukey p=0.05. 

La doble mutante con pérdida de función de PLT1 y PLT2 muestra un crecimiento 

determinado, con un meristemo que se diferencia y cesa su actividad mitótica 

aproximadamente a los 6-8 días después de la germinación, por esta razón se 

decidió realizar una cinética donde se analizó la expresión del marcador PLT1 

cada dos días hasta el día 12 d.d.g. De acuerdo con esta última observación, 

nuestros resultados muestran que la pérdida de función de PLT1 inducida por la 

mutación ctr1, alcanza un mínimo al día 8 como se muestra en la Figura 18. 



36 
 

 
 

Figura 18. Expresión de PLT1:GFP a lo largo de una cinética. Comparación con 
ctr1/PLT1:GFP. Fotografías representativas de los 2, 4, 6, 8, 10 y 12 d.d.g. que muestran la 
expresión del reportero de identidad meristemática PLT1:GFP en los fondos genéticos Col-0 y ctr1. 

 

7.7. El etileno induce las divisiones en el centro quiescente de manera 

independiente al aumento de actividad auxínica en el meristemo. CTR1 

regula de manera positiva la identidad del centro quiescente  

Se ha demostrado que la adición exógena de ACC induce las divisiones en el 

centro quiescente. Para comprobar si las alteraciones en el desarrollo del 

meristemo en respuesta a la adición de ACC y AIA, así como en la mutante ctr1, 

involucran la regulación del mantenimiento de la identidad del centro quiescente, 

se utilizó la línea reportera de este carácter WOX5:GFP. La expresión  específica 

de este grupo celular fue analizada en respuesta a las concentraciones 

previamente utilizadas de ACC suplementadas con AgNO3 en plantas con 

genotipo parental.  

 

Se observó que, de acuerdo con lo reportado previamente, el efecto del etileno es 

promotor de las divisiones en el centro quiescente y es reversible por la adición de 

AgNO3, como se observa en la Figura 19. Por su parte, la adición de AIA no 

muestra un efecto ni en las divisiones ni en la identidad del centro quiescente, al 

menos en las concentraciones utilizadas, Figura 20. Las plantas analizadas 

ctr1/WOX5:GFP mostraron una alta frecuencia de individuos que reportaban una 

actividad residual del marcador a los 7 d.d.g. Por esta razón, se analizó su 

expresión en una cinética que comprende los días 2, 4, 6, 8, 10 y  12 d.d.g. Se 
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encontró que ni la expresión ni el número de células en los días 2, 4 y 6  muestran 

diferencias significativas respecto a plantas con genotipo parental en los mismos 

tiempos, Figura 21 (B), (D) y (F). Sin embargo, del día 8 en adelante hay una 

disminución gradual en la expresión del marcador, Figura 20 (H), (J), (L), lo que 

indica que CTR1  regula de manera positiva el mantenimiento de la identidad del 

centro quiescente. 

 

 
 

Figura 19. Efecto del etileno en los eventos de división del centro quiescente. (A) Fotografías 
representativas de la expresión del reportero de identidad del centro quiescente, WOX5:GFP en 
respuesta a la adición de ACC 0.4 y 0.8 μM y a la reversión de su efecto con la adición de AgNO3 

50 μM en plantas con fondo genético Col-0 a los 7 d.d.g.(B) Número de células expresando el 
reportero en cada tratamiento analizado. Se grafican promedios + error estándar y las letras 
representan los grupos estadísticos obtenidos con una prueba de Tukey p=0.05 
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Figura 20. Efecto de la adición de AIA en la expresión de WOX5:GFP. Fotografías 
representativas de la expresión del reportero en respuesta a la adición de AIA 30, 60 y 120 nM en 
plantas con fondo genético Col-0, a los 7 d.d.g. 

 

 

 

 

 
 

Figura 21. Expresión de WOX5:GFP a lo largo de una cinética. Comparación con 
ctr1/WOX5:GFP. Fotografías representativas de la expresión del reportero de identidad  del centro 
quiescente WOX5:GFP en los fondos genéticos Col-0 y ctr1 a los 2 (A) y (B), 4 (C) y (D), 6 (E) y 

(F), 8 (G) y (H), 10 (I) y (J) y 12 d.d.g. (K) y (L). 
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8. DISCUSIÓN 
  

Tanto la adición exógena del precursor del etileno, ACC como de AIA, 

tienen un efecto inhibitorio sobre la elongación de la raíz primaria. La reversión del 

efecto del ACC sobre este carácter por medio de la adición del bloqueador de la 

unión del etileno con el receptor ETR1, AgNO3 (Figura 7), deja en evidencia que 

este regulador  juega un papel importante en la regulación del crecimiento. 

Růžička et al. (2007) reportaron, que el efecto del etileno sobre la inhibición de la 

elongación de la raíz ocurre por un aumento en la biosíntesis de AIA. En un 

trabajo anterior generado en nuestro grupo de trabajo, se mostró que la sobre 

producción de etileno en la mutante eto3, así como la pérdida de función del gen 

CTR1, regulador negativo de la señalización del etileno, provocan un acortamiento 

de la zona meristemática, así como la pérdida de la actividad mitótica del 

marcador CycB1:uidA (Figura 6).  

 

Para establecer con mayor detalle si el etileno modula la división o elongación 

celular o ambos, se utilizaron criterios basados en los parámetros de zonación de 

la raíz primaria propuestos por Ivanov y Dubrovsky (2013) y la metodología 

utilizada por Dello Ioio et al. (2007), que consideran al meristemo partiendo de la 

distancia entre el centro quiescente y la última célula del cortex en el dominio 

proliferativo. Las células que migran del dominio proliferativo al dominio de 

transición y elongación tienen una longitud de 3 a 5 veces mayor que aquellas de 

la zona meristemática. Se utilizaron las líneas Col-0 y ctr1, que fueron crecidas en 

medio suplementado con  concentraciones de ACC de 0.4 μM y AIA 0.12 μM; 

encontrándose que la adición de ambos reguladores, tiene un efecto negativo, 

pero diferencial sobre el tamaño de los meristemos en el genotipo parental Col-0. 

En el caso del ACC, esta reducción corresponde aproximadamente al 20%, y está 

dada por una disminución en la altura de las células corticales que lo componen. 

El AIA por su parte muestra menos células, de menor altura (Figura 8), (D), (E) y 

(F), que reducen la longitud del meristemo en un 45%; resultado acorde con el 

papel regulatorio de las auxinas sobre la división celular reportado por Ding y Friml 

(2010). De manera importante y similar al efecto provocado por la adición de AIA, 

la mutante ctr1-1 tiene meristemos con menos células, de menor tamaño, que no 

muestran cambios significativos respecto al tratamiento control en respuesta a los 

tratamientos utilizados, indicando que CTR1 regula  de manera positiva la 

manutención de la actividad del meristemo,  por medio de modificaciones en la 

actividad auxínica.    

Ikeda et al. (2009) mostraron que CTR1 funciona como un regulador negativo de 

la biosíntesis de auxinas en la región meristemática. Estos datos hacen sentido 

con el aumento en la expresión de DR5:uidA en las mutantes eto3 y ctr1(Figura 6); 

y de  DR5:GFP y D-IIVENUS:GFP en tratamientos con ACC (Figura 9). Para 
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analizar el aumento en la actividad auxínica previamente reportado en respuesta a 

auxinas y a etileno con resolución tejido específica, se movilizó la construcción 

DR5:GFP, reportera de actividad auxínica a los fondos genéticos mutantes eto3, 

ctr1 y ein2 y se analizó su expresión a los 7 d.d.g., comparándola con la línea 

reportera con fondo genético Col-0. En este último, el AIA induce de manera dosis 

dependiente la expresión del reportero en el nicho de células iniciales, células 

meristemáticas, tejidos vasculares y columela, así como en los tejidos más 

externos de la raíz, cortex y epidermis. La adición de ACC 0.8 μM tiene un efecto 

similar a la concentración 60 nM de AIA. La expresión del reportero en eto3 es una 

fenocopia de esta concentración de ACC, y acorde a su fenotipo insensible al 

etileno; en ein2 es incluso menor que en el genotipo silvestre (datos no 

mostrados). ctr1/DR5:GFP muestra una fuerte inducción de la expresión del 

reportero, que se mantiene en los mismos niveles, independientemente del 

tratamiento aplicado (Figura 10). Debido a que eto3 y ein2 muestran una raíz 

primaria con crecimiento indeterminado, se enfocó en adelante el estudio, en 

identificar componentes genéticos, adicionales a la biosíntesis de AIA; mediante 

los cuales CTR1 regula la actividad meristemática.  

 

El patrón de expresión ectópica de DR5:GFP en ctr1 (especialmente en el cortex y 

la epidermis), sugirió que podría regular la expresión de elementos del transporte 

de auxinas. Para probar esta hipótesis, se realizó un experimento con el 

bloqueador del transporte polar de auxinas NPA, cuya adición en el fondo genético 

parental provoca una acumulación auxínica en la región apical de la raíz primaria 

que corresponde al sitio de síntesis  en el meristemo; y el bloqueo en el transporte 

puede ser evidenciado por la pérdida de la expresión del reportero en la región 

central de la raíz (estela: haces vasculares y periciclo) (Figura 11). Růžička et al.  

(2007) y Lewis et al. (2011), demostraron  que la adición de etileno induce la 

expresión de PIN1,3 y 7 en la raíz primaria. La ruta de señalización del etileno 

implica una pérdida parcial y de corta duración de la actividad de CTR1, por lo que 

se pensó en un principio que acorde a estos reportes, todos los genes PIN están 

regulados de manera negativa por este gen. Bajo este modelo, la pérdida de su 

expresión tendría un efecto inductor de la expresión de estos transportadores y 

sugirió inicialmente que, el fenotipo de  raíz primaria de ctr1 podría revertirse, al 

menos parcialmente por la adición de NPA. Contrario a lo esperado, el patrón de 

expresión de DR5:GFP en ctr1, no muestra un cambio significativo bajo ningún 

tratamiento evaluado en ninguno de los tejidos mencionados previamente (Figura 

11).  

 

El patrón de expresión de los genes PIN1 y 2 cubre todos los tejidos a lo ancho de 

la zona meristemática, por lo que se transfirieron los transgenes reporteros 

PIN1:GFP y PIN2:GFP a ctr1, y se analizó su expresión en respuesta a la adición 
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de ACC y AIA. Acorde a lo expuesto por la literatura, la adición de ACC (Figuras 

12 y 14) y de AIA (Figuras 13 y 15) tiene un efecto dosis dependiente, que es 

inductor de la expresión de ambos transportadores en el fondo genético parental. 

De manera interesante, hubo efectos contrastantes en la expresión de los mismos 

en ctr1. ctr1/PIN1:GFP muestra una inhibición de la expresión del reportero, 

independientemente  del tratamiento aplicado, lo que indica que CTR1 regula de 

forma positiva a este elemento (Figuras 12 y 13). De forma contraria, 

ctr1/PIN2:GFP presenta una inducción, desde la condición control, que 

nuevamente no evidencia cambios bajo ninguna condición experimental analizada, 

dejando de manifiesto la regulación negativa sobre este elemento (Figuras 14 y 

15). Si bien la expresión de PIN1 en ctr1 se encuentra inhibida de manera 

significativa;  la del reportero de actividad en respuesta a auxinas DR5:GFP en la 

misma mutante está incrementada en la estela (tejido específico de la expresión 

de PIN1). En esta zona, CTR1 se encuentra regulando también  diferencialmente 

la expresión de PIN3 y 7 (cuya actividad es redundante con la de PIN1) y estos 

últimos son suficientes para aumentar la actividad auxínica en esta zona del 

meristemo. Dai et al. (2006) reportaron que la expresión de transportadores de 

auxinas están regulados de manera negativa por MKK7 en los órganos aéreos de 

Arabidopsis, por lo que sería una posibilidad que un intermediario similar actúe en 

la raíz primaria, corriente debajo de CTR1 y arriba de EIN2. Un posible blanco de 

CTR1 que participa como intermediario de su regulación sobre los diferentes 

transportadores PIN, es el  circuito conformado por MKK9-MPK3/6 cuyos 

componentes se ven inducidos por el etileno y participan en su señalización. 

Diferentes alelos mutantes de MPK6 causan el desarrollo determinado de la raíz 

primaria o incluso defectos en la formación embrionaria de la misma, como 

reportaron Müller et al. (2010).   

  

Blilou et al. (2005) encontraron que el conjunto de proteínas PIN expresadas en la 

zona meristemática de la raíz primaria, regula la expresión de los factores de 

transcripción PLT; necesarios para el mantenimiento del estado indiferenciado del 

nicho de células iniciales.  Debido a que la mutante ctr1 presenta una raíz primaria 

con crecimiento determinado y a que el conjunto de los transportadores antes 

mencionados se encuentran regulados diferencialmente en la misma, se propuso 

que dichas alteraciones estarían acompañadas de la pérdida de la expresión de 

los genes PLT. Para verificar esta posibilidad, se movilizó la construcción reportera 

PLT1:GFP a la mutante y se comparó su expresión con aquella del fondo genético 

parental en respuesta a los tratamientos con ACC y AIA.  Acorde con la regulación 

auxínica de la expresión de los diferentes genes PLT reportada por Aida et al. 

(2007), la adición de AIA indujo la expresión de PLT1 (Figura 17) en la línea con 

genotipo silvestre. De manera novedosa, se encontró que el etileno tiene un efecto 

inhibidor de la expresión de este factor de transcripción, que es independiente de 
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la  inducción que provoca en la síntesis, transporte y respuestas  auxínicas en la 

zona meristemática; y que aunque se redujo su patrón de expresión y su 

concentración celular, son suficientes para mantener un crecimiento 

indeterminado. Esto hace sentido con nuestros resultados previos, que muestran 

un decremento de las células mitóticamente activas en la mutante sobre 

productora de etileno eto3  mostrada en la figura 5. Por su parte  ctr1/PLT1:GFP 

presenta una fuerte  inhibición  de la expresión a los 7 d.d.g., en un patrón más 

reducido que el mostrado en respuesta a etileno, y que se mantiene en niveles 

similares independientemente del tratamiento aplicado. 

 

La actividad meristemática en ctr1 es menor que en el genotipo silvestre y además 

sufre una inhibición mayor a partir del día 6 d.d.g. (Figura 5, B). El cambio de 

crecimiento indeterminado a determinado en la doble mutante plt1plt2 reportado 

por Ding y Friml (2010), ocurre en el transcurso de los días 6 - 9 posteriores a la 

germinación, por lo que se realizó una cinética en la cual se analizó  la expresión 

de PLT1:GFP cada dos días hasta los 12 d.d.g. De la manera esperada, su 

expresión se ve reducida conforme aumenta el tiempo en un patrón que se vuelve 

más pequeño a partir del día 6; y que alcanza un mínimo y es prácticamente 

residual en el 12. Debido a que la actividad de PLT1 es redundante con la de 

PLT2 en el mantenimiento de la identidad del nicho de células iniciales, se 

propone que ambos elementos están regulados de manera positiva por CTR1. 

 

Los elementos PLT se encuentran corriente abajo del gen homeótico WOX5, cuya 

expresión es específica del centro quiescente y constituye un elemento clave de la 

manutención de la identidad de las células iniciales. Por esta razón, se movilizó la 

construcción reportera WOX5:GFP en el fondo genético mutante ctr1 y se analizó 

su expresión. Simultáneamente, se observó el comportamiento de este elemento 

en respuesta a la adición de ACC y de AIA en las concentraciones utilizadas 

previamente en todo el trabajo. Se observó que acorde a lo reportado por  Ortega-

Martínez et al. (2007), el etileno tiene un efecto inductor de las divisiones en el 

centro quiescente. De manera interesante, este efecto es mayor en la 

concentración 0.4 μM que en la de 0.8 μM de ACC (Figura 19), dejando ver que la 

regulación del etileno en la actividad de este grupo celular es bastante compleja y 

que falta trabajo para la caracterización de estos procesos. Por su parte la adición 

de AIA, al  menos en las concentraciones utilizadas, no tiene un efecto en la 

división del centro quiescente (Figura 20); si bien se ha reportado en trabajos 

como el de Ding y Friml (2010), que la adición de la auxina ácido nafatelenacético 

(ANA) y de NPA tienen un efecto represor de la expresión del mismo y conllevan a 

la terminación del desarrollo de la raíz. A diferencia del AIA, ANA es una auxina 

que no requiere elementos transportadores, sino que difunde libremente vía 

apoplasto en todo el meristemo, y la concentración analizada en dicho trabajo es 
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10 veces mayor que la más alta utilizada en este trabajo. Por su parte, el NPA 

afecta de manera compleja el proceso global de transporte polar de auxinas y su 

efecto no se debe simplemente a la acumulación de AIA en el meristemo.  

 

Desde las primeras caracterizaciones de la expresión de  WOX5:GFP en ctr1, se 

observó una expresión en un patrón ectópico; por lo tanto, se decidió realizar una 

cinética similar a la de ctr1/PLT1:GFP, esperando que se obtendría un cambio 

drástico en los mismos tiempos que ocurre el cese en la expresión de PLT1. 

Acorde con esta posibilidad, se encontró que la expresión de WOX5:GFP es 

similar a la del genotipo parental durante los 2 y 4 d.d.g (Figura 21, A, B, C y D) y 

del día 6 al 12 se observó un cambio abrupto en la intensidad del reportero, misma 

que es prácticamente imperceptible en los últimos tiempos analizados (Figura 21, 

H, J y L). De esta manera, se concluye que CTR1 regula de manera positiva la 

expresión de este gen. Ante dicha evidencia experimental, surgen dos alternativas; 

primero, que la pérdida de la expresión de WOX5 induce la división del centro 

quiescente y sus células van perdiendo gradualmente su identidad o bien, que 

existe un mecanismo similar al  previamente reportado por Stahl et al. (2009) en el 

cual las células diferenciadas de la columela expresan el péptido CLE40 que 

activa y mantiene los niveles de la cinasa ACR4 restringiendo la expresión de 

WOX5  al centro quiescente, y que se encuentra regulado de manera negativa por 

CTR1, por lo que se deduce que las células con el nivel residual de WOX5 

corresponden no al centro quiescente, sino al resto de células en el nicho de 

iniciales.  

 

Se propone como perspectiva para un futuro trabajo, analizar la expresión de los 

otros genes asociados al mantenimiento de la zona meristemática como SHR y 

SCR, así como una caracterización más detallada y en aumentos microscópicos 

mayores de la expresión de WOX5:GFP en esta zona del meristemo. Los 

resultados obtenidos de las cruzas de ein2 con todas las líneas transgénicas 

reporteras utilizadas en este trabajo, sugieren que este gen también juega un 

papel importante en la modulación de la interacción entre el etileno y las auxinas 

implicada en la regulación del crecimiento y el desarrollo de la raíz primaria; sin 

embargo, estos datos requieren un mayor análisis y un planteamiento 

experimental que nos permita estudiarlos. Finalmente proponemos el modelo 

mostrado en la Figura 22, donde se resumen los  resultados y discusión de la 

manera siguiente: las líneas truncadas indican una regulación negativa y las 

continuas positiva; de esta manera, el etileno regula negativamente al complejo 

formado por ETR1 y CTR1 pues en su ausencia, ambos componentes 

permanecen asociados y en una conformación activa que reprime la señalización. 

Al momento de interactuar con el receptor, el complejo se disocia y la fosforilación 

de CTR1 sobre EIN2 se inactiva, regulando positivamente la señalización. A la 
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derecha están los componentes inducidos por auxinas que conforman el máximo 

de auxinas en el meristemo que en última instancia regulan el mantenimiento de la 

identidad del nicho de células iniciales y el crecimiento indeterminado de la raíz 

primaria. Estos incluyen a los genes PIN1, 2, 3 y 7, que son elementos primarios 

de respuesta a AIA cuya función en el transporte es escencial para la formación 

del máximo auxínico; mismo que a su vez regula positivamente los niveles y el 

patrón de expresión de los factores de transcripción WOX5 y PLT1. Las líneas 

interconectando a los distintos componentes de ambas rutas de señalización en 

gris claro representan las relaciones previamente caracterizadas, mismas que 

fueron discutidas en los párrafos anteriores. Estas son, la regulación negativa de 

CTR1 sobre un circuito compuesto por MPKK9, MPK3 y MPK6 que permite la 

localización nuclear de EIN3 y EIL1 activando la expresión de los elementos de 

respuesta a etileno; la regulación negativa de CTR1 sobre la vía de síntesis de AIA 

integrada por WEI2 y 7 y la regulación positiva del etileno sobre los mismos; la 

regulación del etileno sobre la expresión de PIN1, 3 y 7. Las líneas negras 

continuas  representan la información generada en este trabajo y son, la 

regulación positiva de CTR1  sobre la expresión  de PIN1 y la regulación negativa 

del mismo sobre  PIN2; así como la regulación positiva de CTR1 sobre los factores 

de transcripción WOX5 y PLT1; y la regulación negativa del etileno sobre la 

expresión de este último. Debido a que la actividad de PLT1 es altamente 

redundante con la de PLT2, se propone que este último está regulado de manera 

positiva por CTR1 y se representa entre signos de interrogación. Las líneas negras 

discontinuas representan relaciones propuestas basadas en las observaciones 

hechas en el trabajo y son, la regulación negativa de CTR1 sobre PIN3 y PIN7. La 

línea anaranjada discontinua representa un mecanismo propuesto mediante el 

cual se regula la identidad del centro quiescente; este involucra la regulación 

positiva de CTR1 sobre la expresión de CLE40 y ACR4, promoviendo la expresión 

de WOX5 en este grupo celular e inhibiéndola en el resto de células del nicho. Por 

último, las líneas discontinuas gris oscuro representan un posible mecanismo 

regulado negativamente por CTR1, compuesto por las cinasas MKK9-MPK6/3 o 

bien; una o varias MKK / MPK que permanecen por ser identificadas. 

 

De manera adicional al presente trabajo de investigación, se participó en un 

trabajo generado en el laboratorio de Biología del Desarrollo Vegetal del I.I.Q.B. 

que se concretó en una publicación en la revista indexada, especializada en 

interacciones entre plantas y microorganismos Molecular Plant-Microbe 

Interactions, el cual ha sido aceptado y está en proceso de asignación de volúmen 

y número (Anexo 1). En este último se demostró que la cinasa MPK6  participa en 

la regulación de las respuestas de Arabidopsis al hongo Trichoderma atroviridae 

en un proceso que involucra a CTR1 y su efecto sobre la interacción etileno-

auxinas; donde CTR1  regula de manera negativa la expresión de MPK6.  
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Figura 22. Modelo propuesto para el papel regulatorio de CTR1 sobre elementos de 

transporte de auxinas y la manutención del meristemo de la raíz primaria. En la parte 

izquierda se muestran los componentes de la cascada de señalización del etileno y en la derecha 

los componentes regulados por la auxina, AIA que en última instancia forman el máximo de 

auxinas en el meristemo de la raíz primaria que a su vez regula la expresión de factores de 

transcripción necesarios para el mantenimiento y actividad del mismo. Las líneas rematadas en 

flecha muestran una regulación positiva y las truncadas una regulación negativa. En color gris se 

muestran las relaciones conocidas hasta la fecha. Las líneas negras continuas muestran los 

resultados obtenidos en este trabajo y las punteadas las relaciones propuestas en la discusión. La 

línea anaranjada punteada propone un mecanismo adicional, mediante el cual CTR1 regula de 

manera negativa la especificidad de la expresión de WOX5.      
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