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RESUMEN 
 

 

Diversos   aspectos   del   desarrollo   vegetal   son   dependientes   de   la 

distribución del ácido indol-3-acético (AIA), sus precursores y moléculas 

relacionadas estructuralmente, conocidas como auxinas. El AIA se transporta 

desde el follaje hacia la raíz mediante dos mecanismos: I) a través del floema 

siguiendo el flujo de fotosintatos, y 2) mediante transporte célula-célula en el que 

participan  diferentes  transportadores   membranales.   Un   sitio   de   biosíntesis 

adicional ocurre en el meristemo de la raíz, el cual redistribuye el AIA hacia las 

células de los diferentes tejidos para regular procesos de diferenciación. 

 

Los inhibidores del transporte de auxinas, han sido herramientas esenciales 

en la investigación sobre estos reguladores y sus efectos en el desarrollo de las 

plantas. Uno de los más usados es el ácido 1-naftilftalámico (NPA), el cual actúa 

como un inhibidor del eflujo del AIA a través de los transportadores ABCB. Sin 

embargo, debido a los efectos pleiotrópicos del NPA en el sistema radicular como 

la inhibición del crecimiento de la raíz primaria, agravitropismo e inhibición en la 

formación  de  las  raíces  laterales,  la  identificación  de  genes  o  proteínas  que 

regulan procesos celulares específicos mediados por auxinas es limitado. Por lo 

anterior, encontrar moléculas naturales o sintéticas, que sean capaces de afectar 

la homeostasis de las auxinas en un tejido u órgano de manera específica, podría 

ayudar a entender los mecanismos de acción de las auxinas en la regulación del 

desarrollo vegetal. En este trabajo se realizó un escrutinio de moléculas similares 

en estructura al NPA para encontrar compuestos con menos efectos pleiotrópicos 

en la arquitectura de la raíz. En nuestra investigación identificamos al ácido 

naftiletilftalámico (NEPA), que difiere del NPA por tener un carbono y un grupo 

etilo adicional. A diferencia de los efectos observados por el NPA, las plantas 

tratadas con NEPA no muestran raíces agravitropicas y el crecimiento de la raíz 

primaria es menos inhibido. Interesantemente, el NEPA afecta la formación de 

raíces laterales de manera dependiente de la dosis, indicando que la iniciación y 

elongación de raíces laterales es un blanco particular de este compuesto. 

 

Palabras clave: auxinas, transporte, desarrollo vegetal, tropismos, inhibidoras. 



ABSTRACT 
 

Many aspects of plant development are dependent upon the distribution of 

the  phytohormone  indole-3  acetic  acid  (IAA),  their  precursors  and  related 

molecules known as auxins. IAA is transported from shoots to roots following at 

least two pathways: I) It occurs via the phloem together with photosynthesis 

products or II) It is transported cell-to-cell via membrane transporters. Another site 

of auxin biosynthesis occurs at the root meristem, in which an additional auxin 

transport mechanism redirects IAA to adjacent tissues for differentiation processes. 

 

Auxin transport inhibitors are essential tools for investigating auxin transport 

and its effects on plant development. One of the most widely used inhibitors is 1- 

naphthylphthalamic acid (NPA), which acts as a specific IAA efflux blocker via 

targeting the ABCB transporters. However, because of the pleiotropic effects of 

NPA on the root systems, affecting primary root growth, gravitropic responses, and 

lateral root development, it is difficult to identify particular cellular targets of auxin 

transport and its local gradients. Therefore, the use of synthetic or natural 

molecules, which are capable of affecting auxin homeostasis in a tissue or organ 

specific manner, may help to better understand the molecular mechanism of auxin 

action. In this work, we performed a screen of molecules similar to NPA to find out 

compounds  with  less  pleiotropic  effects  on  root  architecture.  Our  research 

identified naphthylethylphthalamic acid (NEPA), which differs structurally from NPA 

due to an additional carbon and an ethyl group. Unlike the effects observed when 

using NPA, plants treated with NEPA did not show agravitropic roots and the 

primary root growth was less inhibited. Interestingly, NEPA affected lateral root 

formation in a dose dependent manner, indicating that both lateral root initiation 

and elongation are targets of this compound. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
 

 
Las plantas son organismos eucariontes, pluricelulares, con gran capacidad 

adaptativa, las cuales cumplen con un papel fundamental en la existencia de la 

vida en el planeta ya que son los productores primarios de los ecosistemas 

terrestres. Las plantas presentan diferentes estructuras altamente especializadas 

que les permiten crecer, desarrollarse y reproducirse, formando así un sistema 

integrado con la capacidad de modificar su arquitectura y su desarrollo en 

respuesta a los factores bióticos o abióticos del medio a través de la producción de 

compuestos de diferente identidad química. Estos últimos, son denominados 

hormonas vegetales o reguladores del crecimiento, que actúan a bajas 

concentraciones y modulan múltiples aspectos del desarrollo vegetal a través de 

complejas redes de señalización que regulan la expresión génica. Las funciones 

que ejercen cada una de las fitohormonas han sido dilucidadas mediante su 

aplicación exógena en diferentes sistemas vegetales o manipulando la expresión 

de genes que participan en la respuesta a los diferentes fitoreguladores en plantas 

mutantes y/o transgénicas (Valladares et al., 2007; Fonseca et al., 2014). 

 

Las auxinas son un grupo importante de fitohormonas que modulan la 

división y elongación celular y activan eventos específicos de diferenciación 

durante el desarrollo embrionario, así como la diferenciación del sistema vascular, 

la dominancia apical y las respuestas a luz y a la gravedad (Hayashi, 2012). La 

actividad de las auxinas está regulada a tres niveles: biosíntesis, transporte y 

señalización (Zhao, 2010; Ludwig-Muller, 2011; Sauer et al., 2013). La principal 

auxina en las plantas es el ácido indol-3-acético (AIA), el cual se sintetiza 

principalmente en el ápice del follaje, hojas jóvenes y meristemo de la raíz (Ljung 

et al., 2001, 2005). Desde los sitios de síntesis, el IAA se distribuye a los tejidos 

blanco donde ejerce su acción, afectando  la formación de raíces laterales, la 

dominancia apical, el desarrollo de hojas y flores y las respuestas a estímulos 

ambientales  (Ljung  et  al.,  2005),  para  lo  cual  requieren  un  mecanismo  de 
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transporte   sofisticado,   conocido   como   transporte   polar   de   auxinas   (TPA) 

(Michniewicz et al., 2007) 

 

El TPA es crucial para el desarrollo vegetal. Además de la difusión pasiva a 

través del floema, existe un transporte célula a célula que requiere de proteínas 

transportadoras.  Mientras  que  la  familia  de  transportadores  de  eflujo  PIN- 

FORMED (PIN) determinan  principalmente la direccionalidad, las proteínas  de 

transporte  de  influjo  AUXIN  RESISTANT  1/  LIKE-AUX1  (AUX1/LAX)  y  la 

subfamilia ABC-B/resistente a multidrogas/P-glicoproteínas (ABCB/MDR/PGP) 

controlan el transporte local de auxinas a través de la formación de gradientes de 

concentración (Benková et al., 2003). Los inhibidores del transporte de auxinas 

(ITA) han tenido una aplicación histórica en la investigación sobre los efectos de 

las auxinas en el desarrollo vegetal (Ma y Robert, 2013). Uno de los inhibidores 

mejor caracterizados es el ácido naftilftalámico (NPA), que bloquea el eflujo de 

auxinas actuando sobre su principal blanco los transportadores ABCB (Thomson 

et al., 1973; Nagashima et al., 2008). Sin embargo, debido a los efectos 

pleiotrópicos de los ITA sobre el sistema radicular, se ha incrementado la dificultad 

para identificar nuevos componentes implicados en la formación de órganos de 

novo, es por ello que encontrar moléculas sintéticas o de origen natural capaces 

de afectar la homeostasis de auxinas en un tejido u órgano de manera específica, 

proporcionaría   una   herramienta   valiosa   para   entender   los   mecanismos 

moleculares de la acción de las auxinas en la regulación de procesos específicos 

del desarrollo vegetal. 
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2. ANTECEDENTES 
 
 

 

2.1. Arabidopsis thaliana como modelo de estudio 
 
 

 
Arabidopsis  thaliana  es  un  excelente  modelo  para  el  estudio  de  los 

procesos fisiológicos y moleculares de las plantas, es una especie dicotiledónea, 

miembro  de  la familia  Brasicaceae  donde  se  incluyen  plantas  de  importancia 

económica como la coliflor (Brassica oleracea) y la canola (Brassica napus); no 

obstante que Arabidopsis carece de importancia económica, ha sido el modelo de 

estudio más utilizado en genética, bioquímica y fisiología vegetal por más de 20 

años (NSF, 2002). 

 

Arabidopsis thaliana presenta requerimientos básicos como cualquier otro 

organismo autótrofo, incluyendo luz, agua y nutrientes; se la utilizado ampliamente 

para dilucidar los posibles mecanismos moleculares de acción y/o funciones de 

gran variedad de compuestos producidos por las plantas ya que posee un ciclo de 

vida corto de entre seis y ocho semanas; produce una gran cantidad de semillas, 

requiere un espacio pequeño para su crecimiento, por lo que es fácil de cultivar en 

invernaderos   o   cámaras   de   crecimiento.   La   raíz   de   Arabidopsis   tiene 

características que la hacen un modelo ideal para estudiar procesos fisiológicos, 

entre ellas la simplicidad de su organización celular. Además, tiene la ventaja de 

que se ha secuenciado su genoma, el cual consta de 120 megapares de bases, 

distribuidos en cinco cromosomas, que se sabe contienen alrededor de 25,000 

genes. Su genoma es relativamente pequeño, comparado con el de otras especies 

como el maíz o el trigo, que presentan  duplicación de genes por eventos de 

poliploídia. Todas estas características han permitido la identificación de un gran 

número de genes de Arabidopsis que participan en diferentes programas de 

desarrollo (NSF, 2002). 



4  

2.2. Morfología vegetal 
 
 

 
Los dos sistemas principales de una planta son el aéreo formado por tallos, 

hojas, flores y frutos durante la etapa reproductiva; y el radicular que consiste de 

una raíz primaria, raíces laterales (RL), pelos radiculares y en ocasiones raíces 

adventicias (Fig. 1). 

 
 
 
 

 
 
 
 
FIGURA 1. Morfología de Arabidopsis.  Los dos sistemas que conforman un organismo vegetal: 

el aéreo y el radicular. Se muestra un acercamiento a la punta de la raíz primaria con sus tres 

zonas principales: meristemática, de elongación y de diferenciación (Modificado de Taiz y Zeiger, 

2002). 
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En el sistema aéreo, después de la germinación se forma el hipocotilo y los 

cotiledones, posteriormente ocurre la formación de las hojas verdaderas. El follaje 

se encuentra adaptado para la realización de la fotosíntesis, principalmente en las 

hojas, cuyas células contienen cloroplastos, donde la clorofila se especializa en la 

absorción de luz. Durante la fotosíntesis, la planta utiliza la energía solar y el CO2 

que capta del ambiente, para oxidar el agua que es absorbida en las raíces, 

liberando O2 y reduciendo el CO2  para formar ATP, glucosa y otros carbohidratos 

que utilizará durante su desarrollo (Taiz y Zeiger, 2002). 

 
 
 
 

2.2.1. El sistema radicular 
 
 

 
El sistema radicular de Arabidopsis thaliana consiste de una raíz primaria 

derivada  del  embrión  a  partir  de  la  cual  se  producen  continuamente  raíces 

laterales. Este esquema reiterativo puede generar una elaborada arquitectura 

radicular, la cual determina la eficacia de la planta para anclarse, captar agua y 

adquirir nutrientes (Vilches-Barro y Maizel, 2015). 

 

La raíz se diferencia del tallo por su estructura, el modo en que se forma y 

la falta de apéndices como yemas y hojas. La primera raíz de la planta se conoce 

como radícula, la cual se origina después de la germinación de la semilla y a partir 

de ella se forma la raíz primaria. Las raíces desarrolladas a partir de la raíz 

primaria se denominan raíces laterales (RL). Las raíces que crecen a partir de 

otras partes de la planta, como el tallo, se denominan adventicias (Scheres et al., 

2002). Además este sistema cuenta con pelos radiculares, que son proyecciones 

de células especializadas de la epidermis (tricoblastos) que proveen a la planta 

una mayor superficie para la captación de agua y nutrientes (Fig. 1). 

 

Debido a que las plantas son sésiles, su estrategia para una mejor 

adaptación es la plasticidad en los programas de desarrollo que modifican su 

arquitectura. De acuerdo a López-Bucio et al. (2003). Se distinguen tres procesos 

principales que pueden afectar la arquitectura de la raíz: i) la división celular en los 
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meristemos formando nuevas células, ii) la formación de raíces laterales lo que 

aumenta la capacidad exploratoria y iii) la formación de pelos radiculares 

incrementando  el  área   de   absorción.   Estos   procesos   son   particularmente 

sensibles a cambios internos y externos tanto bióticos cómo abióticos. De igual 

forma en respuesta a estos estímulos, el sistema aéreo puede modificar el tamaño 

del hipocotilo, peciolos, hojas y tallos (Franklin et al., 2003). 

 

La raíz de Arabidopsis representa un modelo muy sencillo y adecuado para 

las  investigaciones  sobre  procesos  morfogenéticos.  Un  número  pequeño  de 

células madre generan todos los tejidos a través de una alta actividad proliferativa, 

seguidas de una expansión y diferenciación celular. Debido a que el crecimiento 

de la raíz primaria es indeterminado, estos procesos son continuos. El crecimiento 

de la raíz primaria ocurre en el meristemo apical de la raíz (RAM, root apical 

meristem, por sus siglas en inglés). El RAM produce células en dos direcciones, 

formándose una capa de tejido llamado cofia, que abarca el extremo distal de las 

raíces y protege la punta de la raíz a medida que crece a través del suelo y a su 

vez percibe y procesa los estímulos ambientales, modulando la dirección del 

crecimiento de la raíz en función de la gravedad (gravitropismo), la luz 

(fototropismo), obstáculos (tigmotropismo), gradientes de temperatura 

(termotropismo), humedad (hidrotropismo), nutrientes y otras sustancias químicas 

(alelopatía o quimiotropismo) (Ishikawa y Evans, 1990; Okada y Shimura, 1990). 

 

El sistema radicular es una estructura formada por diferentes tejidos: la 

epidermis, el córtex, la endodermis, el periciclo y los haces vasculares (Fig. 1). Las 

células que forman los diferentes tejidos se producen a partir de cuatro células 

madre (células iniciales) localizadas en el ápice de la raíz (Dolan et al., 1993). 

Internamente y en contacto con las células iniciales se encuentra el centro 

quiescente (QC, quiescent center). El QC presenta poca actividad mitótica y su 

función principal es la de mantener la organización de células adyacentes. Los 

factores transcripcionales como PLETHORA1 (PLT1), WUSCHEL-RELATED 

HOMEOBOX 5 (WOX5), SHORTROOT (SHR) y SCARECROW (SCR) son 

esenciales para el mantenimiento del RAM y el desarrollo de la raíz primaria, para 
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lo  cual  se  requiere  de  altas  concentraciones  de  auxinas  (Tian  et  al.,  2014). 

WOX5 se expresa en las células del QC de embriones y raíces maduras y 

mantiene a las células fuente circundante. Además se ha demostrado que WOX5 

es necesario para prevenir las divisiones celulares en el QC por represión de 

CYCD3;3 (Forzani et al., 2014). Los PLTs son expresados en el meristemo del 

embrión y de la raíz adulta, traslapando sus dominios de expresión principalmente 

en y alrededor del QC a manera de gradiente, en donde los niveles de proteína 

decrecen en donde están la células más diferenciadas (Galinha et al., 2007). 

 

A   medida   que   va   creciendo   la   raíz,   la   zona   de   división   celular 

(meristemática) dará paso a una fase de expansión celular que marca el final de la 

zona meristemática y el inicio de la zona de diferenciación (Fig. 1). Una vez que 

incrementan  su  tamaño,  las  células  se  diferencian  en  forma  y  función,  este 

proceso está evidenciado por la aparición de pelos radiculares, que son células 

epidérmicas especializadas en la captura de agua y nutrientes. Por otra parte, 

mediante eventos de división celular en el periciclo, se forman las raíces laterales, 

órganos que incrementan la superficie total de exploración del suelo y contribuyen 

a un mejor anclaje. 

 
 
 
 

2.2.1.1. Raíces laterales 
 
 

 
La mayor parte del sistema radicular está formado por RL, originadas a 

partir de la raíz primaria. El desarrollo de los primordios de raíces laterales (PRL) 

puede ser inducido o reprimido en respuesta a cambios ambientales y así provee 

un mecanismo a la planta para hacer frente a los cambios de las condiciones 

edáficas (Malamy, 2005). La formación de RL implica la especificación de células 

fundadoras, su división coordinada y diferenciación para producir PRL, las células 

fundadoras se derivan a partir de células del periciclo, un tejido interno que rodea 

la vasculatura (Vilches-Barro y Maizel, 2015). 
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Malamy y Benfey (1997), clasifican las siguientes etapas para la formación de 

PRL: Etapa I: iniciación del primordio en un plano longitudinal con 

aproximadamente 8 divisiones a partir de una célula del periciclo. Etapa II: el 

primordio consta de dos capas celulares formadas por una división periclinal de la 

primera. Etapa III: se lleva a cabo otra división periclinal para dar lugar a la 

formación de una tercera capa de células. Etapa IV: el primordio consta de cuatro 

capas de células. Etapa V: el primordio alcanza el córtex de la raíz. Etapa VI: el 

primordio  forma  un  domo  que  alcanza  la  epidermis.  Etapa  VII:  ocurre  la 

emergencia de la raíz, formándose una raíz lateral (Fig. 2) 

 

 

 
 
 
 
FIGURA 2. Formación y desarrollo de raíces laterales en Arabidopsis . (A) Las raíces laterales 

se originan de la raíz primaria a partir de células del periciclo. (B) Los siete estadios del desarrollo 

de primordios de raíces laterales (Malamy y Benfey, 1997). (C) Establecimiento de los máximos de 

auxinas, mostrado por el color azul en la línea reportera DR5::uidA (D)  Las barras de error 

representan 20 µm (Modificado de Péret et al., 2009). 
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Bajo condiciones controladas, las raíces de Arabidopsis crecen en forma de 

serpentina, flexionándose de lado a lado a medida que atraviesan el medio de 

cultivo. Existe un giro natural de la raíz debido a la reorientación del crecimiento en 

respuesta a la gravedad combinado con la reorientación basada en respuesta al 

tacto (Olivia y Dunand, 2007). El desarrollo de los PRL y la emergencia de las 

raíces laterales coincide con el borde exterior de estas curvas, sugiriendo una 

relación entre el patrón de formación de raíces laterales y el gravitropismo (Fortin 

et al., 1989). 

 
 
 
 

2.3. Reguladores del crecimiento vegetal 
 
 

 
El crecimiento y desarrollo vegetal, así como su adaptación al medio 

ambiente requiere de la integración de diversas señales endógenas y ambientales 

que junto con el programa genético intrínseco, determinan la capacidad adaptativa 

de la planta. Las fitohormonas son un grupo de moléculas que ejercen sus efectos 

biológicos a bajas concentraciones e incluyen a las auxinas, citocininas, 

giberelinas, ácido abscísico, etileno, brasinoesteroides, ácido salicílico, ácido 

jasmónico y estrigolactonas, éstas regulan múltiples aspectos del desarrollo, 

defensa y adaptación vegetal (Fonseca et al., 2014). 
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FIGURA 3. Reguladores del crecimiento y desarrollo vegetal. Las fitohormonas regulan los 

procesos del crecimiento y desarrollo vegetal activando cascadas de señalización que afectan la 

expresión de los genes (Adaptado de Santner et al., 2009). 

 

 
 
 

2.3.1. Auxinas 
 
 

 
Las auxinas regulan la división y elongación celular y activan eventos 

específicos de diferenciación, como el establecimiento de la polaridad embrionaria, 

la diferenciación vascular, la dominancia apical y las respuestas trópicas a luz y a 

la gravedad (Hayashi, 2012). 

 

La principal auxina producida de forma natural en las plantas es el ácido 

indol-3-acético (AIA). La actividad de las auxinas está regulada a tres niveles: 

biosíntesis, transporte y señalización (Fig. 4) (Zhao, 2010; Ludwig-Muller, 2011; 

Sauer et al., 2013). 
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FIGURA 4. Componentes principales en la percepción y señalización de las auxinas. La unión 

del AIA a los receptores TIR1/AFB se lleva a cabo en el núcleo. Cuando los niveles de AIA son 

bajos (fondo azul obscuro), los represores Aux/IAAs forman heterodímeros con los factores de 

respuesta a auxinas ARFs reprimiendo la transcripción. Sin embargo, a niveles altos de AIA (fondo 

azul claro), la unión del AIA al receptor provoca el marcaje de los represores y degradación por el 

proteosoma 26S, liberando así los ARFs y permitiendo la expresión de genes de respuesta a 

auxinas. Las proteínas ABP1, localizadas en el retículo endoplásmico (RE) o en la membrana 

celular, funcionan también como receptores del AIA, mediando respuestas rápidas a auxinas como 

la regulación de la endocitosis, el rearreglo del citoesqueleto y el ablandamiento de la membrana 

que permite la expansión celular (Modificado de Ljung, 2013). 

 
 

 
2.3.1.1. Biosíntesis de auxinas 

 
 

 
Las auxinas se sintetizan en el ápice del follaje, hojas jóvenes y meristemo 

de la raíz (Ljung et al., 2001, 2005). Se ha evidenciado que el AIA se produce a 
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partir de precursores generados en la ruta del ácido shikímico (Fig. 5). Esta vía 

localizada en los plástidos produce precursores para la biosíntesis de diferentes 

compuestos indólicos, aminoácidos aromáticos (L-Trp, fenilalanina y tirosina), 

además de alcaloides, ligninas y flavonoides. El precursor del AIA es el L-Trp que 

principalmente es utilizado en la biosíntesis de proteínas, debido a ello la cantidad 

de Trp en el citosol es mayor comparada con la de AIA, sugiriendo una regulación 

estricta de los pasos intermedios en la biosíntesis del AIA para evitar su 

sobreproducción (Sairanen et al., 2012). 

 

Se sabe que las rutas de biosíntesis del AIA dependientes de L-Trp son las 

principales fuentes de auxinas libres, así como de sus precursores y conjugados 

en  plantas.  Sin embargo,  existen  evidencias  de  la  existencia de  una  ruta  de 

biosíntesis independiente de Trp proveniente del precursor indol-3-glicerol fosfato 

(IGP) (Ouyang et al., 2000) (Fig. 5). Los genes y enzimas involucrados en la ruta 

independiente de Trp aún no se conocen por completo y la existencia de esta ruta 

se ha sugerido por el uso de precursores radiomarcados y mutantes en la 

biosíntesis de L-Trp. Estudios de este tipo, realizados en una gran variedad de 

especies de plantas, han demostrado la utilización diferencial de las vías de 

síntesis Trp-dependiente y Trp-independiente en momentos críticos del desarrollo 

de la planta incluyendo la embriogénesis (Ribnicky et al., 2002), la maduración del 

fruto (Epstein et al., 2002), en respuestas a cambios de temperatura (Rapparini et 

al.,  2002), durante la germinación y el crecimiento  temprano  de  las plántulas 

(Ljung et al., 2001) y en respuesta a heridas (Sztein et al., 2002). 

 

Las vías de biosíntesis del AIA propuestas en plantas no han sido 

completamente dilucidadas, escasamente se conocen las enzimas involucradas y 

aún no está claro si las vías se encuentran en todas las especies vegetales (Ljung, 

2013). Sin embargo, se han realizado avances considerables en cuanto a la 

identificación de las rutas de biosíntesis y los genes involucrados en ellas. Ejemplo 

son las rutas de biosíntesis dependientes del L-Trp que operan en angiospermas 

que fueron nombradas de acuerdo al primer metabolito formado a partir del L-Trp 

(Ljung, 2013) (Fig. 5). 
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Desde los sitios de síntesis, las auxinas son redistribuidas a través del 

cuerpo de la planta donde son requeridas para una gran variedad de procesos de 

desarrollo  como  la  formación  de  raíces  laterales,  la  dominancia  apical,  el 

desarrollo de hojas y flores y respuestas a estímulos ambientales (Ljung et al., 

2005), para lo cual requieren un mecanismo de transporte altamente regulado, 

conocido como transporte polar de auxinas (TPA) (Michniewicz et al., 2007) 
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FIGURA 5. Metabolismo del AIA en plantas superiores. (A) La biosíntesis de los precursores del 

AIA como el IGP y el L-Trp se lleva a cabo en los plástidos, el L-Trp, principal precursor del AIA es 

generado por la vía del shikimato. (B) Las subsecuentes rutas de biosíntesis del AIA dependiente 

de Trp se efectua en el citosol. Se muestran las cuatro vías posibles de biosíntesis del AIA en 

plantas superiores: IAOx, IAM, IPA y TAM. Las enzimas cuya función se conoce se muestran en 

azul. (C) Rutas de degradación y conjugación del AIA. El AIA puede ser conjugado a aminoácidos 

y azúcares o catabolizado para formar oxAIA. Las flechas continuas indican rutas donde las 

enzimas, genes o intermediarios son conocidos y las discontinuas indican rutas menos definidas. 

IGP, indol-3-glicerol fosfato; L-Trp, L-triptófano; IAOx, indol-3-acetaldoxima; IAM, indol-3- 

acetamida; IPA, ácido indol-3-pirúvico; TAM, triptamina; IGs, indol glucosinolatos; IAN, indol 

acetonitrilo;  CAM,  camalexina;  IAAld,  indol  acetaldehído; Ser,  serotonina;  IBA,  ácido  indol-3- 

butírico; oxAIA,  ácido  2-oxoindol-3-acético; oxAIA-Glc, ácido  2-oxoindol-3-acético conjugado a 

glucosa; AIA-Ala, AIA-Leu, AIA-Asp, AIA-Glu, ácido indol-3-acético conjugado a alanina, leucina, 

aspartato y glutamato, respectivamente (Modificado de Ljung, 2013). 
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2.3.1.2. Transporte de auxinas 
 
 

 
El transporte, metabolismo y distribución de las auxinas controla los niveles 

de la fitohormona para establecer gradientes en ciertos tejidos o zonas de la 

planta. La distribución de auxinas está coordinada por múltiples procesos que 

involucran la biosíntesis, almacenaje, degradación y transporte de entrada (influjo) 

y salida (eflujo) de la célula (Petrásek y Friml, 2009). Aunque las auxinas pueden 

ser sintetizadas en varios tejidos (Ljung et al., 2005), el principal sitio de síntesis 

son las hojas jóvenes y los cotiledones (Ljung et al., 2001). Para transportar a las 

auxinas recién sintetizadas a los diferentes órganos, las plantas han desarrollado 

dos tipos de sistemas de transporte: i) a través del floema, es decir, transporte no 

polar o pasivo, que no requiere de energía y ii) un transporte célula a célula, 

conocido como transporte polar de auxinas (TPA) o transporte activo (Michniewicz 

et al., 2007). 

 

La redistribución de auxinas a larga distancia ocurre a través del floema 

debido a la gran capacidad y velocidad del transporte en dicho tejido (Michniewicz 

et al., 2007) (Fig. 6A). Las auxinas, junto con otros metabolitos son transportados 

de esta manera a diferentes órganos y tejidos, donde las primeras son 

redistribuidas de forma regulada mediante el TPA. El transporte a larga distancia 

por el floema es importante para controlar procesos como las divisiones de las 

células del cambium y la ramificación de la raíz. La conexión entre el transporte a 

través del floema y el TPA ha sido establecida por experimentos en chícharo, en 

donde se mostró que las auxinas marcadas que fueron transportadas a través del 

floema, se detectaron más tarde en el sistema del TPA. Esta transferencia tiene 

lugar principalmente en los tejidos inmaduros del ápice del follaje (Cambridge y 

Morris, 1996). 
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FIGURA 6. Transporte de auxinas. A) Distribución de auxinas a través del floema desde los 

tejidos fuente – hojas jóvenes y brotes florales – hacia el ápice radicular. B) Transporte polar de 

auxinas. Las auxinas protonadas -ácido indol acético sin disociar (AIAH) – pueden difundir a través 

de la membrana plasmática, mientras que la forma aniónica es transportada dentro de la célula por 

transportadores de influjo AUX1/LAX. En el citosol, el AIAH es disociado en su forma aniónica (AIA) 

y por lo tanto atrapado dentro de la célula. El AIA-solamente puede salir de la célula a través de los 

transportadores de eflujo PGP, PIN y PIL. La localización de los transportadores determina la 

direccionalidad del flujo intracelular de auxinas (Modificado de Robert y Friml, 2009). 

 
 
 
 

El TPA es fundamental para la distribución de  las auxinas a través de 

distancias cortas y largas, ocurre célula a célula y está mediado por diversas 

familias de transportadores. La familia AUXIN RESISTANT 1/ LIKE-AUX1 

(AUX1/LAX) funciona como transportadores de influjo, mientras que los 

transportadores de eflujo están constituidos por la familia PIN-FORMED (PIN) y la 

subfamilia ABC-B/resistente a multidrogas/P-glicoproteínas (ABCB/MDR/PGP) 

(Petrásek, 2009). Estos transportadores establecen los gradientes de auxinas, 

regulados  por  la  expresión  y  localización  subcelular  de  las  proteínas  antes 
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mencionadas, en respuesta a señales ambientales y del desarrollo (Friml, 2010). 

El TPA puede ser regulado a tres niveles: i) por la abundancia de los 

transportadores (mediadas a nivel de transcripción, traducción y/o degradación); ii) 

por el tráfico subcelular y posicionamiento de los transportadores en lugares 

específicos de la membrana plasmática y iii) por la actividad del transporte que 

puede variar por modificaciones postraduccionales, inhibidores endógenos, 

regulación del pH e interacciones entre los transportadores (Petrásek et al., 2009). 

Debido a que el AIA es un ácido débil con pKa de 4.75, puede adquirir dos formas 

químicas dependiendo del pH del ambiente: una protonada (AIAH) a pH ácido y 

otra aniónica (AIA-) a pH neutro. El pH en la pared celular es de 5.5, por tal razón 

aproximadamente el 15% del AIA está en forma protonada y puede difundir a 

través de la membrana. Mientras que en el citosol, cuyo pH es aproximadamente 

de 7, se favorece la estructura aniónica del AIA. Debido a que esta última está 

eléctricamente cargada y no puede ser transportada a través de la membrana 

hacia las células vecinas (Rubery y Sheldrake, 1974). La membrana plasmática 

presenta proteínas transportadoras requeridas para el influjo y eflujo de auxinas 

(Bohn-Courseau, 2010) (Fig. 6B). 

 

Aunque las auxinas en un determinado porcentaje pueden entrar libremente 

a la célula por difusión a través de la membrana plasmática (Tanaka et al., 2006) 

(Fig. 6B), se ha demostrado que las proteínas de influjo son requeridas para la 

distribución de auxinas durante los tropismos y la organogénesis mediante 

inhibidores específicos como el ácido 1-naftoxiacético (1-NOA) y el ácido 3-cloro- 

4-hidroxifenilacético  (CHPAA)  (Imhoff  et al.,  2000). El  primer transportador  de 

influjo identificado fue AUX1. En Arabidopsis, AUX1 pertenece a una familia de 

cuatro genes altamente conservados, incluyendo AUX1 y genes parecidos a los 

AUX1 (LAX), LAX1, LAX2 y LAX3 que forman una subfamilia específica (Péret et 

al., 2012; Swarup y Péret, 2012). Las proteínas AUX1/LAX actúan como 

simportadores, que permiten la entrada de la forma aniónica del AIA con ayuda de 

un gradiente de protones (Yang et al., 2006). Aunque los miembros de la familia 

AUX/LAX   tienen   similitudes,   cada   uno   regula   un   proceso   del   desarrollo 

dependiente de auxinas. Por ejemplo, diversos estudios apoyan la idea de que 
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AUX1 funciona en programas de desarrollo mediados por auxinas como el 

gravitropismo (Swarup et al., 2001, 2004), el crecimiento de los pelos radiculares 

(Grebe  et  al., 2005; Jones  et  al.,  2009), y  la  distribución  del AIA  en  el tallo 

(Reinhard et al., 2003; Bainbridge et al., 2008), mientras que AUX1 y LAX3 son 

requeridos para el desarrollo de raíces laterales (De Smet et al., 2007; Swarup et 

al., 2008) y la formación del gancho apical (Vandenbussche et al., 2010). Mientras 

que LAX2 regula el desarrollo vascular, LAX1 y LAX2 están involucrados en el 

patrón de distribución de las hojas en el tallo (Bainbridge et al., 2008). 

 

Debido a que en el citosol se favorece la forma aniónica de las auxinas, las 

proteínas transportadoras de eflujo son esenciales para que éstas pasen a través 

de la membrana celular. Dos tipos de transportadores de eflujo han sido 

identificados, la familia de los transportadores PIN y ABCB/MDR/PGP. En plantas, 

los  transportadores  ATP-binding  cassette  (ABC/MDR/PGP) (Fig.  6B), 

originalmente se identificaron por la caracterización de proteínas que participan en 

procesos de destoxificación (Martinoia et al., 1993). Dichas proteínas están 

involucradas en respuesta a patógenos, acumulación de fitato en las semillas y el 

transporte de auxinas y  del ácido abscísico. Por lo  tanto, los transportadores 

ABC/MDR/PGP  desempeñan  una  función  importante  en  el  crecimiento  de 

órganos, nutrición de las plantas, desarrollo vegetal, respuesta a estrés abiótico y 

la interacción de las plantas con  su  ambiente  (Kang et al.,  2011).  La familia 

(ABCB/ MDR/ PGP), incluye 21 miembros divididos en tres grupos (Cho y Cho, 

2013): ABCB 1, ABCB 4 y ABCB 19 bien caracterizados como transportadores de 

auxinas   (Titapiwatanakun   y   Murphy,   2009b),   teniendo   como   característica 

particular que se encuentran ubicados de manera no polar. MDR 1 también 

conocido como PGP 19 o ABCB 19, fue originalmente identificado en un escrutinio 

en  Arabidopsis  para  aislar  genes  con  funciones  relacionados  a  canales  de 

aniones. Sin embargo, el análisis de las mutantes simples pgp1 y pgp19 mostraron 

epinastía de los cotiledones y hojas verdaderas, así como ondulaciones en los 

hipocotilos y raíces, por lo cual, dichas proteínas se involucraron con el transporte 

de auxinas (Noh et al., 2001). Defectos en el transportador ABCB 4 presentaron 

un fenotipo de plántulas con pelos radiculares más grandes respecto al silvestre 
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(Cho et al., 2007), por lo que se sugirió que esta proteína participa en el transporte 

de  auxinas  en  la  raíz.  Además,  ABCB  4  también  ha  sido  implicada  en  la 

exportación y la captación de auxinas producidas por los microorganismos del 

suelo, esto último debido a su localización epidérmica (Santelia et al., 2005; 

Terasaka et al., 2005; Lewis et al., 2007; Wu et al., 2007; Yang y Murphy, 2009). 

Se ha observado que AtABCB 19 confiere resistencia a la kanamicina cuando 

dicha proteína es sobre-expresada en plantas (Kang et al., 2010). Estudios 

recientes han mostrado que las proteínas ABCB 14 y ABCB 15 están asociadas 

con el transporte polar de auxinas (Kaneda, 2011) y se localizan principalmente en 

el tejido vascular de la inflorescencia del tallo, afectando el transporte polar en 

estos tejidos. ABCB 19 se localiza en la parte apical de la célula sugiriendo una 

función en el transporte de auxinas a las puntas de la raíz y del follaje (Zazímalova 

et al., 2010). ABCB 1 se expresa en la columela y el meristemo apical de la raíz y 

en las células corticales y epidérmicas de la raíz en donde está involucrada en el 

transporte de auxinas desde el ápice de la raíz hacia el follaje (Geisler et al., 

2005). Por otra parte, ABCB 4, se expresa en la epidermis de la raíz y también 

media el trasporte de auxinas hacia el follaje (Lewis et al., 2007). Reportes 

recientes sugieren que ABCB 19 afecta el trasporte de auxinas a través de las 

proteínas PIN. ABCB 19 se localiza en la parte de la membrana plasmática 

resistente a los detergentes. ABCB 19 no altera la localización polar de PIN 1, 

pero estabiliza a PIN 1 proporcionando una plataforma para su localización estable 

y de esta manera afecta el tráfico de auxinas y la función de este transportador. La 

desestabilización de PIN 1 por la pérdida de ABCB 19 ocasiona una inactivación 

de la actividad del transporte polar de auxinas, mayor aún que la mostrada por la 

mutante pin 1 (Titapiwatanakun et al., 2009a). En algunos tejidos, los 

transportadores ABCB 19 y PIN 1 pueden interactuar formando un complejo, sus 

respectivas  mutaciones  causan  un  efecto  sinérgico  y  las  plantas  son  más 

sensibles a los inhibidores (Blakeslee et al., 2007). 

 

Las proteínas PIN-FORMED (PIN) pertenecen a una familia de proteínas 

transmembranales específicas de plantas, que trasportan las auxinas y están 

constituidas  por  ocho  miembros  (Krecek,  2009;  Friml,  2010),  los  cuales  se 
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subdividen en dos subfamilias con base en la presencia o ausencia de un dominio 

hidrofílico central: i) La subfamilia de PINs grandes, que presentan un dominio 

hidrofílico central que separa a dos dominios hidrofóbicos transmembranales e 

incluye todos los miembros definidos como transportadores de eflujo de auxinas 

localizados en la membrana plasmática: PIN 1-PIN 4 y PIN 7. PIN 6 también forma 

parte de este grupo, con base en su secuencia altamente similar en las regiones 

transmembranales y la reducción parcial en el dominio hidrofílico (Petrásek et al., 

2006;  Wisniewska  et  al.,  2006).  ii)  La  subfamilia  de  PINs  cortos,  codifican 

proteínas con el dominio hidrofílico central ausente y comprende a las proteínas 

PIN 5 y PIN 8, que se localizan en el retículo endoplásmico y por lo tanto no están 

directamente  involucradas  en  el  transporte  de  auxinas  entre  células,  pero  si 

median  la  homeostasis  intracelular  de  las  auxinas  (Mravec  et  al.,  2009).  La 

proteína PIN 8, se expresa específicamente en el gametofito masculino (Dal Bosco 

et al., 2012a; Ding et al., 2012) y junto con PIN 5 regula el transporte intracelular 

de auxinas en el polen (Dal Bosco et al., 2012b). En Arabidopsis, PIN 1 media la 

organogénesis y diferenciación del tejido vascular, PIN 2 y 3 el crecimiento 

gravitrópico de la raíz, PIN 4 la actividad del meristemo radicular y PIN 6 modifica 

el transporte de auxinas en procesos requeridos para el crecimiento de la raíz y el 

desarrollo reproductivo (Cazzonelli et al., 2013). PIN 7 está involucrado  en el 

desarrollo temprano del embrión (Vieten et al., 2005). 

 

En la figura 7A se muestra la ubicación de las proteínas PIN en la punta de 

la raíz de Arabidopsis.  La  localización  de las proteínas PIN en  la membrana 

plasmática regula la dirección del movimiento de auxinas y consecuentemente 

determina su distribución local. La localización celular de las proteínas PIN está 

regulada por fitohormonas, señales ambientales y del desarrollo (Hayashi, 2012). 

Un  factor  determinante  en  la  polaridad  de  las  proteínas  PIN  es  su  tráfico 

endocítico, ya que son secretadas de una manera no polar y su subsecuente 

endocitosis y reciclamiento establece su localización en la parte basal de la célula 

(Dhonukshe et al., 2008) (Fig. 7B). Este reciclamiento es dependiente de la 

proteína endosomal GNOM (GN). La fosforilación de PIN por diversas cinasas 

como  PINOID  (PID),  lleva  a  estos  transportadores  de  auxinas  a  una  vía  de 



21  

reciclamiento independiente de GN, dirigiéndola al polo apical de la célula (Kleine- 

Vehn et al., 2009). Esta actividad es antagonizada por la proteína fosfatasa 2A 

(PP2A). La endocitosis y el reciclamiento también controlan la cantidad de 

proteínas  PIN  en  la  membrana  plasmática  por  regulación  del  balance  de  la 

proteína que es reciclada de vuelta a la membrana plasmática o dirigida a la 

vacuola lítica para su degradación (Fig. 7B) (Finet y Jaillais, 2012). Se ha 

observado que la biosíntesis local de auxinas puede contribuir al establecimiento 

de los gradientes dependientes de GN en tejidos específicos (Guo et al., 2014). 

Por otra parte, el receptor de auxinas, la proteína Auxin Binding Protein 1 (ABP 1) 

está involucrada en la modulación del reciclamiento intracelular de las proteínas, 

controlando la tasa de transporte de las auxinas a través de la membrana 

plasmática y la cantidad y dinamismo de transportadores PIN (Conanová et al., 

2013). La señalización de auxinas a través de ABP 1 inhibe la internalización de 

las proteínas PIN mediada por clatrina (Fig. 7B) (Dhonukshe et al., 2007a; Robert 

et al., 2010). Los componentes del endosoma temprano BFA- visualized endocytic 

trafficking defective 1 y 2 (BEN 1 y BEN 2) están involucrados en distintos pasos 

del tráfico endosomal temprano y son requeridos para la localización polar de PIN, 

su repolarización dinámica y consecuentemente la formación de gradientes de 

auxinas (Tanaka et al., 2013). El tráfico de proteínas PIN también puede ser 

regulado por fitohormonas, las auxinas por sí mismas, inhiben la internalización de 

las proteínas PIN desde la membrana plasmática, controlando de esta manera los 

niveles de auxinas (Geldner et al., 2001). Por otra parte, las citocininas controlan 

la endocitosis de las proteínas PIN induciendo su degradación en la vacuola lítica 

(Fig. 7B) (Marhavy et al., 2011). Altas concentraciones de jasmonato también 

inducen la degradación y endocitosis de PIN 2 (Sun et al., 2011). Las giberelinas 

limitan el tráfico de PIN a la vacuola lítica al igual que los péptidos de la familia 

GOLVEN (Whitford et al., 2012; Willigeet al., 2011) (Fig. 7B), mientras que el 

etileno incrementa la expresión de PIN 3 y PIN 7 (Lewis et al., 2011). En un 

escrutinio in silico, para aislar proteínas con homología y topología similar a los 

miembros  de  la  familia  PIN  en  Arabidopsis  se  encontraron  siete  proteínas 
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parecidas a las PIN (PILS), que  se localizaron  en el retículo endoplásmico  y 

poseen actividad de transportadores de auxinas (Habets y Offringa, 2014). 

 

 
 

 
 
 
 
FIGURA 7. Posicionamiento, tráfico y reciclaje de las proteínas PIN. A) La localización polar de 

las proteínas PIN es la clave para el flujo de auxinas y el establecimiento local de concentraciones 

de auxinas en la punta de la raíz. B) Un factor determinante para la polaridad de las proteínas PIN 

es el tráfico endocítico, el modelo propone que las proteínas PIN son secretadas en una manera no 

polar y que su subsecuente endocitosis y reciclamiento establece su localización polar en el polo 

basal de la célula (Adaptado de Michniewicz et al., 2007; Finet y Jaillais, 2012). 

 

 
 
 

2.4. Inhibidores del transporte de auxinas 
 
 

 
Un grupo de sustancias producidas naturalmente que actúan como 

inhibidores del transporte de auxinas son los flavonoides, los cuales son 

metabolitos  secundarios  polifenólicos  de  las  plantas  cuya  síntesis  es  tejido 
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específica,   regulada   por   el   desarrollo   y   dependiente   de   las   condiciones 

ambientales  como  luz  y  temperatura.  Además,  los  flavonoides  controlan  la 

fertilidad del polen y llevan a cabo funciones para proteger a las plantas contra 

estreses bióticos y abióticos (Thompson et al., 2010; Hichri et al., 2011). Algunos 

flavonoides como la quercetina y el kempferol causan inhibición del TPA y por 

consiguiente la acumulación de auxinas en las plantas. Las mutantes de 

Arabidopsis, TRANSPARENT TESTA 3, 4 y 7 (TT 3, TT 4 y TT 7), que carecen de 

enzimas de la ruta biosintética de flavonoides, han sido usadas para elucidar la 

función de los flavonoides endógenos en el transporte de auxinas. Al agregar 

flavonoides, a las mutantes y a  las plantas tipo  silvestre se  observó  que  los 

flavonoides afectan el transporte polar de auxinas (Peer y Murphy, 2007). Algunos 

sitios de acción de los flavonoides han sido identificados como proteínas 

membranales, mejor conocidas como proteínas de unión al NPA, la subunidad 

regulatoria NBP (NPA-binding protein) (Hernández-Mata et al., 2010). 

 

El conocimiento de los mecanismos del transporte polar de auxinas y su 

función sobre el desarrollo vegetal ha estado íntimamente ligado con el uso de 

pequeñas moléculas incluidos componentes auxínicos,  antagonistas de  acción 

auxínica e inhibidores del transporte de auxinas (ITAs) (Woodward y Bartel 2005, 

De Rybel et al., 2009a). 

 

Los ITAs bloquean el movimiento polar de auxinas entre las células. Al 

aplicar exógenamente  ITAs,  estos  interfieren  con  la distribución  de  auxinas  y 

perturban el desarrollo vegetal (Tanaka et al., 2006). Algunos de los inhibidores 

más representativos son el ácido 2,3,5-triyodobenzoico (TIBA) y el ácido 1- 

pirenoilcenzóico (PBA), los cuales no sólo inhiben el eflujo de auxinas, sino 

interfieren con el tráfico subcelular de las proteínas PIN y AUX 1 (Kleine-Vehn et 

al., 2006). PBA y TIBA interfieren con la motilidad de los organelos y el movimiento 

individual de vesículas, probablemente por inhibición del dinamismo de la actina 

del citoesqueleto (Dhonukshe et al., 2007b). El ácido naftiltalámico (NPA) es el 

inhibidor de eflujo de auxinas mejor caracterizado, sus efectos inhibitorios en los 

sistemas  de  transporte  de  auxinas  llevan  a  la  supresión  de  elongación  y 
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crecimiento diferencial de los hipocotilos en Arabidopsis (Ma y Robert, 2013). El 

NPA actúa como un inhibidor específico del eflujo del AIA teniendo como blanco 

principal los transportadores ABCB (Bailly et al., 2008; Nagashima et al., 2008) y 

representa una valiosa herramienta química en la investigación de la función del 

TPA y sus efectos sobre el desarrollo vegetal. Escrutinios genéticos de mutantes 

con respuestas alteradas al NPA permitieron la identificación de siete genes 

denominados TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE (TIR), TIR 1-TIR 7 (Ruegger 

et al., 1997). Posteriormente, se realizó la caracterización de algunos de estos 

genes: TIR1, es el receptor nuclear de las auxinas (Dharmasiri et al., 2005); TIR2 

codifica para la proteína TAA una de las enzimas clave en ruta de biosíntesis de 

auxinas dependiente de IPA; TIR3 codifica para un factor de respuesta a auxinas, 

el AUXIN RESPONSE FACTOR 7 (ARF 7) y TIR 5 para BIG, una proteína similar 

a calosina requerida en el TPA (Ma y Robert, 2013). 

 

En años recientes, nuevos ITAs han sido identificados en algunos casos 

basándose en la similitud estructural de auxinas ya sea naturales o sintéticas, o de 

ITAs ya conocidos. Sin embargo, debido a los efectos pleiotrópicos que estos 

compuestos presentan sobre la arquitectura radicular, se ha dificultado la 

identificación de nuevos componentes involucrados en procesos específicos del 

desarrollo como en la formación de raíces laterales. Por lo tanto, encontrar 

moléculas sintéticas o naturales, que sean capaces de afectar la homeostasis de 

las auxinas en un tejido u órgano de manera específica, podría ayudar a entender 

los mecanismos moleculares de las auxinas u otras fitohormonas en la regulación 

de procesos específicos del desarrollo vegetal. 
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Katekar y Geissler (1980) fueron los primeros en caracterizar un grupo de 

ITAs denominado fitotropinas, en el cual fue incluido el NPA. Las fitotropinas son 

compuestos que inhiben las respuestas gravitrópicas y fototrópicas, así como el 

transporte de las auxinas. Su estructura incluye un ácido carboxílico unido a un 

anillo aromático ligado en posición orto a un segundo anillo aromático. En nuestro 

grupo de trabajo se han buscado moléculas con similitud estructural al principal 

inhibidor utilizado el NPA. La molécula seleccionada fue el ácido naftiletilftalámico 

(NEPA), que difiere del NPA por tener un carbono y grupo etilo adicional, además 

de contar con la estructura de una fitotropina (Fig. 8). 

 

 

 
 

 
 
FIGURA   8.   Estructura   comparativa   de   compuestos.   Estructura   molecular   del   ácido 

naftilftalámico (NPA) y el ácido naftiletilftalámico (NEPA) (NCBI 2015). 
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3. JUSTIFICACIÓN 
 
 

 
El transporte de auxinas es fundamental para diversos procesos del 

crecimiento y desarrollo de las plantas. La caracterización de moléculas con 

similitud estructural a los inhibidores del transporte de auxinas, los cuáles 

manifiestan efectos deletéreos sobre el crecimiento al inhibir el crecimiento de la 

raíz primaria y causar agravitropismo, representa una alternativa para la 

identificación de compuestos con blancos más específicos, que puedan ser 

utilizados para el estudio de los procesos regulados por auxinas sin afectar de 

manera general el desarrollo. 
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4. HIPÓTESIS 
 
 

 
El NEPA, un compuesto que presenta similitud estructural con el inhibidor 

del transporte de auxinas NPA, afecta el desarrollo de la raíz en Arabidopsis 

thaliana modulado por las auxinas. 
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5. OBJETIVOS 
 
 
 

5.1. Objetivo general. 
 
 

 
Caracterizar la actividad del ácido naftiletilftalámico (NEPA) sobre el transporte y 

respuesta a auxinas y la arquitectura radicular de Arabidopsis thaliana. 

 
 
 
 

5.2. Objetivos específicos. 
 
 

 
1.  Evaluar la actividad del NEPA sobre procesos del desarrollo de la raíz 

regulados por auxinas. 

2.  Analizar el efecto del NEPA sobre la expresión y localización de 

transportadores de auxinas. 

3.  Estudiar el efecto del NEPA sobre programas de morfogénesis en plantas 

silvestres y mutantes afectadas en la señalización por auxinas. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
 

6.1. Material biológico 
 

 
 

Para la realización de los diferentes experimentos, se utilizaron semillas de 

Arabidopsis thaliana del ecotipo silvestre Columbia 0 (Col-0), así como de las 

líneas   transgénicas   CycB1::uidA   (Colón-Carmona   et   al.,   1999),   DR5::uidA 

(Ulmasov et al., 1997), DR5::GFP (Ottenschaläger et al., 2003), DR5::VENUS 

(Heisler et al., 2005), EXP7::uidA (Cho y Cosgrove, 2002)., PLT1::CFP (Kormet y 

Scheres, 2009), WOX5::GFP (Blilou et al., 2005), PIN1::PIN1-GFP (Benková et al., 

2003), PIN2::PIN2-GFP, PIN3::PIN3-GFP y PIN7::PIN7-GFP (Blilou et al., 2005). 

También se utilizaron la mutante sencilla tir1 (Ruegger et al., 1997) y la triple 

mutante tir1afb2afb3 (Parry et al., 2009). 

 
 
 
 

6.2. Compuestos químicos 
 

 
 

El NEPA fue adquirido de SIGMA-ALDRICH (Número de catálogo 399728) y NPA 

de ChemService ALDRICH (Número de catálogo N-12507),   ambos fueron 

disueltos en dimetil sulfóxido (DMSO). Plántulas crecidas en medio control se 

suplementaron con disolvente como tratamiento control. 

 
 
 
 

6.3. Desinfección de las semillas 
 

 
 

Las semillas se colocaron en tubos Eppendorf de 2 ml, se agregaron 500 μl de 

etanol al 96% v/v y se sometieron a agitación durante 5 minutos. Posteriormente, 

se retiró el etanol y adicionaron 700 μl de hipoclorito de sodio al 20% v/v, 

sometiéndose a una agitación vigorosa por 7 minutos. Finalmente, se retiró el 

hipoclorito y se lavaron con 1 ml de agua destilada estéril, cinco veces durante de 

1 minuto en agitación. El proceso se llevó a cabo en una campana de flujo laminar, 
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en condiciones de esterilidad. Al finalizar la desinfección, los tubos se colocaron a 
 

4 ºC durante 48 h para promover y homogenizar la germinación. 
 
 
 

 
6.4. Preparación del medio de cultivo 

 

 
 

En un frasco con agua destilada se agregó 0.6 % de sacarosa, posteriormente 0.9 

g por litro de sales de Murashige y Skoog (con los nutrientes necesarios para el 

crecimiento de las plantas) (Murashige y Skoog, 1962) que corresponden a una 

concentración   de   0.2X.   El   medio   MS   está   formado   por   los   siguientes 

componentes: NH4NO3 2.0 mM, KNO3 1.9 mM, CaCl2.2H2O 0.3 mM, MgSO4.7H2O 

0.15 mM, KI 5 μM, H3BO3  25 μM, MnSO4.H2O 0.1 mM, ZnSO4.7H2O 0.3 mM, 

NaMoO4.2H2O 1 μM, CuSO4.5H2O 0.1 μM, CoCl2.6H2O 0.1 μM, FeSO4.7H2O 0.1 

mM, Na2EDTA.2H2O 0.1 mM. Además se añadió inositol (10 mg/L) y glicina (0.2 

mg/L). Una vez adicionados todos los componentes del medio, estos se disuelven 

por agitación, se ajustó el pH a 7, con KOH 0.1 N. Se agregó agar al 1 %,   el 

medio se esterilizó en autoclave por 20 minutos a 120 ºC y 15 libras de presión. 

Una vez estéril el medio de cultivo, se adicionó NEPA y NPA disueltos en DMSO 

respectivamente para obtener las diversas concentraciones a evaluar. 

Posteriormente se vació en cajas de Petri estériles de 100 x 15 mm y se dejó 

solidificar. 

 
 
 
 

6.5. Siembra de las semillas 
 

 
 

Una vez solidificado el medio, se procedió a siembra de las semillas. Para los 

análisis en cajas de Petri se sembraron las semillas en la parte superior en fila 

para permitir a la raíz un crecimiento sobre el medio. Finalmente, las cajas se 

sellaron con plástico o cinta micropore, para evitar contaminación por 

microorganismos como bacterias y hongos. 
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6.6. Condiciones de crecimiento 
 

 
 

Después de la siembra, las semillas se incubaron en una cámara de crecimiento 
 

Percival AR95L con fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h de oscuridad, temperatura de 22 
 

°C y humedad del 80 %. Las cajas se colocaron en posición vertical con un ángulo 

de 75º de inclinación, para permitir tanto el crecimiento del sistema radicular como 

del aéreo de la planta. 

 

 
 
 

6.7. Análisis de las variables del crecimiento in vitro 
 

 
 

Las variables que se analizaron en los diferentes bioensayos fueron: la longitud de 

la raíz primaria, el número de raíces laterales, la densidad de raíces laterales y 

densidad y longitud de pelos radiculares. La primera se midió con una regla, 

realizando mediciones de plantas provenientes de tres placas independientes. Las 

raíces laterales se cuantificaron con la ayuda de un microscopio estereoscópico 

Leica MZ6/L2 (Leica Microsystems, Wetzlar Germany) en el objetivo 0.8X 

analizando todas las plantas por caja en las tres replicas para cada uno de los 

tratamientos.  La  densidad  de  las  raíces  laterales  se  determinó  dividiendo  el 

número de raíces laterales entre la longitud de la raíz primaria y se expresó como 

el número de raíces laterales por centímetro. La densidad de los pelos radiculares 

se determinó midiendo en plántulas de 4 días la cantidad de pelos en una región 

de 500µm desde la punta de la raíz. La longitud de los pelos fue determinada 

midiendo 10 pelos por planta tomando como referencia la base del pelo radical se 

utilizó el programa del National Institutes of Health (2004) ImageJ, (image analysis 

software system), versión 1.46r.  http://imagej.nih.gov/ij/index.html, las imágenes 

del sistema radicular de las plántulas fueron capturadas con una cámara digital 

SAMSUNG SCC 131-A adaptada a un microscopio estereoscópico Leica MZ6/L2 

(Leica Microsystems, Wetzlar Germany) en el objetivo 1.25X. 

http://imagej.nih.gov/ij/index.html
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6.8. Determinación de las etapas del desarrollo de los primordios de raíces 

laterales 
 

 
 

Los primordios de las raíces laterales fueron cuantificados y clasificados de 

acuerdo al protocolo propuesto por Malamy y Benfey (1997), en plantas de A. 

thaliana de7 días en cada uno de los tratamientos. Las plantas fueron clarificadas 

para poder visualizar y cuantificar los primordios en las 8 etapas descritas (I-VII y 

RL emergidas) del desarrollo a lo largo de la raíz primaria. 

 
 
 
 

6.9. Análisis de expresión del gen de la β-glucuronidasa (GUS) 
 
 

 
Para la línea reportera DR5::uidA las plántulas de 7 ddg, se colocaron en cajas de 

microtítulo y se incubaron toda la noche, la línea EXP7::uidA se incubó por 20 min, 

ambas a 37 ºC en el amortiguador de reacción de GUS (0.5 mg/mL de 5-bromo-4- 

cloro-3-indolil-D-glucoronido en NaHPO4  100 mM, pH 7.0; β-mercaptoetanol 10 

mM;  EDTA  10  mM;  N-lauril-sarcosina  0.1%;  Tritón  X-100  0.1  %,  y  también 

contiene el catalizador de la oxidación ferri y ferrocianuro de potasio 5 mM 

(Jefferson et al., 1987). Posteriormente las plantas fueron sometidas a clarificación 

de acuerdo a la metodología descrita a continuación y finalmente se realizaron 

montajes semipermanentes para su posterior análisis por microscopía. 

 
 
 
 

6.10. Clarificación de tejidos vegetales 
 

 
 

La clarificación de las plántulas consistió de los siguientes pasos: se eliminó el 

buffer de tinción de GUS y se agregó un volumen de HCl 0.24 N en metanol al 20 

%, se colocó la muestra a 57 ºC durante 60 min. Transcurrido este tiempo se 

decantó la solución y agregó un volumen de NaOH al 7% en etanol al 60% durante 

20 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se adicionó etanol al 40, 20 y 
 

10% sucesivamente por 25 min c/u y en este último, se agregó un volumen de 
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glicerol al 50% para el almacenamiento del material previo a su análisis. Este 

procedimiento se realizó para cada experimento procesando al menos 10 plantas 

de cada tratamiento (Malamy y Benfey, 1997). 

 
 
 
 

6.11. Preparaciones semipermanentes 
 

 
 

Las plantas ya clarificadas se montaron en portaobjetos, colocándolas dentro de 

un marco de cinta parafilm, el espacio vacío del marco se llenó con glicerol y se 

colocó un cubreobjetos. Finalmente, la preparación se selló por las orillas con 

esmalte. 

 
 
 
 

6.12. Microscopía 
 

 
 

El sistema radicular de Arabidopsis thaliana se analizó con un microscopio 

estereoscópico (Leica MZ6) en un aumento de 0.8X. Los primordios de raíces 

laterales se analizaron en preparaciones semipermanentes utilizando microscopía 

de Nomarsky (Leica DM5000B) en los aumentos 10X y 40X. Los análisis de la 

proteína verde fluorescente (GFP) se realizaron en un microscopio confocal 

(Olympus FV1000). 

 
 
 
 

6.13. Detección de la proteína verde fluorescente (GFP) y tinción con yoduro 

de propidio (IP) 
 

 
 

Para la tinción fluorescente con yoduro de propidio (IP), plántulas de las líneas 

transgénicas  de  Arabidopsis  DR5::GFP  (Ottenschaläger  et  al.,  2003), 

DR5::VENUS (Heisler et al., 2005), EXP7::uidA (Cho y Cosgrove, 2002), 

PLT1::CFP (Kormet y Scheres, 2009), WOX5::GFP (Blilou et al., 2005), 

PIN1::PIN1:GFP (Benková et al., 2003), PIN2::PIN2:GFP, PIN3::PIN3:GFP y 

PIN7::PIN7:GFP  (Blilou  et  al.,  2005)  fueron  crecidas  durante  7  días  en  los 
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diferentes tratamientos e incubadas en una solución de yoduro de propidio (10 mg 

ml-1) durante 3 minutos (Vieira et al., 1975). Posteriormente, las muestras fueron 

analizadas de manera independiente en longitudes de onda específicas que 

permiten la fluorescencia del IP (568 nm de excitación y 585-610 nm de emisión) y 

de  la  GFP  (488  nm  de  excitación  y  500-523  nm  de  emisión)  usando  un 

microscopio confocal (Olympus FV1000). Cada una de las imágenes obtenidas del 

análisis se traslapó para obtener la imagen final. 

 
 
 
 

6.14. Análisis de datos 
 

 
 

Los datos fueron analizados por univarianza y sometidos a una prueba post hoc 

Tukey para determinar diferencias en las respuestas evaluadas en todos los 

tratamientos. En las gráficas las letras indican las medias que difieren 

significativamente (P<0.05). Para todos los experimentos los datos se analizaron 

estadísticamente  con  el  programa  StatSoft,  Inc.  (2004).  STATISTICA  (data 

analysis software system), version 7.  www.statsoft.com. 

http://www.statsoft.com/
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7. RESULTADOS 
 

 
 

7.1. Curva de estandarización de concentraciones del NEPA y NPA 
 

 

Para estandarizar la curva de concentraciones del NEPA a analizar, las 

semillas de Arabidopsis del ecotipo silvestre Col-0 fueron desinfectas y sembradas 

en cajas de Petri con medio MS 0.2X, con las concentraciones de NEPA y NPA de 

.001, .01, .1, 1, 10 y 100 µM y su respectivo control adicionando DMSO. En la 

figura 9 se pueden observar fotografías representativas de plantas crecidas en los 

tratamientos. 

 

En los experimentos mencionados se determinó la longitud de la raíz 

primaria, el número y densidad de raíces laterales. Después de 12 días en los 

tratamientos, se encontró que el NPA causa una inhibición del crecimiento de la 

raíz primaria, una disminución en la formación de raíces laterales y un crecimiento 

agravitrópico de la raíz primaria  en concentraciones superiores a  0.1 µM. En 

plantas tratadas con NEPA, se observa una inhibición de la formación de raíces 

laterales a partir de 10 µM y del crecimiento de la raíz primaria en 100 µM del 20% 

(Fig. 9 A-C). 

 

Debido a que en el medio suplementado con 1 µM de NPA aún hay 

formación de raíces laterales, se decidió utilizar 2 µM como control ya que es una 

concentración altamente reportada y se sabe que a esta ya no hay formación de 

raíces laterales y el crecimiento de la raíz primaria se inhibe en un 50%. En los 

tratamientos con NEPA observamos que a partir de 10 µM comienza a disminuir la 

formación de raíces laterales, sin embargo, el crecimiento de la raíz primaria no se 

ve afectado sino hasta 100 µM y solo en un 20 % mientras que la formación de 

raíces laterales queda abatida en esta concentración, es por eso que decidimos 

analizar una curva de concentraciones de NEPA con intervalo desde 30 hasta 180 

µM. 
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FIGURA 9. Crecimiento de plantas silvestres de Arabidopsis en medio suplementado con 

NEPA y NPA. Semillas del ecotipo silvestre Col-0 fueron germinadas y crecidas en medio MS 0.2X 

adicionado con NEPA y NPA por 12 días. (A) Longitud de raíz primaria. (B) Número de raíces 

laterales. (C) Densidad de raíces laterales. (D y E) Fotografías representativas de plantas crecidas 

con los tratamientos. Los valores representan la media + error estándar (n=30). Las letras indican 

las medias que difieren significativamente (P <0.05). La barra de escala equivale a 1 cm y 100 μm 

respectivamente. El experimento fue realizado por triplicado con resultados similares. 
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7.2. Efecto del NEPA sobre la arquitectura radicular de A. thaliana 
 

 
 

Para analizar los efectos del NEPA sobre la arquitectura radicular de A. 

thaliana, semillas del ecotipo silvestre Col-0 fueron desinfectas y sembradas en 

cajas de Petri con medio MS 0.2X, con las concentraciones de NEPA de 30, 60, 

90, 120, 150 y 180 µM, comparando sus efectos con el inhibidor del transporte de 

auxinas NPA, en concentración de 2 µM, y su respectivo control adicionando 

DMSO. En la figura 10 se pueden observar fotografías representativas de plantas 

crecidas en los tratamientos. 

 

 
 

 
 
FIGURA 10. Crecimiento de plantas silvestres de Arabidopsis en medio suplementado con 

NEPA y NPA. Semillas del ecotipo silvestre Col-0 fueron germinadas y crecidas en medio MS 0.2X 

adicionado con NEPA y NPA por 8 días. El experimento se realizó por triplicado obteniendo 

resultados similares. 
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Después de 8 días en los tratamientos, se encontró que el NPA causa una 

inhibición del crecimiento de la raíz primaria, una disminución en la formación de 

raíces laterales y un crecimiento agravitrópico de la raíz primaria. En las plantas 

tratadas con NEPA, la inhibición de la raíz primaria puede ser detectada en 

concentraciones superiores a 90 µM, con una longitud 11% menor a la registrada 

en el control, en tanto que en la mayor concentración evaluada de NEPA (180 µM) 

se registró un 77% de inhibición del crecimiento (Fig 11 A). En contraste con el 

NPA, que afecta la respuesta gravitrópica, el NEPA parece incrementar dicha 

respuesta evidenciado porque la raíz primaria incrementa el número de giros al 

crecer sobre el medio (Fig.12 C). 

 

Las plantas tratadas con NPA muestran inhibición completa de formación 

de raíces laterales (Fig. 11 B y C), en tanto que el número de raíces laterales 

decrecen  con  el  incremento  en  la  concentración  de  NEPA,  comenzando  a 

disminuir en un 72% en 30 µM, 87.5% en 60 µM y 100% en 90 µM, comparadas 

con las plantas control (Fig. 11 B y C). Interesantemente, la formación de raíces 

laterales fue afectada antes de que el crecimiento de la raíz primaria fuera inhibido 

de una forma importante. 

 

 
 

 
 
FIGURA  11.  Efecto  del  NEPA  en  la  arquitectura radicular  de  Arabidopsis thaliana.  (A) 

Longitud de raíz primaria. (B) Número de raíces laterales. (C) Densidad de raíces laterales. Los 

valores representan la media + error estándar (n=30). Las letras indican las medias que difieren 

significativamente (P <0.05). El experimento fue realizado por triplicado con resultados similares. 



39  

Los  pelos  radiculares  son  células  epidérmicas  que  participan  en  la 

captación de agua y nutrientes. Para  determinar si el NEPA podría alterar el 

desarrollo de pelos radiculares, se desarrollaron experimentos en los cuales 

plántulas de Arabidopsis (Col-0) fueron germinadas y crecidas en medios 

conteniendo diferentes concentraciones de NEPA y NPA. Los parámetros de los 

pelos radiculares fueron analizados a los 5 días después de germinar en una 

región de 500 µm en la zona de diferenciación de raíces primarias de las plantas 

control y las tratadas con los compuestos. La figura 12 C muestra fotografías 

representativas de los pelos radiculares formados. Las plántulas control muestran 

la organización celular típica de la punta de la raíz primaria, mientras que el 

tratamiento   con   NPA   incrementa   substancialmente   la   densidad   de   pelos 

radiculares (Fig. 12 A) y la longitud de los pelos radiculares (Fig. 12 B), 

posiblemente debido a la acumulación de auxinas en la punta de la raíz. Por lo 

contrario, en las plantas tratadas con NEPA se observa una disminución tanto en 

la densidad (Fig. 12 A) como en la longitud de los pelos radiculares (Fig. 12 B) de 

una manera dosis dependiente. Estos resultados indican que el NPA y el NEPA 

afectan de manera diferente y contrastante el desarrollo de los pelos radiculares. 
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FIGURA 12. Efecto del NEPA en la formación de pelos radiculares. (A) Densidad de pelos 

radiculares, (B) Longitud de pelos radiculares. (C) Imágenes representativas de pelos radiculares 

formados en presencia de NEPA y NPA. Plántulas de Arabidopsis thaliana fueron crecidas por 7 

días en medio MS 0.2X suplementado con las concentraciones indicadas de NEPA y NPA. Los 

valores representan la media + error estándar (n=20), las letras indican las medias que difieren 

significativamente (P <0.05). Este experimento fue realizado por triplicado con resultados similares. 

 
 
 
 

7.3. Efectos del NEPA en la división y elongación celular 
 
 

 
Para  esclarecer  si  los  tratamientos  con  NEPA  podrían  modificar  el 

desarrollo de la raíz por alteraciones en división y/o elongación celular, analizamos 

la expresión del marcador de ciclo celular CycB1::uidA que se expresa sólo en 

células en la fase G2/M del ciclo celular y es un marcador de la actividad mitótica 

(Colón-Carmona et al., 1999). Además, para evaluar los efectos del NEPA en la 
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diferenciación celular, se analizó la expresión de pAtEXP7::uidA la cual se expresa 

en los tricoblastos y se correlaciona con procesos de elongación y diferenciación 

celular (Cho y Cosgrove 2002). En los tratamientos con NPA la expresión de 

CycB1::uidA fue claramente reducida (Fig. 13 A, C). La localización e intensidad 

de la expresión de CycB1::uidA en tratamientos con NEPA fue similar a la 

observada en las plántulas  sin el compuesto, mostrando una típica expresión 

puntuada en el meristemo (Fig. 13 C), correspondiendo cada punto a una célula 

proliferativa. Al medir la longitud de la zona de expresión de  CycB1::uidA se 

observó que en las plantas control, la zona de expresión comprende alrededor de 

102 µm (Fig. 13 A) en tanto el tratamiento con NPA mostró una inhibición del 38% 

en la zona de expresión (Fig. 13 A) y en las plantas tratadas con NEPA la zona de 

expresión fue similar a la que se puede observar en las plantas control (Fig. 13 A, 

C). También analizamos  las alteraciones en la elongación celular midiendo el 

tamaño de las células en la región de maduración de la raíz primaria en plantas 

silvestres (Col-0). Estos análisis mostraron que el tamaño de las células 

epidérmicas en las plantas tratadas decrece de manera dependiente de la 

concentración de NEPA 12% a 120 µM, 25% a 150 µM y 48% a 180 µM cuando 

fueron comparadas con las plantas control (Fig. 13 B), mientras que el tamaño de 

las células epidérmicas en las plantas tratadas con NPA decrecen 36% (Fig. 13 B). 

La expresión de pAtEXP7::uidA en las plantas tratadas con NPA fue similar a la 

observada en las plantas control (Fig. 13 C). La inhibición del crecimiento de la 

raíz primaria a 120 µM o concentraciones mayores de NEPA correlacionó con la 

disminución de la expresión de GUS en la raíz de pAtEXP7:uidA. Estos resultados 

indican que el efecto inhibitorio del NEPA sobre la raíz primaría está causado por 

una inhibición de la elongación celular pero no por una reducción en la actividad 

proliferativa de células del meristemo. 



42  

 

 

 
 
 
 

FIGURA 13. Efecto del NEPA en la división y elongación celular. (A) Zona de expresión de 

CycB1::uidA. (B) Longitud de células corticales. (C) Expresión de CycB1::uidA y EXP7::uidA. Las 

semillas de ambas líneas transgénicas fueron germinadas y crecidas en medio MS 0.2X 

suplementado con NPA y NEPA en las concentraciones indicadas. Las plantas se procesaron para 

determinar la actividad de la β-glucuronidasa y se clarificaron para mostrar la expresión del gen 

marcador GUS. Las fotografías son representativas de 15 plantas. Los valores representan la 

media + error estándar (A n=20; B n=60), las letras indican las medias que difieren 

significativamente (P <0.05). La barra de escala equivale a 100 μm. Este experimento fue realizado 

por triplicado con resultados similares. 
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7.4. El NEPA no afecta la señalización de auxinas ni el nivel de proteínas 

asociadas al mantenimiento del nicho celular 
 
 
 

Las auxinas han sido implicadas en la regulación de una gran cantidad de 

procesos del desarrollo de las plantas (Depuydt y Hardtke, 2011). Una de las 

ventajas de Arabidopsis thaliana, es que existen líneas transgénicas con 

construcciones de genes reporteros de respuesta a varias rutas de señalización, 

entre ellas de auxinas. Especialmente las líneas que tienen la construcción con la 

proteína GFP resultan importantes para el estudio de procesos fisiológicos, ya que 

permiten monitorear la actividad de la proteína y por consecuencia, la respuesta 

específica in vivo (Ottenschaläger et al., 2003). Además, el tipo de microscopía 

para observar la expresión de esta proteína es sitio específico. 

 

Debido a que NEPA es estructuralmente similar al inhibidor NPA, nos 

preguntamos si los efectos observados en la raíz son causados por una 

acumulación de auxinas en la punta de la raíz, como sucede con el NPA. Se 

decidió utilizar la línea DR5::GFP, que indica la acumulación de IAA en los tejidos. 

Se observó la expresión de la proteína GFP evidenciada por la fluorescencia tanto 

en las células de la cofia, como en el meristemo y el sistema vascular. En el 

tratamiento con NPA existe una acumulación de la expresión de GFP en la zona 

meristemática (Fig.14 B). En los tratamientos con NEPA la expresión de GFP fue 

similar a la de las plantas control, en las concentraciones de 150 y 180 µM se ve 

una ligera disminución (Fig. 14 A, C-H). 

 

Las plantas DR5::VENUS expresan una construcción formada por el 

promotor sintético de respuesta a auxinas DR5 unido a tres copias en tándem de 

VENUS, una variante de YFP de plegamiento rápido, fusionado a una secuencia 

de localización nuclear llamada N-7, dicha línea reportera se expresa en el núcleo 

en presencia de auxinas. Se observó la expresión de la proteína VENUS en los 

núcleos de las células de la cofia, meristemo y sistema vascular. La expresión 

observada tanto en las plantas tratadas con NPA como con NEPA concuerdan con 

la obtenida con la línea reportera DR5::GFP (Fig. 14 I-P). 
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Las  auxinas  regulan  el  mantenimiento  del  centro  quiescente  (QC)  y  la 

actividad del meristemo a través de factores transcripcionales como PLT 1 y WOX 

5. Ya que los experimentos anteriores sugerían que la división celular y la cantidad 

de auxinas del meristemo en los tratamientos con NEPA no está alterada, 

decidimos analizar la expresión de PLT 1 y WOX 5 germinando semillas de las 

líneas reporteras PLT1::CFP y WOX5::GFP en medio MS 0.2X suplementado con 

NEPA y NPA en las concentraciones antes referidas. Las plántulas tratadas con 

NEPA  muestran  una  expresión  de  PLT1  similar  a  la  de  las  plantas  control, 

mientras que en plántulas tratadas con NPA se observa una disminución de la 

expresión (Fig. 14 Q-X). La expresión de WOX 5 en el tratamiento con NPA 

muestra una disminución y expresión ectópica. En los tratamientos con NEPA, la 

expresión fue similar a la de las plantas control (Fig. 14 Y-F´). Estos resultados 

sugieren que NEPA a diferencia del NPA no afecta el meristemo ni el 

mantenimiento del QC, ya que la disminución de la longitud de la raíz primaría en 

concentraciones mayores no es a causa de la inhibición de la expresión de dichos 

genes. 
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FIGURA 14. El NEPA no afecta la señalización de auxinas ni genes involucrados en el 

mantenimiento   del   nicho   celular.   (A-H)   Expresión   de   DR5::GFP.   (I-P)   Expresión   de 

DR5::VENUS. (Q-X) PLT1::CFP. (Y-F´) WOX5::GFP. Las semillas de las cuatro líneas transgénicas 

fueron germinadas y crecidas en medio MS 0.2X  por 7  días. Las plantas fueron analizadas 

mediante microscopia confocal para observar la expresión del gen. La barra de escala equivale a 

100 μm. Las fotografías son representativas de al menos 10 plantas. 
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7.5. El NEPA no afecta la expresión de transportadores de auxinas en el 

meristemo 
 

 
 

Los resultados anteriores sugieren que el efecto primordial del NEPA seria 

inhibir la elongación celular, proceso potencialmente regulado por auxinas. A 

continuación de analizó la expresión de los transportadores de eflujo de auxinas, 

para lo cual utilizamos las líneas reporteras pPIN1::PIN1-GFP (Benková et al., 

2003),  pPIN2::PIN2-GFP,  pPIN3::PIN3-GFP  y  pPIN7::PIN7-GFP  (Blilou  et  al., 
 

2005) tratadas con NEPA y NPA, y a los 5 ddg se tiñeron con yoduro de propidio y 

se analizaron por microscopía confocal. 

 

Uno de los partícipes importantes en el transporte polar es PIN 1, el cual se 

expresa principalmente en células del estele y de la endodermis  (Friml et al. 

2002a) (Fig. 15). Utilizando la línea reportera pPIN1::PIN1-GFP se encontró que 

en plántulas tratadas con NEPA existe una disminución en la expresión de GFP de 

manera dependiente de la concentración, mientras que las plantas tratadas con 

NPA mostraron un incremento de la expresión de la proteína, además de una 

localización ectópica en el córtex (Fig. 15). PIN2 media el crecimiento gravitrópico 

de la raíz, se expresa principalmente en la capa lateral de la columela y en la 

epidermis (Friml, 2003) (Fig. 15). En plántulas tratadas con NPA de la línea 

pPIN2::PIN2-GFP se observó un incremento en la expresión de la proteína GFP, 

contrariamente en los tratamientos con NEPA, que presentó una disminución de la 

expresión de manera dependiente de la concentración (Fig. 15). PIN3 está 

involucrado en la respuesta gravitrópica, se expresa principalmente en la columela 

y en la estela (Friml et al., 2002b). En plántulas tratadas con NPA observamos un 

incremento  en  la  expresión  de  pPIN3::PIN3-GFP,  en  tanto  que  en  plántulas 

tratadas con NEPA se observó una ligera disminución de la expresión de manera 

dependiente de la concentración (Fig. 15), aunque no tan drástica como la 

observada con los otros transportadores. PIN 7 está involucrado en la 

especificación del patrón durante la formación de raíces laterales. En la raíz 

primaria se expresa en células del meristemo y zona de elongación, mientras que 

en las células de la columela coincide con PIN 3. Se utilizó la línea reportera 
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pPIN7::PIN7-GFP, en plántulas tratadas con NEPA se observó una inhibición de la 

expresión dependiente de la concentración. Plántulas tratadas con NPA muestran 

una expresión incrementada sobre todo en las células de la columela (Fig. 15). La 

disminución   de   los   transportadores   en   las   plántulas   tratadas   con   NEPA 

correlaciona   con   la   inhibición   del   crecimiento   de   la   raíz   primaria   en 

concentraciones superiores a 90 μM y con la disminución de la expresión de 

EXP7::uidA (Fig. 13), lo cual indica que no hay suficientes auxinas para que las 

células procedan el programa de elongación celular. 

 

 
 
 
FIGURA 15. El NEPA regula la expresión de transportadores de auxinas en el meristemo. 

Expresión de pPIN1::PIN1-GFP, pPIN2::PIN2-GFP, pPIN3::PIN3-GFP y pPIN7::PIN7-GFP. Las 

semillas de las cuatro líneas transgénicas fueron germinadas y crecidas en medio MS 0.2X por 7 

días. Las plantas fueron  analizadas por  microscopia confocal para observar la expresión del 

transgen. La barra de escala equivale a 100 μm. Las fotografías son representativas de al menos 

10 plantas. 
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7.6. El NEPA inhibe la formación de raíces laterales 
 

 
 

Uno de los efectos observados en desarrollo de la raíz al en presencia de 

diferentes concentraciones de NEPA fue la disminución de formación de raíces 

laterales, lo cual podría ser debido a la inhibición de la emergencia de primordios 

de raíces laterales (PRL) pre-existentes o de la formación de novo de primordios. 

Para establecer las bases del desarrollo en la formación de raíces laterales por el 

efecto del NEPA, los PRL formados en la raíz primaria de Arabidopsis fueron 

cuantificados a los 7 días usando plántulas DR5::uidA. Las plántulas DR5::uidA 

fueron  teñidas  para  evidenciar  la  actividad  de  la  β-glucuronidasa  (GUS)  y 

clareadas para permitir que los PRL en estadios tempranos fuesen visualizados y 

contados. Cada PRL fue clasificado acorde a su estado de desarrollo de acuerdo 

Malamy y Benfey 1997, quienes consideraron los siguientes estadios: I: primeras 

divisiones anticlinales; II: una división periclinal divide el PRL en dos capas; III: la 

capa exterior se divide periclinalmente, generando un primordio de tres capas; IV: 

la capa interna se divide periclinalmente, creando un total de cuatro capas de 

células; V: una célula central en las capas exteriores se divide anticlinalmente para 

formar cuatro pequeñas células cúbicas patrón del córtex; VI: células de la capa 

exterior que bajo una división periclinal, crean una nueva capa interna; VII el PRL 

parece emerger a partir de la raíz principal. 

 

Plantas tratadas con NEPA manifiestan un número disminuido de PRL en 

todos los estadios (Fig. 16 A), mientras que en las plantas tratadas con NPA existe 

ausencia total de PRL. El número total de primordios revela que las plantas 

tratadas con 30 µM, 60 µM y 90 µM de NEPA, respectivamente, forman 32%, 73% 

y 96.9% menos PRL que el control (Fig. 16 B). Las observaciones de que 

tratamientos con NEPA inhiben el número de PRL y estadios de primordios 

sugieren que NEPA puede inhibir la ramificación de la raíz por represión de la 

iniciación de raíces laterales .El efecto de NEPA en la disminución de formación 

de novo de PRL, podría ser debido a un mecanismo auxínico ya que se necesita 

de una alta concentración de auxinas para la iniciación de PRL, para evaluar esta 

posibilidad  se  analizó  la  expresión  de  la  línea  reportera  DR5::uidA  en  los 
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primordios de las raíces laterales. Las plantas fueron germinadas y crecidas 

durante 9 días en medios suplementados con  NEPA  y posteriormente fueron 

procesadas para el análisis de la expresión de GUS. En la figura 16 C podemos 

observar las imágenes representativas de diferentes estadios de PRL con distintas 

concentraciones de NEPA la expresión del marcador (coloración azul). Conforme 

aumenta la concentración del NEPA la expresión del marcador disminuye, este 

resultado indica que NEPA podría estar modulando la arquitectura radicular a 

través de un mecanismo auxínico. 

 
 

 
 
 
FIGURA 16.  Efecto del  NEPA en la  expresión de  DR5::uidA y en primordios de raíces 

laterales. (A) Primordios de raíces laterales. (B) Número de primordios. (C) Expresión de 

DR5::uidA. Plántulas de Arabidopsis thaliana fueron germinadas y crecidas por 9 días en medio 

MS 0.2X suplementado con las concentraciones indicadas de NEPA. Las plantas de la línea fueron 

teñidas para evidenciar la actividad de la β-glucuronidasa y clareadas para mostrar la expresión del 

gen. 
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7.7. El NEPA inhibe la expresión de transportadores de auxinas en la 

vasculatura 
 

 
 

En la raíz, las auxinas sintetizadas en el follaje son transportadas a través 

de las células de la vasculatura hacia la punta de la raíz por la acción combinada 

de los transportadores de auxinas PIN 1, PIN 3 y PIN 7, los cuales mantienen el 

gradiente de auxinas y la redistribución lateral (Blilou et al., 2006). El transportador 

de auxinas PIN 1 ha sido relacionado con el establecimiento del gradiente de 

auxinas que controla el desarrollo de las raíces laterales (Benková et al., 2003), es 

por eso que decidimos analizar el nivel de dicho transportador, para lo cual se 

utilizó la línea reportera pPIN1:PIN1-GFP. Las plantas expresando este marcador 

fueron germinadas y crecidas durante 7 días en medio MS 0.2X suplementado con 

NEPA y NPA, y posteriormente fueron sometidas a un análisis con microscopia 

confocal para observar la expresión referida. Se observó que la expresión del 

marcador con ambos compuestos disminuyó, en el caso de NEPA de una forma 

dependiente de la concentración (Fig. 17). 

 

El transportador de auxinas PIN 3 es expresado en un pequeño grupo de 

células endodérmicas adyacentes al PRL. En estas células, PIN 3 es localizado en 

los revestimientos de la membrana de los primordios. El reflujo de auxinas de la 

endodermis  a  los  primordios  dirigido  por  PIN  3  participa  en  la  inducción  de 

auxinas, necesaria para la apropiada división de los PRL (Marhavý et al., 2013). 

Por esta razón decidimos analizar la expresión del transportador, para lo cual se 

utilizó la línea reportera pPIN3:PIN3-GFP. Las plantas fueron germinadas y 

crecidas durante 7 días en medio MS 0.2X suplementado con NEPA y NPA, 

sometidas a un análisis con microscopia confocal. Los niveles de PIN 3 de las 

plántulas tratadas con NEPA se inhibieron de una forma dependiente de la 

concentración (Fig. 17). Lo mismo fue observado con el tratamiento con NPA (Fig. 

17). PIN 7 no se expresa en PRL sólo en raíces laterales emergidas ya que regula 

el patrón de formación de las mismas, también se expresan en las vasculatura, ya 

que redistribuye las auxinas. El estudio de la línea reportera pPIN7:PIN7-GFP 

mostró que la expresión disminuye de manera dependiente de la concentración. 
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En el tratamiento con NPA se observó una expresión más alta a la del control (Fig. 
 

17). Estos resultados indican que en los tratamientos con NEPA y NPA no se 

están transportando suficientes auxinas al periciclo para la formación de PRL. 

 

 
 

 
 
 
FIGURA 17. El NEPA disminuye la expresión de transportadores de auxinas en la 

vasculatura. Expresión de pPIN1::PIN1-GFP, pPIN3::PIN3-GFP y pPIN7::PIN7-GFP. Semillas de 

las tres líneas transgénicas fueron germinadas y crecidas en medio MS 0.2X por 7 días. Las 

plantas fueron analizadas por microscopia confocal para observar la expresión del gen. La barra de 

escala equivale a 100 μm. Las fotografías son representativas de al menos 10 plantas. 
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7.8 Los receptores TIR1, AFB2 y AFB3 regulan negativamente el efecto del 

NEPA sobre la raíz primaria de Arabidopsis thaliana 
 

 
 

Los resultados anteriores sugieren que el NEPA actúa a través de un 

mecanismo auxínico, es por eso que decidimos evaluar la respuesta de mutantes 

afectadas en los receptores de auxinas. Para tal fin utilizamos las mutantes tir1 

(Ruegger et al., 1997) la cual fue aislada por ser resistente a la inhibición del 

crecimiento de la raíz primaria causada por el NPA y tir1afb2afb3 (Parry et al., 

2009), que está afectada en tres de los receptores de auxinas. Ambas líneas 

fueron germinadas y crecidas en medio MS 0.2X suplementado con NEPA y NPA. 

Posteriormente, se analizó la longitud de la raíz primaria ya que las mutantes 

carecen de raíces laterales. En la figura 18 podemos observar imágenes 

representativas  en  las  cuales  claramente  se  ve  una  hipersensibilidad  a  la 

inhibición del crecimiento en plantas tratadas con NEPA en ambas mutantes, 

siendo más drástica en la triple mutante tir1afb2afb3. En la línea mutante tir1, el 

tratamiento con NPA causó una inhibición del 12 % de la longitud de la raíz 

primaria. En plantas tratadas con NEPA la inhibición de la raíz primaria fue de 8% 

a 30 µM, 22 % a 60 µM, 42 % a 90 µM, 51 % a 120 µM, 77 % a 150 y 90 % a 180 

µM de NEPA (Fig. 17). Posteriormente, se analizó la longitud de la raíz primaria de 

la triple mutante tir1afb2afb3. El NPA causa una inhibición del 20 % de la longitud 

de la raíz primaria. En plantas tratadas con NEPA la inhibición del crecimiento de 

la raíz primaria es de 62 % a 30 µM, 77 % a 60 µM, 84 % a 90 µM, 88 % a 120 

µM, 92 % a 150 y 96 % a 180 µM de NEPA (Fig. 18). 
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FIGURA 18. TIR1, AFB2 y AFB3 regulan negativamente el efecto del NEPA sobre la raíz 

primaría de Arabidopsis thaliana. Semillas del ecotipo silvestre Col-0, tir1 (Ruegger et al., 1997) 

y tir1afb2afb3 (Parry et al., 2009) fueron germinadas y crecidas en medio MS 0.2X adicionado con 

NEPA y NPA por 8 días. Los valores representan la media + error estándar (n=20), las letras 

indican las medias que difieren significativamente (P <0.05). La barra de escala equivale a 1 cm. El 

experimento fue realizado por triplicado con resultados similares. 

 
 

 
7.9. El NEPA inhibe la expresión de DR5 en el follaje de manera dependiente 

de la concentración 
 
 
 

Las hojas jóvenes son uno de los principales sitios en los cuales se lleva a 

cabo la biosíntesis de auxinas. Para conocer si los efectos del NEPA implicaban 

una sobreacumulación de auxinas en el follaje, utilizamos la línea reportera 

DR5::GFP. Las plantas fueron germinadas y crecidas durante 7 días en medio MS 

0.2X suplementado con NEPA y NPA, y posteriormente fueron sometidas a un 
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análisis con microscopia confocal. En las plántulas control se observa expresión 

del marcador en las puntas y vasculatura de las hojas, vasculatura del hipocotilo y 

primordios de hojas. En los tratamientos con NPA se observa una disminución de 

la  expresión  en  los  primordios  de  hojas  y  vasculatura  del  hipocotilo  y  un 

incremento en las puntas y vasculatura de las hojas. Contrariamente las plantas 

tratadas con NEPA mostraron inhibición de la expresión en la vasculatura de las 

hojas de manera dependiente de la concentración, mientras que en la vasculatura 

del hipocotilo se expresó de manera similar a la del control (Fig. 19 A).   Los 

pigmentos presentes en las plantas utilizadas en la microscopia confocal, como la 

clorofila, podrían interferir con los resultados obtenidos debido a la 

autofluorescencia  (Roshchina  V.V.  2012),  es  por  eso  que  usamos  la  línea 

reportera DR5::uidA, ya que con el clareo se elimina la clorofila y con ello se 

permite la visualización de la expresión del marcador por la actividad de la β- 

glucuronidasa (GUS). En las plántulas control se observa expresión del marcador 

en las puntas de las hojas, vasculatura y primordios de hojas. El tratamiento con 

NPA resulta en un incremento de la actividad de GUS en los márgenes de las 

hojas pero menos en la vasculatura (Fig. 19 B). En plantas tratadas con NEPA se 

observa una disminución de la expresión de manera dependiente de la 

concentración, tanto en puntas de las hojas como en vasculatura y primordios de 

hojas (Fig. 19 B). Sin embargo en la vasculatura de los hipocotilos la expresión no 

es tan perceptible como con la línea DR5::GFP. 
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FIGURA 19. El NEPA inhibe la expresión de DR5 en el follaje de manera dependiente de la 

concentración. (A) Expresión de DR5::uidA. (B) DR5::GFP. Las semillas de la línea DR5::GFP 

fueron germinadas y crecidas en medio MS 0.2X  por 7  días. Las plantas fueron analizadas 

mediante microscopia confocal para observar la  expresión del  gen.  Plántulas de  Arabidopsis 

thaliana de  la  línea DR5::uidA fueron germinadas y crecidas por  9 días en  medio MS 0.2X 

suplementado con las concentraciones indicadas de NEPA y NPA. Las plantas de la línea fueron 

teñidas para evidenciar la actividad de la β-glucuronidasa y clareadas para mostrar la expresión del 

gen. Las fotografías son representativas de al menos 10 plantas La barra de escala equivale a 200 

μm. 
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8. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 
 
 

 
Las auxinas regulan la división y elongación celular y activan eventos 

específicos de diferenciación durante el desarrollo embrionario y post-embrionario 

(Hayashi, 2012), para lo cual requieren un mecanismo de transporte sofisticado, 

conocido como transporte polar de auxinas (Michniewicz et al., 2007). Los ITA han 

sido utilizados como herramientas farmacológicas en la investigación de la acción 

del TPA y sus efectos en el desarrollo vegetal (Ma y Robert, 2013). Sin embargo, 

debido a los efectos pleiotrópicos de los ITA en el sistema radicular, resulta difícil 

la identificación de componentes específicos implicados en la organogénesis de 

novo, es por ello que encontrar moléculas sintéticas o de origen natural capaces 

de afectar la homeostasis de auxinas en un tejido u órgano de manera específica, 

proporcionaría una herramienta para entender mejor los mecanismos moleculares 

de la acción de las auxinas en la regulación del desarrollo vegetal. 

 

En este trabajo se mostró que el NEPA, un compuesto con una estructura 

química similar a la del inhibidor de auxinas NPA (Fig. 8), modifica el desarrollo 

post embrionario de la raíz de Arabidopsis thaliana por un mecanismo 

independiente al del NPA. Inicialmente se decidió analizar la morfología de la raíz 

de A. thaliana, para determinar si el NEPA tendría algún efecto sobre el desarrollo 

de la misma, como se ha descrito para el inhibidor del transporte de auxinas NPA 

(Thomson et al., 1973). Los efectos inhibitorios del NPA en los sistemas de 

transporte de auxinas afectan la formación de raíces laterales, así como del 

crecimiento de la raíz primaría, respuesta a la gravedad y la supresión en la 

elongación y crecimiento diferencial de los hipocotilos (Ma y Robert, 2013). Para lo 

anterior se analizaron plántulas de Arabidopsis thaliana germinadas y crecidas en 

medio MS 0.2X suplementado con concentraciones crecientes de NEPA y una 

concentración de NPA que inhibe el 50 % del crecimiento de la raíz. 

 

Los resultados mostraron que de manera dependiente de la concentración, 

el NEPA disminuye la longitud de la raíz primaría y la formación de las raíces 

laterales. Interesantemente, se afectó el programa de desarrollo de RL antes que 
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el del crecimiento de la raíz primaria, ya que en 90 μM de NEPA hay ausencia total 

de RL y un ligero decremento en la longitud de la raíz primaria. Además, no se 

observó agravitropismo en las raíces como en el NPA aún en las concentraciones 

más elevadas de NEPA, contrario a ello se observó un incremento en los giros de 

la raíz sobre el medio. Para alcanzar un efecto inhibitorio del crecimiento de la raíz 

primaría igual al causado con 2 μM NPA se requirió de 150 μM de NEPA, lo cual 

indica que el NEPA es hasta 75 veces menos activo que el NPA en cuanto a la 

inhibición del crecimiento de la raíz primaria (Fig. 11). Otro de los parámetros 

evaluados fue el desarrollo de pelos radiculares, se ha reportado que NPA 

incrementa el número y longitud de pelos radiculares, esto se debe a que los PINs, 

regulan el crecimiento de los pelos radiculares transportando IAA hasta los 

tricoblastos y al adicionar NPA, que es un inhibidor del eflujo de auxinas, los PINs 

no expulsan a las auxinas de las células (Ganguly et al., 2010). Contrario a lo 

reportado para NPA, observamos en los tratamientos con NEPA un decremento 

en la densidad y elongación de pelos radiculares (Fig. 12), lo cual sugiere que el 

NEPA no causa acumulación de auxinas en los tricoblastos y que puede estar 

disminuyendo la diferenciación celular. 

 

La proliferación celular está relacionada directamente con la actividad de la 

división de las células del meristemo, las cuales posteriormente se diferencian. 

Para evaluar si los tratamientos con NEPA podrían modificar el desarrollo de la 

raíz por alteraciones en división y/o elongación celular, analizamos la expresión 

del marcador de ciclo celular CycB1::uidA la cual es expresada sólo en células en 

la fase G2/M del ciclo celular y es un marcador de la actividad mitótica (Colón- 

Carmona et al., 1999). Además, para evaluar los efectos del NEPA en la 

diferenciación celular, analizamos la expresión de pAtEXP7::uidA la cual se 

correlaciona con procesos de elongación y diferenciación celular (Cho y Cosgrove 

2002). Ambas líneas presentan una construcción de su respectivo promotor con el 

gen  reportero de la β-glucuronidasa. Este último  permite  observar las células 

gracias a una coloración azul al poner las plantas en contacto con el sustrato 

específico de la enzima. En los tratamientos con NPA la expresión de CycB1::uidA 

fue claramente reducida (Fig. 13A, C). La localización e intensidad de la expresión 
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de  CycB1::uidA en tratamientos con  NEPA fue  similar a  la observada  en  las 

plántulas sin tratar, mostrando una típica expresión irregular en el meristemo (Fig. 

13 C). Medimos la longitud de la zona de expresión de CycB1::uidA encontrando 
 

que el NPA inhibe la expresión en el meristemo (Fig. 13 A). En plántulas tratadas 

con NEPA la zona de expresión es similar a la que se puede observar en las 

plantas control (Fig. 13 A, C). También analizamos si la elongación celular fue 

alterada por el NEPA, para ello medimos el tamaño de las células en la región de 

maduración de la raíz primaria en plantas silvestres (Col-0). Estos análisis 

mostraron que el tamaño de las células corticales en las plantas tratadas decrece 

de manera dependiente de la concentración de NEPA (Fig. 13 B) de igual forma, el 

tamaño de las células corticales en las plantas tratadas con NPA disminuye (Fig. 

13  B).  Este  es  el  único  aspecto  en  que  la  actividad  de  ambos  compuestos 

coincide. La expresión de pAtEXP7::uidA en las plantas tratadas con NPA fue 

similar a la observada en las plantas control (Fig. 13 C). La inhibición del 

crecimiento de la raíz primaria a 120 µM o concentraciones mayores de NEPA 

correlaciona con la pérdida de expresión de GUS en la raíz de pAtEXP7:uidA. Por 

lo tanto, el efecto inhibitorio en el crecimiento de la raíz primaría observado con los 

tratamientos de NEPA se podría explicar por una disminución de la elongación 

celular, pero no por una reducción en la actividad proliferativa del meristemo. Los 

análisis anteriores sugieren que los procesos de diferenciación se ven alterados 

por el NEPA y debido a que estos son regulados por las auxinas, se decidió 

analizar el efecto del NEPA sobre la expresión de los marcadores de respuesta a 

auxinas DR5::GFP (Ottenschaläger et al., 2003) y DR5::VENUS (Heisler et al., 

2005). Como resultado de este análisis encontramos que en el tratamiento con 

NPA existe acumulación de la expresión de GFP y VENUS en la punta de la raíz 

(Fig.14 B), pero en los tratamientos con NEPA la expresión de GFP y VENUS fue 

similar a la de las plantas control, y sólo en las concentraciones más altas se ve 

una ligera disminución de la expresión (Fig. 14 A, C-H). Sin embargo, nunca hay 

acumulación de auxinas en la punta de la raíz como ocurre con NPA aún en la 

concentración más alta evaluada. Este resultado indica el que NEPA no bloquea el 

transporte de auxinas ni la síntesis de las mismas en el meristemo de la raíz, a 
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diferencia de lo que ocurre en el follaje. En concordancia con lo anterior, las 

plántulas tratadas con NEPA muestran una expresión de los genes maestros PLT 

1  y WOX  5,  los  cuales  son  esenciales  para  el  mantenimiento  del  RAM  y el 

desarrollo de la raíz primaria, similar a la de las plantas control, mientras que en 

plántulas  tratadas  con  NPA,  se  observa  una  importante  disminución  de  la 

expresión de las proteínas (Fig. 14 Q-F´). Estos resultados sugieren que el NEPA 

no afecta de manera substancial la actividad mitótica  ni el mantenimiento del 

centro quiescente, y permiten sugerir que la disminución de la longitud de la raíz 

primaria  en  concentraciones  mayores  no  es  a  causa  de  la  inhibición  de  la 

expresión de dichos genes, ya que la actividad meristemática está presente. 

Evidentemente, el blanco del NEPA parece ser el proceso de elongación celular 

de la raíz. 

 

Los estudios realizados con los transportadores de auxinas pPIN1::PIN1- 

GFP,   pPIN2::PIN2-GFP,   pPIN3::PIN3-GFP   y   pPIN7::PIN7-GFP   ponen   de 

manifiesto una correlación entre la localización de los transportadores en las 

plántulas tratadas con NEPA con la inhibición del crecimiento de la raíz primaria. 

Dicha inhibición ocurre en concentraciones superiores a 90 μM y correlaciona con 

la disminución de la expresión de EXP7::uidA, lo cual sugiere que no hay 

suficientes auxinas para que las células se elonguen. Esta inhibición de la 

elongación celular podría ser causada por un retraso en el desarrollo general de la 

planta, o por una inhibición en la síntesis de auxinas en el follaje, desde donde se 

transporta la mayor cantidad de auxinas para dirigir los programas de 

organogénesis  en  la raíz.  Ambas propuestas  explicarían  la  disminución  en  el 

número de raíces laterales dependiente de la concentración de NEPA. 

 

En la raíz, las auxinas sintetizadas en el follaje son transportadas a través 

de las células de la vasculatura hacia la punta de la raíz por la acción combinada 

de los transportadores de auxinas PIN 1, PIN 3 y PIN 7, los cuales mantienen la 

posición del máximo de auxinas y la redistribuyen lateralmente (Blilou et al., 2006). 

En los tratamientos con NPA se observó una disminución de los niveles de PIN 1 y 

PIN 3, interesantemente PIN 7 se localiza de manera similar al control, esto indica 
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que el NPA no afecta de igual forma los niveles de los diferentes transportadores 

PIN consistentemente con observaciones previas (Ganguly et al., 2010; 

Titapiwatanakun et al., 2009), mientras que en las plántulas tratadas con NEPA se 

observó una disminución. Para dilucidar un posible blanco de señalización del 

NEPA a nivel de los receptores de auxinas, se comparó el crecimiento de la raíz 

primaria de plantas silvestres (Col-0) y las mutantes tir1 la cual fue identificada por 

ser resistente a la inhibición del crecimiento de la raíz primaria causada por NPA 

(Ruegger et al. 1997) y la triple mutante tir1afb2afb3 (Parry et al., 2009) ambas 

líneas  están  afectadas  en  los  receptores  nucleares  de  auxinas.  La  mutante 

sencilla tir1, mostró resistencia a la inhibición de la longitud de la raíz primaria en 

el tratamiento con NPA  como lo reportado por Ruegger et al., (1998), por el 

contrario con NEPA mostró hipersensibilidad a la inhibición de crecimiento de la 

raíz. Como se mencionó antes la triple mutante tir1afb2afb3 mostró una ligera 

resistencia  al  tratamiento  con  NPA.  Contrario  a  los  tratamientos  con  NPA  la 

mutante mostró hipersensibilidad con NEPA, ya que la longitud de la raíz primaria 

se inhibió de manera importante desde la primera concentración analizada 

comparado con lo observado en las plantas silvestres (Fig. 18). Lo anterior indica 

que el NEPA no actúa a través de señalización de auxinas a nivel de los 

receptores, ya que la hipersensibilidad que muestran las líneas mutantes, sugiere 

un mecanismo independiente que al combinarse con un defecto en vías de 

señalización produce un efecto sinérgico. De acuerdo a los resultados anteriores 

el NEPA no afecta la biosíntesis en el meristemo de la raíz. Es por ello que nos 

preguntamos cómo se encontraría la expresión de auxinas en el follaje, ya que las 

hojas jóvenes son uno de los principales sitios en los cuales se lleva a cabo la 

biosíntesis de auxinas (Ljung et al., 2001, 2005). Para tal fin utilizamos la línea 

reportera de respuesta a auxinas DR5::GFP. En las plántulas control se observa 

expresión del marcador en las puntas y vasculatura de las hojas, vasculatura del 

hipocotilo y primordios de hojas. En los tratamientos con NPA se observa una 

disminución de la expresión en los primordios de hojas y vasculatura del hipocotilo 

y un incremento en las puntas y vasculatura de las hojas. Contrariamente las 

plantas tratadas con NEPA mostraron inhibición de la expresión en la vasculatura 
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de las hojas de manera dependiente de la concentración, mientras que en la 

vasculatura del hipocotilo se expresó de manera similar a la del control (Fig. 19 A). 

Los pigmentos presentes en las plantas utilizadas en la microscopia confocal, 

como la clorofila, podrían interferir con los resultados obtenidos debido a la 

autofluorescencia  (Roshchina  V.V.  2012),  es  por  eso  que  usamos  la  línea 

reportera DR5::uidA, fueron procesadas para la actividad de la β-glucuronidasa 

(GUS) y clareadas para permitir la visualización de la expresión del marcador. El 

tratamiento con NPA resultó en un incremento de la actividad de GUS en los 

márgenes de las hojas. En plantas tratadas con NEPA se observa una disminución 

de la expresión de manera dependiente de la concentración, tanto en puntas y 

vasculatura de las hojas como primordios de hojas (Fig. 19 B). 

 

Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo, planteamos 

que el NEPA tiene un mecanismo de acción independiente al del NPA, que actúa 

como un inhibidor específico del eflujo del AIA teniendo como blanco principal los 

transportadores ABCB (Bailly et al., 2008; Nagashima et al., 2008). Pudimos 

observar que conforme aumenta  la  concentración  de  NEPA, se  presenta  una 

inhibición del desarrollo del sistema radicular a causa de afectaciones en procesos 

de  elongación  celular, los cuales están  regulados por auxinas a  través de  la 

participación de los transportadores de eflujo PIN, los cuales son regulados por la 

cantidad de auxinas presentes en la planta (Fig. 20) 
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FIGURA 20. Resumen de los efectos del NEPA sobre la regulación del desarrollo de 

Arabidopsis thaliana. NEPA modifica la arquitectura radicular a través de afectaciones en 

procesos de elongación celular, los cuales están regulados por auxinas a través de la participación 

de los transportadores de eflujo PIN, los cuales son regulados por la cantidad de auxinas presentes 

en la planta. 
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Resumen 

Las auxinas constituyen un grupo amplio de reguladores del crecimiento vegetal que 
incluyen al ácido indol-3-acético y el ácido indol-3-butírico, así como diversos com- 
puestos precursores y conjugados. Dichas substancias se producen de manera natu- 
ral en las plantas, aunque es común encontrarlas en bacterias y hongos. El transporte 
y la direccionalidad que determinan los gradientes de concentración de auxinas en 
los tejidos vegetales son fundamentales para el desarrollo de las plantas. La distribu- 
ción tisular de estos fitorreguladores ocurre como resultado de la biosíntesis, el meta- 
bolismo y predominantemente del transporte célula a célula. Este último proceso 
regula el desarrollo embrionario, el mantenimiento de los meristemos, la arquitectura 
radicular y del follaje, así como las respuestas a estímulos ambientales como el foto- 
periodo y la gravedad. En esta revisión se analizan los progresos recientes en las in- 
vestigaciones sobre el transporte de auxinas y su participación en los diversos 
procesos del desarrollo vegetal. 

 

Abstract 
 

Auxins constitute a wide group of plant regulators that include indole-3-acetic acid and 
indole-3-butyric acid, as well as diverse precursor and conjugate compounds. Such 
substances are principally produced in plants, although they can be produced by bac- 
teria and fungi. The transport and directionality that determine auxin gradients in plant 
tissues are fundamental for plant development. The tissue distribution of these plant 
regulators occurs as a result of biosynthesis, metabolism and predominantly, due to 
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cell-to-cell movement. This later process regulates embryo development, meristem 
maintenance, root and shoot architecture, and responses to environmental factors 
such as photoperiod and gravity. In this review, we analyze recent progress in the re- 
search about auxin transport, and its participation in the diverse processes of plant de- 
velopment. 

 
Palabras clave: auxinas, transporte, desarrollo vegetal, tropismos. 

 
Keywords: auxin, transport, plant development, tropisms. 

 

Introducción 
 

Las auxinas son un grupo importante de fitoreguladores que regulan la división y elon- 
gación celular y activan eventos específicos de diferenciación incluyendo la formación del 
tejido vascular, dominancia apical, respuesta a la luz y gravedad (Hayashi, 2012). Las auxi- 
nas son moléculas pequeñas con capacidad para estimular el crecimiento de las plantas. 
Las principales auxinas producidas de forma natural son el ácido indol-3-acético (AIA) y el 
ácido indol-3-butírico (AIB). La actividad de las auxinas está regulada principalmente a tres 
niveles: biosíntesis, transporte y señalización (Zhao, 2010; Ludwig-Muller, 2011; Sauer et 
al., 2013). Las auxinas se sintetizan en el ápice del follaje, hojas jóvenes y meristemo de la 
raíz (Ljung et al., 2001, 2005). Desde los sitios de síntesis, las auxinas se redistribuyen a 
otros tejidos donde afectan una gran variedad de procesos del desarrollo vegetal como la 
formación de raíces laterales, la dominancia apical, el desarrollo de hojas y flores y respues- 
tas a estímulos ambientales (Ljung et al., 2005). En este artículo revisaremos los recientes 
progresos sobre el conocimiento del transporte de auxinas, durante diversos eventos del 
desarrollo vegetal como son: la embriogénesis, la organogénesis y los tropismos. 

 

 

Transporte de auxinas 

El transporte y distribución permite establecer un gradiente de auxinas en las plantas 
mediante la ubicación específica de transportadores de entrada (influjo) y salida (eflujo) en 
las membranas celulares (Petrásek et al., 2006). Para transportar a las auxinas recién sinte- 
tizadas a los diferentes órganos, las plantas han desarrollado dos tipos de sistemas de 
transporte: i) a través del floema, denominado transporte no polar o pasivo y ii) célula a célu- 
la, conocido como transporte polar de auxinas (TPA) o transporte activo (Michniewicz et al., 
2007). A continuación se describe como se lleva a cabo cada uno de ellos: 

 
a) Transporte no polar de auxinas o pasivo 

Las auxinas y otros compuestos indólicos se mueven a larga distancia a través del 
floema junto con los fotosintatos a diversos tejidos blanco (Michniewicz et al., 2007) (Fig. 
1a). La conexión entre el transporte a través del floema y el transporte polar que ocurre célu- 
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la a célula se ha establecido mediante experimentos con plantas de chícharo, en donde se 
encontró que las auxinas que se marcan radiactivamente y suministran a las hojas fueron 
transportadas a través del floema hasta llegar a partes distales de la plantas, incluyendo las 
raíces laterales y las puntas de la raíz primaria (Cambridge y Morris, 1996). 

 

 

 
 

Figura 1. Transporte de auxinas. a) Distribución de auxinas a través del floema desde los tejidos fuente – hojas jóvenes y 
brotes florales – hacia el ápice radicular. b) Transporte polar de auxinas. La auxina protonada -ácido indol-3-acético sin di- 
sociar (AIAH)– puede difundir a través de la membrana plasmática, mientras que la forma aniónica es transportada dentro 

de la célula por transportadores de influjo AUX1/LAX. En el citosol, el AIAH es disociado en su forma aniónica (AIA-) y 

por lo tanto atrapado dentro de la célula. El AIA-solamente puede salir de la célula a través de los transportadores de eflujo 
PGP, PIN y PIL. La localización de los transportadores determina la direccionalidad del flujo intracelular de auxinas (Ro- 
bert y Friml, 2009). 

 

b) Transporte polar de auxinas o activo (TPA) 

El TPA es fundamental para la distribución de las auxinas a través de distancias cortas 
y ocurre célula a célula a través de diversas familias de transportadores. La familia AUXIN 
RESISTANT 1/LIKE-AUX1 (AUX1/LAX) incluye transportadores de influjo y los transporta- 
dores  de  eflujo  están  agrupados  en  la  familia  PIN-FORMED (PIN)  y  la  subfamilia 
ATP-binding casette B/resistente a multidrogas/P-glicoproteínas (ABCB/MDR/PGP) (Petrá- 
sek y Friml, 2009). Ambos tipos de transportadores establecen el gradiente de auxinas, el 
cual es regulado por la expresión y localización subcelular de las proteínas transportadoras 
en respuesta a señales ambientales y durante el desarrollo (Friml, 2010). El TPA puede ser 
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regulado a tres niveles: i) por la abundancia de transportadores (mediadas a nivel de trans- 
cripción, traducción y degradación); ii) por el tráfico subcelular y posicionamiento de los 
transportadores en sitios específicos de la membrana plasmática; y iii) por la actividad del 
transporte que puede variar por modificaciones postraduccionales, inhibidores endógenos, 
regulación del pH e interacciones entre los transportadores (Petrásek y Friml, 2009). Debido 
a que el AIA es un ácido débil con un pKa de 4.75, puede adquirir dos formas químicas de- 
pendiendo del pH del ambiente: una protonada (AIAH) a pH ácido y otra aniónica (AIA-) a pH 
neutro. El pH en la pared celular es de 5.5, por tal razón aproximadamente el 15% del AIA 
está en forma protonada y se puede difundir a través de la membrana, mientras que en el ci- 
tosol, cuyo pH es aproximadamente de 7, se favorece la estructura del AIA en forma anióni- 
ca. Debido a que esta última está cargada eléctricamente, no puede ser transportada a 
través de la membrana hacia las células vecinas (Rubery y Sheldrake, 1974). Por lo tanto, la 
membrana plasmática presenta proteínas transportadoras requeridas para el influjo y eflujo 
de auxinas (Bohn-Courseau, 2010) (Fig. 1b). 

 
 

 

Transportadores de influjo de auxinas 

Aunque las auxinas en un determinado porcentaje pueden entrar libremente a la célu- 
la por difusión a través de la membrana plasmática (Tanaka et al., 2006) (Fig. 1b), se ha de- 
mostrado mediante inhibidores específicos de influjo como son: el ácido 1-naftoxiacético 
(1-NOA) y el ácido 3-cloro-4-hidroxifenilacético (CHPAA), que las proteínas transportadoras 
de influjo son requeridas para la distribución de auxinas durante los tropismos y la organogé- 
nesis (Imhoff et al., 2000). El primer transportador de influjo identificado fue AUX1. En Arabi- 
dopsis, AUX1 pertenece a una pequeña familia de genes, que comprende cuatro genes 
altamente conservados, AUX1 y parecidos a los AUX1 (LAX), LAX1, LAX2 y LAX3 que for- 

man una subfamilia específica de transportadores en plantas (Péret et al., 2012; Swarup y 
Péret, 2012). Las proteínas AUX1/LAX actúan como simportadores, que permiten la entrada 
de la forma aniónica del AIA con ayuda de un gradiente de protones (Yang et al., 2006). Aun- 
que los miembros de la familia AUX/LAX tienen similitudes, cada uno regula un proceso del 
desarrollo dependiente de auxinas. Por ejemplo, diversos estudios apoyan la idea de que 
AUX1 funciona en programas de desarrollo mediados por auxinas como el gravitropismo 
(Swarup et al., 2001, 2004), el crecimiento de los pelos radiculares (Grebe et al., 2002; Jo- 
nes et al., 2009) y la distribución de las hojas en el tallo (Reinhard et al., 2003; Bainbridge et 
al., 2008), mientras que AUX1 y LAX3 son requeridos para el desarrollo de raíces laterales 
(De Smet et al., 2007; Swarup et al., 2008) y la formación del gancho apical (Vandenbussche 
et al., 2010). LAX2 regula el desarrollo vascular, en tanto que LAX1 y LAX2 están involucra- 
dos en el patrón de distribución de las hojas en el tallo (Bainbridge et al., 2008). 
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Transportadores de eflujo 

Debido a que en el citosol se favorece la forma aniónica de las auxinas, las proteínas 
transportadoras de eflujo son esenciales para que las auxinas se movilicen a través de la 
membrana celular. Dos tipos de transportadores de eflujo han sido identificados, la familia 
de los transportadores PIN-FORMED (PIN) y la subfamilia ATP-binding casette B/resistente 
a multidrogas/P-glicoproteínas (ABCB/MDR/PGP). 

 
a) Transportadores ABCB 

La familia de los transportadores que presenta el motivo de unión a ATP (ATP-binding 
cassette; ABC/MDR/PGP) (Fig. 1b), originalmente fue identificada por los transportadores 

que participan en procesos de destoxificación (Martinoia et al., 1993). Desde su descubri- 
miento, se ha demostrado que dichas proteínas están involucradas en las respuestas a pa- 
tógenos, acumulación de fitato en las semillas e interacciones con el ácido abscísico. 
Adicionalmente, los transportadores ABC/MDR/PGP juegan una función importante en el 
crecimiento de órganos, la nutrición de las plantas, el desarrollo vegetal, la respuesta a es- 
trés abiótico y la interacción de las plantas con su ambiente (Kang et al., 2011). La subfamilia 
(ABCB/MDR/PGP), incluye 21 miembros divididos en tres grupos (Cho y Cho, 2013). Entre 
la subfamilia ABCB, los miembros ABCB1, ABCB4 y ABCB19 han sido bien caracterizados 
como transportadores de auxinas (Titapiwatanakun y Murphy, 2009), teniendo como carac- 
terística particular que se encuentran ubicados de manera constitutiva. MDR1 también co- 
nocido como PGP19 o ABCB19, se identificó a partir de un escrutinio de plantas de 
Arabidopsis para aislar genes con funciones relacionados a canales de aniones. Sin embar- 
go, el análisis de las mutantes individuales pgp1 y pgp19 mostraron curvatura anómala de 

los cotiledones y de las hojas, así como ondulaciones en los hipocotilos y raíces, por lo cual, 
dichas proteínas se asociaron con el transporte de auxinas (Noh et al., 2001). Defectos en el 
transportador ABCB4 presentaron un fenotipo de plántulas con pelos radiculares más gran- 

des (Cho et al., 2007), por lo que se sugirió que esta proteína participa en el transporte de 
auxinas en la raíz. Además, ABCB4 también se relacionó con la importación de auxinas pro- 
ducidas por los microorganismos del suelo, esto último aunado a su localización en células 
epidérmicas (Santelia et al., 2005; Terasaka et al., 2005; Lewis et al., 2007; Wu et al., 2007; 
Yang y Murphy, 2009). Se ha observado que AtABCB19 confiere resistencia al antibiótico 

kanamicina cuando dicha proteína es sobre-expresada en plantas, lo que indica que dicha 
proteína puede transportar diversos metabolitos (Kang et al., 2010). Estudios recientes han 
demostrado que ABCB14 y ABCB15 están asociadas con el transporte polar de auxinas 
(Kaneda, 2011), ya que se localizan principalmente en el tejido vascular de la inflorescencia 
del tallo, afectando el transporte en estos tejidos. ABCB19 se localiza en las partes apicales 
de la planta sugiriendo una función en el transporte de auxinas a las puntas de la raíz y del fo- 
llaje (Zazímalova et al., 2010). ABCB1 se expresa en la cofia y el meristemo apical de la raíz 
y en las células corticales y epidérmicas en donde se relaciona con el transporte de auxinas 
hacia el follaje desde el ápice de la raíz (Geisler et al, 2005). Por otra parte, ABCB4 se expre- 
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sa en la epidermis de la raíz y también media el trasporte de auxinas hacia el follaje (Lewis et 
al., 2007). Reportes recientes sugieren que ABCB19 afecta el transporte de auxinas a través 
de las proteínas PIN. ABCB19 se localiza en la membrana plasmática y estabiliza a PIN1, de 
esta manera afecta el tráfico y la función de PIN. La desestabilización de PIN1 por la pérdida 
de ABCB19 ocasionó una total inactivación del transporte polar de auxinas, mayor aún que 
la mostrada por la mutante pin1 (Titapiwatanakun et al., 2009). En algunos tipos de tejidos, 

los transportadores ABCB19 y PIN1 pueden interactuar, cuando se encuentran formando 
un complejo muestran un efecto sinérgico y las proteínas son más sensibles a los inhibido- 
res del transporte de auxinas (Blakeslee et al., 2007). 

 
b) Transportadores de eflujo PIN 

Las proteínas PIN-FORMED (PIN) son una familia de proteínas transmembranales 
específicas de plantas, que trasportan auxinas y están constituidas por ocho miembros (Kre- 
cek, 2009; Friml, 2010), los cuales son divididos en dos subfamilias con base en la presencia 
o ausencia de un hueco hidrofílico central: i) La subfamilia de PIN grandes incluye todos los 
miembros definidos como transportadores de eflujo de auxinas localizados en la membrana 
plasmática: PIN1-PIN4 y PIN7. PIN6 también forma parte de este grupo, con base en su se- 
cuencia altamente similar en las regiones transmembranales y la reducción parcial en el 
hueco hidrofílico (Petrásek et al., 2006; Wisniewska  et al., 2006). ii) La subfamilia de PIN 
cortos, codifican proteínas con el hueco hidrofílico central ausente y comprende a las proteí- 
nas PIN5 y PIN8, que parecen estar localizadas en el retículo endoplásmico, y por lo tanto no 
están directamente involucradas en el transporte de auxinas entre células, pero si median la 
homeostasis intracelular de las auxinas (Mravec et al., 2009). La proteína PIN8, se expresa 
específicamente en el gametofito masculino (Dal Bosco et al., 2012a; Ding et al., 2012) y jun- 
to con PIN5 median el transporte intracelular de auxinas en el polen (Dal Bosco et al., 
2012b). En Arabidopsis, PIN1 media la organogénesis y diferenciación del tejido vascular, 
PIN2 el crecimiento gravitrópico de la raíz, PIN3 el crecimiento diferencial del follaje, PIN4 la 
actividad del meristemo de la raíz y PIN6 modifica el transporte de auxinas en procesos de- 
pendientes de alteración de auxinas, especialmente aquellos requeridos para el crecimiento 
de la raíz y desarrollo reproductivo (Cazzonelli et al., 2013). PIN7 está involucrada en el de- 
sarrollo temprano del embrión (Vieten et al., 2005). En la figura 2a se muestra la ubicación de 
las proteínas PIN en la punta de la raíz de Arabidopsis. La localización de las proteínas PIN 
en la membrana plasmática regula la dirección del movimiento de auxinas y consecuente- 
mente determina la distribución local de auxinas. La localización celular de las proteínas PIN 
está regulada por fitoreguladores y señales ambientales y del desarrollo (Hayashi, 2012). 
Un factor determinante en la polaridad de PIN es su tráfico endocítico, las proteínas PIN son 
secretadas de una manera no polar y su subsecuente endocitosis y reciclamiento establece 
su localización polar en la parte basal de la célula (Dhonukshe et al., 2008) (Fig. 2b). Este re- 
ciclamiento es dependiente de la proteína endosomal GNOM (GN). La fosforilación de PIN 
por diversas cinasas como PINOID (PID), lleva a estos transportadores de auxinas a una vía 
de reciclamiento dirigiéndola al polo apical de la célula (Kleine-Vehn et al., 2009). Esta activi- 
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dad es antagonizada por la proteína fosfatasa 2A (PP2A). La endocitosis y el reciclamiento 
también controlan la cantidad de proteínas PIN en la membrana plasmática por regulación 
del balance de la proteína que es reciclada de vuelta a la membrana plasmática o dirigida a 
la vacuola lítica para su degradación (Fig. 2b) (Finet y Jaillais, 2012). Se ha observado que la 
biosíntesis local de auxinas puede contribuir al establecimiento de los gradientes de auxinas 
en tejidos específicos (Guo et al., 2014). Por otra parte, el receptor de auxinas, la proteína 
Auxin Binding Protein 1 (ABP1) está involucrada en la modulación del reciclamiento intrace- 
lular de las proteínas, controlando la tasa de transporte de las auxinas a través de la mem- 
brana plasmática y el reciclamiento de transportadores PIN (Covanová et al., 2013). La 
señalización de auxinas a través de ABP1 inhibe la internalización de las proteínas PIN me- 
diada por clatrina (Fig. 3) (Dhonuksheet al., 2007a; Robert et al., 2010; Tanaka et al., 2013). 
El tráfico de proteínas PIN también puede ser regulado por fitoreguladores, las auxinas por 
sí mismas, inhiben la internalización de las proteínas PIN desde la membrana plasmática, 
controlando de esta manera la retroalimentación en respuesta a niveles de auxinas (Fig. 3) 
(Geldner et al., 2001). Por otra parte, las citocininas también controlan la endocitosis de las 
proteínas PIN induciendo su degradación (Fig. 2b) (Marhavy et al., 2011). Altas concentra- 

 

 

Figura 2. Posicionamiento, tráfico y reciclaje de las proteínas PIN. a) La localización polar de las proteínas PIN es la 

clave para el flujo de auxinas y el establecimiento local de concentraciones de auxinas en la punta de la raíz. b) Un factor 

determinante para la polaridad de las proteínas PIN es el tráfico endocítico, el modelo propone que las proteínas PIN son 

secretadas en una manera no polar y que su subsecuente endocitosis y reciclamiento establece su localización polar en el 

polo basal de la célula (Michniewicz et al., 2007; Finet y Jaillais, 2012). 
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ciones de jasmonato también inducen la degradación y endocitosis de PIN2 (Sun et al., 
2011). Las giberelinas limitan el tráfico de PIN a la vacuola lítica al igual que los péptidos de 
la familia GOLVEN (Willige et al., 2012; Whitford et al., 2012) (Fig. 2b), mientras que el etile- 
no incrementa la expresión de PIN3 y PIN7 (Lewis et al., 2011). En un escrutinio in silico, 

para aislar proteínas con homología y topología similar a los miembros de la familia PIN en 
Arabidopsis se encontraron siete proteínas parecidas a las PIN (PILS) con actividad trans- 

portadora de auxinas, que se localizaron en el retículo endoplásmico (Habets y Offringa, 

2014). 
 

 
 

 

 
Figura 3. Modelo para la señalización de auxinas en la célula. El receptor de auxinas TIR1/AFB es una proteína F-box 

que forma un complejo con ASK (ASK1) y culina (CUL1). SCFTIR1/AFB cataliza la ubiquitinación de las proteínas represo- 

ras Aux/IAA en presencia de auxinas. La actividad de los factores de transcripción de respuesta a auxinas (ARF) está blo- 
queada por Aux/IAA unida a TOPLESS (TPL). Las auxinas se unen en una pequeña cavidad entre TIR1 y Aux/IAA. La 
degradación de Aux/IAA inducida por auxinas libera a los ARF y activa la transcripción de genes de respuesta a auxinas. 

Auxin binding protein 1 (ABP1) es una proteína localizada en el retículo endoplasmático que también actúa como un recep- 

tor de auxinas. Las auxinas bloquean la endocitosis de PIN mediada por clatrina desde la membrana plasmática a través de 

la señalización de ABP1. La señal de ABP1 activa canales de K+ y H-ATPasas para inducir la respuesta rápida de las auxi- 
nas como el crecimiento inducido por la turgencia. La señal de ABP1 también activa a las Rho GTPasas (RP2 y ROP6), las 

cuales median procesos que controlan el crecimiento de las células de la epidermis de las hojas (Hayashi, 2012). 
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Inhibidores del transporte de auxinas 
 

El conocimiento acerca de los mecanismos del transporte polar de auxinas y su fun- 
ción sobre el desarrollo vegetal se ha basado ampliamente en herramientas farmacológicas, 
como los inhibidores del transporte de auxinas (ITAs), los cuales bloquean el movimiento po- 
lar de auxinas entre las células. Al aplicar los ITAs, estos interfieren con la distribución de au- 
xinas y afectan el desarrollo vegetal (Tanaka et al., 2006). Algunos de los inhibidores más 
representativos son el ácido 2,3,5-triyodobenzoico (TIBA) y el ácido 1-pirenoilcenzóico 
(PBA), los cuales no sólo inhiben el eflujo de auxinas sino también interfieren con el tráfico 
subcelular de las proteínas PIN y AUX1 (Kleine-Vehn et al., 2006). PBA y TIBA interfieren 
con la motilidad de los organelos y el movimiento individual de vesículas, probablemente por 
inhibición del dinamismo de la actina del citoesqueleto (Dhonukshe et al., 2007b). El ácido 
N-1-naftiltalámico (NPA) es el inhibidor de eflujo de auxinas mejor caracterizado, sus efectos 
inhibitorios en los sistemas de transporte de auxinas llevan a la supresión de elongación y 
crecimiento diferencial de los hipocotilos en Arabidopsis (Ma y Robert, 2013). El NPA actua 

como un inhibidor específico del AIA teniendo como blanco principal a los transportadores 
ABCB (Bailly et al., 2008; Nagashima et al., 2008) y ha sido ampliamente utilizado como una 
valiosa herramienta química en la investigación de la función del TPA y sus efectos sobre el 
desarrollo vegetal. Escrutinios genéticos de mutantes con respuestas alteradas al NPA per- 
mitieron la identificación de siete genes TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE (TIR), 
TIR1-TIR7 (Ruegger et al., 1997). Posteriormente, se realizó la caracterización de algunos 
de estos genes: TIR1, es el receptor nuclear de las auxinas (Dharmasiri et al., 2005); TIR2 

codifica para la proteína TAA una de las enzimas clave en ruta de biosíntesis de auxinas IPA; 
TIR3 codifica para la proteína AUXIN RESPONSE FACTOR 7 (ARF7) y TIR5 para BIG, una 
proteína similar a calosina requerida en el TPA (Ma y Robert, 2013). Un grupo de sustancias 
producidas naturalmente que actúan como los inhibidores del transporte de auxinas, son los 
flavonoides, los cuales, son metabolitos secundarios poli-fenólicos de las plantas cuya sín- 
tesis es tejido específica, regulada por el desarrollo y depende de las condiciones ambienta- 
les como luz y temperatura. Además, los flavonoides controlan la fertilidad del polen y llevan 
a cabo funciones para proteger a las plantas contra estrés biótico y abiótico (Thompson et 
al., 2010; Hichri et al., 2011). Algunos flavonoides como la quercetina y el kempferol han 
mostrado una inhibición del TPA y por consiguiente disminuyen la acumulación de auxinas 
en las plantas. Las mutantes de Arabidopsis, TRANSPARENT TESTA 3, 4 y 7 (TT3, TT4 y 
TT7), que carecen de enzimas de la ruta biosintética de flavonoides, han sido usadas para 
elucidar la función de los flavonoides endógenos en el transporte de auxinas Al agregar fla- 
vonoides, a las mutantes y a las plantas normales se observó que los flavonoides afectan el 
transporte polar de auxinas (Peer y Murphy, 2007). Algunos sitios de acción de los flavonoi- 
des han sido identificados como proteínas membranales de unión al NPA, como la subuni- 
dad regulatoria NBP (NPA-binding protein) (Hernández-Mata et al., 2010). 



Ciencia Nicolaita No.  64                                             31                                                                 Abril de 2015  

 

 
 
 
 
 

                                                        El transporte de auxinas y su impacto...   
 

Procesos del desarrollo vegetal modulados por las auxinas 
 

a) Embriogénesis 

Las auxinas modulan los estadios tempranos del desarrollo vegetal. Análisis de mu- 
tantes de Arabidopsis han demostrado que la distribución diferencial de auxinas media 

eventos importantes durante la embriogénesis, como el establecimiento del eje axial-basal y 
la formación de las hojas. Después de la primera división anticlinal del zigoto fertilizado, se 
incrementa la concentración de auxinas en la célula apical. Esta distribución diferencial re- 
sulta de la actividad de PIN7 localizada apicalmente en las células adyacentes al suspensor. 
En este estadio, PIN1 media la distribución uniforme de auxinas entre las células que forman 
el pre-embrión. Los transportadores ABCB1 y ABCB19 también contribuyen al transporte de 
auxinas durante la etapa temprana de la formación del pre-embrión (Mravec et al. 2008). 
ABCB1 está localizada en todas las células del suspensor y células pre-embrionales, mien- 

 
 

 

 
 
 

Figura 4. Gradientes y transportadores de auxinas durante la embriogénesis. La formación del eje axial-basal está co- 

rrelacionada con el flujo y concentración de auxinas. Primero, una distribución asimétrica de PIN7 media el flujo de auxi- 

nas en la célula apical en la primera división del zigoto. Después, la auxina es drenada del embrión debido a la distribución 

asimétrica de PIN1 durante la fase globular. Posteriormente, el flujo de auxinas es direccionado hacia la parte superior del 

embrión. Por último, la polaridad reversa de PIN1 en el ápice del embrión globular define una zona carente de auxinas: el 

futuro meristemo apical del follaje (Petrásek y Friml, 2009). 



Abril de 2015                                                                 32                                             Ciencia Nicolaita No. 64  

 

 
 
 
 
 

                                                        El transporte de auxinas y su impacto...   
 

tras que la localización de ABCB19 está restringida a las células que forman el suspensor. 
En el estadio globular temprano, PIN1 se relocaliza en la membrana plasmática de las célu- 
las del embrión, específicamente en la hipófisis (Kleine-Vehn et al., 2008). Simultáneamen- 
te, la polaridad de PIN7 cambia de apical a basal en las células. La proteína PIN4 es 
expresada en la célula de la hipófisis. En este estado, la distribución y respuesta de auxinas 
es crucial para la especificación de la hipófisis como el precursor del meristemo de la raíz. La 
expresión de PIN3 comienza relativamente tarde en el estado de corazón en las células pre- 
cursoras de la cofia (Möller y Weijers, 2009). En los embriones en estado triangular y de co- 
razón, la simetría bilateral del máximo de auxinas es establecida a través de los primordios 
de los cotiledones, este máximo es generado por la actividad de PIN1 en la epidermis (Fig. 4) 
(Petrásek y Friml, 2009). 

 
b) Organogénesis 

El desarrollo embrionario resulta del establecimiento de un plan básico corporal para 
el desarrollo de la plántula, pero en la planta adulta en gran medida la organogénesis 
post-embriónica, como la formación de hojas y flores son procesos que dependen de las au- 
xinas. Plantas tratadas con inhibidores del transporte de auxinas o mutantes defectuosas en 
el transporte de auxinas como pin1, presentan deformidades en las inflorescencias y arqui- 

tectura floral. El transporte de auxinas dependiente de PIN juega una función importante en 
 

 
Figura 5. Formación de raíces laterales Las raíces laterales se originan exclusivamente en las células fundadoras del peri- 

ciclo, proceso que es dependiente de la concentración y transporte de auxinas. Los transportadores que principalmente par- 

ticipan en la formación de raíces laterales son PIN1 y PIN3 (Finet y Jaillais 2012). 
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estos eventos post-embrionarios, ya que este fitoregulador es necesario para un desarrollo 
adecuado de las flores (Pfluger y Zambryski, 2004). Por otra parte, la acumulación local de 
las auxinas determina los sitios de iniciación de primordios del follaje y de la raíz (Benková et 
al., 2003) y la aplicación exógena de auxinas activa la formación de hojas o flores (Du- 
brovsky et al., 2008). PIN1 transporta más auxinas formando un máximo de auxinas tempo- 
ral, que consecuentemente activará la formación de órganos, también causa una 
disminución temporal de auxinas alrededor de cada primordio emergente, inhibiendo la ini- 
ciación de nuevos primordios en la vecindad del primordio (Michniewicz et al., 2007). La raíz 
primaria usualmente se ramifica para formar raíces laterales, las cuales facilitan el anclaje y 
la absorción de nutrientes de la planta. Las raíces laterales se originan exclusivamente a 
partir de las células fundadoras del periciclo; todas las células del periciclo tienen la capaci- 
dad de dividirse en respuesta a elevados niveles de auxinas, sin embargo, solo algunas cé- 
lulas pueden convertirse en células fundadoras (Finet y Jaillais, 2012; Takahashi, 2013)) 
(Fig. 5). La creación y mantenimiento de un máximo de auxinas en la punta del nuevo órgano 
es crucial para la formación de los primordios de las raíces laterales. En los órganos aéreos, 
las auxinas son transportadas a través de las capas internas hacía la punta del primordio en 
desarrollo y en la parte interior del órgano (Michniewicz et al., 2007). 

 
c) Tropismos 

Los tropismos son respuestas continuas del crecimiento a estímulos ambientales 
como la luz (fototropismo) y la gravedad (gravitropismo) que generan tasas de elongación 
diferencial en los órganos de la planta. La acumulación de auxinas en un lado de un órgano 
promueve (en follaje) o inhibe (en raíz) el crecimiento o elongación. La gravedad estimula a 
las raíces, mientras que la luz y la gravedad estimulan a los hipocotilos. La interrupción ge- 
nética o farmacológica del transporte de auxinas inhibe la distribución asimétrica de auxinas 
y las respuestas trópicas de las plantas, lo que demuestra que el TPA media la distribución 
asimétrica de las auxinas (Esmon et al., 2006). Cuando se permite el desarrollo y crecimien- 
to de forma vertical de la raíz, la respuesta a auxinas se incrementa en el cilindro central y en 
el ápice de la raíz, incluyendo la cofia. El transporte polar hacia la punta y la síntesis local de 
auxinas es lo que permite el establecimiento de los máximos de auxinas (Fig. 2) (Spalding, 
2013). En Arabidopsis, PIN3 es requerido para respuestas trópicas, la mutante pin3 es par- 

cialmente defectuosa en el gravitropismo y fototropismo. PIN3 está localizada predominan- 
temente en los lados laterales interiores de células endodermales del follaje, donde media la 
distribución lateral de las auxinas (Harrison y Masson, 2008). PIN3 parece también estar vin- 
culada con la percepción de la gravedad. En raíces que crecen hacia abajo, la proteína PIN3 
se encuentra localizada en las células de la cofia, las cuales contienen estatolitos que cen- 
san la gravedad. Durante la graviestimulación, PIN3 sigue la sedimentación de los estatoli- 
tos y rápidamente se relocaliza en la nueva parte inferior de las células de la columela (Fig. 
6) (Michniewicz et al., 2007). Otros transportadores como PGP4 y PGP19, también han sido 
involucrados en las respuestas gravitrópicas, las mutantes pgp19 muestran hipocotilos hi- 
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Figura 6. Gravitropismo de la raíz. La gravedad produce la relocalización de las proteínas PIN3 en la parte inferior de las 

células de la cofia que perciben la gravedad. El flujo de auxinas es re-direccionado a la parte inferior de la raíz donde las 

auxinas inhiben la elongación y causan la curvatura de la raíz (Robert y Friml, 2009). 

 
pergravitrópicos y las mutantes pgp4 exhiben gravitropismo reducido en la raíz (Noh et al., 
2003). 

 

 

Conclusiones 

El transporte polar de auxinas es crucial para el desarrollo vegetal. Además de la difu- 
sión pasiva a través del floema, existe un transporte célula a célula que requiere de proteí- 
nas transportadoras. Mientras que los transportadores PIN determinan principalmente la 
direccionalidad, las proteínas AUX1/LAX y ABCB controlan los niveles de auxinas. Una gran 
atención se ha puesto en la investigación del desarrollo de las raíces laterales y su importan- 
cia en el desarrollo vegetal, convirtiendo a las auxinas en las hormonas maestras involucra- 
das en cada aspecto de este proceso. El uso de moléculas sintéticas, como los inhibidores 
del transporte de auxinas se ha convertido en una herramienta importante para elucidar es- 
tos mecanismos. Sin embargo, debido a los efectos pleiotrópicos en el sistema radicular se 
ha dificultado la identificación de nuevos componentes específicos en la formación de raíces 
laterales. Encontrar moléculas capaces de afectar la homeóstasis de auxinas en un tejido u 
órgano de manera específica, proporcionarían una herramienta para entender los mecanis- 
mos moleculares de la acción de las auxinas en la regulación de procesos específicos del 
desarrollo vegetal. 
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