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I. RESUMEN 

Los lípidos pueden actuar como moléculas señal en los organismos, modulando su 

morfogénesis, tal es el caso de las N-acil etanolaminas (NAEs) y alcamidas, que se 

encuentran en gran variedad de plantas y cuya aplicación exógena afecta diversos 

procesos del crecimiento y el desarrollo. La N-isobutil decanamida es una alcamida 

bioactiva proveniente de la reducción catalítica de la afinina, que a su vez es un 

componente mayoritario de la raíz de Heliopsis longipes. La N-isobutil decanamida 

inhibe el crecimiento de la raíz primaria, induce la formación de raíces laterales y 

adventicias y la formación de callos sobre las hojas, indicando que las alcamidas 

podrían estar involucradas en el control del desarrollo de las plantas. Para identificar 

los componentes genéticos involucrados en las respuestas a las alcamidas, se 

realizaron escrutinios usando concentraciones de N-isobutil decanamida inhibitorias 

para el crecimiento de la raíz primaria en busca de mutantes de A. thaliana afectadas 

en las respuestas morfogenéticas a esta alcamida, obteniéndose una mutante 

resistente denominada drr1 (decanamide resistant root 1), cuya raíz es resistente a 

altas concentraciones de la alcamida y una mutante hipersensible, la dhm1 

(decanamide hipersensitive mutant 1), identificada por la presencia generalizada de 

neoplasias en las hojas. Al realizar la caracterización genética para cada una de las 

mutantes mediante retrocruzas con sus respectivos padres silvestres, drr1 con Ws y 

dhm1 con Col-0, se obtuvo una segregación 3:1 en la población F2 para cada caso, 

lo que indica que en cada una de las mutantes se encuentra afectada un gen 

recesivo. La caracterización del programa morfogenético de las mutantes en 

condiciones normales de crecimiento mostró que las plantas drr1 presentan una 

disminución en la formación de raíces laterales, mientras que en dhm1 el sistema 

radicular esta ampliamente ramificado. Otro proceso del desarrollo afectado en la 

mutante dhm1 es la germinación, ya que dhm1 muestra una germinación mas 

temprana que WT, indicando que las alcamidas estan directamente relacionadas  

con dicho proceso. Al incrementar la concentración de la N-isobutil decanamida en el 

medio de cultivo, las plantas drr1, mantienen un crecimiento sostenido de la raíz 

primaria en tanto que en dhm1, se promueve la formación de neoplasias en las 

hojas. 
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El tratamiento con auxinas reveló respuestas similares entre plantas silvestres y drr1 

a estos reguladores, indicando que las auxinas y las alcamidas regulan la 

arquitectura de la raíz por diferentes vías de señalización. Además, se encontró que 

drr1 también presentan resistencia a las N-acil-L-homoserina lactonas (AHLs), que 

forman parte de un grupo de reguladores de la proliferación celular en bacterias 

(quórum-sensing) lo que indica que las alcamidas y las AHLs son percibidas de 

manera similar por la planta. La característica fenotípica más notable de la mutante 

drr1 es un ciclo de vida mas largo acompañado de mayor crecimiento general de la 

planta y mayor producción de biomasa, lo que apoya la hipótesis de que el gen 

afectado en la drr1 es importante para regular el desarrollo de la raíz y la longevidad 

a través de la modulación de las respuestas a alcamidas en Arabidopsis. 

Por otra parte, en dhm1 la respuesta a auxinas, citocininas y ácido abscísico sobre el 

crecimiento de la raíz es similar a las plantas silvestres; mientras la respuesta a GA3 

es de hipersensiblidad, lo que sugiere una interrelación entre la ruta de giberelinas y 

alcamidas. La transferencia del marcador DR5:uidA no muestra diferencias en su 

expresión en dhm1, mientras ARR5:uidA tiene una expresión disminuida, lo que 

sugiere que no hay una interacción directa con auxinas, pero sí con citocininas. En el 

caso de CLV3:uidA, existe una expresión ectópica de este regulador del meristemo 

apical en dhm1 en los primeros días del desarrollo, lo que sugiere que la alcamida 

esta involucrada en el desarrollo del meristemo apical. Por otra parte, el meristemo 

de la raíz primaria de dhm1 es mas largo y ancho que el de Col-0; sin embargo, las 

células de la raíz, hoja y peciolo son mas pequeñas en dhm1; sugiriendo una mayor 

proliferación celular en dhm1. Estas alteraciones están relacionadas con etapas 

tempranas del desarrollo ya que el tiempo total del ciclo de vida no se ve modificado. 

En conjunto, nuestros resultados revelan que la percepción adecuada de las 

alcamidas está controlada por los genes DRR1 y DHM1, y que diferentes moléculas 

de naturaleza lipídica actúan como reguladores del crecimiento vegetal afectando 

múltiples programas del desarrollo desde la germinación hasta la senescencia a 

través de mecanismos de señalización comunes. 
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II. SUMARY 

Lipids can be signal molecules used by most organisms to modulate its 

morphogenesis, such as NAEs an alkamides, which are found in a wide variety of 

plants and its exogenous application affects morphogenetic processes and plant 

development. N-isobutyl decanamide is a bioactive amide derived from catalytic 

reduction of affinin, this latter commonly present in high concentrations in Heliopsis 

longipes roots. N-isobutyl decanamide inhibits primary root growth, induces the 

formation of lateral and adventitious roots and the formation of neoplastic structures 

on leaves, showing the alkamides are involved in the control of plant development. To 

identify the genetic components involved in responses to alkamides, screenings using 

N-isobutyl decanamide at inhibitory concentrations for primary root growth were 

performed. Two A. thaliana mutants were isolated, the decanamide resistant root 1 

(drr1) shows a continuos primary root growth in high alkamide concentrations, and 

decanamide hypersensitive mutant 1 (dhm1) is characterized by the presence of 

neoplastic leaves. Genetic characterization was performed for each one of the 

mutants through backcrossing of drr1 with Col-0 and Ws with dhm1, F2 populations 

from these crosses showed a 3:1 segregation rate for each mutation, indicating that 

the alkamide-related mutants are affected in single Mendelian recessive traits. When 

grown under normal growth conditions, drr1 mutants show decreased lateral root 

formation, whereas the dhm1 root system shows increased branching. Another 

developmental process affected in dhm1 mutants is germination, dhm1 mutants 

showed earlier germination than WT plants, indicating that alkamides are directly 

involved in germination. At high alkamide concentrations, drr1 seedlings sustain 

primary root growth, whereas in dhm1 seedlings, neoplasic structures proliferate over 

leaf surfaces. 

Auxin treatments in WT and drr1 seedlings, showed similar primary root growth 

inhibition and lateral root induction, thus indicating that auxins and alkamides regulate 

root architecture by different pathways. Interestingly, drr1 seedlings show resistance 

to N-acyl-L-homoserine lactones (AHLs), a class of signals that regulate cell 

proliferation in bacteria. These results suggest the plant perceives alkamides and 
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AHLs in similar way. The most conspicuous characteristic in drr1 seedlings when 

compared to WT plants is a longer life cycle accompanied by increased plant growth 

and biomass production. These data indicate that the gene affected in drr1 is crucial 

for root development and plant longevity regulation through modulating alkamide 

signaling in Arabidopsis.  

On the other hand, drr1 and dhm1 root growth is similar to WT plants in response to 

auxin, cytokinin and ABA, but dhm1 showed hypersensitivity to GA3, suggesting a 

crosstalk between gibberellin and alkamide response pathways. DR5:uidA auxin 

response marker was similarly expressed in WT and dhm1 seedlings, while the 

cytokinin response marker ARR5:uidA was overexpressed in dhm1. This suggests 

also an interrelation between alkamides and citokinin signaling. CLV3:uidA, a 

meristem specific marker shows ectopic expression in the dhm1 mutant at early 

stages of development, suggesting that alkamides are involved in apical meristem 

maintenance. The primary root meristems of dhm1 are longer and wider than WT 

meristems, but the cells in the elongation zone are smaller in dhm1, similarly, the leaf 

and petiole cells are smaller in the mutant, suggesting increased cell proliferation is 

responsible of the neoplasic shoot phenotype observed in dhm1. These changes are 

mainly seen at early stages of development and the life cycle of the mutant did not 

change.  

Taken together, these data suggest that the correct perception of alkamides involves 

the action of DRR1 and DHM1 genes and different lipid amides may affect several 

growth and developmental processes in plants from germination to senescence by 

common signaling mechanisms. 
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III. INTRODUCCIÓN 

El desarrollo de los organismos implica cambios en la morfología y la fisiología de las 

células y los tejidos a lo largo de su ciclo de vida, como consecuencia de la 

modulación de la expresión de genes según patrones temporales y espaciales. Las 

estructuras de un organismo pluricelular aparecen como consecuencia de la 

ejecución de programas específicos de división y proliferación celular, controlados 

genéticamente (Haughn et al. 1995). Uno de los aspectos mas importantes del 

desarrollo es la morfogénesis, es decir la generación de la estructura corporal de un 

ser vivo y de cada uno de sus órganos. 

De manera particular, el desarrollo vegetal tiene características distintivas, como la 

falta de migración celular, provocada por la presencia de una pared celular rígida, 

que forza a las células a permanecer junto a sus progenitoras, formando linajes 

celulares controlados por el número y plano de las divisiones celulares (Fosket 

1994). Otra característica singular en el desarrollo de las plantas es la totipotencia, 

es decir la capacidad de desdiferenciación de casi todas las células de una planta, 

que permite la obtención de un organismo completo a partir de cualquiera de sus 

partes. Además, la mayor parte del programa de crecimiento es postembrionario, ya 

que durante la embriogénesis se forma el plan básico del organismo y se definen los 

meristemos apical y radicular, los cuales mantienen la capacidad de crecimiento de 

la planta en etapas posteriores (Gegas y Doonan 2006). 

El desarrollo vegetal está regulado por varias hormonas, las cuales actúan en varios 

estados del desarrollo, frecuentemente dependiendo del contexto tisular y ambiental 

en que se producen y con efectos pleiotrópicos (Kepinski 2006). Entre las hormonas 

más estudiadas se encuentran las auxinas, las citocininas, las giberelinas, el ácido 

abscísico y los brasinoesteroides. Para dilucidar el efecto de cada una de éstas 

sustancias se han utilizado plantas mutantes y líneas trasgénicas afectadas en la 

síntesis, transporte y percepción de los diferentes reguladores (Weyers y Paterson 

2001). En los últimos años, se ha considerado que otras moléculas señalizadoras 

podrían tener un papel importante en la regulación de los procesos morfogenéticos 

en la raíz, tal es el caso del óxido nítrico, el L-glutamato, algunos péptidos como la 
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sistemina, las poliaminas, el ácido salícilico y los esfingolípidos (López-Bucio et al. 

2006). 

Los lípidos son constituyentes primordiales de las células que proporcionan la base 

estructural para la membrana celular y combustible para el metabolismo. Además, se 

ha reportado que funcionan también como mediadores de muchos procesos, como la 

transducción de señales, rearreglos en el citoesqueleto y tráfico de membranas. 

Estos procesos son cruciales para la sobrevivencia celular, el crecimiento, la 

diferenciación y las respuestas de la planta al agua, la temperatura, la salinidad, las 

plagas y los patógenos (Wang 2004). 

Algunos lípidos de tamaño pequeño pueden actuar como moléculas señal regulando 

el desarrollo y respuestas a estímulos ambientales (Cruz-Ramírez et al. 2004, Wang 

2004, López-Bucio et al. 2007, Campos-Cuevas et al. 2008). Entre estas moléculas 

se encuentran las N-acetiletanolamidas (NAEs) y las alcamidas. Cuya función y  

mecanismos de acción en las plantas permanecen sin dilucidar, por lo antes 

mencionado en este trabajo se planteó un estudio genético a través del aislamiento y 

caracterización de mutantes tolerantes e hipersensibles a la alcamida vegetal con 

mayor actividad en plantas reportada por nuestro grupo de trabajo, la N-isobutil 

decanamida.  
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ANTECEDENTES 

1.1. Arabidopsis thaliana como modelo de estudio 

Arabidopsis thaliana (L) Heinh, es una planta vascular de la clase de las 

dicotiledóneas, subclase dilénida, orden caparales, familia brasicaceae (Strasburger, 

2004). Arabidopsis es un excelente modelo para el estudio de los procesos 

fisiológicos y la biología de las plantas. Es una angiosperma de tamaño pequeño, 30 

cm, con un ciclo de vida corto (6-8 semanas), se autopoliniza, tiene una alta 

fecundidad, cada planta puede producir hasta 10,000 semillas, lo cual la hace de fácil 

manejo y la mejor opción para estudios in vitro. En un espacio reducido se puede 

tener una población de plantas considerable y observar todas sus variables 

morfogenéticas con una relativa facilidad sin provocar ningún tipo de estrés a la 

planta. Además es un excelente modelo por su genoma pequeño incluido en 5 

cromosomas, lo cual la hace viable para realizar estudios de mutagénesis y 

transformación genética (Estelle y Somervile 1986). 

El genoma de A. thaliana es de 1.5X108 pares de bases, menor que el de la mosca 

de la fruta, y el mas pequeño de cualquier planta. Solo el 10% de su DNA nuclear se 

repite. Se estima que contiene aproximadamente 20,000 genes, de los cuales, 

algunos son constitutivos, mientras otros están altamente regulados, siendo 

encendidos y apagados en etapas especificas del desarrollo o en respuesta a 

estímulos ambientales (Taiz y Zeiger 1998). 

A pesar de las pequeñas dimensiones de su genoma, A. thaliana presenta las 

características típicas de otras angiospermas en lo referente a morfología, anatomía, 

crecimiento, desarrollo y respuestas al ambiente. Por esta razón debe contar con el 

mismo número de genes esenciales que cualquier otra de las 250,000 especies de 

plantas con flores que han aparecido en el planeta en los últimos 150 millones de 

años (Meyerowitz 1994). Por tanto, se considera que a partir del estudio de este 

organismo se pueden obtener conclusiones extrapolables a la mayor parte de las 

especies vegetales (Meyerowitz 1989). 
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Entre los métodos de estudio utilizados para dilucidar el mapa genético de 

Arabidopsis se encuentra el uso de marcadores genéticos, moleculares, y mutantes 

con fenotipos visibles obtenidos por diferentes métodos de mutagénesis (Koornneef 

et al. 1991). Para la inducción de mutaciones en A. thaliana se han empleado 

métodos de mutagénesis física, química e insercional, denominándose M1 a los 

individuos expuestos a los efectos del mutágeno y M2 a los de su primera generación 

filial (Jürgens, 1995). Entre los procedimientos físicos se emplean los rayos X y el 

bombardeo con protones, que producen roturas cromosómicas, deleciones o 

reorganizaciones. El mutágeno químico mas efectivo es el sulfonato de etil metano  

(EMS), que es un agente quelante que causa mutaciones puntuales y pequeñas 

deleciones con una elevada eficacia. Este agente químico promueve intercambio de 

bases y es probable que produzca mutaciones con propiedades especiales como 

alelos débiles, dominantes o condicionales (Awan et al. 2008). 

En cuanto a los mutágenos insercionales, se han desarrollado varios vectores 

portadores de marcadores selectivos de resistencia a antibióticos o  herbicidas, que 

permiten la selección de plantas transformantes en cuyo genoma se ha integrado el 

DNA transferente (T-DNA), esto es un segmento del plásmido Ti (tumor inducer) de 

Agrobacterium tumefaciens. Para realizar las transformaciones por infección se 

realiza la inmersión de plantas adultas en un cultivo de la bacteria, dentro de un 

recipiente sometido a vacío parcial. Otros mutagenos insercionales son los 

transposones que son elementos genéticos móviles y los virus (Bechtold et al. 1993).  

La identificación de mutaciones en un gen específico requiere el escrutinio de un 

gran número de líneas mutagenizadas, por lo que es necesaria la construcción y 

ensayo de colecciones de semilla mutagenizada. Al desarrollar ensayos dirigidos se 

minimiza el número de ensayos necesarios y se permite la identificación de una línea 

mutante individual en uno o dos pasos (Awan et al. 2008). Nuestro entendimiento de 

los procesos de crecimiento y desarrollo de las plantas se ha incrementado mediante 

el uso de Arabidopsis y la secuenciación del genoma completo de esta especie 

ayudará aún mas a dilucidar la función de cada uno de sus genes. 
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1.2. Germinación de Arabidopsis thaliana 

Una etapa importante en el ciclo de vida de las plantas es la etapa de semilla, ya que 

la sobrevivencia de la especie depende de su capacidad de mantenerse durante el 

periodo entre la maduración de la semilla y el establecimiento de la siguiente 

generación, en forma de una plántula después de que ha germinado (Bentsink y 

Koornneef 2002). Las semillas determinan donde y cuando se establecen las plantas 

(Bassel et al. 2008).  

Como un mecanismo de sobrevivencia, la semilla permanece seca, lo cual le permite 

sostenerse durante largos periodos en condiciones desfavorables. El mecanismo que 

impide la germinación bajo condiciones desfavorables es la dormancia, la cual es 

controlada por factores ambientales como la luz, la temperatura, la humedad, el 

tiempo de almacenamiento e incluso factores bióticos. El balance entre la dormancia 

y la capacidad del embrión para activar su desarrollo dan como resultado el proceso 

de germinación (Bentsink y Koornneef 2002, Finch-Savageand y Leubner-Metzger 

2006). 

Una semilla tiene la capacidad de germinar en un amplio rango de ambientes, los 

requerimientos básicos son agua, oxígeno y temperatura apropiados, aunque la 

semilla puede ser sensible a otros factores como la luz y nutrientes. La germinación 

inicia con la entrada de agua a la semilla seca, seguida por la expansión del embrión 

(Kucera et al. 2005, Finch-Savageand y Leubner-Metzger 2006). 

En las semillas de angiospermas, el embrión está rodeado por dos cubiertas: el 

endospermo y la testa. La ruptura de ambas es esencial en la germinación. La 

germinación concluye cuando la radícula sale de ambas capas, para lo cual es 

necesaria la elongación celular (Finch-Savageand y Leubner-Metzger 2006, Müller et 

al. 2006). 

En Arabidopsis la germinación es un proceso de dos pasos, en el cual la ruptura de 

la testa es seguida por la ruptura del endospermo. Esta última es inhibida por la 

fitohormona ácido abscísico (ABA). El efecto inhibitorio del ABA es contrarrestado 

por las giberelinas, con lo que la ruptura del endospermo depende del antagonismo 

ABA-giberelinas (Finch-Savageand y Leubner-Metzger 2006, Müller et al. 2006). 
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El ABA regula varios aspectos del crecimiento y desarrollo vegetal, así como 

respuestas al estrés. En las semillas, es responsable de la adquisición de reservas 

de nutrientes,  tolerancia a la desecación, maduración y dormancia (Katagiri 2005). 

Las mutaciones recesivas que afectan las respuestas transcripcionales a ABA en la 

germinación de las semillas y el desarrollo han permitido identificar tres reguladores 

transcripcionales: ABI3 (Giraudat et al. 1992), ABI4 (Finkelstein et al. 1998) y ABI5 

(Finkelstein y Linch 2000), cuya mutación da como resultado una dormancia reducida 

y una disminución en la sensibilidad a la aplicación exógena de ABA para inhibir la 

germinación (Söderman et al. 2000). 

Las mutantes abi4 y abi5 muestran un fenotipo insensible a azúcar, además, cuatro 

mutantes insensibles a azucar (gin6, sun6, sis5 e isi3) son alélicas a abi4, lo que 

demuestra que ABA tiene un papel importante en la señalización de azúcares. En el 

caso particular de gin6/ABI4, gin6 es regulado por glucosa y se expresa durante el 

desarrollo posterior a la germinación, regulando la expresión de ABA (Arroyo et al. 

2003).  

 

1.3 Morfogénesis de la raíz de Arabidopsis thaliana 

La raíz es un órgano especializado en la absorción de agua y nutrientes del suelo, 

que en el caso de A. thaliana es experimentalmente simple y accesible. Se trata de 

un sistema radicular típico de una dicotiledónea, dominado por una raíz primaria que 

se forma durante la embriogénesis. Los tejidos de la raíz primaria se generan a partir 

del meristemo radicular y comprenden capas unicelulares concéntricas de epidermis, 

córtex, endodermis y periciclo, que rodean a los tejidos vasculares (Hardtke 2006). 

La disposición regular de sus tejidos y células permite predecir el orígen y destino de 

cada una de sus partes. Los linajes celulares se puede reconocer fácilmente, ya que 

forman filas de células alineadas con el eje principal de la raíz como resultado de las 

divisiones transversales de la región meristemática (Figura 1) (Schiefelbein et al. 

1997). 

El tamaño de cada raíz depende de la actividad proliferativa del meristemo radicular. 

El proceso de diferenciación produce los distintos tipos celulares y tejidos presentes 
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en la raíz madura. Los procesos implicados en el desarrollo de la raíz se llevan a 

cabo en regiones específicas, por lo que se pueden distinguir varias regiones con 

características morfológicas particulares: la zona de división celular, la de elongación 

celular, la de diferenciación celular y la de maduración celular (Figura 1) (López-

Bucio et al. 2005). 

El desarrollo postembrionario de la raíz depende del meristemo radicular. Las células 

madre del meristemo generan células que se encuentran en transición hacia el 

desarrollo, las cuales experimentan divisiones adicionales en el meristemo proximal, 

y se diferencian en las distintas columnas celulares en la zona de transición del 

meristemo que rodea el limite entre las células que se dividen y las que se expanden. 

Para mantener el meristemo, la tasa de diferenciación es igual al ritmo de generación 

de células nuevas (Ioio et al. 2008) 

 

 

Figura 1. Estructura de la raíz de Arabidopsis. a) Areas meristemática, de elongación y de 
diferenciación. b) Sección transversal de la raíz, coloreada en código. c) Sección longitudinal 
media del ápice de la raíz (Modificado de Ortiz-Castro 2008).  
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La formación de raíces laterales es importante para el desarrollo de la planta, ya que 

permite la construcción de sistemas radiculares ramificados (López-Bucio et al. 

2005). Las raíces laterales se originan en las células del periciclo opuestas a los 

polos del xilema (Dolan et al. 1994) (Figura 2).  

 

Los patrones de desarrollo que originan primordios de raíces laterales son diferentes 

de los que ocurren en la formación de la raíz primaria (Casimiro et al. 2001), debido a 

que la formación de las raíces laterales incluye la reactivación del ciclo celular en el 

periciclo y la formación de un nuevo meristemo para la raíz lateral (Celenza et al. 

1995, Laskowski et al. 1995).  

 

1.4 Desarrollo vegetativo 

Los órganos de la planta, raíces, hojas y flores se desarrollan a partir de grupos 

indiferenciados de células denominados meristemos (Clark et al. 1995). Son 

estructuras capaces de autoperpetuarse, ya que además de producir órganos se 

Figura 2. Etapas de formación de raíces laterales 
en Arabidopsis. La primera división periclinal del 
periciclo define el inicio de  la formación de raíces 
laterales. Dos células fundadoras del periciclo dentro 
de la misma fila celular, adyacente a uno de los polos 
del xilema, se dividen simultáneamente creando 
cuatro células pequeñas. Las células hijas continúan 
dividiéndose simétricamente y asimétricamente, 
desde el centro hacia arriba y hacia abajo, creando 
grupos con un máximo de diez células cortas que son 
similares en longitud. Siguiendo un periodo de 
expansión radial, las células hijas se dividen 
periclinalmente, originando un primordio compuesto 
de capas internas y externas definido como etapa II. 
Subsecuentes divisiones dentro del primordio de la 
raíz lateral (denominadas etapas III-VII) que 
conducen por último a la emergencia (etapa VIII). El 
primordio de la raíz lateral sufre una expansión 
notable a medida que emerge desde la raíz parental 
(etapa VIII). Una vez emergido, el número de células 
cercanas al ápice de la raíz lateral se incrementa 
(Malamy y Benfey 1997, Casimiro et al. 2001, 2003). 
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regeneran a sí mismos continuamente. Las células meristemáticas o iniciales 

conservan la capacidad de dividirse durante todo el ciclo de vida del organismo; 

cuando una de ellas se divide, una de las células hijas hereda las características 

indiferenciadas de la madre y la otra se desarrolla (Fosket 1994). 

En el meristemo apical del tallo se distinguen dos regiones: la túnica y el corpus. En 

Arabidopsis, hay dos capas de túnica que recubren al corpus, manteniendo linajes 

separados (Barton y Poething 1993). La capa mas externa, L1, da lugar a la 

epidermis, mientras que la L2 y la L3 generan los tejidos centrales de la hoja y del 

tallo (Stewart y Dermen 1975, Gegas y Doonan 2006). En el meristemo apical 

mitóticamente activo, se distinguen tres zonas citológicas superpuestas a la 

estructura en capas de la túnica y el corpus: una zona central con grandes células 

que se dividen lentamente, una zona periférica que rodea a la anterior con células 

mas pequeñas que se dividen rápidamente y en la que se producen las primeras 

divisiones que darán origen a los órganos laterales, y la zona medular, debajo de la 

anterior en la que las células se dividen rápidamente, formando los tejidos del tallo 

(Leyser y Furner 1992, Gegas y Doonan 2006). 

El meristemo apical es una estructura dinámica que se mantiene en constante 

crecimiento, división celular y formación de órganos. Aunque dicha estructura 

permanece a través del desarrollo vegetativo, la posición de las células cambia con 

el tiempo. Las células de la zona central originan células de la zona central y 

periférica, mientras que estas últimas se incorporan a los órganos laterales en 

formación (Figura 3) (Clark 1997). El meristemo actúa como una unidad biológica 

que controla la forma y tamaño de la planta (Gegas y Doonan 2006). 

Durante el desarrollo vegetal, la función del meristemo puede cambiar y dependiendo 

de la naturaleza del cambio, la forma, el tamaño y la actividad proliferativa se altera 

dramáticamente. Así, un meristemo vegetativo genera hojas, pero durante la 

transición a floración, la forma del meristemo cambia y esto se relaciona con un 

incremento en la tasa de división celular debido a un ciclo celular más corto (Gegas y 

Doolan 2006). 
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Entre los genes implicados en el desarrollo del meristemo apical del tallo en A. 

thaliana, se encuentra SHOOT MERISTEMLESS (STM), el cual es necesario tanto 

para la formación como el mantenimiento del meristemo (Barton y Poething 1993, 

Clark et al. 1995). Otro gen necesario para el desarrollo normal del meristemo apical 

del tallo, es WUSCHEL (WUS), el cual participa en el mantenimiento funcional y 

estructural del meristemo y da identidad a su región central (Baurle y Laux 2005).  

Un grupo de mutaciones que afectan el desarrollo del meristemo apical del tallo en A. 

thaliana son las que producen alteraciones que incluyen ensanchamiento, 

aplastamiento e incluso bifurcación del tallo, que en conjunto se denominan 

“fasciación”. Entre las mutantes asociadas al agrandamiento del meristemo apical, 

aumento en el número de hojas en la roseta basal y alteraciones en la filotaxia (la 

distribución de las hojas en un patrón regular), sin alteración de la forma de la hoja ni 

la raíz, se encuentran varios alelos del locus CLAVATA1 (CLV1), CLAVATA2 (CLV2) 

y CLAVATA3 (CLV3) (Figura 3) (Leyser y Furmer 1992, Clark et al 1995).  

 

Figura 3. Estructura del SAM y los dominios de expresión de genes relacionados. 
CLV1 Se expresa en las capas L2 y L3 en la zona central (CZ), mientras que CLV3 es 
expresado en L1, L2 y L3 de la misma zona. WUS es expresado solo en L3 de la CZ. PZ es 
la zona periférica (Fiers et al. 2007). 

 

1.5 Reguladores del desarrollo vegetal 

El crecimiento y desarrollo vegetal involucra la integración de señales ambientales y 

endógenas, las cuales junto con el programa genético intrínseco determinan la 



     Caracterización de mutantes de Arabidopsis thaliana afectadas en sus respuestas morfogenéticas a la N-isobutil decanamida 

 15 

morfofisiología de la planta (Gray 2004). Los responsables de cada aspecto del 

desarrollo vegetal, desde la embriogénesis hasta la senescencia son varias 

moléculas orgánicas denominadas fitohormonas o reguladores del crecimiento, 

(Kucera et al. 2005, Bishopp et al. 2006, Kepinski 2006). 

Las fitohormonas, pueden ser consideradas mensajeros químicos que permiten la 

comunicación entre células, tejidos y órganos de las plantas superiores (Kucera et al. 

2005). Entre las fitohormonas más estudiadas están las auxinas, las citocininas, las 

giberelinas, el ácido abscísico y los jasmonatos, cada una de las cuales actúa a 

bajas concentraciones para regular diversos aspectos del crecimiento y desarrollo 

vegetal, que se describe a continuación. 

 

1.5.1. Auxinas 

Las auxinas, cuyo nombre deriva de la palabra griega auxein que significa crecer, 

regulan las respuestas trópicas a la luz y gravedad, la arquitectura general de la raíz 

y el follaje, la formación de los órganos y el desarrollo vascular (Teale et al. 2006). 

La principal auxina en las plantas es el ácido indol-3-acético (AIA), sintetizado a partir 

del triptófano (Kende y Zeevaart 1997). El AIA actúa como molécula señal durante 

procesos de división, elongación y diferenciación celular, desde la embriogénesis al 

establecer la polaridad basal-apical y en la formación de los meristemos de la raíz y 

el follaje, hasta el desarrollo postembrionario (Bishopp et al. 2006, Teale et al. 2006). 

La biosíntesis de auxinas ocurre tanto en el follaje como en la raíz de la planta, 

siendo las hojas jóvenes de gran importancia en la biosíntesis de estos compuestos 

(Ljung et al. 2001). Las auxinas sintetizadas son transportadas a tejidos específicos 

donde desencadenan cascadas de señalización que causan las respuestas de 

desarrollo (Benjamins y Sheres 2008). Las auxinas derivadas del follaje son 

transportadas a través de proteínas transportadoras hacia la raíz. Esto permite la 

formación de un gradiente de auxinas con una mayor acumulación en la parte 

proximal al tallo. Esta acumulación diferencial de auxinas permite una redistribución 

posterior hacia la zona de elongación celular y diferenciación, donde es esencial para 

distintos procesos morfogenéticos (Figura 4) (Rashotte et al. 2000, Casimiro et al. 
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2001).  

 

Figura 4. Distribución de auxinas en la raíz. a) Modelo esquemático del transporte y flujo 
de auxinas en la raíz de acuerdo a la topologíaa de las proteínas PIN y el acarreador de 
eflujo AUX1 en la epidermis. La dirección y concentración relativa de la auxina es 
representada por las flechas. En rojo se muestra el centro quiescente, en azúl las células de 
la epidermis, la cofia en amarillo con la columela en violeta, el cortex en verde, la endodermis 
en naranja, el periciclo en morado y el estele en amarillo claro. b) Mapa de la concentración 
de auxina, en donde el tono mas oscuro representa mayor concentración (Kieffer et al. 
2010).  

 

Entre las respuestas de la planta a las auxinas podemos resaltar el desarrollo y la 

arquitectura de la raíz; en donde, las auxinas y su distribución tienen un papel crucial 

al permitir la formación y mantenimiento del meristemo radicular en el máximo nivel 

de auxinas; mientras que el gradiente permite la elongación celular (Grieneisen et al. 

2007). Por su parte, estudios genéticos han mostrado que las mutantes axr2, 

deficientes en la respuesta a auxinas, muestran un crecimiento de raíz y follaje 

agravitrópicos, hipocotilo corto y crecimiento de la raíz resistente a auxinas (Wilson et 

al. 1990, Nagpal et al. 2000) o alteraciones en el desarrollo de raíces laterales 

(Casimiro et al. 2003). La disminución en la formación de raíces laterales puede 
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explicarse porque la escasez de auxinas mantiene las células del periciclo en la fase 

G1, mientras que su adición promueve la transición de la fase G1 a S, promoviendo 

así la formación de raíces laterales (Himanen et al. 2002, Teale et al. 2006). 

 

 

1.5.2. Citocininas 

Las citocininas comprenden una clase de moléculas señal derivadas de la adenina, 

implicadas en diversos procesos a través del ciclo de vida de la planta que incluyen 

el control de las células madre tanto en el follaje como en la raíz, la diferenciación 

vascular, la biogénesis de los cloroplastos, el desarrollo y ramificación del follaje, la 

raíz y las inflorescencias, el balance de nutrientes, la senescencia de las hojas, la 

tolerancia al estrés y el desarrollo de las semillas (Kieber 2002, Müller y Sheen 

2007). 

Las citocininas se identificaron inicialmente como moléculas capaces de inducir la 

división celular en plantas (Miller et al. 1955). Posteriormente, se determinó que las 

citocininas pueden activar la división celular induciendo al activador del ciclo celular 

Ciclina D3 (CYCD3) (Riou-Khamlichi et al. 1999, Dewitte et al. 2007). En 

concordancia con esta capacidad, las citocininas regulan la actividad de los 

meristemos apicales del follaje; sin embargo, se ha observado que tienen una 

función opuesta en el meristemo radicular. En plantas con una deficiencia moderada 

de citocininas se reduce el crecimiento del follaje y se acelera la elongación de la raíz 

(Werner et al. 2003). 

Las células madre del meristemo apical de la raíz se encuentran en la punta de la 

raíz y las citocininas facilitan la salida de células indiferenciadas de la zona 

meristemática a la zona de elongación y su posterior diferenciación, con lo que 

controlan la longitud de la zona meristemática (Ioio et al. 2007) y permiten la 

diferenciación de tejidos como la vasculatura (Higuchi et al. 2004). Sin embargo, se 

requiere un nivel mínimo de citocininas para mantener la población de células madre 

indiferenciadas y dividiéndose en el meristemo radicular (Higuchi et al. 2004, 

Nishimura et al. 2004, Argyros et al. 2008, Ishida et al. 2008).  
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Figura 5. Señalización de citocininas. Las citocininas son percibidas por receptores de 
membrana hitidina cinasas (AHKs), los cuales fosforilan a las proteinas histidina 
fosfotransferasas (AHPs), que se mueven al núcleo donde transfieren el fosfato a los genes 
de respuesta primaria a citocininas (ARRs). En ausencia de fosforilación, los dominios de 
activación transcripcional están reprimidos (Maxwell y Kieber 2004). 

 

1.5.3 Giberelinas. 

Las giberelinas (GAs) son una gran familia de compuestos diterpetenoides 

sintetizados a partir del geranil geranil difosfato (GGDP), con mas de 100 miembros, 

de los cuales solo algunos son reguladores bioactivos del crecimiento produciéndose 

en el sitio en que tienen su efecto. Estas controlan diversos procesos del desarrollo 

como la germinación de las semillas, la elongación de tallos, la expansión de las 

hojas, el desarrollo de tricomas y el desarrollo de flores y frutos. La concentración de 

GAs puede ser modificada por estímulos ambientales como luz y temperatura, por lo 

que pueden considerarse sensores de estos (Olszewski et al. 2002, Yamaguchi 

2008, Gou et al. 2010). 
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Durante la germinación, las GAs promueven el crecimiento del embrión y/o reducen 

las restricciones físicas, impuestas por el endospermo y la testa, que impiden la 

protusión de la radícula. En el endospermo y cortex de ejes embrionarios de semillas 

de Arabidopsis se sintetizan GAs bioactivas, particularmente en los sitios en que las 

células se expanden rápidamente (Olszewski et al. 2002). 

Uno de los efectos de las GAs bioactivas es promover la diferenciación de órganos al 

inducir la perdida de la identidad meristemática. La proteína homeobox KNOTTED1-

like (KNOX) es clave en la regulación del establecimiento de la identidad 

meristemática y la morfología de la hoja, debido a que mantiene indeterminado el 

estado de las células, en parte al suprimir la biosíntesis de GAs. De igual manera, el 

gen homeótico AGAMOUS (AG) que se expresa después de la inducción de la 

floración, termina la actividad meristemática y promueve el desarrollo de los órganos 

florales, regulando la diferenciación mediante el incremento de GAs (Yamaguchi 

2008). Uno de los componentes clave en la señalización de las GAs son las 

proteínas nucleares represoras del crecimiento DELLA y miembros de la familia de 

reguladores transcripcionales GRAS (Achard y Genschik 2009).  

En la raíz, la endodermis tiene un papel muy importante en la expansión celular 

dependiente de GAs en la elongación de la zona de crecimiento de la raíz, 

permitiendo que las células se expandan solo en la zona de elongación en respuesta 

a GAs (Ubeda-Tomás et al. 2008). Las GAs son muy importantes en la adaptación de 

la planta al estrés. Son capaces de integrar el desarrollo aéreo y de la raíz, donde la 

disminución del crecimiento del follaje estimula el desarrollo del sistema radicular a 

través de la reducción en GAs, produciento plantas pequeñas con un sistema 

radicular mas exploratorio (Gou et al. 2010). 

 

1.5.4. Ácido abscísico 

El ácido abscisico (ABA) regula procesos como la maduración y dormancia de las 

semillas, la apertura de estomas, la tasa de crecimiento en respuesta a estrés 

ambiental incluyendo sequía, frío y salinidad. El ABA se sintetiza principalmente en 

los tejidos vasculares y es movilizado al tejido blanco, aunque también puede ser 

producido en el sitio en que se utiliza (Nambara y Marion Poll 2005). 
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El ABA actúa a través de una cadena de señalización de muchos componentes que 

incluye factores de transcripción, proteínas de unión a RNA, cinasas y fosfatasas 

(Finkelstein et al. 2002, Huang et al. 2007). Sin embargo, en el caso del ABA, no 

existe un modelo universal de su señalización, debido a que en los diferentes tipos 

celulares en los que ABA es activo se manifiesta con distintos resultados fisiológicos 

(Wasilewska et al. 2008). La señalización propuesta incluye proteínas G, lipasas, 

fosfatasas y cinasas en los primeros eventos, seguido de la liberación de un segundo 

mensajero, para lo cual se ha propuesto al inositol trifosfato (IP3), al Ca+ y al K+ que 

actúan en la regulación de la función estomática y la expresión de genes de 

respuesta a estrés, aparentemente a través de cascadas de fosforilación (Huang et 

al. 1995, Finkelstein et al. 2002). 

En la mayoría de los tejidos vegetativos, los genes regulados por ABA están 

involucrados en respuestas a estrés abiótico y su principal respuesta es la 

deshidratación celular. En semillas en proceso de maduración, los genes regulados 

por ABA incluyen aquellos necesarios para la síntesis de reservas y la adquisición de 

tolerancia a la desecación (Finkelstein et al. 2002). 

En etapas iniciales de la embriogenésis el ABA previene el aborto de las semilla y 

promueve el crecimiento del embrión. En contraste, durante la fase tardía de la 

embriogénesis el ABA se incrementa y bloquea el crecimiento del embrión. Este 

compuesto es necesario para inducir la dormancia de la semilla y la germinación es 

precedida por una disminución de los niveles de ABA. En contraste, semillas 

dormantes mantienen  sus niveles elevados (Nambara y Marion-Poll 2005). Es 

considerado un integrador de diferentes señales ambientales y una de las respuestas 

ante estos estímulos es el desarrollo de primordios de raíces laterales (De Smet et al. 

2006) 

 

 

 

 

1.5.5 Jasmonatos 
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El ácido jasmónico (JA) y su metil ester, el metil jasmonato (JAMe), son ácidos 

grasos derivados de ciclopentanonas ubicuoas en las plantas (Creelman y Mullet 

1995). Entre sus funciones esta regular la respuesta a estímulos externos, 

particularmente cuando existen heridas y ataques de patógenos (Creelman y Mullel, 

1995, Mosblech et al. 2010, Truman et al. 2010). Al sufrir una herida la planta 

acumula rápidamente JA en el sitio afectado (Browse 2005) y posteriormente 

desencadena la inducción de genes de respuesta que incluyen la formación de MeJA 

y la conjugación de JA con aminoácidos como isoleucina, que son mediadores de la 

respuesta hipersensible (Glazebrook 2005), que es empleada para limitar que los 

microorganismos se expandan a través de la infección de tejido vegetal (Mosblech et 

al. 2010). 

JA puede influir sobre varios aspectos del crecimiento y desarrollo de plantas. Los 

jasmonatos pueden inducir la senescencia y la muerte celular programada, las hojas 

senescentes de Arabidopsis muestran un incremento en los niveles de JA y en la 

expresión de genes que regulan la biosíntesis de JA (He et al. 2002) y la abscisión 

de las hojas e inhibir la germinación (Creelman y Muller, 1995). También inhiben el 

crecimiento de la raíz primaria (Staswick et al., 1992). 

 

1.6 Algunos de los nuevos reguladores del desarrollo vegetal 

Recientemente se han adicionado otros compuestos como potenciales reguladores 

del desarrollo vegetal, entre los que se pueden mencionar las poliaminas, 

jasmonatos, ácido salicílico, péptidos como la sistemina,  el glutamato, el óxido 

nítrico y diversas moléculas con estructura lipídica. 

Los lípidos son constituyentes primordiales de las células. Proporcionan la base 

estructural para la membrana celular y son combustibles para el metabolismo. 

Además, funcionan como mediadores de muchos procesos, como la transducción de 

señales, rearreglos en el citoesqueleto y el tráfico de membranas. Estos procesos 

son cruciales para la sobrevivencia celular, el crecimiento, la diferenciación y las 

respuestas de la planta al agua, la temperatura, la salinidad, las plagas y los 

patógenos (Wang, 2004). 
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Algunos lípidos de tamaño pequeño pueden actuar como moléculas señal que 

regulan el desarrollo y las respuestas a estímulos ambientales.  Entre estas 

moléculas se encuentran las N-acetiletanolamidas (NAEs) y las alcamidas (López-

Bucio et al., 2006). 

Las NAEs fueron reportadas inicialmente como componentes de la lecitina de soya y 

los cacahuates. Posteriormente, han sido identificadas en semillas disecadas de 

monocotiledóneas y dicotiledóneas como algodón, maíz, Arabidopsis, soya, 

cacahuate, tomate y chícharo en concentraciones que van de 500 a 1600 ng/g de 

peso fresco. (Chapman, 2004). Las alcamidas por su parte, se encuentran desde 

líquenes (ej. Stereocaulon alpinum) hasta angiospermas, particularmente en las 

familias Asteraceae, Brassicaceae, Leguminosae, Piperaceae y Rutaceae (Gertsch 

et al., 2006; López-Bucio, 2006). 

Se ha propuesto que las NAEs y las alcamidas funcionan como reguladoras de 

procesos asociados con la división y expansión celular, así como con el desarrollo de 

plántulas, la germinación de las semillas, la apertura de los estomas y la respuesta a 

patógenos (Chapman, 2004; Ramírez-Chávez et al., 2004; Motes et al., 2005; López-

Bucio et al., 2007). 

Se ha observado que en A. thaliana, cuando se agregan concentraciones 

micromolares de NAE 12:0 y NAE 18:2 se inhibe el desarrollo de la raíz y se 

interrumpe el crecimiento celular normal de una forma dosis-dependiente y selectiva 

(Blancaflor et al., 2003; Motes et al., 2005; Wang et al., 2006).  

Por otra parte, las alcamidas también actúan como reguladores del crecimiento 

vegetal. Por ejemplo, la amidenina, alcamida no sustituida con tres instauraciones en 

la cadena de acido graso, aislada del actinomiceto Amycolatopsis sp, en 

concentraciones de 0.6 x 10-6 M hasta 1.8 x 10-5  M estimula en un 20%  el 

crecimiento del follaje  y hasta un 50% el crecimiento de la raíz en plantas de arroz; 

sin embargo, a una concentración de 6.0 x 10-5 M mostró un efecto represor del 

crecimiento en un 50% en la parte aérea y casi un 30 % en la raíz (Kanbe et al., 

1993). 

Otro ejemplo se encuentra en el trabajo de Ramírez-Chávez y colaboradores (2004), 
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en donde se caracterizó el efecto de la afinina y dos alcamidas derivadas de ella, la 

N-isobutil-2E-decanamida y la N-isobutil decanamida, sobre el desarrollo de la raíz 

de Arabidopsis, observándose que la afinina altera el desarrollo de A. thaliana de 

manera dosis-dependiente, a bajas concentraciones del orden de 3.2 mg/l de afinina, 

se observa una estimulación de la germinación, de la longitud de la raíz primaria y de 

la emergencia de raíces laterales. Mientras que a concentraciones mas altas del 

orden de 12.5 y 25.0 mg/l  se observa una inhibición del crecimiento de la raíz 

primaria en un 70% y una estimulación de la emergencia de raíces laterales. Las 

alcamidas derivadas de afinina fueron más activas en la estimulación del crecimiento 

de los pelos radiculares. Estos efectos de las alcamidas fueron independientes de la 

vía de señalización de auxinas, como lo reveló el desarrollo normal de mutantes 

resistentes a auxinas (aux1-7, eir1 y axr4-2) en respuesta a tratamientos con 

alcamidas y por la nula capacidad de estos compuestos para afectar la expresión de 

los genes marcadores de auxinas DR5:uidA y BA3:uidA. 

En nuestro grupo de trabajo se realizó un estudio en el que se encontró que la 

longitud de la cadena acilada y la presencia del grupo amida determinan su actividad 

biológica, siendo la N-isobutil decanamida, una alcamida saturada de 10 carbonos, la 

molécula mas activa en la inhibición del crecimiento de la raíz primaria y la formación 

de raíces laterales. La inducción de la actividad proliferativa de esta alcamida se 

observó por la formación de estructuras tipo callo en la raíz primaria, hojas ectópicas 

sobre los peciolos de las hojas de roseta y neoplasias originadas de la lamina de la 

hoja (Figura 6). La formación de órganos ectópicos inducidos por la N-isobutil 

decanamida esta relacionado con el incremento en la expresión del marcador de 

división celular CyCB1:uidA y del marcador inducible por citocininas ARR5:uidA tanto 

en raíces como en el follaje. Además se encontró que la actividad de la N-isobutil 

decanamida interactúa con la ruta de señalización de citocininas, ya que la triple 

mutante de los receptores de citocininas CRE1/AHK2/AHK3 de A. thaliana mostró la 

ausencia de la formación de órganos ectópicos y ausencia de estructuras tipo callos 

en las laminas de las hojas. Es por ello que se propone que las alcamidas podrían 

representar una nueva clase de reguladores endógenos del crecimiento que 

interactúan con la vía de señalización de las citocininas que controlan la actividad 
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meristemática y procesos de diferenciación durante el desarrollo vegetal (López-

Bucio et al., 2007). 

 

Figura 6. Estructura de la N-isobutil decanamida y su efecto sobre plántulas de A. thaliana. Se 
muestra el efecto represor de este compuesto sobre el crecimiento de la raíz primaria, la inducción de 
raíces laterales y la formación es estructuras tipo callo sobre las láminas y los peciolos de las hojas 
(López-Bucio et al, 2007). 

 

En otro estudio de nuestro grupo de trabajo, se elucidaron las propiedades 

regenerativas de las alcamidas y su papel en el desarrollo vegetal, para lo cual se 

utilizaron distintas concentraciones de N-isobutil decanamida y afinina en un sistema 

de cultivo de explantes de A. thaliana in vitro. En explantes obtenidos a partir del 

meristemo apical se desarrollan completamente los sistemas aéreo y radicular, 

mientras que en explantes obtenidos a partir del tallo o de raíces primarias se 

desarrollan dos clases de estructuras regenerativas: raíces adventicias y raíces 

laterales. El tratamiento con N-isobutil decanamida mostró un efecto dosis 
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dependiente sobre la formación de raíces laterales y adventicias en explantes de tallo 

y raíz primaria, así como en el crecimiento de las plantas regeneradas. Se encontró 

que la N-isobutil decanamida y la afinina tienen un efecto estimulador sobre la 

formación de raíces adventicias, independiente de la señalización de auxinas. 

Además, se encontró que la N-isobutil decanamida induce la acumulación de óxido 

nítrico en los sitios de proliferación de raíces adventicias. Por lo que se sugiere que 

las alcamidas regulan el desarrollo de las raíces adventicias, probablemente a través 

de la vía de señalización del óxido nítrico (Campos-Cuevas et al. 2008). 

Las alcamidas y las NAEs no sólo están conservadas en los eucariontes. En una 

búsqueda de compuestos con estructura química similar en las bacterias, se 

identificó a las N-acil homoserina lactonas (AHLs), también conocidos como 

autoinductores o compuestos de "quórum sensing" de suma importancia en la 

comunicación célula-célula en bacterias. Al evaluar diferentes AHLs de 4 a 14 

carbonos sobre el desarrollo postembrionario de la raíz de A. thaliana se encontró 

que los compuestos afectan el crecimiento de la raíz primaria, la formación de raíces 

laterales y el desarrollo de pelos radículares, particularmente la N-decanoil 

homoserina lactona, que es considerada la AHL mas activa para alterar la 

arquitectura del sistema radicular. Estos cambios en el desarrollo están relacionados 

con la alteración en la expresión de los marcadores del ciclo celular CyCB1:uidA y 

PRZ1:uidA y de diferenciación AtEXP7:uidA en la raíz. Aunque los efectos de la N-

decanoil-HL son muy similares a los producidos por las auxinas en la modulación de 

la arquitectura del sistema radicular, las respuestas de la raíz primaria y de las raíces 

laterales a este compuesto resultaron independientes de la ruta de señalización de 

auxinas. Además, las líneas mutante y sobreexpresora de AtFAAH muestran 

respuestas alteradas a C10-HL, indicando que la amido hidrolasa de Arabidopsis es 

capaz de hidrolizar AHLs de origen bacteriano. Estos resultados sugieren que las 

AHLs pueden regular el desarrollo en Arabidopsis y que las plantas poseen la 

maquinaria enzimática para metabolizar estos compuestos (Ortiz-Castro et al. 2008). 
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 JUSTIFICACIÓN 

Tanto la regulación del crecimiento como la respuesta a cambios ambientales 

requieren de un control estricto dentro de cada organismo, en los que participan 

diversas rutas de transducción de señales moduladas por factores hormonales. En el 

caso de las plantas esta comunicación es facilitada por los reguladores del 

crecimiento, entre las que destacan las auxinas, las giberilinas, el etileno y el ácido 

absícico; sin embargo, no son las únicas moléculas capaces de mediar las 

respuestas antes mencionadas. Se ha reportado que algunos lípidos de cadena corta 

pueden llevar a cabo esta función, como las oxilipinas, el ácido jasmónico y otras 

moléculas como las alcamidas cuya posible contribución aun no ha sido dilucidada. 

Dentro de estas últimas, se encuentra la N-isobutil decanamida, por lo que en este 

trabajo se planteó estudiar el efecto de esta molécula en el desarrollo de A. thaliana 

mediante la identificación de mutantes alteradas en la respuesta de la raíz o del 

follaje a la aplicación exógena de esta molécula. El estudio detallado de las mutantes 

identificadas permitirá conocer los procesos del desarrollo que son controlados por 

las alcamidas en plantas, así como entender los mecanismos celulares y moleculares 

involucrados en la respuesta a estas moléculas. 

 

IV. HIPÓTESIS 

La vía de percepción que involucra a la N-isobutil decanamida es necesaria para el 

desarrollo normal de la planta y las mutantes de Arabidopsis thaliana afectadas en 

las respuestas morfogenéticas a esta molécula presentaran alteraciones notables en 

su fenotipo. 
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V. OBJETIVOS 

  

5.1 Objetivo general 

Caracterizar mutantes de Arabidopsis thaliana afectadas en las respuestas 

morfogenéticas a la  N-isobutil decanamida. 

 

5.2 Objetivos Particulares 

 

I. Caracterizar fenotípicamente a las mutantes drr1 (decanamide resistant root 1) 

y dhm1 (decanamide hypersensitive mutant 1) que muestran resistencia e 

hipersensibilidad a la N-isobutyl-decanamida respectivamente.  
II. Determinar la dominancia o recesividad de las mutaciones mediante un 

análisis genético de las mutantes.  
III. Estudiar los cambios morfológicos y fisiológicos que ocurren en la raíz y el 

follaje de plantas silvestres y mutantes de A. thaliana, en condiciones 

normales de crecimiento y en presencia de N-isobutil decanamida.  
IV. Estudiar la expresión genética de marcadores de ciclo celular y de respuesta a 

hormonas vegetales movilizados a las plantas mutantes.  
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VI. RESULTADOS 

Esta sección corresponde a los capítulos publicados con los datos generados 

durante la realización de esta tesis. El capítulo I, corresponde al artículo de 

investigación original publicado en la revista Plant Physiology (2010) 152:1659-
1673, donde se describe el aislamiento y la caracterización de la mutante resistente 

a alcamidas drr1. El capítulo II contiene un artículo de revisión  publicado en la 

revista International Journal of Plant Developmental Biology (2007) 1:34-41, 

donde se presenta el conocimiento de actualidad sobre las alcamidas y N-acil-

etanolaminas y sus mecanismos de acción en las plantas. Finalmente, el capítulo III 

contiene los resultados del análisis de la mutante hipersensible a alcamidas dhm1. 
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6.1 CAPITULO I 
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6.2 CAPITULO II 
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6.3 CAPITULO III.  
CARACTERIZACIÓN   DE  LA  MUTANTE  HIPERSENSIBLE  A  LA  
N-ISOBUTIL DECANAMIDA (DECANAMIDE HYPERSENSITIVE 
MUTANT 1) (dhm1). 

 

6.3.1. RESUMEN 

El desarrollo vegetal es un proceso altamente controlado que involucra diversos 

factores como la luz, la temperatura, la humedad etc. Estas señales ambientales 

pueden afectar la producción de reguladores del crecimiento vegetal y modular la 

expresión genética. Entre estos reguladores del crecimiento, se encuentran 

moléculas lipídicas pequeñas que participan en la morfogénesis vegetal, tal es el 

caso de las N-acil-etanolamidas (NAEs) y las alcamidas. El compuesto más activo 

entre estas moléculas descrito hasta la fecha es la alcamida N-isobutil decanamida. 

Este compuesto inhibe el crecimiento de la raíz primaria, induce la formación de 

raíces laterales y adventicias, así como de estructuras neoplásicas sobre las hojas, 

poniendo de manifiesto que las alcamidas pueden estar involucradas en el control del 

crecimiento y desarrollo de las plantas. En un escrutinio de aproximadamente 25,000 

líneas de semillas mutagenizadas con EMS, sembradas en medio suplementado con 

N-isobutil decanamida, se aisló una mutante hipersensible, identificada por la 

presencia generalizada de neoplasias en las hojas y tallos, esta se denominó dhm1 

(decanamide hipersensitive mutant 1). En este trabajo se realizó la caracterización 

genética de dhm1, afectada un gen recesivo. Cuando se crece en medio MS, la 

mutante germina en un tiempo menor, tiene una raíz más ramificada y produce más 

biomasa tanto en la raíz como en el follaje, todo esto en comparación con su parental 

silvestre (Col-0). Sin embargo en suelo, las plantas son más pequeñas que las 

silvestres con un ciclo de vida similar. Al adicionar N-isobutil decanamida, la dhm1 

responde con la inducción de raíces laterales y de neoplasias sobre las hojas. En 

dhm1 la respuesta a AIA, cinetina y ABA sobre el crecimiento de la raíz es similar al 

control; mientras la respuesta a GA3 es de hipersensibliidad, lo que sugiere una 

interrelación entre la ruta de giberelinas y alcamidas. La transferencia del marcador 
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DR5:uidA no muestra diferencias en su expresión en dhm1, mientras ARR5:uidA 

tiene una expresión disminuida, lo que sugiere que no hay una interacción directa 

con auxinas, pero sí con citocininas. En el caso de CLV3:uidA, un marcador de 

meristemos, existe una expresión ectópica de este regulador en dhm1 en los 

primeros estadíos del desarrollo, lo que sugiere que la alcamida esta involucrada en 

el desarrollo del meristemo apical. Por otra parte, el meristemo de la raíz primaria de 

dhm1 es más largo y ancho que el de plantas silvestres; sin embargo, las células de 

la raíz, las hojas y los peciolo son más pequeñas en dhm1, sugiriendo una mayor 

proliferación celular en dhm1. Todos estos datos apuntan a que el gen afectado en 

dhm1 estaría involucrado en distintos programas del desarrollo temprano de la 

planta, como la germinación, la arquitectura del sistema radicular y la homeostasis en 

el meristemo apical. 

 

6.3.2. ABSTRACT 

Plant development is a highly controlled process modified by external factors such as 

light, temperature and humidity. These factors may affect the levels of plant growth 

regulating substances, which in turn affect gene expression. There are small lipids 

capable of generating significant changes in plants, the NAES and alkamides. The 

most active compound among these, N-isobutyl decanamide inhibits primary root 

growth, induces formation of lateral and adventitious roots, and neoplastic structures 

on leaves, suggesting that alkamides are involved in plant development. In a 

screening of about 25,000 EMS mutagenized seedlings grownn in medium with N-

isobutyl decanamide, one hypersensitive mutant was identified by the widespread 

presence of neoplastic structures on leaves, dhm1 (decanamide hipersensitive 

mutant 1). This work presents the genetic characterization of the dhm1 mutant, which 

is affected in a recessive trait. Mutant seedlings have a more branched root system, 

and prodece higher root and shoot biomass than WT (Col-0) seedlings. When grown 

in soil,   dhm1 mutants are smaller than WT seedlings and show a similar life cycle. 

dhm1 shows increased formation of lateral roots and greater induction of tumors on 

leaves in response to N-isobutyl decanamide. Moreover, drr1 root growth is similar to 



                                                                                                                                                                     Morquecho-Contreras A. 

 54 

the control in response to IAA, kinetin and ABA, but hypersensitive to GA3, 

suggesting a crosstalk between gibberellin and alkamide pathways. DR5:uidA 

expression do not change in dhm1 seedlings when compared to WT plants, while 

ARR5:uidA expression decreases in the mutants. CLV3:uidA, show ectopic 

expression in the mutant at early stages of development, suggesting the alkamides 

are involved in apical meristem development. The primary root meristem of dhm1 is 

longer and wider than Col-0, but the cells in the elongation zone are smaller in dhm1, 

similarly, the leaf and petiole cells are smaller in the mutant, suggesting an increase 

in cell proliferation in dhm1. All these data suggest that the gene affected in dhm1 is 

involved in early plant development in processes such as root system architecture, 

leaf development and homeostasis in the apical meristem.  

 

6.3.3 INTRODUCCION 

Las plantas son organismos sesiles multicelulares, que poseen al menos tres partes 

bien definidas: a) la raíz, estructura subterránea de la planta que participa en el 

anclaje al suelo, así como en la toma de agua y nutrientes, b) el tallo, que tiene como 

funciones dar soporte estructural a las hojas, transportar agua y nutrientes de un 

lugar de la planta a otro, y c) el follaje, que incluye hojas, flores y frutos que son 

capaces de fotosintetizar, además tiene la importante función reproductiva y de 

dispersión de semillas. La configuración anatómica de la raíz, el tallo y el follaje para 

conformar a la planta es conocida como arquitectura de la planta. En plantas 

superiores, existe una gran variedad de formas arquitectónicas que están definidas 

por el grado de ramificaciones, la elongación internodal en el tallo y el follaje, así 

como el crecimiento de la raíz primaria y la formación de raíces laterales y 

adventicias en el sistema radicular (López-Bucio et al. 2005, Wang y Li 2008, Ortiz-

Castro et al. 2009). El estudio de plantas modelo, como A. thaliana permite entender 

la base genética y molecular de la arquitectura de las plantas. Uno de los métodos 

empleados para ello es la identificación de plantas mutantes con defectos en su 

arquitectura y su posterior caracterización (Wang y Li 2008). 



     Caracterización de mutantes de Arabidopsis thaliana afectadas en sus respuestas morfogenéticas a la N-isobutil decanamida 

 55 

Durante la embriogénesis se establece el plan de organización de la planta, que 

incluye el meristemo apical del tallo (SAM) y el meristemo apical de la raíz (RAM), los 

cuales determinan la arquitectura de la parte aérea y subterránea, respectivamente 

(Newman et al. 2002, Wang y Li 2008, Leasure et al. 2009). Los meristemos son los 

sitios en donde se encuentra un grupo de células madre indiferenciadas y 

pluripotentes cuyo número permanece constante, su homeostasis se mantiene 

gracias al balance entre la proliferación y la diferenciación celular, cuando las células 

se desplazan desde el centro del meristemo, empiezan a diferenciarse para dar lugar 

a la estructura de la planta. Los meristemos están organizados de diferente manera 

(Gegas y Donnan 2006, Sarkar et al. 2007). En el meristemo radicular, un pequeño 

grupo de células mitóticamente inactivas denominado centro quiescente (QC), 

organiza a las células madre adyacentes, que producen filas de células para formar 

las capas de tejidos a través de reiteradas divisiones. Las células hijas se dividen 

varias veces en la zona meristemática para posteriormente elongarse y diferenciarse, 

formando la raíz. El QC organiza las células que dan origen a la columela y a la cofia 

(Hardtke 2006, Sarkar et al. 2007). Las células del QC expresan un factor 

transcripcional denominado WUS-RELATED HOMEOBOX5 (WOX5), que mantiene 

la población distal de células madre (Sarkar et al. 2007). WOX5 es reprimido por un 

miembro de la familia CLV3/ENDOSPERM SURROUNDING REGION (CLE), el 

CLE40, que es producido en las células de la columela (Stahl y Simons 2010). 

En contraste, el meristemo del follaje esta organizado en capas celulares (L1-L3) y 

en zonas (central, periférica y “rib”), controladas por un centro organizador (OC) que 

regula a todas las células madre (Gegas y Donnan 2006, Shani et al 2006). Los 

genes que regulan la organización del grupo de células madre son diferentes en el 

meristemo apical que en el radicular (Sarkar et al. 2007). En el SAM, un mecanismo 

de retroalimentación entre el OC y las células madre regula dinámicamente la 

población de estas ultimas: la actividad de WUSCHEL (WUS) en OC mantiene a las 

células madre indiferenciadas e induce la expresión del péptido señal CLAVATA3 

(CLV3), que a su vez restringe el dominio de expresión de WUS (Shani et al. 2006, 

Beveridge et al. 2007, Jun et al. 2007, Sarkar et al. 2007).  
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El desarrollo vegetal está controlado por moléculas orgánicas denominadas 

fitohormonas o reguladores del crecimiento, que regulan diferentes procesos 

implicados en el desarrollo de la planta, incluyendo la germinación de la semilla, la 

determinación de la arquitectura de la planta, la floración, la maduración de frutos y el 

desprendimiento de las hojas a través del control de la división, expansión, 

diferenciación y muerte celular (Kucera et al. 2005, Bishopp et al. 2006, Kepinski 

2006). Entre estas fitohormonas están las auxinas, citocininas, giberelinas y ácido 

abscísico, cada una de las cuales actúa a bajas concentraciones para regular 

aspectos del crecimiento y desarrollo vegetal. Se ha reportado que otras moléculas 

tienen la capacidad de alterar la arquitectura de Arabidopsis, como es el caso de las 

alcamidas, cuya aplicación exógena es capaz de inhibir el crecimiento de la raíz 

primaria y promover la formación de raíces laterales y adventicias (Ramírez-Chávez 

et al. 2004, Campos-Cuevas et al. 2008). En el caso particular de la N-isobutil 

decanamida, se induce la formación de estructuras tipo callo sobre las hojas; en la 

epidermis de hojas maduras tratadas con la alcamida y en los callos inducidos se 

expresa CycB1:uidA en una región mas amplia que en plantas no tratadas. Lo 

anterior sugiere que las células no salen del ciclo celular en los tiempos del 

desarrollo normal, dando como resultado divisiones celulares ectópicas. Por lo tanto, 

las alcamidas  pueden alterar varios aspectos de la morfogénesis de las plantas a 

través del control de la actividad meristemática (López-Bucio et al. 2007). En este 

sentido, se pone de manifiesto que las alcamidas están involucradas en el control del 

desarrollo de las plantas y para estudiar a fondo dicho control se realizó un escrutinio 

de aproximadamente 25,000 líneas de semillas mutagenizadas con EMS, sembradas 

en medio suplementado con N-isobutil decanamida, en el que se encontraron 3 

mutantes hipersensibles, identificadas por la presencia generalizada de neoplasias 

en las hojas y tallos, de las cuales solo una sobrevivió hasta la maduración de 

semillas, a la que se denominó dhm1 (decanamide hipersensitive mutant 1) con 

fondo genético el fenotipo Col-0 (Pelagio-Flores 2008). 

En el presente trabajo se realizó la caracterización de dhm1, encontrando que en 

esta mutante solo se encuentra afectado un gen recesivo, el cual esta involucrado en 

distintos programas cruciales del desarrollo de la planta como son: a) la germinación, 
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ya que en dhm1 disminuye el tiempo necesario para que esta se lleve a cabo, b) la 

arquitectura del sistema radicular, al observarse un sistema radicular mas ramificado 

en la mutante, y c) la homeostasis en el meristemo apical, a través de modificaciones 

en la expresión de CLV3:uidA. 

 

6.3.4 MATERIALES Y MÉTODOS 

Considerando la formación de neoplasias sobre las hojas de plantas tratadas con N-

isobutil decanamida (López-Bucio et al. 2007), aproximadamente 25,000 semillas de 

Arabidopsis mutagenizadas con EMS, previamente esterilizadas, fueron sembradas 

en medio MS (Murashige y Skoog, 1962) 0.2X con 60 μM de N-isobutil decanamida 

para realizar un escrutinio a los 14 días después de la germinación buscando 

individuos con fenotipo de neoplasias generalizadas. A través de éste método se 

identificaron tres mutantes, sin embargo solo una de ellas sobrevivió en suelo y esta 

fue nombrada mutante hipersensible a la N-isobutil decanamida (decanamide 

hypersensitive mutant  dhm1) (Pelagio-Flores 2008). 

Para llevar a cabo la caracterización genética de dhm1, se realizaron retrocruzas con 

la línea silvestre Columbia-0 (Col-0), y se calculó la segregación de los fenotipos 

silvestre e hipersensible en las filiales F1 y F2. 

La mutante drr1 se caracterizó mediante ensayos in vitro, en los que se analizó la 

arquitectura de la raíz y modificaciones en follaje. Para dicho análisis se utilizaron 

cinco plantas del ecotipo silvestre Col-0 creciendo lado a lado junto a cinco plantas 

dhm1 en placas con medio MS 0.2x con 1% de agar, 0.6% de sacarosa y con pH de 

7.0,  al que se agregaron los distintos tratamientos (N-isobutil decanamida, AIA, 

cinétina, ABA o GA3), teniendo como control el solvente. Cabe señalar que todos los 

experimentos se realizaron por triplicado. Las placas fueron colocadas en una 

cámara PERCIVAL AR95L, con temperatura de 22°C, fotoperiodo de 16h luz/8h 

oscuridad y una inclinación de las placas de 70° durante 10 días, al cabo de los 

cuales se midió el crecimiento de la raíz primaria y el número de raíces laterales, así 

como la formación de proliferaciones celulares en el follaje. 
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Para determinar si existen modificaciones en la expresión endógena de elementos de 

respuesta primaria a auxinas y citocininas en la mutante dhm1, se realizaron cruzas 

de las líneas transgénicas DR5:uidA (Ulmasov et al.1997) y ARR5:uidA (D´Agostino 

et al. 2000) con la dhm1 para obtener plantas con la construcción dhm1/DR5:uidA y 

dhm1/ARR5:uidA; además se llevó a cabo una cruza con CLV3:uidA (Brand et al. 

2002). Las plantas así obtenidas, se sembraron lado a lado en medio MS y a los 8 

días después de la germinación (ddg) fueron incubadas con el reactivo X-Gluc, 

posteriormente se clarificaron y montaron en portaobjetos para su análisis 

microscópico. Se tomaron fotografías de raíz y follaje, en donde se midieron la 

longitud y el ancho del meristemo de raíz, así como áreas celulares en ambas 

estructuras. 

 

6.3.5. RESULTADOS 

6.3.5.1. Caracterización genética de la mutante hipersensible a la N-isobutil 
decanamida (dhm1) 

El análisis genético para determinar la naturaleza de la mutación se realizó mediante 

la segregación del fenotipo mutante en las poblaciones F1 y F2, en donde se observó 

que el fenotipo dhm1 segrega en la proporción mendeliana correspondiente a un gen 

recesivo. La F1 de la retrocruza mostró fenotipo silvestre, mientras que en la F2 se 

obtuvo una tasa de segregación de tres plantas con fenotipo silvestre por cada una 

con fenotipo mutante ( 2 = 0.246 < 2
0.95= 3.841), como se muestra en la tabla 1. 

 

Tabla 1. Tasa de segregación de la progenie de la cruza entre plantas mutante dhm1 y 
silvestre Col-0 

Generación 

Fenotipo de la progenie 
Tasa obtenida 

Wt:dhm1 
Tasa probada 

Wt:Mutante 
 2a Hojas 

normales 

(WT) 

Hojas 
neoplásicas 

(dhm1) 

F1 46 0   

F2 175 54 3.24:1 3:1 2.46 
aCon un grado de libertad y un valor crítico de 5%, la hipótesis nula es aceptada si 2 es 
menor a 3.841. 
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6.3.5.2. Desarrollo de la mutante dhm1 in vitro 

Para estudiar las alteraciones en el desarrollo de la mutante dhm1 se sembraron 

cinco semillas de plantas silvestres (Col-0) creciendo al lado de cinco semillas de 

plantas dhm1 por placa con medio MS 0.2X, en total se sembraron cinco placas. Se 

observaron raíces primarias de tamaño similar en Col-0 y dhm1 (Figura 1-B), pero la 

mutante produce un mayor número de raíces laterales (16 en dhm1, comparado con 

12 en Col-0, Figura 1-C), por lo cual su densidad es significativamente mayor (Figura 

1-C y 1-D). En general las plantas mutantes son de mayor tamaño, lo cual se ve 

reflejado en el peso fresco del follaje y de la raíz (Figura 1-E y F). Además, las 

mutantes mostraron neoplasias sobre los cotiledones, hipocotilos y hojas. 

Al realizar el experimento que se acaba de describir, se observó que existen 

diferencias en el tiempo de germinación de la planta silvestre con respecto a la 

mutante, por lo que se determinó el tiempo de germinación de ambas líneas en 

medio MS 0.2X, sembrando semillas con 72 horas de vernalización y semillas sin 

vernalizar, sembrando 50 semillas Col-0 al lado de 50 semillas dhm1 por placa por 

tratamiento, por triplicado. Se determinó el porcentaje de germinación, contando el 

número de semillas en la que la radícula hubiese emergido fuera de la testa, visible 

con un aumento de 30X en un microscopio estereoscópico Leica MZ6, cada 6 horas 

a partir de la siembra. Se encontró que las semillas sin vernalizar inician su 

germinación a las 30 horas para Col-0 comparado con dhm1 que empieza este 

proceso desde las 18 horas (Figura 2-A), mientras que en semillas con 72 horas de 

vernalización, Col-0 inicia a las 24 horas y dhm1 a las 18 (Figura 2-B), lo que indica 

que el gen afectado en dhm1 esta directamente implicado en la germinación. 
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Figura 1. Desarrollo de dhm1 en medio MS. A) Plantas de 7 días después de la 
germinación (ddg), a la derecha Col-0 y a la izquierda dhm1. B) Longitud de la raíz primaria. 
C) Número de raíces laterales. D) Densidad de raíces laterales. E) Peso fresco del follaje. F) 
Peso fresco de la raíz a los 7 ddg. Las barras representan el error estándar y letras 
diferentes representan diferencias significativas P<0.001. (n=25 plantas por línea). 
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Figura 2. Modificación en el tiempo de germinación de dhm1. A) Semillas sin vernalizar, 
donde a las 30 horas se observa un porcentaje de germinación 4 veces mayor para dhm1. B) 
Semillas con 72 horas de vernalización, donde a las 24 horas se observa un porcentaje de 
germinación 3 veces mayor para dhm1. Las barras representan el error estándar y letras 
diferentes representan diferencias significativas P<0.001. (n=150 semillas por línea). 
 
 
6.3.5.3. Respuesta de dhm1 a la N-isobutil decanamida 
Se evaluó la respuesta de dhm1 a la N-isobutil decanamida, para lo cual se 

sembraron lado a lado cinco plantas Col-0 y cinco dhm1 en medio MS 0.2X 

suplementado con concentraciones crecientes de N-isobutil decanamida. Al 

comparar la arquitectura de la raíz de la mutante dhm1, se observa que existe una 

inhibición del crecimiento de la raíz primaria similar, con una mayor inducción de 

raíces laterales en dhm1 respecto a Col-0. En las plantas silvestres existe una 

inhibición cercana al 75% con 30 μM de N-isobutil decanamida, mientras en dhm1 

alcanza hasta un 85% (Figura 3-A). El efecto de la alcamida es mas patente sobre la 

densidad de raíces laterales, ya que desde los controles existen diferencias 

significativas que se ven incrementadas dependiendo de la concentración, en ambas 

líneas existe una inducción en la formación de raíces laterales, sin embargo esta 

inducción es mayor para dhm1 (Figura 3-B). 
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Figura 3. Respuesta de dhm1 a la N-isobutil decanamida en arquitectura de raíz. A) 
Longitud de la raíz primaria y B) Densidad de raíces laterales en respuesta a la alcamida a 
los 7 ddg. Las barras representan el error estándar y letras diferentes representan 
diferencias significativas P<0.001. (n=15 plantas por línea por tratamiento). 

 
Además, se observaron diferencias en la formación de estructuras neoplásicas sobre 

el follaje, por lo que se tomaron fotografías de las hojas y se evaluó el porcentaje de 

la hoja en el que existían estas neoplasias mediante el programa Image Tool. A partir 
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de estas fotografías se determinó que la adición de la N-isobutil decanamida al medio 

de cultivo es directamente proporcional a la formación de neoplasias en las hojas de 

dhm1 (Figura 4). Por lo que es posible concluir que dhm1 es hipersensible a la N-

isobutil decanamida. 

 

 
 

Figura 4. Efecto de la N-isobutil decanamida sobre el follaje de dhm1. A) Porcentaje de 
la hoja en la que se observan neoplasias. B) Fotografías representativas de las plantas 
silvestres y dhm1 solo con el solvente y con 30 M de N-isobutil decanamida a los 14 ddg. 
Las barras de error representan el error estándar y letras diferentes representan diferencias 
significativas P<0.001. (n=15 fotografías por línea por tratamiento). 
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6.2.5.4. Interacción de dhm1 con la mutante tumorous shoot development 2 
(tsd2) 

Existe una serie de mutantes recesivas de Arabidopsis, thaliana que desarrollan 

tejido tumoral desorganizado en las hojas y tallos dando como resultado estructuras 

verdes tipo callo, denominadas tumorous shoot development (tsd1, tsd2 y tsd3). La 

mutante tsd2 presenta una adhesión celular reducida, la división celular alterada en 

las capas L2 y L3 del meristemo del follaje, incremento en la actividad axial de los 

meristemos y un crecimiento celular reducido, TSD2 es una metiltransferasa con un 

papel esencial en la adhesión celular y el desarrollo coordinado de la planta (Frank et 

al. 2002, Krupková et al. 2007). Debido a la similitud fenotípica que existe entre dhm1 

y tsd2 era probable que ambas mutantes fuesen alélicas, por lo que se realizó una 

cruza entre ambas mutantes, obteniendo solo plantas con fenotipo silvestre en la F1 

y en la F2 una relación 0.56 plantas silvestres por cada planta con hojas neoplásicas 

( 2 = 14.22 > 2
0.95= 3.841) (Tabla 2), lo que sugiere que ambas mutaciones 

afectaron distintos genes. 

 

Además, se determinó la arquitectura de raíz de la mutante tsd2 tratada con 

concentraciones crecientes de N-isobutil decanamida, en un diseño igual al 

empleado para determinar el efecto de la alcamida sobre dhm1, encontrando que la 

respuesta de tsd2 a la alcamida es igual que la respuesta de las plantas silvestres en 

Tabla 2. Tasa de segregación de la progenie de la cruza entre plantas mutante dhm1 
y tumorous shoot development 2 (tsd2) 

Generación 

Fenotipo de la progenie 
Tasa obtenida 

Wt:Mutante 
Tasa probada 
Wt:Mutante 

 2a Hojas 
normales 

(WT) 

Hojas 
neoplásicas 
(Mutante) 

F1 43 0    

F2 78 138 0.56:1 3:1 14.22 
aCon un grado de libertad y un valor crítico de 5%, la hipótesis nula es aceptada si 2 
es menor a 3.841. 
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la inhibición del crecimiento de la raíz primaria (Figura 5-A), en la inducción de las 

raíces laterales (Figura 5-B) y en el follaje no se observó incremento de las 

estructuras neoplasicas. Esto confirma que el gen afectado en dhm1 es distinto a 

TSD2. 

 
 

Figura 5. Efecto de la N-isobutil decanamida sobre la arquitectura de raíz de tsd2. A) 
Porcentaje de crecimiento de la raíz primaria y B) Densidad de raíces laterales en respuesta 
a la alcamida a los 7 ddg. Las barras representan el error estándar y letras diferentes 
representan diferencias significativas P<0.001. (n=15 plantas por línea por tratamiento). 
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6.3.5.5. Respuesta de dhm1 a auxinas, citocininas, ABA y GA3 
Para determinar si las alteraciones morfológicas mostradas en dhm1 dependen 

directamente de alguna fitohormona se analizó el crecimiento de la raíz primaria de 

dhm1 en respuesta a la aplicación exógena de AIA, kinetina, ABA y GA3 en 

experimentos independientes, creciendo lado a lado plantas mutantes con su 

parental silvestre (Col-0). 

La principal auxina en las plantas es el ácido indol-3-acético (AIA), el cual actúa 

como señal para los procesos de división, elongación y diferenciación celular, 

también regula la formación y emergencia de raíces laterales, así como la 

organización de los meristemos (Ljung et al. 2001, Bishopp et al. 2006). Al aplicar 

AIA en el medio de cultivo, las plantas Col-0 muestran una inhibición de 40% con 10 

nM y 80% con 80 nM, obteniendose la misma respuesta en dhm1 (Figura 6-A), lo que 

indica que la percepción de AIA no esta modificada en dhm1. 

Dado que la triple mutante afectada en los genes que codifican para receptores de 

citocininas (cre1-12/ahk2-3/ahk3-3) es resistente a la aplicación exógena de N-

isobutil decanamida, puede existir un cruce de señales entre alcamidas y citocininas. 

El posible escenario sería que los receptores de citocininas sean los blancos directos 

de las alcamidas o bien que las alcamidas pudieran alterar la sensibilidad a las 

citocininas en tejidos específicos (López-Bucio et al. 2007). A continuación se analizó 

la respuesta de dhm1 a la aplicación endógena de cinétina, encontrando que no 

existen diferencias significativas entre la respuesta del crecimiento de la raíz primaria 

de la planta silvestre y el de la mutante dhm1(Figura 6-B). Lo anterior muestra que en 

la mutante hipersensible a N-isobutil decanamida no existe una alteración en la 

sensibilidad a la cinétina. También se determinó la respuesta de dhm1 a la aplicación 

exógena de ácido abscísico, encontrando que la mutante responde de manera 

similar a Col-0 (Figura 6-C), por lo que concluimos que tampoco existe alteración en 

la percepción de ABA por dhm1. 
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Figura 6. Efecto de los reguladores del crecimiento vegetal ácido indo acético, cinetina 
y ácido abscísico sobre el crecimiento de la raíz primaria de dhm1. A) Efecto del acido 
indol acético, B) Efecto de cinetina y C) Efecto del ácido abscísico a los 7 ddg. En los tres 
casos se muestra que la respuesta de la mutante dhm1 es muy similar al de la silvestre, por 
lo que la percepción de estos compuestos no esta afectada en dhm1. Las barras representan 
el error estándar y letras diferentes representan diferencias significativas P<0.001. (n=15 
plantas por línea por tratamiento). 
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Interesantemente, al probar el crecimiento de la raíz primaria de dhm1 con el ácido 

giberélico 3 (giberelina bioactiva) a los 4 días después de la germinación se observa 

que a una concentración de 200 M el meristemo es mayor que en el control que 

solo tiene al solvente y con 400 M este es menor en Col-0, mientras que en dhm1 

en ambos casos se observa un meristemo mas pequeño que el control, siendo 

menor en la concentración mas alta (Figura 7-A). Este efecto se mantiene a los 7 

dias, ya que mientras la planta silvestre responde a esta fitohormona con una mayor 

longitud de la raíz primaria a concentraciones de 100 y 200 M, seguida por una 

reducción de este mismo parámetro en concentraciones mayores, en la mutante 

dhm1 muestra solo el efecto represor (Figura 7-B), sugiriendo que existe una 

interacción entre la vía de giberelinas y la de alcamidas. 

 
Figura 7. Efecto del ácido giberélico 3 sobre el crecimiento de la raíz primaria de dhm1. 
A) Fotografías representativas de las plantas silvestres y dhm1 con el solvente, 200 y 400 

M de GA3 a los 4 ddg. B) Efecto de GA3 sobre el crecimiento de la raíz primaria a los 7 
ddg. Las barras de error representan el error estándar y letras diferentes representan 
diferencias significativas P<0.001. (n=15 plantas por línea por tratamiento). 
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6.3.5.6. Expresión de DR5 y ARR5 en dhm1 

Ramírez-Chávez y colaboradores (2004) mostraron que la expresión del marcador de 

respuesta a auxinas DR5:uid es similar al control cuando las plantas son tratadas con 

alcamidas, por lo que estas moléculas no inducen la expresión de genes de 

respuesta a auxinas en Arabidopsis. Sin embargo, como aún no se determinaba si en 

dhm1 existían cambios intrínsecos en la expresión de este gen regulado por auxinas, 

se realizó la transferencia del marcador DR5:uidA a dhm1 y se observaron sus 

patrones de expresión, encontrando que son similares a los del control (Figura 8). 

Dichos patrones de expresión del marcador fueron similares a los reportados por 

Aloni y colaboradores (2003), lo que indica que no existen modificaciones en la 

inducción por auxinas. Aun cuando los patrones de expresión de DR5 son similares 

entre plantas silvestres y mutantes, se observa una diferencia importante entre 

ambas líneas: el mayor número de hojas en la mutante dhm1. 

En el caso de ARR5:uidA, se había reportado que este marcador inducible por 

citocininas, altamente específico, es inducido por la N-isobutil decanamida de 

manera diferente a como lo hacen las citocininas. En el tratamiento con la alcamida 

la expresión se observó en cotiledones, en la punta de la raíz primaria, en raíces 

adventicias y primordios de las raíces laterales, que son tejidos en los que hay 

proliferación celular. Sin embargo, no se induce en la región central de la raíz ni en la 

unión entre el tallo y la raíz (López-Bucio et al. 2007). Es por ello que resultaba de 

primordial interés determinar si existen modificaciones en la expresión de ARR5:uidA 

en la mutante dhm1, para lo cual se realizó la transferencia de este marcador a la 

mutante, encontrando que existe una expresión disminuida en el follaje, mientras se 

incrementa en la raíz primaria (Figura 8), lo que significa que la alcamida regula la 

localización de la expresión de los genes de respuesta primaria a citocininas y 

posiblemente este sea uno de los mecanismos a traves de los cuales ejerce su 

efecto sobre la planta 
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Figura 8. Efecto de la mutación en dhm1 sobre la expresión de DR5:uidA y ARR5:uidA. 
Se observa que la tinción de GUS para DR5 es muy similar en las hojas de plantas silvestres 
y en las mutantes dhm1. En esta última existe un mayor número de estas, en la raíz primaria 
no se observan diferencias. En el caso de ARR5, se observa una menor tinción de GUS en 
el follaje de la planta mutante que en el de la silvestre y ocupa un mayor espacio en la raíz 
de dhm1. Plantas procesadas a los 8 d.d.g. 

 

6.3.5.7. Modificaciones en la expresión de CLV3 en dhm1 

Al observar el fenotipo de dhm1, se puede apreciar un mayor número de hojas a los 

8 ddg. Esto fue particularmente notable en la línea dhm1/DR5:uidA por lo que resulta 

de suma importancia determinar si CLV3, uno de los genes involucrados en el control 

las células madre en el meristemo apical (Jun et al. 2007), presenta alguna alteración 

en su expresión bajo el fondo de la mutación dhm1. Para ello, se realizó la 

transferencia del marcador a la mutante y posteriormente la tinción con X-Gluc. Se 

puede observar claramente que en la planta transgénica CLV3:uidA la expresión de 

GUS esta restringida a una zona específica del SAM (Clark et al. 1997), mientras que 
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en la mutante dhm1 existe una expresión ectópica, que incluye a los cotiledones y el 

hipocotilo, lugares en donde se observa la proliferación de estructuras neoplásicas. 

Además, al hacer un acercamiento, se puede notar que en la zona de expresión 

normal esta extendida la expresión de GUS para la mutante (Figura 9). Es importante 

señalar que esta expresión solamente se observa a los 4 ddg, ya que posteriormente 

no es visible. Los resultados anteriores sugieren que las alcamidas son capaces de 

controlar la expresión de este péptido señal en las primeras fases del desarrollo 

postembrionario, lo que explicaría que estas plantas puedan continuar con su 

desarrollo y perder las neoplasias en estados de desarrollo tardíos. 

 
Figura 9. Patrones de expresión de CLV3:uidA en plantas transgénicas y 
construcciones con dhm1. Se observa que la tinción de GUS para CLV3 se localiza en una 
zona específica del meristemo, mientras que en la mutante dhm1, existe una expresión 
ectópica de este marcador, que incluye a los cotiledones e hipocotilo. 
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6.3.5.8. Alteraciones del tamaño celular en dhm1 

El fenotipo de la mutante dhm1 muestra que son plantas de mayor tamaño con 

raíces ramificadas in vitro, para determinar si el incremento en el  tamaño de la 

planta esta relacionado con células más grandes y por tanto implicado un proceso de 

expansión celular o bien con un mayor número de células pequeñas, relacionado con 

un incremento en la proliferación celular, se realizó un examen de las estructuras 

celulares. A partir de plantas silvestres y mutantes creciendo en medio MS 0.2X a los 

ocho ddg, se realizó un clareo de tejidos, seguido del montaje del material en 

preparaciones semipermanentes, de las cuales se tomaron 15 fotografías por 

estructura a analizar por línea con el objetivo de 40X en un microscopio. 

Posteriormente, estas fotografías fueron medidas a través de los programas ImageJ 

e Image Tool, en caso de la longitud y área de las células se midieron 15 células de 

cada fotografía analizada. 

Para la raíz primaria, se midieron la longitud y el ancho de los meristemos, 

encontrando que ambos paramétros son mayores para la mutante dhm1 (Figura 10-A 

y B), mientras que las células en la zona de elongación son mas pequeñas en la 

mutante (Figura 10-C). 
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Figura 10. Modificaciones celulares en la raíz de dhm1. A) Longitud del meristemo. B) 
Ancho del meristemo. C) Longitud de las células en la zona de elongación. Se puede notar 
que el meristemo de dhm1 es más largo y ancho, mientras que las células de la zona de 
elongación son mas pequeñas. Las barras de error representan el error estándar y letras 
diferentes representan diferencias significativas P<0.001. (n=15 plantas por línea). 

 
De manera similar, las células de la hoja de la mutante mostraron un área menor que 

las de Col-0 (Figura 11), lo que indica que las alteraciones en el tamaño de dhm1 
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están determinadas por una mayor proliferación celular. En el caso de los peciolos, si 

bien no existen diferencias significativas, hay una tendencia en el sentido de que en 

la mutante se encuentran células mas pequeñas. Sin embargo, en este punto es 

importante resaltar que mientras en los peciolos de Col-0 se observa una estructura 

de células ordenadas en filas, en dhm1 dicha organización se encuentra alterada, 

mostrando que las células pierden la forma rectangular necesaria para formar las 

filas en Col-0, encontrando distintas formas y tamaños celulares en la mutante, lo 

que sugiere que tal desorganización celular podría estar relacionada con la formación 

de neoplasias en los cotiledones. 

 

Figura 11. Área celular de hoja y peciolo en dhm1. A) Área de las células que conforman 
las hojas y peciolos de la planta silvestre Col-0 y en la mutante dhm1. B) Fotografías 
representativas de la estructura celular en hoja y peciolo de Col-0 y la mutante. Las barras 
de error representan el error estándar y letras diferentes representan diferencias 
significativas P<0.001. (n=15 plantas por línea por tratamiento). 
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6.3.5.9. Desarrollo de la mutante dhm1 en suelo 

Para analizar las alteraciones de la mutante dhm1 en suelo, se realizó el transplante 

de 5 plantas silvestres y 5 plantas mutantes a charolas con suelo, por triplicado, a las 

que se midió la longitud del tallo y el diámetro de la roseta cada semana. Se observó 

que en la planta silvestre el tallo aparece a los 7 ías después del transplante (ddt) y 

continúa su crecimiento hasta la sexta semana. Lo mismo ocurre con el tallo de la 

mutante, sin embargo existen diferencias en el tamaño de esta estructura, mientras 

que en Col-0 llega a los 38 cm, en dhm1 solo alcanza los 30 cm (Figura 12-A). De 

forma similar, la roseta es mas pequeña en la mutante (Figura 12-B), dando como 

resultado plantas mutantes dhm1 mas pequeñas que las plantas normales. 

 

Figura 12. Ciclo de vida de la mutante dhm1 en suelo. A) Longitud del tallo. B) Diámetro 
de la roseta de Col-0 comparado con dhm1. Se puede observar que esta mutante es mas 
pequeña que la planta silvestre. Las barras representan el error estándar y letras diferentes 
representan diferencias significativas P<0.001. (n=15 plantas por línea). 
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Resulta importante mencionar que en el momento del transplante las hojas de la 

mutante presentaban neoplasias y en la primera semana estas hojas entraron en un 

proceso de senescencia, siendo reemplazadas por hojas nuevas sin estas 

estructuras. Es probable que el pequeño retraso en la aparición del tallo se deba a 

este proceso de recuperación. 

 

6.3.6. DISCUSION 

La caracterización de una segunda mutante afectada en la respuesta morfogenética 

a la N-isobutil decanamida, da mayor soporte a la hipótesis de que la percepción de 

la alcamida esta regulada por mecanismos genéticos en A. thaliana y que la correcta 

percepción de la alcamida es necesaria para el desarrollo normal de la planta. En 

general, dhm1 muestra varias alteraciones en su morfología, como son el incremento 

en número y densidad de raíces laterales, la presencia generalizada de neoplasias 

sobre las hojas, el incremento en el peso fresco tanto de follaje como de raíz, lo cual 

indica que se trata de un gen crucial en el desarrollo de la planta.  

En este caso se trata de una mutante hipersensible a alcamidas, cuya característica 

más distintiva es la proliferación de estructuras neoplásicas sobre las hojas. La N-

isobutil decanamida es la única molécula conocida que por sí misma es capaz de 

inducir estas estructuras tipo callo (López-Bucio et al. 2007), las cuales son más 

conspicuas al agregar la alcamida al medio de cultivo de la mutante dhm1 (Figura 4). 

Ningún otro de los fitoreguladores probados (AIA, cinétina, ABA, GA3) produjo este 

tipo de estructuras. Esto indica que la mutante es específicamente hipersensible a la 

alcamida. Existe un grupo de mutantes con fenotipo similar, denominadas tumorous 

shoot development (tsd), las cuales fueron aisladas en un medio libre de hormonas 

buscando plantas que presentasen desdiferenciación y crecimiento independiente de 

citocininas. Estas plantas pueden mantenerse indefinidamente in vitro como callos 

verdes poco diferenciados. (Frank et al. 2002). Esta es una diferencia con dhm1, la 

cual aun cuando presenta estructuras tipo callo, no puede ser mantenida 

indefinidamente in vitro, debido a que antes de la emergencia del tallo floral las hojas 
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neoplásicas son reemplazadas por hojas nuevas sin estas estructuras y en el caso 

de estar ampliamente generalizadas, la planta muere. 

De acuerdo a la caracterización de las mutantes tsd, los genes TSD son necesarios 

en la organización estructural del cuerpo de la planta, presuntamente a través de la 

regulación negativa de citocininas en el SAM (Frank et al. 2002). Esto es similar a lo 

que ocurre en dhm1, ya que las células se encuentran desorganizadas, 

principalmente en los peciolos (Figura 11), aunque este efecto de desorganización 

celular también había sido reportado como respuesta en las plantas tratadas con 

NAE 12:0, en las que las células presentaban forma irregular, asociada a deficiencias 

en la formación de la pared celular, el arreglo de los microtúbulos y el tráfico de 

membranas (Blancaflor et al. 2003). El mismo efecto se manifiesta en el tratamiento 

con afinina (Ramírez-Chávez et al. 2004), lo que sugiere que las amidas lipídicas  

están implicadas en la organización celular en la planta, particularmente del follaje. 

Es importante señalar que cuando la planta es transferida a suelo, las hojas con 

estructuras neoplasicas mueren y son reemplazadas por hojas nuevas en las que no 

se aprecian este tipo de alteraciones, continuando con un ciclo de vida normal. Así 

que las principales alteraciones relacionadas con el gen afectado en dhm1, se 

presentan principalmente en los estadios tempranos del desarrollo de la planta. Sin 

embargo, quedan secuelas en el desarrollo tardío de dhm1, dando como resultado 

plantas más pequeñas que la planta silvestre (Figura 12). De manera similar, TSD2 

se expresa principalmente en los meristemos y hojas jóvenes, y es una planta mas 

pequeña (Krupkova et al. 2007). Considerando tanto diferencias como semejanzas 

entre las mutantes tsd2 y dhm1, es posible que se encuentren en una misma vía de 

señalización, aun cuando tsd2 responde igual que la planta silvestre a la N-isobutil 

decanamida y ambas mutantes están afectadas en distintos genes. 

Considerando que la característica más relevante de esta mutante se encuentra en el 

follaje, se realizó la transferencia de CLV3:uidA (Brand et al. 2002) a dhm1, 

encontrando  en la mutante una expresión ectópica de GUS, en cotiledones e 

hipocotilo (Figura 9), donde se desarrollan las neoplasias. CLV3 es un polipéptido 

que controla el reservorio de células madre en el SAM, restringiendo la proliferación 
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celular, a través de un “loop” de regulación negativo asociado a WUS (Clark et al. 

1996, Fletcher et al. 1999, Jun et al. 2007, Suzaki et al. 2008). WUS promueve la 

actividad proliferativa de las células madre. CLV3 es una proteina cuya localización 

en el apoplasto es necesaria para su función, al unirse al complejo CLV1/CLV2, 

donde se activa (Rojo et al. 2002). Lo cual lleva a suponer que la expresión ectópica 

de CLV3, que se observa difusa en la planta disminuye su acción sobre WUS, ya sea 

por no poder unirse al complejo receptor o por no estar en el apoplasto, permitiendo 

la proliferación celular. Esta proliferación celular es inducida por citocininas a través 

de la familia de genes ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR (ARRs), los cuales 

interactuan directamente con el “loop” CLV/WUS, a través de la vía de señalización 

mediada por citocininas (Leibfried et al. 2005, Linsay et al. 2006). 

Los resultados obtenidos en la caracterización de la mutante hipersensible a la 

alcamida reflejan que la mutación en dhm1 es altamente pleiotrópica. Esto sugiere 

que se trata de un gen capaz de regular a otros, probablemente a través de un 

sistema de señalización de dos componentes relacionado a citocininas. Se ha 

demostrado que la N-isobutil decanamida es capaz de inducir la expresión del gen de 

respuesta primaria a citocininas ARR5:uidA. Esta molécula requiere de los 

receptores de citocininas para ejercer su efecto sobre A. thaliana (López-Bucio et al. 

2007). Se conoce que la vía de señalización de las citocininas es regulada por un 

sistema de dos componentes que incluye a los receptores CRE1 y AHK4. Estos 

receptores son similares a His cinasas, proteínas que transfieren fósforo y contienen 

His (AHPs) y reguladores de genes de respuesta (ARRs) (Hutchison y Kieber 2002). 

La posibilidad de que los receptores de citocininas sean el blanco de la alcamida, 

propuesto por López-Bucio y colaboradores (2007) es mínima, ya que la mutante 

hipersensible a la alcamida tiene una respuesta similar a Col-0 cuando se aplica 

exógenamente cinetina (Figura6-B). Sin embargo, cuando se realiza la transferencia 

del gen de respuesta primaria a auxinas ARR5:uidA a dhm1, existe una menor 

expresión de GUS (Figura 8), lo que indica claramente que la alcamida altera la 

respuesta a citocininas en la planta y a través de esta modificación ejerce su efecto 

en el desarrollo.  
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Considerando que las citocininas estan involucradas en distintos proceso a través del 

ciclo de vida, incluyendo el control de las células madre tanto en raíz como en follaje, 

la biogénesis de cloroplastos, la diferenciación vascular, el crecimiento y ramificación 

de raíz, tallo e inflorescencias, el balance de nutrientes, la senescencia de las hojas, 

la tolerancia al estrés y el desarrollo de la semilla (Shakakibara 2005, Müller y Sheen 

2007), puede considerarse que, al menos una gran parte de las respuestas de la 

planta a las alcamidas podrían estar determinadas por la modificación en la vía de 

las citocininas.  

Por ejemplo, la mutante dhm1 muestra incremento en el tamaño del meristemo y 

reducción en el tamaño de las células de la zona de elongación (Figura 10), 

relacionado con un incremento en la proliferación celular, ya que el tamaño de la raíz 

es determinado por el número de células en división y el tamaño final de las células 

(Beemster et al. 2003). Se ha demostrado que las citocininas determinan el tamaño 

del meristemo al controlar el ritmo de diferenciación celular en la zona de transición 

de la raíz, ya que mutantes afectadas en la vía de señalización de citocinas, como 

son ahk3, arr1 y arr12 presentan meristemos mas largos (Ioio et al. 2007). La vía a 

través de la cual se regula este proceso implica una proteína de la familia de genes 

inducibles por auxina/ácido indol 3 acético (Aux/IIA) denominada SHORT 

HYPOCOTYL 2 (SHY2) que actúa como inhibidor de respuesta a auxina. Las 

citocininas a través de la vía AHK3/ARR1 activan directamente la transcripción de 

SHY2, el cual regula negativamente la expresión de las proteinas transportadoras de 

eflujo de auxinas PIN, con lo que el transporte y distribución de auxinas es limitado 

permitiendo la diferenciación y por tanto reduciendo el tamaño del meristemo 

(Benjamins y Sheres 2008, Perilli et al. 2010). Además, las citocininas son 

reguladores negativos en la formación de raíces laterales al modificar la expresión de 

las proteínas PIN e impedir la formación del gradiente de auxinas necesario para la 

inducción de la raíces laterales (Laplaze et al. 2007). En la mutante dhm1 se observa 

una mayor formación de raíces laterales, que podría ser debida a una menor 

producción de citocininas. 

Sin embargo, la sola adición de cinetina no revierte el fenotipo de dhm1, ni el AIA 

provoca los efectos descritos para la N-isobutil decanamida, lo que indica que deben 
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existir un mayor número de reguladores del crecimiento vegetal afectados en esta 

mutante. 

Entre los reguladores probados en este trabajo, no se observaron diferencias en el 

crecimiento de la raíz primaria de dhm1 comparada con la respuesta de Col-0 a AIA, 

cinetina ni ABA (Figura 6). Esto sugiere que la percepción de los reguladores por la 

mutante es igual a la de la planta silvestre, por lo que los receptores a auxinas, 

citocininas y ABA son distintos al o los posibles receptores de alcamidas. En en el 

caso del gen regulado por auxinas DR5:uidA, no se encontraron alteraciones en los 

sitios de expresión entre la planta transgénica y la mutante dhm1 (Figura 8), lo que 

indica que las alcamidas no actuan a través de la vía de señalización mediada por 

auxinas, como lo habían reportado antes Ramírez-Chávez y colaboradores (2004). 

Sin embargo, la mutante dhm1 es hipersensible a la aplicación exógena de GA3 

(Figura 7), lo que podría indicar que el receptor de GA3 es inducible por la alcamida 

o bien que la alcamida puede modificar la biosíntesis de GA3. Esta opción parece ser 

la mas factible, ya que al agregar paclobutrazol, un inhibidor de la biosíntesis de 

giberelinas, se presenta una disminución en la formación de neoplasias en las hojas 

(datos no mostrados). Además, se ha determinado que las giberelinas son 

antagonicas a las citocininas (Veit 2009)  Un efecto potencialmente mediado por las 

giberelinas es la proliferación celular, debido a que estas moléculas son reguladoras 

de la elongación celular (Ubeda-Tomás et al. 2008), y mantienen el crecimiento de la 

raíz a través del control del tamaño del meristemo por la inducción de la actividad 

mitótica (Ubeda-Tomás et al. 2009, Jaillais y Chory 2010). No obstante podría 

descartarse un efecto exclusivo de giberelinas, ya que la aplicación exógena de GA3, 

u otra giberelina, no induce la formación de neoplasias. Las giberelinas estimulan el 

crecimiento a través de la destrucción de las proteínas DELLA, las cuales son 

proteinas nucleares que restringen la proliferación celular y la expansión que 

controlan el crecimiento de las plantas(Achard et al. 2006, Jaillais y Chory 2010); 

además tienen un papel central como punto de cruce con otras señales, pudiendo 

mediar respuestas a GA, ABA, etileno, auxinas y estrés abiótico (Fu y Harberd 2003, 

Achard et al. 2006). Por lo que es probable que las proteínas DELLA también puedan 

estar implicadas en la regulación de las alcamidas. 
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Considerando los datos antes mencionados, DHM1 parecería estar involucrado en 

distintos programas cruciales del desarrollo de la planta como son germinación, 

regulación de la arquitectura radicular y homeostasis del meristemo, a través de la 

vía citocínica y probablemente de las proteinas DELLA, coordinando la división y 

diferenciación celular, principalmente en tejidos jóvenes. 

 

6.3.7. CONCLUSIONES 

 La mutante dhm1 esta afectada en un gen recesivo. 

 DHM1 coordina la división celular y diferenciación en tejidos jóvenes a través 

de la vía de citocininas y presuntamente interactuando con la vía de 

giberelinas. 
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VII. DISCUSION GENERAL 

Los lípidos son reconocidos como moléculas señalizadoras que tienen la capacidad 

de evocar profundas respuestas fisiológicas. El mismo compuesto puede afectar 

distintas respuestas, dependiendo del tipo celular sobre el que actúe, así como de la 

vía de señalización disparada en la célula blanco. Como ejemplos de lípidos 

implicados en vías de señalización intracelular tenemos al fosfatidil inositol 4,5-

bifosfato (PtdIns(4,5)P2) que puede ser hidrolizado por la fosfolipasa C (PLC) a 

diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato (Ins(1,4,5)P3). Ambos productos han 

sido identificados como segundos mensajeros que inducen la activación de la 

proteina cinasa C (PKC) y la liberación de Ca+2 de los reservorios internos, 

respectivamente. Por su parte, el fosfatidil inositol 3,4,5-trifosfato (PtdIns(3,4,5)P3) es 

un lípido señal que modula el crecimiento celular y la proliferación. Las ceramidas y 

esfingosinas son lípidos con acción pro-apoptótica y antiproliferativa, sin embargo 

cuando son fosforiladas por cinasas de lípidos la esfingosina se transforma en 

esfingosina 1-fosfato, que promueve el crecimiento y proliferación celulares a través 

de receptores acoplados a proteínas G (Wymann y Scheiter 2008). 

Los lípidos en plantas son parte estructural de las membranas, pero su papel va mas 

allá al ser parte de los eventos de transducción de señales durante la morfogénesis 

de la planta, la maduración del embrión y la germinación de las semillas (Cowan 

2006, Bach y Faure 2010). Así, por ejemplo, se conocen mutantes en enzimas 

necesarias para la β-oxidación, como son acx1acx2, lacs6lacs7 y kat2, de las cuales 

los genes AXC codifican para acil-CoA oxidasa, los LACS para las sintasas acil-CoA 

de cadena larga y KAT2 es una triolasa primaria de β-oxidación. Estas mutantes no 

pueden movilizar lípidos durante la germinación y se expresan en hojas, 

particularmente en la senescencia, por lo que su actividad estaría implicada en la 

remoción de ácidos grasos, donde la germinación de las semillas y la senescencia  

comparten procesos metabólicos similares (Graham 2008, Yang y Ohlrogee 2009). 

Esta misma relación puede aplicarse en el caso de las mutantes afectadas en la 

percepción de la N-isobutil decanamida, especialmente en la drr1, en la que la 
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germinación y la senescencia se ven retrasadas, mientras que en dhm1 el efecto 

solo es claro en la inducción de la germinación. 

En este trabajo se caracterizaron dos mutantes, una resistente y otra hipersensible a 

la N-isobutil decanamida, lo que indica que la percepción de la alcamida esta 

regulada por un mecanismo genético en A. thaliana y revela que la correcta 

percepción de las alcamidas es necesaria para el desarrollo normal de la planta. En 

ambos casos, drr1 y dhm1 son mutaciones recesivas afectadas en un solo gen. Los 

fenotipos de estas mutantes son antagónicos en cuanto al crecimiento de la raíz 

primaria y la inducción de raíces laterales en respuesta a las alcamidas. 

Se ha propuesto que las alteraciones en la morfología de A. thaliana por la aplicación 

exógena de alcamidas no están relacionadas con la vía de señalización de auxinas 

(Ramírez-Chávez et al., 2004), y si con la de citocininas, ya que la N-isobutil 

decanamida activa la expresión del gen de respuesta primaria ARR5, lo cual indica 

que la vía de señalización de citocininas estaría involucrada en las alteraciones en la 

proliferación celular y diferenciación causadas por alcamidas (López-Bucio et al., 

2007). Con la caracterización de estas mutantes realizada en el presente estudio, se 

comprueba inequívocamente que las citocininas están involucradas en la vía de 

señalización de las alcamidas. Al tratarse de mutantes pleiotropicas, estos genes son 

reguladores de otros procesos probablemente a través de un sistema de señalización 

de dos componentes relacionado con los receptores de citocininas. En Arabidopsis la 

vía de señalización de las citocininas es regulada por un sistema de señalización de 

dos componentes que incluye los receptores CRE1 y AHK4 que son similares a His 

cinasas, proteínas que transfieren fósforo y contienen His (AHPs) y reguladores de 

genes de respuesta (ARRs) (Hutchison y Kieber, 2002). Cuando se realiza la 

transferencia del gen de respuesta primaria a citocininas ARR5:uidA a dhm1, existe 

una menor expresión de GUS (Figura 8), lo que indica claramente que la alcamida 

altera la respuesta a citocininas en la planta y a través de esta modificación ejerce su 

efecto en el desarrollo de la planta. Por otra parte, se ha demostrado que las 

citocininas están relacionadas con la disminución de la senescencia a través de la 

activación de ARR2 (Arabidopsis response regulator 2) vía la fosforilación por AHK3 

(Arabidopsis histidine kinase 3) (Kim et al., 2006). Lo que sugiere que en la 
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longevidad de la mutante drr1 podría estar involucrada la vía de señalización 

mediada por citocininas. Además, las citocininas son necesarias para la correcta 

organización celular en el meristemo apical, debido a que los genes TSD son 

necesarios para la organización estructural de la planta, a través de la regulación 

negativa de citocininas en el SAM (Frank et al., 2002), en donde la proliferación 

celular es inducida por citocininas a través de la familia de genes ARABIDOPSIS 

RESPONSE REGULATOR (ARRs), los cuales interactúan directamente con el “loop” 

CLV/WUS, a través de la vía de señalización mediada por citocininas (Leibfried et al. 

2005, Linsay et al. 2006). 

Como las citocininas están involucradas en el control de las células madre tanto en la 

raíz como en el follaje, la diferenciación vascular, el crecimiento y la ramificación de 

raíz, tallo e inflorescencias, el balance de nutrientes, la senescencia de las hojas, la 

tolerancia el estrés y el desarrollo de la semilla (Shakakibara 2005, Müller y Sheen 

2007), una gran parte de las respuestas de la planta a la alcamida podrían estar 

determinadas por la modificación en la vía citocínica. Sin embargo, la adición de 

citocininas no provoca los efectos descritos para la N-isobutil decanamida, lo que 

sugiere que deben existir interacciones más complejas. Diferentes reguladores del 

crecimiento vegetal afectan la senescencia de las hojas, por ejemplo ABA la 

promueve, mientras que las auxinas, citocininas y giberelinas la disminuyen (Gan y 

Amasino 1997; Guiboileau et al. 2010). Otro ejemplo es la proliferación celular 

mediada por giberelinas que promueven y mantienen el incremento del crecimiento 

de la raíz controlando el tamaño del meristemo por la inducción de la actividad 

mitótica (Ubeda-Tomás et al. 2009) mediante la destrucción de las proteínas DELLA, 

las cuales tienen un papel central como punto de cruce de señales con otras 

reguladores (Achard et al. 2006). Dicho cruce de señales puede mediar respuestas a 

GA, ABA, etileno, auxinas y estrés abiótico (Fu y Harberd 2003, Achard et al. 2006). 

Por lo que es probable que las proteínas DELLA también puedan estar implicadas en 

la regulación de las alcamidas.  

Considerando que una de las características mas evidentes del fenotipo de la 

mutante drr1 es la longevidad extendida, se hace patente la necesidad de ahondar 
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sobre los procesos de envejecimiento y senescencia en los organismos como una 

forma de integrar la información generada a partir del aislamiento de esta mutante. 

El envejecimiento, generalmente considerado el resultado del desgaste, es una etapa 

del desarrollo de los organismos regulado por rutas genéticas específicas, las cuales 

pueden ser modificadas dramáticamente por factores ambientales. Por ejemplo, en 

Caenohabditis elegans se ha mostrado que mutaciones que reducen la actividad del 

receptor de insulina DAF-2 o en el fosfatidil inositol 3-cinasa (PI3K) AGE-1 provocan 

la extensión del ciclo de vida del gusano en mas del 100% (Greer y Brunet, 2008). En 

este mismo organismo se ha reportado que las células madre de las células 

germinales (GSCs, por sus siglas en inglés) modulan activamente la hidrólisis de 

lípidos, los cuales a su vez regulan la longevidad del gusano. El arresto de las GSCs 

promueve la lipólisis sistémica al inducir una lipasa específica, la cual moviliza los 

lípidos generando un incremento en la longevidad. La expresión constitutiva de esta 

lipasa en mutantes glp-1 y glp-4 genera organismos delgados y longevos, en los que 

el incremento en el ciclo de vida es inducido por una disminución de la señalización 

en la vía insulínica. Cabe resaltar entonces que existe una interacción entre el 

metabolismo de los lípidos y la longevidad en C. elegans (Wang et al., 2008). En el 

caso de las plantas, una de las primeras manifestaciones de la senescencia es la 

degradación de la membrana lipidica y un estudio del transcriptoma de hojas de 

Arabidopsis durante la senescencia revelo que muchas enzimas que degradan 

lípidos están sobre-expresadas, encontrando once lipasas/acil hidrolasas, seis 

fosfolipasas, dos lipoxigenasas y nueve enzimas de β-oxidación (Gou et al., 2004). 

Dado que las alcamidas son compuestos lipídicos, podría considerarse  que existe 

una enzima relacionada con el metabolismo de lípidos que juega un papel crucial 

dentro de la vía de señalización que esta implicada en el incremento del ciclo de vida 

de las planta. 

Además del prolongado ciclo de vida en la mutante drr1, esta presenta una mayor 

producción de biomasa. Esto es consistente con lo observado en otras mutantes con 

senescencia disminuida, como son bell1, ms1-1 (macho y hembra estéril 

respectivamente), clv3-2, clv2-4 (clavata), det (de-etiolated) y dark-green, las cuáles 



     Caracterización de mutantes de Arabidopsis thaliana afectadas en sus respuestas morfogenéticas a la N-isobutil decanamida 

 89 

tienen alteraciones en el crecimiento de la planta produciendo hojas y tallos mas 

grandes por una mayor actividad meristemática que prolonga la capacidad de la 

planta para generar estas estructuras, ya que al retrasar el inicio o disminuir la 

progresión de la senescencia se incrementa la biomasa de las plantas (Noodén y 

Penney, 2001; Yang y Ohlrogge, 2009).  

Se ha observado que mutantes con mayor longevidad como ore1, ore3 y ore9 de 

Arabidopsis presentan una mayor tolerancia al estrés oxidativo, lo que sugiere que la 

regulación de la longevidad esta ligada a la tolerancia al estrés, lo cual ocurre en 

muchos organismos aerobios y esta evolutivamente conservado (Woo et al., 2004). 

Por lo que se propone que la mutante drr1 puede ser tolerante al estrés, lo cual daría 

una ventaja más a la identidad del gen drr1 que potencialmente podría ser utilizado 

en el futuro con fines de mejoramiento genético de especies vegetales. 

En otro contexto, los autoinductores bacterianos (AHLs) o moléculas de quórum 

sensing, muestran efectos similares al de las alcamidas sobre la arquitectura de la 

raíz. De hecho las plantas poseen la maquinaría enzimática necesaria para inactivar 

estas señales (Delalande et al. 2005, Ortiz-Castro 2008). Estos resultados indican 

que las AHLs podrían ejercer su efecto sobre Arabidopsis a través de la misma vía 

de señalización que la alcamida. Lo anterior podría deberse a que estas moléculas 

están altamente conservadas entre distintos reinos o bien es resultado de la gran 

relación entre plantas y bacterias que llevó al desarrollo de moléculas similares para 

su comunicación. 

Resumiento, en la presente investigación se determinó que DRR1 esta involucrado 

en la fase de establecimiento de la plántula, desarrollo de raíz, así como en la 

regulación del ciclo de vida de la planta, mientras que DHM1 esta implicado en la 

germinación, la regulación de la arquitectura radicular y la homeostasis del 

meristemo en tejidos jóvenes y ambos genes controlarían estas funciones a través 

de la vía de las citocininas y probablemente de las proteinas DELLA, coordinando la 

división y diferenciación celular. 
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Figura 7. Modelo propuesto. La alcamida podría inhibir a las citocininas, interactuando así 

con su vía de señalización.
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VIII. PERSPECTIVAS 

 Determinar la identidad genética de DRR1 y DHM1. 

 Realizar las cruzas entre la mutante drr1 y las plantas transgénicas DR5:uidA, 

ARR5:uidA y Clv3:uidA para estudiar sus patrones de expresión. 

 Determinar si las modificaciones en la germinación son dependientes de la 

alcamida. 

 Estudiar las características histológicas de las neoplasias producidas en la 

mutante dhm1. 
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