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RESUMEN

El transporte polar de auxinas es responsable de direccionar y generar los
gradientes locales de auxinas fundamentales para muchos procesos de desarrollo
en las plantas, estos gradientes estan generados por tres familias de proteinas
transportadoras: Las proteinas AUX1/LAX, asociadas a la entrada de auxinas,
mientras que las proteinas ABCB/PGPs y particularmente las proteinas PIN, son
asociadas al transporte de salida. Se ha demostrado que en A. thaliana existen
tres genes de la familia PIN que se expresan en diferentes lugares y en diferentes
momentos durante el desarrollo embrionario: PIN1, PIN4 y PIN7. El control
temporal y espacial de la expresion de las proteinas PIN parece ser el responsable
de la dinamica y el cambio del patron de acumulacién de auxinas en los embriones
cigoticos, y por ende de la definicion del eje apical-basal en éstos. Capsicum
chinense Jacq. es una especie recalcitrante a la conversion de embriones
somaticos en plantas, presentando deformidades en el apice caulinar en los
estadios tardios de este proceso. Considerando los reportes antes mencionados,
se realizé el andlisis de la expresién de los genes PIN1, PIN4 y PIN7 en C.
chinense Jacq. durante la etapa de induccion al proceso de embriogénesis
somatica, en embriones somaticos y en embriones cigoticos por medio de RT-
PCR. La baja expresidn de los genes CcPIN1, CcPIN4 y CcPIN7 revelada durante
la etapa de induccién de la embriogénesis somatica y en los mismos embriones
somaticos, indica que probablemente se esté afectando el transporte polar de
auxina en los embriones somaticos de C. chinense, de manera tal que la inhibicion
o alteracion en la acumulacion de auxina durante la embriogénesis, puede estar
interfiriendo en el programa de division celular y subsecuentemente, la adecuada
diferenciacion del meristemo apical. Los resultados en este trabajo serviran de
base para la realizacion de futuras investigaciones orientadas a entender los
mecanismos moleculares del transporte de auxinas en C. chinense Jacq., y

particularmente asociadas con la recalcitrancia in vitro del género Capsicum.




ABSTRACT

Polar auxin transport is responsible for addressing and generate local gradients of
fundamental auxins for many developmental processes in plants, these gradients
are generated by three families of transport proteins: AUX1/LAX proteins,
associated with the entry of auxins, while ABCB/PGPs and particularly PIN
proteins are associated with the transport output. It has been shown that there are
three PIN family genes expressed in different places and at different times during
embryonic development in A. thaliana: PIN1, PIN4 and PIN7. The temporal and
spatial control of the expression of PIN proteins appears to be responsible for the
dynamic and changing the pattern of auxin accumulation in zygotic embryos, and
therefore the definition of the apical-basal axis thereof. Capsicum chinense Jacq. is
a recalcitrant species conversion of somatic embryos into plants, presenting shoot
apex deformities in the later stages of this process. Based on the above reports,
the analysis was focused on the expression of PIN1, PIN4 and PIN7 genes in C.
chinense Jacq. induction stage during the process of somatic embryogenesis,
somatic embryos and zygotic embryos by RT-PCR. Low expression of CcPINT,
CcPIN4 and CcPIN7 genes were revealed during somatic embryogenesis induction
process and in the same somatic embryos, which probably indicates the affecting
of polar auxin transport in somatic embryos of C. chinense, that inhibition or altered
auxin accumulation during embryogenesis, may be is interfering with the program
of cell division and subsequently, proper differentiation of the apical meristem. The
results presented in this paper will form the basis for future research aimed at
understanding the molecular mechanisms of auxin transport in C. chinense Jacq.,

and particularly associated with in vitro of the genus Capsicum recalcitrance.
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El chile habanero (Capsicum chinense Jacq.), es un cultivo de gran importancia
econdmica para los productores de hortalizas del estado de Yucatan, ocupa el
segundo lugar después del cultivo de tomate. El alto nivel de pungencia de sus
frutos es debido a su contenido de capsaicina, que es un alcaloide que se
encuentra en las células de la placenta, éste define el uso comercial del fruto y lo
hace ser muy codiciado en diferentes industrias. Yucatan (México), es reconocido
como centro de reserva genética de esta especie por la gran diversidad que existe
en la region (Tun-Dzul, 2001).

La mayor superficie de cultivo se encuentra en la parte norte del estado y
contribuye en mas del 90% del volumen de produccion estatal, que en mayor parte
se comercializa y se consume en fresco y solo una pequefia parte se utiliza en la
industria como materia prima para la elaboracion de salsas picantes (Tun-Dzul,
2001). Otro uso importante del chile es la aplicacion de la capsaicina en el
tratamiento de la salud, pasando por la obtencion de materia prima con fines

artesanales e industriales (Maggi, 1992 y Vergara et al., 2006).

Debido a su creciente demanda, aunada a los problemas que afectan la
productividad del cultivo, ha despertado recientemente el interés en desarrollar
protocolos de regeneracion mas eficientes con el objetivo de propagar variedades
criollas, cultivares, y particularmente para liberar accesiones que son conservadas
en el banco de germoplasma in vitro registrado en el Centro de Investigacion
Cientifica de Yucatan, o bien para multiplicar hibridos y/o plantas transformadas
genéticamente como parte del programa de mejoramiento genético en esta
especie. Actualmente, la mayoria de los sistemas de mejoramiento genético de los
cultivos utiliza como una parte fundamental del proceso el cultivo de tejidos

embriogénicos regenerables (Barampuram y Zhang, 2011). Los cultivos
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embriogénicos totipotentes también son deseables para una eficiente produccion
de embriones somaticos para otras aplicaciones biotecnolégicas, tales como
propagacion clonal, la produccion de semillas sintéticas (Gray y Purohit, 1991), y la
utilizacion de los embriones somaticos para acortar los protocolos de
mejoramiento genético (Murray et al., 2013). Existen numerosos reportes que
argumentan la recalcitrancia del género Capsicum a la morfogénesis in vitro. Este
fendmeno en el género, se manifiesta a través de: 1) La baja eficiencia de los
sistemas de regeneracion, 2) La baja reproducibilidad de los protocolos de
regeneracion, 3) El alto indice de embriones somaticos deformados, y 4) La baja
tasa de germinacion y/o conversion de los embriones somaticos en plantas
(Steinitz et al., 2003).

A pesar de la importancia agrondmica de C. chinense Jacq., han sido pocos los
genes identificados que tengan una relacion directa con la induccion de la
embriogénesis somatica, y su papel en la respuesta embriogénica aun no se
entiende. El transporte polar de auxinas es el encargado de direccionar y generar
los gradientes locales de auxinas y es fundamental para los procesos de
desarrollo y diferenciacion en las plantas. Evidencias experimentales indican que
los gradientes locales de auxinas estan generados por tres familias de proteinas
transportadoras de auxinas que son esenciales para las acciones de éstas: Las
AUXIN-RESISTANT1/AUX1-LIKEs (AUX/LAXs) para la entrada de auxinas, y las
proteinas exportadoras PINFORMEDs (PINs) y varias ATP-binding cassette B/P-
glicoproteinas (ABCB/PGP) (Grunewald y Friml, 2010).

Este estudio se realiz6 con el propésito de analizar la expresion de los genes
PIN1, PIN4 y PIN7 en embriones cigoticos y somaticos de C. chinense por medio
de RT-PCR y su posible relaciéon con la incapacidad de los embriones somaticos

de esta especie para convertirse en plantas.
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ANTECEDENTES

1. EL CHILE HABANERO (Capsicum chinense JACQ.)

1.1. ORIGEN Y DISTRIBUCION DEL CHILE HABANERO

El género Capsicum pertenece a la familia Solanaceae, es nativo de América y
esta formado por 27 especies, de las cuales 5 han sido domesticadas (Figura 1.1):
C. annuum Linné, C. baccatum Linné, C. chinense Jacquin, C. frutescens Linnéy

C. pubescens Ruiz & Pavon (Ochoa-Alejo y Ramirez-Malagoén, 2001).

C. frutescens C. pubescens

Figura 1.1. Especies domesticadas del género Capsicum.
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El chile habanero (Capsicum chinense Jacq.) proviene de las tierras bajas de la
cuenca Amazédnica y de ahi se disperso a Peru durante la época prehispanica. La
distribucion también se dirigié hacia la cuenca del Orinoco (ubicada actualmente
en territorios de Colombia y Venezuela) hacia Guyana, Surinam, la Guyana

Francesa y las Antillas del Caribe (Gonzalez-Estrada et al., 2006).

Se ha sugerido que la introduccion prehispanica del chile habanero en el Caribe se
debié6 a migraciones indigenas de agricultores y alfareros procedentes de
Sudamérica, pertenecientes a grupos arahuacos (originarios de Puerto Rico),
quienes viajaron por las Antillas menores hasta llegar a Puerto Rico, La Espafola
(Republica Dominicana y Haiti), Jamaica y Cuba, entre los afios 250 d.C. y 1000 d.
C. (Andrews, 1984).

La llegada del C. chinense a la peninsula de Yucatan antes de la conquista
europea es poco probable (Long-Solis, 2004); sin embargo, investigaciones
recientes reportan evidencia del contacto precolombino via maritima, entre los

tainos (aborigenes de Puerto Rico) y los mayas del periodo clasico.

Otra teoria de la incursion temprana del chile habanero a Yucatan sefala que
pudo haber sido por via terrestre a través de nexos comerciales, pues a la llegada
de Colon a las Antillas en 1492, los tainos (descendientes de los arahuacos) ya
consumian aji (chile), segun lo sefala dicho personaje en las notas de su primer

viaje a América (Andrews, 1999).

En el siglo XVI, Diego de Landa reporta el consumo del chile entre los mayas:

...Que tambien tuestan el maiz, lo muelen y deslien en agua, que es muy fresca
bebida, echandole un poco de pimienta de indias (chile) o cacao. Por la mafiana
toman la bebida caliente con pimienta (chile), como esta dicho, y entre dia, las
otras (bebidas) frias, y a la noche los guisados; y que si no hay carne, hacen sus
salsas de la pimienta (chile) y lequmbres”.
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Si bien el testimonio no especifica de qué variedad de chile se trata, deja claro su
consumo tradicional. Pero a falta de una evidencia tangible sobre la introduccién
prehispanica del chile habanero a la peninsula de Yucatan, se ha planteado otra
hipbtesis que apoya su llegada posterior a la conquista. Al respecto, se argumenta
la prueba linglistica de que no existe un término en lengua maya para identificar el
chile habanero, como los hay para otros chiles de la zona como el xcat-ik, yaax-ik,
chawa-ik, maax-ik y otros. De aqui se desprende la creencia mas extendida de
que tanto el fruto como el nombre provengan de los comerciantes espafioles que

lo trajeron a la peninsula desde Cuba en épocas mas recientes (Long-Solis, 2004).

En México (Figura 1.2), las regiones que producen dicha variedad de chile son
Baja California Sur, San Luis Potosi, Chiapas, Sonora, Tabasco y Veracruz, sin
embargo, mas del 30% de la produccion destinada a los mercados nacional e
internacional proviene de Yucatan, Campeche y Quintana Roo. El estado de
Yucatan ocupa el primer lugar en produccién a nivel nacional con una cantidad de
2,573.2 toneladas (SIAP, 2015).

Ventas TOTAL: 9,218.19 toneladas

m Sureste (Campeche, Quintana Roo, Tabasco y Yucatan) u Resto del Pais

Resto del
Pais
Figura 1.2. Produccién de chile habanero en México (SIAP, 2015).

Yucatan

2,573.2
toneladas
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1.2. CLASIFICACION TAXONOMICA Y DESCRIPCION BOTANICA

Las cinco especies domesticadas del género Capsicum tienen parientes silvestres
cercanos, con los cuales se cruzan rapidamente, produciendo hibridos viables y
fértiles. Dichos parientes aun no se han evaluado completamente, pero
aparentemente contienen fuentes utiles de resistencia a enfermedades virales,
bacterianas y fungosas. Ademas, existen alrededor de otras 20 especies silvestres
de Capsicum, las cuales estan menos relacionadas, pero de las que, al menos
algunas, pueden cruzarse con ellas. Muchas de las especies silvestres tienen una
distribucion restringida y algunas pueden contener genes para la adaptacion a
condiciones ambientales adversas, asi como la resistencia a enfermedades. La
clasificacion del cultivo de chile puede establecerse facilmente hasta el nivel de
género, pero debido a su gran diversidad, la diferenciacion a nivel de especie y

variedad es muy complicada (Tun-Dzul, 2001).

El Sistema Integrado de Informacion Taxondmica (ITIS, 2015), clasifica al chile

habanero como se muestra en la siguiente tabla:

Cuadro 1.1. Taxonomia del Chile habanero (ITIS, 2015).

Reino Plantae
Subreino Viridaeplantae
Infrareino Streptophyta
Division Tracheophyta
Subdivision Spermatophyta
Infradivision Angiospermae
Clase Magnoliopsida
Superorden Asteranae
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Capsicum
Especie Capsicum chinense Jacq.




CAPITULO |

Tun-Dzul (2001) asigna las siguientes caracteristicas botanicas para chile

habanero:

El Chile habanero es una planta de ciclo anual, pudiendo alcanzar hasta 12
meses de vida, dependiendo del manejo agrondmico. Su altura es variable pero
en los cultivares comerciales puede oscilar entre 75y 120 cm.

Las semillas son lisas, ovaladas y pequefias (2.5-3.5 mm), tienen testa de color
café claro o café oscuro y su periodo de germinacién varia entre 8 y 15 dias. El
sabor picante se debe a la presencia de capsaicina, sustancia muy irritante en
estado puro y cuya mayor concentracion se encuentra la placenta de los frutos.
Tiene raiz pivotante y un sistema radicular bien desarrollado, cuyo tamano
depende de la edad de la planta, las caracteristicas del suelo y las practicas de
manejo que se le proporcionen; pueden alcanzar longitudes mayores a los 2 m.
Su tallo es grueso, erecto y robusto y generalmente tiende a formar tres tallos
en la primera ramificacion.

Las hojas son simples, lisas, y de forma lanceolada, de tamafo variable lo
mismo que su color, el cual puede presentar diferentes tonalidades
dependiendo de la variedad.

Las flores son de color blanco; su tamafo varia entre 1.5 y 2.5 cm. de diametro
de la corola; estos 6rganos se emiten en cada ramificacion y pueden presentar
racimos de hasta 6 flores, dando lugar a un promedio de tres frutos.

Los frutos se clasifican como una baya poco carnosa; son huecos y tienen entre
tres y cuatro I6bulos; la semilla se aloja en placentas blancuzcas y secas, que
no estan envueltas por mucosas, y las membranas de los l6culos generalmente
no se prolongan hasta el centro. Suelen ser de forma y tamarfo variables. El
color a la maduracion puede ser amarillo, rojo, naranja o café y su sabor

siempre es picante, aunque el grado de pungencia depende de la variedad.
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1.3. EL CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

El Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV) se define como el conjunto de técnicas que
permiten el establecimiento, mantenimiento y desarrollo de células, brotes y/o
embriones somaticos a partir de cualquier célula, tejido u 6rgano de una planta,

bajo condiciones artificiales, axénicas y controladas (Pérez-Molphe et al., 1999).

El CTV se ha usado como una alternativa para la propagacion de plantas,
ademas, es una herramienta invaluable para la resolucién de problemas basicos y
aplicados en la biologia vegetal, ya que por una parte ofrece una serie de sistemas
modelo ideales para la investigacion fisiolégica, bioquimica, genética y estructural,
por otro lado, tiene una aplicacidn practica en la clonacién, conservacién y

manipulacion in vitro de cualquier material vegetal (Pérez-Molphe et al., 1999).

El CTV se basa en tres principios basicos (Figura 1.3), de cuya comprension y
manipulacion depende el éxito o fracaso de cualquier trabajo en este campo. Los

principios basicos son los siguientes:

e Eleccion del explante: Se le llama explante al érgano, tejido o segmento de
tejido vegetal que va a ser utilizado para iniciar el cultivo. Este puede ser
una semilla, un embridn aislado, un segmento de hoja, de tallo, de

cotileddn, de raiz o de 6rganos reproductores, entre otros.

e Eleccion del medio de cultivo y de condiciones de cultivo: El medio de
cultivo junto con el tipo de explante determina la respuesta que se obtendra
del mismo, por lo cual su eleccién y adecuada formulacion son los aspectos
fundamentales para el éxito del CTV. El medio de cultivo consta de
componentes esenciales, es decir, aquellos que satisfacen los
requerimientos nutricionales basicos del tejido, éstos incluyen a los
nutrientes minerales, fuente de carbono y algunas vitaminas; y los

compuestos llamados opcionales, que si bien en ocasiones no son
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indispensables para mantener la vida del tejido cultivado, si determinan en
gran medida el tipo de respuesta que se obtendra de éste, y por lo tanto
influyen en el éxito o fracaso del establecimiento o respuesta de los cultivos
in vitro. A este grupo pertenecen las fitohormonas o reguladores de
crecimiento vegetal. Ademas de la formulacion del medio, es importante
considerar las condiciones fisicas del cultivo (luz, fotoperiodo, temperatura y

humedad), ya que éstas contribuyen también a la respuesta del explante.

Condiciones asépticas: Para que el cultivo de cualquier tejido vegetal
prospere de la manera deseada, debe excluirse del mismo a cualquier tipo
de organismo contaminante; por eso, tanto el medio de cultivo, como el
material vegetal deben esterilizarse para evitar cualquier tipo de

contaminacion (Pérez- Molphe et al., 1999).

=
Explante Medio de Cultivo
I =l
Raices J Condiciones i il
Adventicias Aseptica bl
m RESPUESH / Desarrollo

| ™

Organogénesis s Tejido calloso
Directa —

Embriogénesis
Somatica direct
mbriogénesi
Somatica
Indirecta

Sl

Brotes
Adventicias

Organogénesis
Indirecta

Figura 1.3. Los principios basicos de CTV y el comportamiento de
los cultivos (modificado de Pérez- Molphe et al., 1999).
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1.4. CONTROL HORMONAL DEL DESARROLLO IN VITRO

A las primeras hormonas y reguladores sintéticos con efectos sobre el crecimiento
de las plantas, fueron identificados como hormonas del crecimiento, reguladores
del crecimiento, sustancias reguladoras del crecimiento o sustancias del

crecimiento (Szweykowscy, 1993).

Los reguladores del crecimiento vegetal (RCV) se clasifican en 5 grupos basicos,
dependiendo de su estructura quimica y su efecto fisioldgico: auxinas, citocininas,
giberelinas, acido abscisico y etileno. Actualmente se han aislado y estudiado
otras sustancias fuera de estos grupos, que podrian ser también consideradas
como RCV, por ejemplo: las poliaminas, jasmonatos, acido salicilico y los
brasinoesteroides (Davies, 1995).

Los RCV mas utilizados en los cultivos in vitro son los pertenecientes a los grupos
de las auxinas y de las citocininas, ya que son los que regulan en gran medida los
procesos de crecimiento y desarrollo, en los cultivos de tejidos vegetales. En
menor grado se utilizan algunos reguladores no pertenecientes a estos grupos
como las giberelinas y el acido abscisico (Pérez-Molphe et al., 1999).

Alterando ligeramente las concentraciones relativas de auxina y citocinina, los
investigadores han podido modificar el desarrollo de las células indiferenciadas en
el cultivo in vitro de muchas especies vegetales. Una concentracion mas o menos
igual de las dos hormonas hace que las células sigan indiferenciadas, formando
masas celulares amorfas llamadas callos. Cuando la concentracion de auxina es
superior, el tejido indiferenciado forma raices; con una concentracién superior de
citocinina se forman yemas. Un cuidadoso equilibrio de las dos hormonas puede

inducir raices y/o yemas (Figura 1.4).
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Concentracion
Auxinas

Alta Nula
Raices
Embriones
Callos
Organos
Yemas
Nula Alta

Figura 1.4. Control de la diferenciacion ejercido por la interaccion
entre las auxinas y las citocininas en los cultivos in vitro
(modificado de Pérez- Molphe et al., 1999).

1.5. LA EMBRIOGENESIS SOMATICA EN Capsicum

La Embriogénesis Somatica es un sistema ideal para investigar los procesos
completos de diferenciacion de plantas, asi como los mecanismos de expresion de
totipotencia en células vegetales, tiene muchas ventajas comparada con la
embriogénesis cigética; por ejemplo, a) el proceso de embriogénesis es facilmente
monitoreado, b) el ambiente del embrién puede ser controlado, c) un gran numero

de embriones puede ser facilmente obtenido (Avilés, 2007).

Se ha definido a los embriones somaticos asexuales o adventicios a aquellos
iniciados a partir de células que no son el producto de la fusibn de gametos
(Tisserat et al., 1979). Son estructuras bipolares con un eje radical-apical, y no
poseen conexion vascular con el tejido materno; las estructuras bipolares deben
ser también capaces de crecer y formar plantas normales (Roca y Mroginski,
1991).

La Embriogénesis Somatica (ES) se puede definir como el proceso por el cual las

11
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células somaticas forman estructuras bipolares y sin conexién vascular al tejido
materno, pasando por una serie de etapas caracteristicas a la embriogénesis

cigdtica, pero sin que ocurra fusion de gametos (William y Maheswaran, 1996).

La ES in vitro, puede ocurrir por dos vias: Directa (ESD) e Indirecta (ESI); en la
ESD los embriones se originan directamente de las células del explante, en la ESI,
en una primera etapa del cultivo, se forma un callo (Figura 1.3). Si este callo es
transferido a un medio de cultivo liquido, donde es desagregado, se forma una
suspension celular a partir de la cual son inducidas las células a formar los
embriones somaticos. Este es un proceso mucho mas complejo que la ESD. La
ESD se da cuando las células del explante original estan predeterminadas a
formar embriones somaticos, por lo que sdélo se requiere proporcionar al tejido las
condiciones adecuadas para la induccion y diferenciacion de los embriones
somaticos. En la ESI, el explante original no tiene células proembriogénicas, por lo
que se requiere primero darle al tejido las condiciones para que ocurra la
induccion y luego cambiarlo a otras que sean propicias para la diferenciacién de
los embriones. Las células de tejidos muy jévenes, como por ejemplo los
embriones cigoticos inmaduros; son ya en una buena proporcidn células
proembriogénicas, o si no lo son, son facilmente inducibles para que lo sean. Por
el contrario, las células mas diferenciadas o de tejidos adultos muy dificilmente o
casi nunca se llegan a convertirse en proembriogénicas. Esto explica por qué la
ES resulta sencilla en algunos tejidos y practicamente imposible en otros (Pérez-
Molphe et al., 1999).

El método biotecnoldgico mas eficiente de regeneracion de plantas in vitro, es la
embriogénesis somatica (ES), sin embargo, existen numerosos reportes que
argumentan la recalcitrancia del género Capsicum a la morfogénesis in vitro (Tabla
1.2).

12
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Cuadro 1.2. Reportes la recalcitrancia del género Capsicum.

Direct ti b i d plant tion fi i 1t b f
irect somatic embryogenesis and plant regeneration from immature embryos o Harini y Sita 1993

chilli (C. annuum L.)
Induction of direct somatic embryogenesis and plant regeneration in pepper

(Capsicum annuum L.)

Somatic embryogenesis and plant regeneration from immature zygotic embryo
culture in pepper (C. annuum L.)

In vitro chili pepper Biotechnology Ochoa-Alejo y Ramirez-Malagoén 2001
Pepper (Capsicum annuum L.) regenerants obtained by direct somatic
embryogenesis fail to develop a shoot

Direct somatic embryogenesis: a highly efficient protocol for in vitro regeneration
of Habanero pepper (Capsicum chinense Jacq.)

Improvement of in vitro culturing of Habanero pepper by inhibition of ethylene
effects

Ontogenesis of the somatic embryogenesis of Habanero pepper (Capsicum

chinense Jacq.)

Binzel et al., 1996

Jo et al., 1996

Steinitz et al., 2003
Lopez-Puc et al., 2006
Santana-Buzzy et al., 2006

Santana-Buzzy et al., 2009

Chilli peppers—a review on tissue culture and transgenesis Kothari et al., 2010
fIEaf:tc:::trent sweet pepper transformation mediated by the BABY BOOM transcription ST e, SR

Morpho-histological and ultrastructural study on direct somatic embryogenesis of
Capsicum chinense Jacq. in liquid medium

Polyamines and WOX genes in the recalcitrance to plant conversion of somatic Valle-Gough et al., 2015
embryos of Habanero pepper (Capsicum chinense Jacq.)

Avilés-Vifnas et al., 2013

La recalcitrancia en el género Capsicum, se manifiesta a través de: 1) La baja
eficiencia de los sistemas de regeneracion, 2) La baja reproducibilidad de los
protocolos de regeneracion, 3) El alto indice de embriones somaticos deformados,
y 4) La baja tasa de germinacion y/o conversion de los embriones somaticos en
plantas (Steinitz, 2003).

Los primeros reportes de regeneracion de chile habanero in vitro fueron realizados
recientemente. Santana y colaboradores en el 2005, reportaron por primera vez la
regeneracion de plantas in vitro a partir de nudos de plantas asépticas cultivados
en medio soélido. Posteriormente, este mismo grupo (Santana-Buzzy et al., 2006)
evaluando la elongacion y el desarrollo de las de las plantulas de chile habanero,
detectd la alta sensibilidad de la especie al etileno concentrado en recipientes de
cultivo sin ventilacion durante su cultivo in vitro. Lépez-Puc et al. (2006) reportaron
el primer sistema de regeneracion de plantulas de chile habanero a partir de la

embriogénesis somatica directa utilizando como explantes segmentos de

13
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hipocotilo de plantulas asépticas (Tabla 1.3). Zapata-Castillo et al. (2007)
propusieron el primer sistema de regeneracion via embriogénesis somatica

indirecta, a partir de células en suspension (Tabla 1.3).

Cuadro 1.3. Protocolos para la Embriogénesis Somatica generados en el grupo de
la Dra. Santana Buzzy. ESD: Embriogénesis Somatica Directa; ESI:
Embriogénesis Somatica Indirecta.

a) ESD Hipocotilo 175 = 20 por explante Lopez-Puc et al., 2006
b) ESI Hipocotilo NR Zapata-Castillo et al., 2007
c) ESD Hipocotilo 1.77 x 10* ESs/L Avilés-Vinas et al., 2012

En el 2012 Avilés-Vifias reportd un protocolo de embriogénesis somatica para
Capsicum chinense de alta eficiencia (Tabla 1.3) en el cual se han superado los
dos primeros problemas que cita Steinitz (eficiencia y reproducibilidad), sin
embargo, falta resolver el problema que representa el alto indice de embriones
somaticos deformados y la baja tasa de germinacion y/o conversion de los

embriones.

1.6. EL ROL DE LAS AUXINAS EN EL DESARROLLO VEGETAL

Las plantas y los animales tienen diferentes estrategias al afrontar problemas para
Su supervivencia en entornos adversos y en constante cambio. Considerando que
los animales tienen la capacidad de reaccionar luchando o huyendo, las plantas
han desarrollado un amplio repertorio de estrategias para optimizar y moldear su
estructura fisica y su metabolismo dependiendo de las exigencias
medioambientales especificas (Gallavotti, 2013). Estas caracteristicas tan notables
del desarrollo vegetal se dan durante todo su ciclo de vida, esta capacidad de
adaptar el crecimiento se debe a los meristemos, que son grupos de células
madre vegetales capaces de llevar a cabo la organogénesis, tienen una notable
capacidad de regeneracion y determinan la direccidn de crecimiento en respuesta

14
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a sefales externas (Davies, 2004 y Tanaka et al., 2006), esto sugiere que los

mecanismos de regulacion en las plantas son muy complejos.

Existe un plan de desarrollo predeterminado, intrinsecamente relacionado al
programa genético de todas las especies de plantas, pero el medio ambiente
circundante juega un papel importante en el resultado del desarrollo final. Las
fitohormonas, que son pequefias moléculas que pueden ser producidas y
transportadas a diferentes partes de la planta, son los principales determinantes
de cdmo crecen las plantas y por lo tanto representan la primera linea de
respuesta a los cambios en las condiciones ambientales (Vert et al., 2011). A
pesar de que se han reconocido numerosas sustancias que funcionan como
hormonas vegetales, la forma de la planta esta controlada en gran parte por
moléculas inddlicas bastante simples conocidas como auxinas (Tanaka et al.,
2006). Las auxinas son hormonas vegetales sintetizadas localmente en tejidos
jovenes, principalmente en los apices, hojas jovenes y semillas en desarrollo de
las plantas, sus efectos clasicos estan relacionados con el gravitropismo y el

fototropismo (Normanly et al., 1991 y Ljung et al., 2001).

Nos ha tomado mas tiempo reconocer y comprender el papel que juegan las
auxinas en el desarrollo de células u 6rganos en el embrion. Esto es debido a que
el embridn de la planta se encuentra inaccesible y protegido en el interior de la
semilla para muchos propdsitos experimentales. También se debe a que hemos
tenido, hasta hace poco, una comprensién muy limitada de los mecanismos
moleculares de accidn de las auxinas. A pesar de estas dificultades, los profundos
efectos de las auxinas en los tejidos vegetales in vitro en cultivo han sugerido que
éstas tienen el poder no solo de regular el crecimiento, sino también para dictar el

destino de una célula.

1.6.1. ACCION DE LAS AUXINAS A NIVEL MOLECULAR

Las auxinas activan la transcripcion mediante la destruccion de represores
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transcripcionales como las proteinas AUX/IAA (Gray et al., 2001 y Zenser et al.,
2001). Las proteinas AUX/IAA contienen potentes dominios de represion

transcripcional, pero no se unen al ADN por si solas (Figura 1.5).

Proteinas PIN

Proteinas AUX1

Auxinas

Auxin Response
Factor

Inhibidor
transcripcional

Complejo
ubiquitinador

Direccion del flujo de auxinas

Genes responsivos

SRR .
L a auxinas

Figura 1.5. Mecanismo de accion de las auxinas a nivel molecular
(Modificado de Jenik y Barton, 2005).

En lugar de eso, las proteinas AUX/IAA dimerizan con el Auxin Response Factor
(ARF - activadores de la transcripcion por medio de la union al ADN) impidiendo la
activacién de la transcripcion (Tiwari et al., 2001 y Tiwari et al., 2004). Las auxinas

activan la transcripcion cuando se unen a la TIR1 F-box, que es un componente
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de la SCF™R' E3 ubiquitin-ligasa, que ubiquitina las proteinas AUX/IAA,
marcandolas para ser degradadas por el proteosoma. Después de la degradacion
de AUX/IAA mediada por una auxina, la proteina ARF esta libre para activar la
transcripcion de su promotor.

Posteriormente las auxinas son transportadas desde su lugar de sintesis hasta su
sitio de accién por un mecanismo transcelular. El transporte direccional de auxinas
estd mediado por la accion combinada de transportadores de entrada y
acarreadores de salida. La auxina que es expulsada de una célula es tomada por
la siguiente célula en linea, que la expulsa a su extremo opuesto, y asi

sucesivamente.

1.6.2. EL TRANSPORTE DE AUXINAS

Desde la década de 1920, Cholodny y Went trataron de formular una hipétesis de
forma independiente sobre cdmo se transportan las auxinas desde el apice hacia
la zona de elongacién. Se describieron dos vias principales para el transporte de
auxinas: 1) un transporte rapido no direccional capaz de transportar estas
moléculas a largas distancias a través del floema y 2) una via mas lenta y
direccional en diversos tejidos para movilizar a largas o cortas distancias a través
de un mecanismo intercelular, llamado transporte polar de auxinas (PAT por sus
siglas en inglés). La evidencia de la existencia de transporte por el floema se
establecio a través de experimentos con auxinas marcadas radiactivamente
(Morris y Thomas, 1978). Este transporte tanto basipetal (del apice hacia abajo)
como acropetal (de la base hacia el apice), procede relativamente rapido (5-20
cm/h) y parece que se correlaciona bien con el transporte de sustancias
asimiladas y los conjugados inactivos de auxinas (Nowacki y Bandurski, 1980). Un
analisis directo de auxinas reveld cantidades fisiolégicamente considerables de
acido indol-3-acético (IAA por sus siglas en inglés) libre en el exudado de floema
(Baker, 2000). Experimentos en guisante mostraron que la auxina marcada
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transportada dentro del floema se detecta mas tarde en el sistema de PAT, lo que
indica que ambas vias de transporte pueden estar ligadas (Cambridge y Morris,
1996).

En contraste con el transporte del floema, el PAT es especifico para las auxinas
activas libres, se produce de célula a célula y tiene un caracter estrictamente
unidireccional. La corriente principal del PAT se extiende desde el apice
basipetalmente con una velocidad de 5-20 mm/h hacia la base de la planta (Lomax
et al., 1985). Usando marcadores radioactivos de auxina, se detecto este tipo de
transporte principalmente en el cambium y el xilema (Morris y Thomas, 1978). En
las raices el transporte de auxinas se da acropetalmente desde la punta de la raiz,
donde parte de las auxinas se redirigen y se transportan a través de la epidermis
basipetalmente de la raiz a la zona de elongacion (Rashotte et al., 2000). En
contraste, el PAT en los brotes se produce en direccion lateral (Morris y Thomas,
1978). Algunos ensayos sobre el transporte de auxinas también revelaron que el
PAT requiere energia, es saturable y sensible a los inhibidores de la sintesis de
proteinas. Estos resultados sugieren la existencia de proteinas especificas de
transporte de auxinas y condujo en medio de la década de 1970 a la formulacién
de un modelo coherente para el transporte de auxina, denominandola “hipotesis
quimiosmotica” (Rubery y Sheldrake, 1974; Raven, 1975).

1.6.3. LA HIPOTESIS QUIMIOSMOTICA

En el medio relativamente acido de la pared celular (pH alrededor de 5.5)
alrededor del 15% del IAA se encuentra en su forma protonada (IAAH). Esta
molécula apolar y lipofilica pasa facilmente a través de la membrana plasmatica
por difusion. En el citoplasma que es mas basico (pH alrededor de 7) se disocia el
IAAH y por lo tanto el IAA" anidn resultante es 'atrapado’ en la célula debido a la
pobre permeabilidad de la membrana plasmatica (MP) (Figura 1.6). Por lo tanto,

se postulé la existencia de un transportador de flujo de salida especifico y la
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polaridad del flujo de auxinas se explica por su distribucion asimétrica en las
células. Ademas, se planted la hipétesis de la existencia de transportadores de

auxinas especificos en el flujo de entrada (Goldsmith, 1977).

|IAAH : IAA"+H* Pared celular

pH5.5
—\%\

IAAH = |AA™ + HY

Difusién Citoplasma

PH7.0

Figura 1.6. Movilizacion de IAA de acuerdo a la hipétesis quimiosmoética
(Modificado de Zazimalova et al., 2010).

1.7. TRANSPORTADORES DE AUXINAS Y LA FAMILIA DE PROTEINAS PIN

La teoria descrita anteriormente implicaba la necesidad de transportadores activos
tanto de entrada como de salida para las moléculas de auxina (mas precisamente
aniones de auxina). Se determiné que las moléculas de auxina podian ser
transportadas a las células por la actividad de la familia de proteinas permeasas
AUX/LAX (Kerr y Bennett, 2007). El genoma de Arabidopsis codifica para una
proteina AUX1 y tres tipo AUX1 (LAX1, LAX2 y LAX3), se sabe actualmente que
estas cuatro proteinas comparten aproximadamente el 80% de su secuencia de
aminoacidos (Parry et al., 2001). El la figura 1.7 se muestra la organizacion de las
proteinas implicadas en el transporte de auxinas donde las proteinas exportadoras
PIN que aparecen en rojo representan las PINs "largas" (PIN 1, 2, 3, 4 y 7),
mientras que las PINs marcadas en color rosa representan PINs "cortas" (Pin 5, 6
y 8). Las estructuras moradas representan el ER (reticulo endoplasmico) y los
endosomas, las flechas curvas continuas muestran el proceso ciclico de las

proteinas y las flechas discontinuas simbolizan el proceso de transcitosis
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(Zazimalova et al., 2010).

IAAH = |AA- + H* ! Cell wall

pH5.5
g gg? ggg diffusion 7 Cytoplasm
DP ATP ADP

IAAH == IAA + H* .'4

ATP

ABCB

Figura 1.7. Transporte celular de auxinas (Zazimalova et al.,
2010).

Por otra parte, los exportadores de auxinas apenas se caracterizaron en la ultima
década. Sin embargo, no hay sélo uno o unos pocos transportadores, sino que
existen al menos dos familias de proteinas, cuyos miembros poseen actividad
exportadora de auxinas. Se trata de la familia de proteinas PIN que son
especificas en las plantas y de la superfamilia de transportadores ATP-binding
cassette (ABC), principalmente del tipo B (ABCB/multidrug resistance [MDR] /
phosphoglycoprotein [PGP]). La superfamilia ABC es una de las familias mas
grandes de transportadores y estan asociadas con el movimiento de una gran
variedad de moléculas pequenas, nutrientes, etc. (Verrier et al., 2008).

Los miembros de la familia PIN (PIN-FORMED) se asociaron con el transporte
polar de auxinas a finales de 1990 (Galweiler et al., 1998; Luschnig et al., 1998),
aunque la primera referencia para sus respectivos mutantes (pin-formed1, pin1)

aparecieron en la década de 1950 (Goto et al., 1987) y estos se caracterizaron en
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la década de 1990 (Okada et al., 1991). De acuerdo con su secuencia de
aminoacidos, las PIN son proteinas integrales de membrana con una topologia
similar a algunas proteinas transportadoras. En Arabidopsis, la familia PIN se
compone de ocho miembros y se divide en dos subclases basicas, que difieren en
la longitud de un bucle hidréfilo en medio de su cadena de polipéptidos. Las PINs
"largas" (PIN1, 4 y 7) (Tanaka et al., 2006; Vieten et al., 2007; Zazimalova et al.,
2007) muestran principalmente una localizacion polar en la membrana plasmatica
(MP) y la funcién directa del transporte de auxinas es fuertemente apoyado por
PIN1, 2, 4, y 7 (Petrasek et al., 2006; Yang y Murphy, 2009). La localizacién polar
de estas PIN largas determinan la direccién del flujo de auxina (Wisniewska et al.,
2006) y se han caracterizado sus funciones en muchos procesos dependientes de
auxinas en el desarrollo vegetal (Luschnig et al., 1998; Friml et al., 2002a, 2002b;
Blilou et al., 2005; Scarpella et al., 2006; Xu et al., 2006; Sauer et al., 2006). En
estas PINs aunque su localizacion celular en los dominios de la MP es
principalmente polar, no residen alli estaticamente. Por el contrario, se mueven
ciclicamente entre la MP y los compartimientos endosomales (Geldner et al., 2001;
Dhonukshe et al., 2007), y pueden ser relocalizados rapidamente a diferentes
partes de la célula a través de un mecanismo de transcitosis (Kleine-Vehn et al.,
2008) en respuesta a sefales ambientales. La localizacion polar de las proteinas
PIN largas subyace en el transporte de auxina requerido para el desarrollo del
embridn, la organogénesis, los tropismos y otros procesos de desarrollo (Friml et
al., 2002b, 2003; Benkova et al., 2003; Reinhardt et al., 2003; Blakeslee et al.,
2005).

En contraste con las PIN largas, hay tres miembros de la familia AtPIN que tienen
su bucle hidrofilico central de forma parcial (PIN6) o significativamente (PIN5S, 8)
reducido. Mravec et al. (2009) demostré que estas PINs "cortas" no se localizan en
la MP, en el caso de PIN5, es una proteina endomembranal que se ubica en el
reticulo endoplasmico (RE). Dado que PINS es un transportador de auxinas

funcionales, su localizacibn en el RE sugiere un papel en la distribucion
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intracelular y en la regulacion de la homeostasis celular de auxinas, por lo tanto, el
control de la disponibilidad de auxinas activas para diversas acciones subcelulares

y celulares.

1.7.1. FUNCIONES PRINCIPALES DE LAS PROTEINAS PIN

El transporte polar direccional de auxinas requerido para la embriogénesis y la
organogénesis es controlado por un subconjunto de proteinas PIN que son
controladas en la membrana plasmatica (MP) y que presentan localizaciones y
polaridad distintas (Benkova et al., 2003; Friml et al., 2003; Reinhardt et al., 2003;
Dhonukshe et al., 2008). La funcion de PIN1 y PIN7 es mantener los flujos polares
basipetales en el embridn en desarrollo y a lo largo del eje embrionario apical-
basal durante todo el desarrollo (Friml et al., 2003; Jonsson et al., 2006;
Kuhlemeier 2007), PIN1 y PIN2 median el flujo polar de auxinas durante la
organogeénesis (Benkova et al., 2003; Reinhardt et al., 2003), PIN2 lo hace hacia
arriba desde el apice de la raiz (Chen et al., 1998; Muller et al., 1998; Friml et al.,
2004). Durante el crecimiento de las plantas se requiere de la reorientaciéon
dinamica de los flujos de auxinas. Las proteinas PIN parecen ser los principales
vehiculos para la redireccion de estos flujos (Friml et al., 2002b; Blakeslee et al.
2004; Robert y Friml, 2009), pero no se ha demostrado como se inicia esta
redireccion. La velocidad de la respuesta inicial de redireccion de auxinas en el
gravitropismo de las raices sugiere que los cambios de pH y los potenciales de
membrana pueden preceder a la relocalizaciéon de las proteinas PIN (Peer y
Murphy, 2007). El trafico celular controlado por las proteinas PIN es comunmente
generalizada como "dinamico" en los tejidos donde la localizacién polar de estas
proteinas es bastante estable, por ejemplo, las PIN1 en el tejido vascular maduro
(Friml et al., 2003), PIN7 en el tejido de tallos adultos (Blakeslee et al., 2007), PIN3
en tejidos fotosensibles (Titapiwatanakun y Murphy, 2009) y PIN2 en los tejidos
epidérmicos de la raiz (Muller et al., 1998; Friml et al., 2004). Por otro lado, la

22



CAPITULO |

sefal de PIN3 reorienta lateralmente el flujo de auxinas en el apice de la raiz en
respuesta al gravitropismo (Friml et al., 2002b), la relocalizacion dinamica de PIN1
se observa en la foto-respuesta de los meristemos apicales de brotes (Blakeslee
et al., 2004). Aunque las proteinas AUX1/LAX se movilizan hacia y desde la MP
por procesos dinamicos similares no son idénticos a la movilizacion de las PINs
(Friml et al., 2004; Dharmasiri et al., 2006; Kleine-Vehn et al., 2006), se ha

encontrado evidencia para la relocalizacion polarizada de estas proteinas.

1.7.2. ASPECTOS EVOLUTIVOS DE LAS PROTEINAS TRANSPORTADORAS

Los analisis filogenéticos de las proteinas transportadoras PIN y ABCB indican
que las ABCB constituyen un sistema de transporte mas ancestral que el mediado
por las proteinas PIN, pues la estructura de las ABCB esta altamente conservada
a lo largo de los filos (Peer y Murphy, 2007), mientras que las proteinas PIN
parecen haber surgido con las plantas vasculares (Zazimalova et al., 2007).
Ademas, los flavonoides de plantas enddgenas que surgieron en las plantas
terrestres primigenias interferian con el mecanismo fundamental de los
transportadores ABCB, mientras que los de las proteinas de PIN sodlo estan
afectados indirectamente por estos compuestos (Rausher, 2006; Geisler et al.,
2005; Blakeslee et al., 2007; Peer y Murphy, 2007; Santelia et al., 2008; Sukumar
et al., 2009). Esto sugiere que la presencia de los flavonoides de las plantas fue un
factor selectivo en la evolucion de las proteinas exportadoras del tipo PIN1/2 y
proporciona una razon evolutiva para explicar la funcién transportadora que se
superponia con la funcién de las proteinas ABCB, pues el transporte de auxinas
debia seguir funcionando a niveles basales en presencia de los flavonoides
producidos en respuesta a los organismos herbivoros y al estrés oxidativo. Los
factores que contribuyeron a la aparicion de las proteinas AUX/LAX de la antigua

familia de proteinas del tipo permeasa aun no estan claros.

Sin embargo, la mayor fuerza exportadora en el sistema de transporte de auxinas
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la proporciona las proteinas PIN, pues al parecer posee un desarrollo mas
sofisticado en las plantas vasculares. La localizacion generalmente apolar de los
transportadores ABCB y su alto grado de estabilidad en la membrana plasmatica
(Blakeslee et al., 2007; Titapiwatanakun et al., 2009; Titapiwatanakun y Murphy,
2009) no es compatible con la complejidad del desarrollo requerido en las plantas
terrestres (Zazimalova et al., 2007) y en la evolucion de los procesos
morfogénicos como el desarrollo del tejido apical, del tejido vascular, la
organogénesis y el transporte polar de auxinas. Los unicos genes tipo PIN con
funcién desconocida se han encontrado en bacterias y levaduras (Paponov et al.,
2005), y tres genes tipo PIN se identificaron en el musgo Physcomitrella patens
(Decker et al., 2006; Rensing et al., 2008). Por el contrario, la angiosperma
Arabidopsis tiene ocho genes PIN con un alto grado de homologia relativamente
(32-45% de identidad mutua) (Paponov et al., 2005), aunque se dividen en dos
subclases distintas (PIN "largas" y "cortas" PIN), que difieren en la longitud de un
bucle citosolico central (Zazimalova et al., 2007 y Mravec et al., 2009). Algunos
miembros de la subclase de PINs cortas (PIN 5 y 8) son similares en longitud a las
proteinas bacterianas y de levaduras tipo PIN, pudiendo representarlos ancestros
de las proteinas PIN en plantas.

Las proteinas PIN 5, 6 y 8, y PpPINA de P. patens, y la levadura AEL1 se localizan
en el RE (Matsuyama et al., 2006 y Mravec et al., 2009), mientras que las otras
PIN de A. thaliana se localizan en la membrana plasmatica, esto nos lleva a la
siguiente hipotesis: la diversificacion de las proteinas PIN ocurrié durante el
proceso evolutivo de radiacién adaptativa de las plantas terrestres. La localizacion
mayormente polar de proteinas PIN también concuerda con la polaridad de las
plantas y la organogénesis (Benjamins y Scheres, 2008; Robert y Friml, 2009). La
reciente evolucion de las proteinas PIN coincide con la evolucidn de la proteina
PINOID, una quinasa que regula la localizacion polar de PIN, sin embargo, no se
han encontrado genes de PINOID o PIN en los genomas de algas verdes de

Chlamydomonas o Ostreococcus, aunque el transporte de auxinas que parece
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regular el crecimiento direccional y los patrones de color marron en las algas, se
cree que estad mediada por los transportadores ABCB (Cooke et al., 2002; Galvan-
Ampudia y Offringa, 2007). La coevolucién de PINOID y PINs en plantas terrestres
sugiere que el transporte polar de auxinas dependiente de los PIN regulados por la
PINOID-quinasa, podria desempefiar un papel importante en esta transicion
(Galvan-Ampudia y Offringa, 2007).

1.7.3. EL PAPEL DE LAS PROTEINAS PIN EN EL TRANSPORTE DE AUXINAS
DURANTE LAS ETAPAS TEMPRANAS DEL DESARROLLO EMBRIONARIO
EN Arabidopsis thaliana

Hay cuatro genes de la familia PIN (facilitadores en el flujo de salida de auxinas)
que se expresan en diferentes lugares y en diferentes momentos durante el
desarrollo embrionario: PIN1, PIN3, PIN4 y PIN7 (Friml et al., 2002a; Friml et al.,
2003). El control temporal y espacial de la secuencia de expresion de las proteinas
PIN parece ser el responsable en la dinamica y el cambio del patron de

acumulacién de auxinas en el embrion.

Apical
< I"rﬁﬁ_:-m‘/\
| AT &
\ \ \ 'Lh'
\ I ol 1\.——-—-—-——-I.TI,_._,,’ | '\: \
‘ ' | & J>\ PINA
| & ' “Hypophysis
g w5 s W PIN4
— 3 i M PIN7
Basal Auxinas
a) Estadio de 2 células b) Estadio Globular c) Estadio Corazon Temprano

Figura 1.8. Transporte de auxinas mediado por proteinas PIN
durante el desarrollo embrionario de A. thaliana (Tanaka et al.,
2003).
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En el proembrion, las auxinas fluyen hacia arriba, lejos del suspensor
extraembrionario (Figura 1.8a). En la etapa de transicion (Triangular stage), la
auxina invierte su curso y fluye hacia la raiz. Los experimentos en los que estos
flujos son interrumpidos muestran que la auxina puede desempefar un papel

importante en el desarrollo del eje apical/basal.

PIN7 y PIN1 (Figura 1.8a) son los primeros genes PIN expresados en el embridn
(Friml et al., 2003). La proteina PIN7 se encuentra en la membrana apical de la
célula basal en el embrién de dos células y en la membrana apical de las células
suspensoras hasta la etapa de 32 células (Figura 1.8b). Este patrén de
localizacion sugiere un papel para PIN7 en el transporte de auxinas desde las
células basales a la célula apical.

Por el contrario, la proteina PIN1 se localiza apolarmente en todo el embridn,
desde la fase de una célula hasta la de 32 células (Figura 1.8a, b). Cuando
aparece polarmente (Figura 1.8c), se localiza en los extremos basales de las
células provasculares (Steinmann et al., 1999; Friml et al., 2003). Al mismo tiempo,
la proteina PIN7 cambia a los extremos basales de las células suspensoras, la
proteina PIN4 comienza a acumularse en las células hipofisarias y en los haces

vasculares.

Apoyando el modelo anterior, el gen reportero DR5 (promotor sintético responsivo
a auxinas, en este caso la variante fluorescente DRbrev::GFP) se expresa en las
zonas donde hay concentracion de auxinas el embrion de A. thaliana como se

muestra en la Figura 1.9 (Friml et al., 2003)
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Figura 1.9. Concentracion de auxinas en embriones de A.
thaliana. (a) Proembridn después de la divisidn cigoética, ac: célula
apical; (b) embrion en estadio de 1 célula; (¢) 8 células; (d) en
estadio globular, s: suspensor, hy: hipdfisis; (e) triangular; (f)
cotiledonar, c: cotiledones. (Friml et al., 2003).

Mutantes deficientes en PIN1, PIN4 o PIN7 mostraron un patron anormal durante
la division celular, sobre todo en las células donde se esperaba el transporte de

auxinas por su respectiva proteina PIN:

* La célula apical y la hipodfisis en mutantes pin7 (Friml et al., 2003.): En la
Figura 10a se muestran embriones tipo silvestre, mientras que en las

Figuras 10b-e se muestran mutantes pin7.
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Figura 1.10. Embriones mutantes pin7 de A. thaliana. (a)
Embriones tipo silvestre, ac: célula apical, s: suspensor, hy:
hipdfisis; (b,c) Embriones mutantes pin7 filamentosos sin un
patron celular apical establecido; (d) limite apical-basal no
definido; (e) defectos leves en la parte apical. Los numeros en la
parte superior derecha representan el numero de células del
embrién (Friml et al., 2003).

* La hipdfisis en mutantes pin1 (Friml et al., 2003);

Figura 1.11. Embriones mutantes pin1 de A. thaliana. (a) Con
defectos en la hipdfisis en estadio globular, G: globular y (b)
acorazonado, H: heart (Friml et al., 2003).
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* Las columelas iniciales y la hipdfisis en mutantes pin4 (Figura 1.12) (Friml
et al., 2002a).

Atpind

== |5 ( ity ;
Figura 1.12. Embriones de A. thaliana. Col-0= Embriones
silvestres (a) globular, (b) acorazonado. Atpin4: Embriones
mutantes pin4: (c) globular, (d) acorazonado. (barra= 10uM) (Friml
et al., 2002a).

Los defectos en mutantes pin individuales son bastante sutiles y los embriones al

final se recuperan para convertirse en embriones normales.

Solo cuando las mutaciones pin se combinan en dobles, triples y cuadruples al
mismo tiempo, los defectos son mas graves (Figura 1.13). Las mutantes multiples
mas afectadas se desarrollan como embriones globulares sin ninguna evidencia

clara de polaridad apical-basal (Figura 1.13a-d).

Debido a que las diferentes proteinas PIN se expresan en diferentes
tiempos y en diferentes lugares, la sustitucién de un miembro de la familia PIN por

otro no es simple.

En efecto, en las mutantes pin1 y pin7 no hay acumulaciéon de auxinas en las
células durante la etapa globular (Friml et al., 2003). Sin embargo, el embridn
parece ser capaz de volver a establecer el patrén de desarrollo correcto, tal vez

por el restablecimiento del gradiente de auxinas después de la etapa globular.
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Figura 1.13. Embriones mutantes pin1, pin3, pin4 y pin7 con el
patron apical-basal completamente comprometido en estadio de
ocho células (a-c) y globular (d), los numeros en la parte superior
derecha representan el numero de células del embrién, G:
globular. (e) Mutante doble pin4 pin7 con defectos en cotiledones.
(g) Mutante triple pin1 pin3 pin4 con defectos en el apice caulinar
y con raiz. (f-i) Mutantes pin1 pin3 pin4 pin7, con las deformidades
mas severas (h) y las mas leves (i) (Friml et al., 2003).
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HIPOTESIS

Las proteinas PIN intervienen de manera fundamental en el transporte y el cambio
del patrén de acumulacién de auxinas durante el desarrollo embrionario en las
plantas, por lo que la expresion de los genes PIN1, PIN4 y PIN7 esta relacionada

con las deformidades en embriones somaticos de Capsicum chinense Jacq.

OBJETIVO GENERAL

Analizar la expresion de los genes PIN1, PIN4 y PIN7, y su relacion con las
deformidades en el apice caulinar de embriones somaticos de Capsicum chinense

Jacq.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

O Aislamiento de secuencias homodlogas de PINT1, PIN4 y PIN7 en el
GenBank.

O Disenar cebadores especificos de PIN1, PIN4 y PIN7 para Capsicum

chinense.

U Determinar los niveles de expresidn de los genes PIN1, PIN4 y PIN7 en

embriones somaticos y cigéticos de Capsicum chinense.
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JUSTIFICACION

Capsicum chinense es una especie recalcitrante a la conversion de embriones
somaticos en plantas, presentando deformidades en el apice caulinar en los
estadios tardios de este proceso. La distribucion de auxinas esta involucrada en el
desarrollo de los embriones, por lo que en este trabajo se analizara la expresion
de los genes PIN1, PIN4 y PIN7 debido a que ésta influye en el transporte polar de

auxinas y en la definicion del eje apical/basal en embriones.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Obtencion de plantulas de

Capsicum chinense Analisis de la expresion

de los genes PIN1, PIN4y

(Santana-Buzzy et al., 20035) PIN7 por RT-PCR

Induccion de hipocotilos a Tomar muestras de
la ES en medio semisolido ’ hipocotilos a los 0, 10, 20 y
(Avilés-Vinas et al,, 2012) 30 dias de induccion

Secuenciacion de los

Transferencia de hipocotilos Tomar muestras de embriones fragmentos
a medio |I'C|uid0 (AViléS- somaticos tempranos (globulares
o y acorazonados) y tardios
Vinas et al., 201 2) {torpedos y cotiledonares)

Amplificacion y
Tomar muestras de purificacion de fragmentos

embriones cigoticos
tempranos y tardios I

. _ Disefo de cebadores para
Sintesis de ADNc los genes PIN1, PIN4 y
PIN7

Figura 1.14. Estrategia experimental.
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EXPRESION DE PIN1, PIN4Y PIN7 EN EMBRIONES DE CHILE HABANERO
(Capsicum chinense Jacq.)

2.1. INTRODUCCION

La embriogénesis somatica (ES) es un proceso mediante el cual una célula
somatica adquiere la capacidad de formar estructuras bipolares cuyo desarrollo es
similar al de un embridn cigotico (Elhiti y Stasolla, 2011; Karami y Saidi, 2010;
Kothari et al., 2010; Lacau-Danila et al, 2010). Este proceso es altamente
complejo y regulado donde intervienen varios factores fisicos, quimicos y
moleculares (Elhiti y Stasolla, 2011; Karami y Saidi, 2010; Ikeda et al., 2006; Gaj,
2004; Cugh y Khurana, 2002; Von Arnold et al., 2002; Dodeman et al., 1998).

Las auxinas intervienen en el crecimiento y el desarrollo de las plantas por su
papel en la coordinacion de la division, la expansion y diferenciacién celular. Un
aspecto importante de la accion de las auxinas es su transporte direccional a
través de la planta (Friml, 2003). Este transporte polar de auxinas (PAT) es de vital
importancia en los eventos de desarrollo tales como la embriogénesis y la
diferenciacién de 6rganos (Vanneste y Friml, 2009) y requiere de la actividad de
los reguladores del flujo de salida localizados polarmente, representado por los
miembros de la familia de proteinas PIN-FORMED. El PAT puede ser inhibido por
el acido naftilftalamico (NPA) y otros farmacos. El tratamiento de embriones
inmaduros con tales inhibidores del PAT provoca defectos en el patron de
formacion de embriones en varias especies de plantas (Schiavone y Cooke, 1987;
Liu et al., 1993; Hadfi et al., 1998; Friml et al., 2003). El hecho de que los mismos
defectos del patron se hayan observado en mutantes mdltiples de Arabidopsis en
los miembros de la familia de genes PIN, tales como pin1, pin4 y pin7 (Liu et al.,
1993; Friml et al., 2002a, 2003), respalda la teoria de que las proteinas PIN son

necesarias en el PAT para el desarrollo embrionario normal.
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En el caso del género Capsicum todos los reportes de ES, en C. annuum y C.
chinense, muestran una incapacidad de los embriones de convertirse a planta
debido al alto numero de deformaciones localizadas en la zona apical de los
embriones somaticos (ESs) (Lopez-Puc et al., 2009; Santana-Buzzy et al., 2009;
Steinitz et al., 2003), similares a embriones cigéticos mutantes multiples pin1, pin4
y pin7 de A. thaliana (Friml et al., 2002a y Friml et al., 2003), por lo que se propuso
estudiar la expresion de tres genes miembros de la familia PIN (PIN1, PIN4 y
PINT) involucrados en el desarrollo del eje apical/basal en embriones cigoticos y

somaticos de C. chinense.

2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. GERMINACION DE SEMILLAS E INDUCCION DE EMBRIOGENESIS
SOMATICA DE C. chinense

Se tomaron semillas de C. chinense var. Mayan Ba’alché y se remojaron 24-h en
agua destilada, posteriormente en campana de flujo laminar se realiz6 la asepsia
con etanol (80% v/v) durante 5 min, posteriormente se realizaron tres lavados con
agua destilada estéril para transferir a una solucion de Hipoclorito de Sodio
comercial (Cloralex, 30% v/v) por 15 min con cinco lavados de agua destilada
estéril. La germinacién se realiz6 como reporta Santana-Buzzy et al. en 2005, en
medio MS (Murashige y Skoog, 1962) adicionando 1.44 uM de acido giberélico
(AG3).

Las semillas se colocaron a razon de 10 semillas por cada frasco de cultivo con 20
ml de medio (Figura 2.1a), los frascos se incubaron en condiciones de obscuridad
continua durante 14 dias de cultivo para posteriormente transferir a condiciones de
luz continua por 7 dias.

Para la induccion de la embriogénesis somatica se tomaron hipocotilos de

aproximadamente 2 cm de longitud y se colocaron en medio MS adicionado con
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2,4-D con las condiciones descritas por Avilés-Vifias et. al., (2012) con una fase de
induccion de 30 dias con 9.05 uM de 2,4-D en medio semisélido (Figura 2.1d),
posteriormente los hipocotilos se transfirieron a medio liquido con 4.5 uM de 2,4-D

con resiembras cada 14 dias con tres ciclos de resiembra (Figura 2.1e).

Figura 2.1. Protocolo de embriogénesis somatica (Avilés-ViAas et.
al., 2012). a) Germinacion de semillas en medio MS + AGs
semisolido, b) Plantulas recién germinadas, c) Cortes de
hipocotilos listos para inducirse, d) Hipocotilos inducidos en medio
MS + 2,4-D, e) Matraces en agitacion con medio liquido MS + 2,4-
D para embriogénesis somatica y f) Embriones somaticos
después de 45 dias de cultivo en medio liquido MS + 2,4-D.

Los embriones somaticos (ESs) se separaron en diferentes momentos de
desarrollo: ESs en estadios iniciales (globular y acorazonado) y ESs en estadios

avanzados (torpedo y cotiledonar).
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2.2.2 EXTRACCION DE ARN DE TEJIDOS DE C. chinense EN DIFERENTES
MOMENTOS DE LA INDUCCION Y DURANTE LA EMBRIOGENESIS
SOMATICA

Se tomaron muestras de tejido en diferentes momentos de la induccion,
embriogénesis somatica (ES) y embriogénesis cigética (EC): Hipocotilo a los 0
dias (HO), 10 dias (H10), 20 dias (H20) y 30 dias (H30) de induccion, embriones
somaticos iniciales (ESI), embriones somaticos avanzados (ESA) (Figura 2.2). Los

cuales se almacenaron en tubos Eppendorf a -80 °C.

Figura 2.2. Hipocotilos en induccién a los 0 dias (a), 10 dias (b),
20 dias (c) y 30 dias (d); embriones somaticos iniciales (e y f),
embriones somaticos avanzados (g y h).
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En el caso de los embriones cigdticos iniciales (ECI) se extrajeron de frutos de
tamafo pequefio (1.43 £ 0.11 cm, Figura 2.3a), las semillas son de una coloracion
blanco-verdosa con una testa muy suave con una alta cantidad de agua. Los
embriones cigoticos avanzados (ECA) se extrajeron de frutos maduros (4.8 + 0.15,
Figura 2.3b) que presentan semillas de color blanco crema, una testa de mayor
dureza y con la presencia de endospermo.

Figura 2.3. Frutos de C. chinense en diferentes momentos de
desarrollo. a) Frutos pequefos y b) Frutos maduros (barra=1 cm).

La extraccion de ARN total se realizé tomando 1 g de tejido y agregando 5 ml del
reactivo Trizol siguiendo la metodologia de Chomczynski y Sacchi, (1987). A las
muestras se les eliminé el ADN mediante el kit ADN-Free de Ambion.

La integridad del ARN se verifico en geles de agarosa al 1.4% tefiidos con

bromuro de etidio (60 ug/ml) con buffer TAE 1X a 80 V. Las muestras se
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cuantificaron en un NanoDrop y fueron almacenadas a -20 °C hasta su posterior

uso.

Figura 2.4. Geles de agarosa que comprueban la integridad del
ARN total extraido. H: Hipocotilo a los 0 dias de induccién, H10:
Hipocotilo a los 10 dias de induccidn, H20: Hipocotilo a los 20 dias
de induccion, H30: Hipocotilo a los 30 dias de induccion, ESI:
embriones somaticos iniciales, ESA: embriones somaticos
avanzados, ECI: embriones cigéticos iniciales, ECA: embriones
cigbticos avanzados.

2.2.3. SINTESIS DE ADNc A PARTIR DE DIFERENTES TEJIDOS

Para la sintesis de ADN complementario (ADNc) se siguié el protocolo del
fabricante (Promega) tomando 2 ug de ARN total, 1 ul de OligodT y agua libre de
nucleasas hasta un volumen final de 13 ul la mezcla se precalenté a 65 °C por 5
min. Posteriormente se agregd 1ul de dNTPs (10mM), 5 ul de FS-Buffer, 1 ul de
DTT (0.1 M), 1 ul de RT-Superscript Il posteriormente la mezcla se calenté 50 °C

(60 min) y la reaccién se finalizé a 70 °C (15 min). La integridad de las muestras
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se verificd en geles de agarosa al 3%, tefidos con bromuro de etidio con buffer
TBE 1X a 90V (Figura 2.5). Las muestras se almacenaron a -20 °C hasta su uso

posterior.

M H H10 H20 H30 ESI ESA ECI ECA

650

500
400

300

200

100

Figura 2.5. Geles de agarosa que comprueban la integridad del
ADNCc sintetizado. H: Hipocotilo a los 0 dias de induccién, H10:
Hipocotilo a los 10 dias de induccién, H20: Hipocotilo a los 20 dias
de induccion, H30: Hipocotilo a los 30 dias de induccion, ESI:
embriones somaticos iniciales, ESA: embriones somaticos
avanzados, ECI: embriones cigéticos iniciales, ECA: embriones
cigoticos avanzados.

2.2.4 DISENO DE CEBADORES

Se utilizé la base de datos del NCBI y se tomaron como criterio de busqueda
proteinas PIN1, PIN4 y PIN7 de tomate (Solanum lycopersicum). Se utilizo el
algoritmo nucleotide-BLAST, los resultados se filtraron sélo para Solanaceaes y se
utilizaron las secuencias con el valor E mas bajo. Se identificaron y descartaron
los fragmentos de la secuencia que codifica para los dominios conservados entre
los miembros de la familia PIN. Los cebadores se disefiaron con el programa

Primer3Plus y se anlizaron en OligoAnalyzer (IDT Technologies).
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Cuadro 2.1. Cebadores de tomate empleados para amplificar el gen PIN1 (Acceso:
NM_001247234.1).

Cebador Secuencia Tm | Posicién Fragmento
PIN1.1TF TCCTGTTTCTGATGTTTTTGGA | 63.3 1098 118 pb
PIN1.1TR GTTCCTTTGCCCCTCRACTT | 64.2 1215
PIN1.2TF BATGGCAACAAAGCACACRA | 64.1 1006 117 pb
PIN1.2TR | TCCTCCAAARRCATCAGAARCA| 63.3 1117
PIN1.3TF TTTTACTCAATGGTGGCTGGT | 63.2 778 209 pb
PIN1.3TR CCTGGATTTGGTGCTGGATA 6d4.7 986
PIN1.4TF GCTGGTACTGCTGGGAGARA 64.3 793 233 pb
PIN1.4TR TTGTGTGCTTTGTTGCCATT | 64.1 1025
PIN1.5TF TTATCATGGTGGAGCAGCAG | 63.8 521 299 pb
PIN1.5TR TATTGTTCCTTTGCCCCTCA | 64.2 1219
PIN1.6TF TCARATGCCTCAAGGTCTGA 63.4 625 398 pb
PIN1.6TR TGTGCTTTGTTGCCATTGTT | 64.1 1022
PIN1.7TF TTATCATGGTGGAGCAGCAG | 63.8 921 101 pb
PIN1.7TR TGTGCTTTGTTGCCATTGIT | 64.1 1003
PIN1.8TF ARCAATGGCAACARAGCACA 6d4.1 1003 153 pb
PIN1.8TR GCTGCAGGCTGGTCTAGATT 63.4 1156
PIN1.9TF GCTGGTACTGCTGGGAGARR 64.3 793 232 pb
PIN1.9TR TTGTGTGCTTTGTTGCCATT | 64.1 1006
PIN1.10TF | AATGGCRAACAAAGCACACARA |64.1 1006 209 pb
PIN1.10TR| GITCCTTTGCCCCTCRACTT | 64.2 1196
PIN1.11TF TCAAATGCCTCAAGGTCTGA 63.4 625 397 pb
PIN1.11TR| TGTGCTTTGTTGCCATTGTT 64.1 1003
PIN1.12TF | AATTCAAGAGGGCCAACTCC | 64.2 853 366 pb
PIN1.12TR| TATTGTTCCTTTGCCCCTCA | 64.2 1200

Cuadro 2.2. Cebadores de tomate empleados para amplificar el gen PIN4 (Acceso:

NM_001247255.1).

Cebador Secuencia Tm | Posicién Fragmento
PIN4.1TF CARAACCTCAGCAGCCAAAT 64 989 185 pb
PIN4.1TR| ATCATTGCCACCGAACACAT 65.2 1173
PIN4.2TF CGACCCCGAGACCATCTAAT 65 836 194 pb
PIN4.2TR TTCCTGCTTCTGCGTTTGTA 63.5 1029
PIN4.3TF | CAATGATTTCAGTGCCRACG | 64.1 1167 210 pb
PIN4.3TR| AGTCCAGTGGGTCCCTCTTT 63.8 1376
PIN4.4TF | CCAATTTTGGTCCTGCAGAT 63.8 788 283 pb
PIN4.4TR TTAGCATTTGGCTGTTGGTG 63.6 1070
PIN4.5TF TCTCACCGGAGCTGAGATTT 63.9 672 342 pb
PIN4.5TR TGTACATTTGGCTGCTGAGG 63.8 1013
PIN4.6TF TGTACATTTGGCTGCTGAGG 63.8 672 337 pb
PIN4.6TR| ATTTGGCTGCTGAGGTTTTG 64 1008
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Cuadro 2.3. Cebadores de tomate empleados para amplificar el gen PIN7 (Acceso:
NM_001247275.1).

Cebador Secuencia Tm | Posicidn Fragmento
PIN7.1TF ATGACACCACGACCATCCA 65.3 691 125 pb
PIN7.1TR TTTTTCCCATTCACCATTGA 62.7 815
PIN7.2TF | GCTGAAGTITGGTGATGATGG | 63.2 580 132 pb
PIN7.2TR ATTGGATGGTCGTGGTGTC 63.4 711
PIN7.3TF | ATGTGTTCAGGGGAGGTGAC | 63.9 1046 219 pb
PIN7.3TR CAGCAGGCATAGCAGTAGCC 64.9 1264
PIN7.4TF CAGGGGAGGTGACTTTGGTA 63.9 1053 218 pb
PIN7.4TR CACTAGCAGCAGGCATAGCA 6d.2 1270
PIN7.5TF | TCTTTCCATGACACCACGAC |63.7 684 378 pb
PIN7.5TR| CCTCCCCTGAACACATGAAT 63.8 1071
PIN7.6TF | ACACCACGACCATCCAATTT od 694 372 pb
PIN7.6TR| GTCACCTCCCCTGAACACAT 63.9 1065

2.2.5. CONDICIONES DE AMPLIFICACION PARA PIN1, PIN4 Y PIN7

Cada tubo de reaccion para PCR contenia los siguientes componentes: a un
volumen final de 10 pul: 1X PCR Buffer, 1.5 mM de Cloruro de Magnesio (MgClz2),
20 uM de dNTPs, 1.5 uM de cada cebador, 0.3 pl Taq polimerasa (Invitrogen) y
400 — 1,200 ng ADNCc.

Las condiciones de amplificacion fueron: 94 °C (3 min); 35 ciclos de 94 °C (15
s), un gradiente de 60 °C a 66 °C (30 s), 72 °C (30 s) y una extension final de 72
°C (10 min).

El gradiente de temperatura que se le aplica a la reaccion es para determinar la
temperatura de alineamiento 6ptima para el par de cebadores. Los fragmentos se

visualizaron en un gel nativo de agarosa al 3% tefiido con de bromuro de etidio
(1ug/-pl).
2.2.6. ELECTROFORESIS DE RNA

Preparacién del gel: Se pes6 0.9 g de agarosa (3%) y se introdujo en un matraz

Erlenmeyer, posteriormente se afiadidé 35 mL del buffer de electroforesis (TAE),
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seguidamente, la agarosa con el TAE fue expuesta a calor para la disolucién de
este gelificante, posteriormente fue vertida la agarosa en la bandeja de la camara
de electroforesis y se le agregd 4 uL de bromuro de etidio. Se dejo solidificar la
agarosa con los peines respectivos y finalmente se afadid el buffer de

electroforesis hasta el borde del gel.

2.2.7. REAMPLIFICACION DE FRAGMENTOS Y ANALISIS DE SECUENCIAS

Los fragmentos de tamafo esperado para los diferentes genes se reamplificaron
utilizando la condicion 6ptima del gradiente y ajustando las concentraciones de
cada componente a un volumen final de 50 ul con un total de 20 ul de Producto de
PCR. Los fragmentos se purificaron utilizando el kit QlIAquick PCR Purification Kit
(QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los fragmentos se
visualizaron en un gel de agarosa (3%) tefido con bromuro de etidio (1ug/ ml).

La cuantificacion de los fragmentos se realizd en un Nanodrop a 260 nm
posteriormente los fragmentos se enviaron a la Universidad de Davis en California.
Las secuencias se compararon en bases de datos del NCBI (National Center for

Biotechnology Information) mediante el algoritmo BLASTn.

2.2.8. ANALISIS FILOGENETICO

Las secuencias obtenidas con un valor de E bajo se tomaron para la
reconstruccion filogenética, se alinearon con el programa MEGAG6 usando el
algoritmo MUSCLE. La historia evolutiva fue deducida por el método de Maxima
Verosimilitud (ML), y el modelo se ajusté dependiendo de los diferentes criterios
arrojados por el programa. La construccién del arbol consenso BS se realizé a
partir de 1000 réplicas que se tomaron para representar la historia evolutiva de los
taxones analizados. Las ramas correspondientes a las particiones indican que en

menos del 50% de las réplicas de BS son colapsadas. El porcentaje de réplicas de
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arboles cuando se asocian con taxones agrupados muestran la réplica de BS de

1000 réplicas al lado de las ramas. El arbol es dibujado a escala, con la longitud

de las ramas en las mismas unidades que los de las distancias evolutivas que se

utilizan para deducir el arbol filogenético.

2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1 AMPLIFICACION, ALINEAMIENTO Y ANALISIS FILOGENETICO DE LOS
GENES PIN1, PIN4Y PIN7 DE C. chinense

2.3.1.1 PIN1

Se realizaron gradientes de doce pares de cebadores de PIN7 disefiados a partir

de secuencias de tomate; sin embargo, no amplificé ninguno. Posteriormente se

disefaron seis pares de cebadores adicionales a partir de secuencias del genoma

de Capsicum annuum (Cuadro 2.4), recientemente secuenciado.

Cuadro 2.4. Cebadores de C. annuum empleados para amplificar el gen PIN1
(Acceso: Capa03g000765).

CEBADOR SECUENCIA Tm Regidn TAMANO
CaPINl1.1F TTTACTCAATGGTTGCTGGTG 58.7 125
CaPINl1.1R TGATTTCCCACTTTCCTCCTC 60.4
CaPIN1.2F TTTTACTCAATGGTTGCTGGTG 60 126
CaPIN1.2R TGATTTCCCACTTTCCTCCTC 60.4
CaPIN1.3F TGATTTTTACTCAATGGTTGCTG 56.2 130
CaPIN1.3R TGATTTCCCACTTTCCTCCTC 60.4

Aunque amplificaron bandas unicas con los tres pares de cebadores a las tres

temperaturas del gradiente, se decidid elegir el par 2 por mostrar una banda mas

visible (Fig.2.6). El fragmento obtenido se secuencio y se realizé un BLASTn en el
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NCBI y en Pepper Genome (Cuadro 2.5). Se pudo observar que la mayor parte de

las secuencias pertenece a la familia de las Solanaceas.

Capsicum chinense PIN1 putativo (CcPIN1 - 84 pb):

TGCAATGATGTTTATGGTATGTCTAATAATTCAAGAGGGCCAACTCCGAGACC

TTCAAATTATGAGGAGGAAAGTGGGAAATCA

Par 1 Par 2 Par 3
| |

[60'c 62.8°c 6a.ac & \l60°c 62.8°C 6a.4c 8 |[60°C 62.8°c 644’c 8] M

300

200

100

Figura 2.6. Gradientes para la amplificaciéon de PIN7T en ADNc de
planta completa de C. chinense.

Cuadro 2.5. Alineamiento de PIN1 putativo de C. chinense en diferentes especies

mediante BLASTn.

Especie Gen Identidad Valor E Acceso
Capsicum annuum PIN1 100% 8x10-0 Capanal3g000765

Solanum PIN1 96% 4¥10-28 XM 006341465.1
tuberosum

Solanum PIN1 95% 2%10722 NM 001247234.1

lycopersicum

Nicotiana PIN1 86% 1X1072# KC460399.1
tabacum
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Las secuencias enlistadas se alinearon utilizando el programa MULTALIN (INRA)

donde se observod el alto grado de identidad de la secuencia obtenida con otras

especies (Figura 2.7).

C_chinense
C_annuun
S_tuberosun
S_lycopersicun
Consensus

C_chinense
C_annuun
S_tuberosun
S_lycopersicun
Consensus

1121 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190
| + + + + + + |

TGC=-AATGATGTTTATGGTATGTCT
TTACTCARTGGTTGCTGGT ====== GGARGGAACTCARACTTTGGTGCARATGATGTTTATGGTATGTCT

TTACTCARTGGTGGCTGGTACTGCTGGGAGARACTCARACTTTGGTGCTAATGATGTTTATGGTATGTCT
TTACTCAATGGTGGCTGGTACTGCTGGGAGAAACTCAARRCTTTGGTGCTAATGATGTTTATGGTATGTCT
ttactcaatggt . pctegt., .. ...p¢.ap,aactcaaactbbegTGC ,ARTGATGTTTATGGTATGTCT

1191 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260
| + + + + 4 + |
AARTARTTCARGAGGGCCAACTCCGAGACCTTCAARARTTATGAGGAGGARAGTGGGARATCA

ARTARTTCARGAGGGCCAACTCCGAGACCTTCAARTTATGAGGAGGAAAGTGGGARATCAARGATTCARCA
AATAATTCARGAGGGCCAACTCCAAGACCTTCAAATTATGAGGAAGAARAGTGGGARGTCARGATTCAATA
AATAARTTCARGAGGGCCAACTCCARGACCTTCTAATTATGAAGAAGARAGTGGARRATCAAGATTCAATA
AATARTTCARGAGGGCCAACTCCgAGACCTTCaARTTATGAgGAgGAARGTGGgARaTCAagattcaa, a

Figura 2.7. Alineamiento de PINT1 putativo en C. chinense con
diversas especies: Capsicum chinense, Capsicum annuum,
Solanum lycopersicum 'y Solanum tuberosum.

Se calculd las distancias evolutivas usando el modelo Kimura de 2 parametros

mas distribucion gamma y se encuentran en las unidades del numero de

sustituciones de aminoacidos por sitio. El analisis incluyé a 19 secuencias de

aminoacidos utilizando la secuencia homoéloga de Populus tremula x populus

tremuloides como grupo externo. La reconstruccion filogenética mostré que la

secuencia putativa de PIN1 de C. chinense se agrupa de manera cercana con

secuencias predichas de PINT con otros miembros de las Solanaceas del género

Capsicum, Nicotiana y Solanum (Fig.2.8).
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94| Capsicum chinense

Capsicum annuum

Nicotiana sylvestris
Nicotiana tomentosiformis
Solanum tuberosum

Solanum lycopersicum

Cicer arietinum

Podophyllum peltatum

Glycine max

1 Prunus mume

19 Gossypium raimondii

23
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Arabidopsis lyrata

Fapaver rhoeas

Sesamum indicum

52|

a9 Capsella bursa pastoris
70 Arabidopsis thaliana
68 Camelina sativa

Populus tremula x Populus tremuloides

01

Figura 2.8. Reconstruccion filogenética de PINT putativo utilizando
ML, con Kimura de 2 parametros mas distribucibn gamma y un

BS= 1,000 repeticiones.

2.3.1.2 PIN4

Se realizaron gradientes de seis pares de cebadores de PIN4 disefiados a partir

de secuencias de tomate, siendo el tercer par de cebadores el que mostré una

banda unica del tamano esperado utilizando cDNA de planta completa (Figura

2.9).
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Par 1 Par 2 Par 3
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Figura 2.9. Gradientes para la amplificacion de PIN4 en ADNc de
planta completa de C. chinense.

El fragmento obtenido se secuencio y se realiz6 un BLASTn en el NCBI y en

Pepper Genome (Cuadro 2.6) donde se observa que la mayor parte de las

secuencias pertenece a la familia de las Solanaceas.

Capsicum chinense PIN4 putativo (CcPIN4 - 151 pb):
TTCGCGTGTTGGTTTCATATCTCCCCAAAATGGGGATACAAAAGGCATTCCCC
AACGGGAGAATCGGAGGGGAGGATTCACCTTTGGAGTGCTATTGGTGGCGAA
AAAAATGGAGACAAAGAAAAAGCATACGTGAAGGACCCACTGGACT
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Cuadro 2.6. Alineamiento de PIN4 putativo de C. chinense en diferentes especies

mediante BLASTn.

Especie Gen Identidad Valor E Acceso
capsicum PIN4 g0y ]_Xlo—ﬁe Capangl0g001908
annuum
Solanum PIN4 T6% 2¥10-15 NM 001247255
lycopersicum
Nicotiana PIN4 TAY 1X10-5 KC433529.1
tabacum

Las secuencias enlistadas se alinearon utilizando el programa MULTALIN (INRA)

donde se observo el alto grado de identidad de la secuencia obtenida con otras

especies (Figura 2.10).

Capsicun_chinense
Solanun_lycopersicun
Nicotiana_tabacun
Capsicun_annuun
Consensus

Capsicun_chinense
Solanun_lycopersicun
Hicotiana_tabacun
Capsicun_annuun
Consensus

Capsicun_chinense
Solanun_lycopersicun
Hicotiana_tabacun
Capsicun_annuun
Consensus

1191 1200 1210 1220 1230 1240 1250
I + + + + + +
TTCGCGTGTTGGTTTCATATC-TCCCCARAATGGG
CGARCAATCGGGTCGATCCGATGGAGC TARAGARATTCGARTGTTGGTTTCTGATCATACTCARAATGGA
CGARCAATCTGGTCGGTCCGATGGTGC TARAGARATTAGGATGTTGGTTTCTGATCATCCTCARARTGGG

TGTTGGTTTCAGATCATCCCCARAATGGG

sssssssssssssssssssssssssssssssssssbl 2 JJGTTGGTTTCagATCaTcCcCARARTGGE
1330

1260
1

1261 1270 1280 1290 1300
| + + + + + + |
GATACAA---AAGGCATTCCCCARC--GGGAGARTCGGAGGGGAGGATT-CACCTTTGGAG-TGCTATTG
GATAGTA---ARGCCATTCCGCARATAGGGGAATTTGGTGGTGAGGATTTCACTTTTGGAGGTGCCAATG
GATAATACTARAGCCAT TCCGCARAGTGGGGACTTTGTTAGGGARGATTTTAGCTTTGGAGGTGCCAATG
GATACAA---AAGCCATTCCCCARACAGGAGAAT TTGGAGGGGAGGATTTCACCTTTGGAGGTGCGAATG
GATAcaA., , .ARGcCATTCCcCARa , abhggaat TLGgaghgbAgGATTLcAce TTTGGAGETGE . AATG

1400
1

1310 1320

1331 1340 1350
| + # + + +
GTGGCGARAARAARTGGAGACARAGAAAARG-CATACGTGAAGGACCCACTGGACT
GTGGTGGARAAGATGGCGATGAAGARRARGGCGAARAARGAGGGACCCACTGGACTGACTARARCTAGGGTC
GTGGTGGARAAGATGGAGATGAAGARRARGGAGAAARRGAGGGACCCACTGGACTGACTARACTGGGGTC
GTGGTGGAAARGATGGAGACGAAGARAAAG

GTGGLGgARARgATGGaGAcgARGARAAAG, , , .a, . .fa.ppacccactegact , oo ssssssssssss

1360 1370 1380 1390

Figura 2.10. Alineamiento de PIN4 putativo en C. chinense con

diversas especies:

Capsicum chinense, Capsicum annuum,

Solanum lycopersicum y Nicotiana tabacum.

Se calculé las distancias evolutivas mediante el modelo Kimura de 2 parametros
mas distribucion gamma y se encuentran en las unidades del numero de
sustituciones de aminoacidos por sitio. El analisis incluyé a 14 secuencias de
aminoacidos utilizando la secuencia homologa de Medicago truncata como grupo
externo. La reconstruccion filogenética mostré que la secuencia putativa de PIN4

de C. chinense se agrupa de manera cercana con secuencias predichas de PIN4
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con otros miembros de las Solanaceas como C. annuum, S. tuberosum y S.

lycopersicum (Figura 2.11).

Camelina sativa

49

Brassica rapa

n

Arabidopsis lyrata

44

Arabidopsis thaliana

Tarenaya hassleriana

Malus domestica

Gossypium raimondii

Micotiana tabacum

Cicer arigtinum

Solanum tuberosum
a0
Solanum lycopersicum
Capsicum chinense
56 ]
CQPSICUITI annuum

25

Medicago truncata

i
0.1

Figura 2.11. Reconstruccion filogenética de PIN4 putativo
utilizando ML, con Kimura de 2 parametros mas distribucion
gamma y un BS= 1,000 repeticiones.

2.3.1.3 PIN7

Se realizaron gradientes de seis pares de cebadores de PIN7 disefiados a partir
de secuencias de tomate, sin embargo no amplificé ninguno. Posteriormente se
disefiaron seis pares adicionales a partir de secuencias del genoma de Capsicum

annuum (Cuadro 2.7).
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Cuadro 2.7. Cebadores de C. annuum empleados para amplificar el gen PIN7
(Acceso: Capang10g001908).

Cebador Secuencia Tm | Posicién Fragmento
PIN7.1TF ATGACACCACGACCATCCA 61 691 125 pb
PIN7.1TR| TTTTTCCCATTCACCATTGA 59 815
PIN7.2TF GCTGAAGTTGGTGATGATGG 59 580 132 pb
PIN7.2TR ATTGGATGGTCGTGGTGTC 59 711
PIN7.3TF | ATGTGTTCAGGGGAGGTGAC 60 1046 219 pb
PIN7.3TR| CAGCAGGCATAGCAGTAGCC 60 1264
PIN7.4TF CAGGGGAGGTGACTTTGGTA 60 1053 218 pb
PIN7.4TR| CACTAGCAGCAGGCATAGCA 60 1270
PIN7.5TF TCTTTCCATGACACCACGAC 60 684 378 pb
PIN7.5TR CCTCCCCTGAACACATGAAT 60 1071
PIN7.6TF | ACACCACGACCATCCARATTT 60 694 372 pb
PIN7.6TR| GTCACCTCCCCTGARACACAT 60 1065

Amplificaron bandas con los seis pares de cebadores a las tres temperaturas del
gradiente, se decidio elegir el par 2 por mostrar las bandas unicas mas visibles
(Figura 2.12).
Par1l Par 2 Par3 Par 4 Par 5 Par 6
1 | I y) i I

s4°C 66°C B llsoe esac eec 8|

100

L A Wy 3

Figura 2.12. Gradientes para la amplificacion de PIN7 en ADNc de
planta completa de C. chinense.

64



CAPITULO Il

El fragmento obtenido se secuencio y se realiz6 un BLASTn en el NCBI y en
Pepper Genome (Cuadro 2.8) donde se observa que la mayor parte de las

secuencias pertenece a la familia de las Solanaceas.

Capsicum chinense PIN7 putativo (CcPIN7 - 195 pb):
GATACTGGTGAAGCACTTGAGCTCCAAACAAACATGTGAAGATCTTTTCCACC
TTCACTTCCATTACCCTTCTTCTTTGTCCCCGCCGGTCCGGTTGCCGGAGAAA
ATATCCCAGCATTAGTAGGTGCAGGGTAAATGGAAGTGAAGGTGGAAAAGAT
CTTCACATGTTTGTTTGGAGCTCAAGTGCTTCACCAG

Cuadro 2.8. Alineamiento de PIN7 putativo de C. chinense en diferentes especies
mediante BLASTn.

Especie Gen Identidad Valor E Acceso
Capsicum PIN7T 99g 2}{10—68 Capangl0g001%08
annuum
Solanum PINT 90% 2X10-42 | NM _001247275.1
lycopersicum
Solanum PIN1 91% 5%¥10-40 XM 006339198.1
tuberosum

Las secuencias enlistadas se alinearon utilizando el programa MULTALIN (INRA)
donde se observé el alto grado de identidad de la secuencia obtenida con otras

especies (Figura 2.13).

911 920 930 940 950 960 970 980

| + + + + + + |

Capsicun_chinense GGTCCGGTTGCCGGAGAAARTATCCCAGCATTAG============= TAGGTGCAGGGTAARATGGAAGTG
Capsicun_annuun CCTACTARTGCTGGGATATTTTCTCCGGCAARCCGGACCGGCGELGLACARAGARGAAGGGTARTGGAAGTG
Solanun_lycopersicun CCTACTARTGCTGGGATTTTTTCTCCGGCAATCGGACCGG---GGACARARAAGAAGGCTAATGGGACAG
Consensus cclTaltaaTGCeGGgatattTeetCCgGlAatcGgacegg. .. .gracaflagaaglaGG, LAATGGaAgLG

981 930 1000 1010 1020 1030 1040 1050
| + + + + * + |

Capsicun_chinense AAGGTGGAAAAGATCTTCACATGTTTGTTTGGAGCTCAARGTGCTTCACCAG
Capsicun_annuun AARGGTGGAARAGATCTTCACATGTTTGTTTGGAGTTCARGTGCTTCACCAGTATCTGAARGGAGGGATTCA
Solanun_lycopersicun AARGTGGAARAGATCTTCATATGTTTGTTTGGAGTTCARGTGCTTCACCAGTATCTGAAGGAGGGATTCA
Consensus AAgGTGGAARAGATCTTCAcATGTTTGTTTGGAGE TCARGTGCTTCACCAGLat.ctgaaggagggattca

Figura 2.13. Alineamiento de PIN7 putativo en C. chinense con
diversas especies: Capsicum chinense, Capsicum annuum 'y
Solanum lycopersicum.
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El alineamiento mostré que la secuencia putativa de PIN7 de C. chinense no se
alinea como se esperaria con secuencias predichas de PIN7 pertenecientes a
otros miembros de las Solanaceas, esto podria ser debido a las siguientes
razones: 1) el tamafo reducido del fragmento secuenciado, y 2) la porciéon no
conservada de este alineamiento pertenece al dominio transmembranal de la
proteina (dominio conservado entre PINs pero divergente entre especies). La parte
conservada (apenas 30 pb) pertenece al loop hidrofilico (dominio divergente entre
PINs pero conservado entre especies) que contiene los motivos que tienen una
funcion de fosforilacion (TPRXS).

Arabidopsis thaliana

20 Arabidopsis lyrata

Camelina sativa
98

Capsella bursa pastoris
24

Brassica rapa

Vigna angularis

Solanum lycopersicum

Capsicum chinense
98

Capsicum annuum

’—Cucumis melo
S Cucumis sativus

Vitis vinifera

0.1

Figura 2.14. Reconstruccion filogenética de PIN7 putativo
utilizando ML, con Kimura de 2 parametros mas distribucion
gamma y un BS= 1,000 repeticiones.

Se calculé las distancias evolutivas mediante el modelo Kimura de 2 parametros
mas distribucion gamma y se encuentran en las unidades del numero de

sustituciones de aminoacidos por sitio. El analisis incluyé a 12 secuencias de
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aminoacidos utilizando la secuencia homéloga de Vitis vinifera como grupo
externo. La reconstruccion filogenética mostré que la secuencia putativa de PIN7
de C. chinense se agrupa de manera cercana con secuencias predichas de PIN7
con otros miembros de las Solanaceas como C. annuum'y S. lycopersicum (Figura
2.14).

2.3.2 EXPRESION DE PIN1, PIN4 Y PIN7 EN HIPOCOTILOS EN INDUCCION,
EMBRIONES CIGOTICOS Y EMBRIONES SOMATICOS DE C. chinense

Se us6 como marcador constitutivo el gen 78S ribosomal (PM: 200 pb) para todos
los tejidos de C. chinense. Con el uso de este house keeping se ha observado
expresion homogénea en todos los tejidos, ademas de presentar la misma

intensidad de banda (expresién) en todos los tejidos analizados (Figura 2.15).

Figura 2.15. Expresidon del gen constitutivo 78S ribosomal para
verificar la integridad del ADNc en diferentes tejidos de C.
chinense (PM: 200 pb). H: Hipocotilo a los 0 dias de induccion,
H10: Hipocotilo a los 10 dias de induccion, H20: Hipocotilo a los
20 dias de induccion, H30: Hipocotilo a los 20 dias de induccién,
ESI: embriones somaticos iniciales, ESA: embriones somaticos
avanzados, ECI: embriones cigoéticos iniciales, ECA: embriones
cigoticos avanzados.
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En la siguiente figura (Figura 2.16) se ilustra los resultados del andlisis RT-PCR
semi-cuantitativo en hipocotilos a los 0, 10, 20 y 30 dias de tratamiento con 2,4-D
para inducir la embriogénesis somatica, y en embriones somaticos y cigéticos en

estadios iniciales y avanzados de su desarrollo.

H H10 H20 H30 ESI ESA ECI ECA

LU w

CcPIN1 f - -
CcPIN4

CcPIN7

185

Figura 2.16. Expresion de los genes CcPIN1, CcPIN4 y CcPIN?Y.
H: Hipocotilo a los 0 dias de induccién, H10: Hipocotilo a los 10
dias de induccién, H20: Hipocotilo a los 20 dias de induccion,
H30: Hipocotilo a los 30 dias de induccién, ESI: embriones
somaticos iniciales, ESA: embriones somaticos avanzados, ECI:
embriones cigoéticos iniciales, ECA: embriones cigéticos
avanzados.

Como se aprecia, la intensidad de las bandas de los genes CcPIN en los estadios
de desarrollo del embrién, con respecto a la intensidad de la banda del gen
constitutivo 78S ribosomal, de manera general fue menor en las muestras

analizadas, esto permite visualizar los siguientes patrones de expresion relativa:

e La expresion de CcPIN1 en hipocotilos en induccién es baja, especialmente
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a los 0 dias donde es nula, aumenta a los 10 dias, disminuye a los 20 dias
y aumenta de nuevo a los 30 dias. La expresibn es mayor en los
embriones, especialmente en embriones cigéticos iniciales, sin embargo,

sigue siendo menor que el gen 718S.

e El patron de expresion de CcPIN4 es muy similar al de CcPIN1 salvo las
siguientes excepciones: hay una minima expresion en hipocotilos a los 0
dias de induccion a diferencia de CcPIN1 donde es nula. De entre
embriones somaticos y cigoticos, la intensidad de la banda es levemente

mayor en los embriones cigoticos.

e El patrén de expresion del gen CcPIN7 en hipocotilos en induccién es la
misma que en CcPIN4, sin embargo en H10, H20 y H30, la intensidad de
las bandas son mayores, especialmente el H10 donde incluso es mayor que
la intensidad de la banda del gen 78S. De entre los embriones, la expresion
es mayor en embriones cigoticos, especialmente en la fase avanzada

donde la intensidad de la banda es la misma que el gen 18S.

Los resultados obtenidos muestran que la intensidad de la banda del gen CcPIN7
en hipocotilos de C. chinense fue relativamente mayor que la de CcPIN1y CcPIN4
(Figura 2.17a), el medio de cultivo utilizado en este trabajo para inducir la
embriogénesis somatica (Avilés-Vifias et. al., 2012) contiene una concentracion de
9.05 uM de 2,4-D. Estos resultados coinciden con lo reportado por Vieten et. al.,
(2005) en 2005 (Figura 2.17b) quienes al analizar por RT-PCR la expresién de los
genes PIN en plantulas de Arabidopsis cultivadas en diferentes concentraciones
de 2,4-D, encontraron que la expresion de los diferentes genes PIN revelaron
diferentes cinéticas, en dependencia de la concentracion de esta auxina en el
medio de cultivo, resultando que cuando se trataron con 10 uyM de 2,4-D la

expresion del gen PIN7 fue superior que la de PIN1 y PINA4.
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Figura 2.17. Expresion de los genes PIN1, PIN4 y PIN7 en C.
chinense y A. thaliana. (a) Expresion de los genes PIN1, PIN4 y
PIN7 en hipocotilos en induccion, H: Hipocotilo a los 0 dias de
induccion, H10: Hipocotilo a los 10 dias de induccion, H20:
Hipocotilo a los 20 dias de induccion, H30: Hipocotilo a los 30 dias
de induccion. (b) RT-PCR mostrando la expresion diferencial de
genes PIN bajo el efecto de la concentracion de 2,4-D en
plantulas de Arabidopsis (Vieten et. al., 2005).

El aumento en la expresiéon de CcPIN1, CcPIN 4 y CcPIN 7 en los hipocotilos

durante el lapso de los 0 a los 10 dias de induccién puede ser debido a que

cuando la concentracion de auxinas enddgenas es alta (Figura 2.18), aumenta la

expresion de proteinas PIN, especificamente las PIN largas (PIN1, PIN2, PIN3,

PIN4 y PIN7) y disminuye la expresion hasta que esta concentracion se regula

(Rios et. al., 2014), lo que observamos a los 20 dias de induccién. A los 30 dias

hay un aumento en la expresién de PIN1, PIN4 y PIN7 probablemente porque ya

hay embriones somaticos globulares dentro de los explantes.
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Figura 2.18. Efecto de las auxinas en la expresion de genes PIN.
Trp: Triptofano, IPA: Acido Indol-3-Propiénico, IAA: Acido Indol
Acético, TIR/AFB: Receptor de auxinas con actividad degradadora
de Aux/IAA, Aux/IAA: Complejo con potentes dominios de
represion transcripcional, ARF: Factores Responsivos de Auxinas.
Modificado de Rios et. al., 2014.

En la Figura 2.16 se puede observar una clara diferencia en la intensidad de las
bandas de CcPIN1, CcPIN4 y CcPIN7, entre embriones somaticos y embriones
cigoticos. En un estudio realizado en embriones somaticos de Picea abis (Figura
2.19b), la intensidad de las bandas de PIN1 fue menor al compararla con su
expresion en diferentes partes de plantulas obtenidas a partir de embriones
cigoticos, lo que corrobora los resultados obtenidos en C. chinense donde se
observé mayor expresion de CcPIN1, CcPIN4 y CcPIN7 en embriones cigodticos
comparados con embriones somaticos (Figura 2.19a). Sin embargo, podemos
observar que hay un patron similar entre los embriones somaticos de P. abis y los
cigoticos de C. chinense: En los embriones iniciales es mayor la intensidad de
PIN1 que en embriones avanzados, situacidn que no se da en los embriones

somaticos de C. chinense.
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Figura 2.19. Expresiéon de PIN1 en P. abis y C. chinense. (a)
Expresion de PIN1 en embriones somaticos y plantulas de Picea
abis. Modificado de Palovaara J. et al. 2010 (b) Expresion de los
genes CcPIN1, CcPIN4 y CcPIN7 en embriones somaticos y
cigodticos de C. chinense.

Segun Patison y Catala (2012), probablemente el patron de acumulacion de
auxinas en tejidos de frutos en desarrollo de tomate esté regulado por el
transporte polar de auxinas mediado por las proteinas PIN, en este reporte la
expresion del gen PIN7 en tomate es mucho mas alta que la de PIN1 en frutos
maduros de tomate (Figura 2.20a), y en estadios tempranos de desarrollo del fruto
la diferencia de expresion entre ambos genes fue similar. Coincidiendo con lo

reportado por estos autores, en C. chinense (Figura 2.20b), la intensidad de las
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bandas sugiere que podria haber una mayor expresion de CcPIN7 que de CcPIN1,
en embriones cigodticos en estadios avanzados de su desarrollo, mientras que en
embriones cigdticos iniciales (aislados de semillas de frutos de 10 dias post

antesis).
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Figura 2.20. Expresion de los genes PIN1, PIN4 y PIN7 en C.
chinense y S. lycopersicum. (a) RT-PCR mostrando la expresion
de PIN1, PIN4 y PIN7 en frutos de Solanum lycopersicum a los 5,
14, 21, 34 dias post antesis (dpa) y en frutos marrones (Br) y rojos
(Red). Modificado de Pattison y Catala 2012. (b) Expresién de los
genes CcPIN1, CcPIN4 y CcPIN7 en embriones cigéticos iniciales
y avanzados de C. chinense.

Los genes PIN1, PIN4 y PIN7 han sido estrechamente relacionados con el
establecimiento del patron apical-basal en embriones vegetales. Sin embargo,

existen reportes que evidencian que todos los genes PIN funcionan asociados con
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otros genes. Los resultados obtenidos por Pattison y Catala (2012) indican que los
genes PIN y AUXILAX tienen una expresion especifica en los tejidos durante los
diferentes estadios de desarrollo y con frecuencia se puede superponer la
expresion de ambas familias, lo que sugiere una accion coordinada de proteinas
AUX/LAX y PIN en el establecimiento de los gradientes de auxina, durante el
desarrollo del fruto. Asi por ejemplo, un gen al que se le ha atribuido la iniciacion
de la embriogénesis somatica en muchas especies es BABYBOOM (BBM). Se
reportd6 que BBM se co-expresa junto con otros genes como GLP, GST, PIN,
WOX, LEC2, y los genes AGL15. En el trabajo de Salvo (2014), PIN1 se
coexpres6 con GST, BBM y los genes WOX (Fig.2.21).

GLF‘a GST“1
=
BBMP PINP
EEEEE \ EEEEE
Relative
LEC2b WOX¢ expression
\ T
0 24 364872
Horas en medio de
AGL] 5¢ induccién
EEEEN

Figura 2.20. Expresion relativa de los genes relacionados con la
embriogénesis somatica. a) genes mayormente asociados con
respuestas a estrés, b) genes mayormente reportados asociados
a la via de iniciacion de la embriogénesis, c) genes mayormente
reportados asociados a la formacién y desarrollo embrionario.
Modificado de Salvo et al. (2014).
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Como se ha mencionado, el bucle central entre los dominios transmembranales de
las proteinas PIN contienen residuos TPRXS (donde X puede ser cualquier
aminoacido) que son el sitio de fosforilacion de la cinasa PINOID (Michniewicz et.
al., 2007). La fosforilacion de este bucle dependiente de PINOID, junto con la
actividad antagonica de la fosfatasa PP2A, regulan la localizacion especifica de
las proteinas PIN dentro de la célula y por lo tanto la direccidn de flujo de salida de
auxinas (Friml et. al., 2004, Michniewicz et. al., 2007). También se ha reportado
que las glicoproteinas ABC-B transportadores de auxina interactuan con el region
de bucle de las PINs para mejorar la velocidad y la especificidad de flujo de salida
de auxinas (Blakeslee et. al., 2007; Geisler y Murphy 2006).
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2.4. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

2.4.1. CONCLUSION

La baja expresion de los genes CcPIN1, CcPIN4 y CcPIN7 determinada en la
etapa de induccién de la embriogénesis somatica y en los mismos embriones
somaticos, indica que probablemente se esté afectando el transporte polar de
auxina en los embriones somaticos de C. chinense, de manera tal que la inhibicion
o alteracion en la acumulacién de auxina durante la embriogénesis, puede estar
interfiriendo en el programa de division celular y subsecuentemente, la adecuada

diferenciacion del meristemo apical.

2.4.2. PERSPECTIVAS

. Los resultados que se presentan en este trabajo serviran de base para la
realizacion de futuras investigaciones orientadas a entender los mecanismos
moleculares del transporte de auxinas en Capsicum chinense Jacq., Yy

particularmente asociadas con la recalcitrancia in vitro del género Capsicum.

. Resulta fundamental medir la expresion génica con métodos cuantitativos

(gRT-PCR) a fin de tener un mayor soporte para el analisis de la expresion.

. El analisis de la expresion a nivel de proteina, por medio de anticuerpos,
puede brindar informacion valiosa para conocer la dinamica de las proteinas
relacionadas con el transporte polar de auxinas expresadas en los embriones
somaticos en momentos particulares y bajo determinadas condiciones de medio

de cultivo.

. Seria muy importante realizar analisis mediante hibridacion in situ e
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histoquimica a fin de localizar la expresion de estos genes en los embriones

somaticos y cigoéticos de C. chinense.

. Seria enriquecedor estudiar la dindmica de expresion de algunos grupos de

genes que estan relacionados con la actividad de las proteinas PIN:

l. Genes que activan y regulan la expresion de los genes PIN: ARFs,
MONOPTEROS, DRNy PLETHORA.

. Genes que codifican para enzimas que regulan la actividad de las proteinas
PIN como transportadores: cinasas AGC que fosforilan a las PINs (PINOID,
WAG1, WAG2y D6PK) y las fosfatasas que las desfosforilan (PP2A).

Il. Genes que junto con los genes PIN estan involucrados en la
embriogénesis: BBM, WOX, GLP, GLC, LEC y AGL15.
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