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RESUMEN

A partir de su descubrimiento, la embriogénesis somatica (ES) se ha convertido en un
importante modelo de estudio en diversas especies de importancia agroeconémica, no solo
como alternativa para su mejoramiento genético, sino también como modelo experimental
para el conocimiento de los mecanismos bioquimicos y moleculares necesarios para la
transformacion de una célula en un embridn somatico. Debido a su facil manipulacion, se
han estudiado diversos factores que intervienen en este proceso, siendo las auxinas los
reguladores del crecimiento vegetal (RCV) mas estudiados. Se conoce que su biosintesis
y transporte son vitales para la formacion del eje embrionario. Estudios realizados durante
la embriogénesis cigética (EC), en mutantes en Arabidopsis thaliana, han brindado
informacion sobre los patrones del transporte de auxina y su regulacion por la posicion de
las proteinas PIN, transportadores de salida de auxina desde las células. Si bien ya se
cuenta con un amplio conocimiento sobre la distribucién de auxina en el embrién cigotico,
practicamente no se conoce nada sobre este fendmeno durante la formacion de los
embriones sométicos. En el proyecto reportado en esta tesis se aportan datos y evidencia
sobre la localizacién y transporte del acido-3-indol acético durante la ES de Coffea

canephora.







ABSTRACT

Since its discovery, somatic embryogenesis has become an important model to study
various crops of agro-economic importance, not only as an alternative for its improvement,
but also as an experimental model for understanding the biochemical and molecular
mechanisms required for the transformation from one cell to a somatic embryo. Due to its
easy manipulation, it is possible to study different factors involved in this process. The auxins
are the most studied plant growth regulators and it is known that its biosynthesis and
transport are vital for proper zygotic embryo formation. Studies carried out during zygotic
embryogenesis in Arabidopsis thaliana mutants, showed that auxin transport and its
regulation by PIN transporters, are central for the development of these embryos. The aim
of this work is to contribute to the knowledge of the role of the localization of auxins and its

transport during the somatic embryogenesis of Coffea canephora.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

Las células vegetales, a diferencia de las células animales, son totipotentes y bajo ciertas
condiciones generan nuevos tejidos o incluso organismos completos. Uno de los procesos
mas estudiados es la embriogénesis somatica (ES), la cual se ha convertido en una
poderosa herramienta, para la regeneracion in vitro de especies de importancia econémica;
sin embargo, a pesar de sus multiples aplicaciones, los mecanismos genéticos, moleculares
y bioquimicos involucrados en este proceso aun no se conocen. Una de las estrategias
comunes para inducir la ES in vitro, en diversas especies, es el uso de diferentes
combinaciones y concentraciones de reguladores del crecimiento vegetal (RCV). Los RCV
mas utilizados para inducir la ES son las auxinas. Estos son compuestos de baja masa
molecular, que participan en diversos procesos fisioldgicos, en particular los relacionados
con la division, expansion y diferenciacion celular (Takatsuka y Umeda, 2014; Braun et al.,
2008). Si bien en varios modelos se requiere la presencia de una auxina exdgena durante
el periodo de induccion de la ES, diversos estudios han mostrado que el uso de inhibidores
de su biosintesis y transporte alteran el proceso embriogénico, provocando malformaciones
en los embriones somaticos (Hakman et al., 2009; Choi et al., 2001), lo que sugiere que la

auxina endogena también tiene un papel central en el proceso.

Para estudiar la distribucion de auxina en diversos procesos fisioldgicos, se han utilizado
diversas técnicas: una de ellas es la cuantificacion directa del acido indol-3-acético (AlA),
la cual proporciona informacion valiosa sobre la concentracion de auxina endogena; sin
embargo, no aporta informacion sobre la distribucion de auxina en los tejidos. Para ello se
han utilizado dos estrategias: inmunolocalizacion mediante anticuerpos anti-AlA, que nos
indica los sitios de acumulacién de auxina y la observacion de la expresién genética
mediante un promotor sintético denominado DR-5, que muestra los sitios de su sefializacion
(Ulmasov et al., 1997), sin embargo, tiene el inconveniente de que Unicamente detecta los
sitios de maxima sefializacion, por lo que existen procesos fisiolégicos en los que no se
detecta la actividad de este promotor (Petersson et al., 2009; Grieneisen et al., 2007;
Scarpella et al., 2006). Debido a ello, las técnicas inmunohistoquimicas, con los testigos

apropiados, resultan ser una buena opcion para los estudios de distribucion del AlA.

Para que la auxina actle, se quiere que se encuentre en el lugar preciso, en el momento




INTRODUCCION

adecuado, para ello es necesario de un sistema transporte. Las auxinas cuentan con dos
sistemas: uno a distancias largas a través del sistema vascular (floema) y otro a distancias
cortas regulado por transportadores transmembranales llamados PIN (Friml y Palme, 2002).
La mayor parte del conocimiento sobre el transporte de auxinas durante la embriogénesis,
se ha obtenido a través de la cigética (EC) en Arabidopsis thaliana. Se conoce que durante
la formacién del eje embrionario y de la simetria bilateral el flujo de auxina es mediado por
los transportadores PIN1, PIN4 y PIN7 (Friml y Palme, 2002; Okada et al., 1991).

En café es uno de los productos agricolas mas importantes en el mundo, debido a ello se
han realizado diversos protocolos para la induccién de ES para su propagacion, en la
mayoria es frecuente el uso de citocininas como BA y KIN (Yasuda et al., 1985; Dublin,
1981). El sistema de ES desarrollado en nuestro laboratorio consiste de dos fases: la
primera de ellas requiere del acido naftalén acético (ANA) y de cinetina (KIN); en la segunda
fase solo es necesaria la presencia de benciladenina (BA) (Quiroz-Figueroa et al., 2006a).
Debido a que durante el periodo de induccion no se requiere de una auxina exégena, €s un
buen modelo para estudiar la dinamica de la auxina enddgena y determinar su papel
durante la ES. Estudios de cuantificacién previos han mostrado que durante la etapa de
pre-condicionamiento, el AIA y algunos de sus conjugados incrementan progresivamente,
presentando una mayor acumulacioén el dia en que los explantes son transferidos al medio
de induccion (Ayil-Gutiérrez et al., 2013). El andlisis de la expresion de genes que codifican
a enzimas de la biosintesis del AlIA, mostraron que existe una mayor expresion de estos
genes durante la pre-incubacién, sin embargo, en los dias posteriores a la induccion, tanto
el AIA como sus conjugados disminuyen (Ayil-Gutiérrez et al., 2013). Por otra parte el uso
de inhibidores de su transporte, como el &cido triyodobenzoico (TIBA) provoca

malformaciones en los embriones sométicos obtenidos (Pérez Hernandez, 2013).

En estudios realizados anteriormente se ha comprobado la su biosintesis de novo,
conjugacion y transporte de auxina son cruciales para la induccion de embriones somaticos
en C. canephora (Ayil-Gutiérrez et al., 2013; Pérez Hernandez, 2013). En los dltimos afios
nuestro laboratorio se ha centrado en estudiar como influyen los mecanismos de regulacion
en la homeostasis del AlA. El presente proyecto tiene como objetivo aportar conocimiento
sobre la distribucion del AlIA y la localizacion del transportador PIN1, mediante técnicas

inmunohistoquimicas y su analisis por microscopia confocal durante la ES en C. canephora.
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ANTECEDENTES
1.1 REGULADORES DEL CRECIMIENTO VEGETAL

Las plantas tienen un estilo de vida sésil, por lo que tienen que adaptarse al medio ambiente
que las rodea para sobrevivir. Su crecimiento, desarrollo y defensa son controlados por
pequefios compuestos de sefializacion llamados RCV, los cuales modulan la division,

diferenciacion y elongacion celular (Rockwell et al., 2006).

Las auxinas, giberelinas, citocininas, acido abscisico y etileno fueron los primeros grupos
de RCV identificados durante la primera mitad del siglo XX, actualmente existen once
grupos de compuestos que han sido reconocidos como RCV (Fig.1.1), entre los que se
encuentran: los brasinoesteroides, los jasmonatos, el acido salicilico, el éxido nitrico, las
poliaminas y las estringolactonas por mencionar algunos (Santner et al., 2009). Entre estos,
las auxinas son las mas estudiadas, puesto que diversos estudios bioquimicos y genéticos
han evidenciado que participan en practicamente todos los procesos de desarrollo y
crecimiento de las plantas (Moéller y Weijers, 2009; Dubrovsky et al., 2008; Parker, 1991), lo

gue las ha convertido en un tema muy interesante en la biologia.

La auxina natural mas abundante es el AlA, un acido orgénico débil que se caracteriza por
poseer un anillo indol con una cadena lateral formada por un grupo carboxilo (Ljung, 2013);
fue identificado mediante un bioensayo in vitro, que permitié que este compuesto estimulara
el crecimiento de coleoptilos de avena con este compuesto estimularon el crecimiento de
coleoptilos de avena (Went y Thiman, 1937). Posteriormente, fueron identificados otros dos
compuestos con actividad auxinica: el acido 4-cloroindol acético (4-CI-AlA) y el &cido
fenilacético (AFA), aunque ambos se encuentran en porcentajes menores (Ljung, 2013). El
acido indol-3-butirico (AIB) también ha sido clasificado como auxina (Fig. 1.2), debido a que
es activo en varios bioensayos con raices de A. thaliana, inhibiendo su elongacion e
incrementando la formacién de raices laterales (Zolman et al., 2000), estudios bioquimicos

indican que AIB es convertido a AIA mediante 3-oxidacion (Bartel et al., 2001).
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Después del descubrimiento del AIA se sintetizaron otras moléculas, analogas
guimicamente, con funciones bioldgicas y estructurales similares como: el &cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) y el acido naftalén acético (ANA) (Fig. 1.3), los cuales se han
utilizado para determinar cémo las plantas responden a diferentes tratamientos con auxina
exdgena, debido a que son estos compuestos mas estables que el AIA y algunos se

metabolizan mas lentamente (Ljung, 2013).
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Figura 1.1 Estructura de los reguladores del crecimiento vegetal. Modificado de
Santner et al., (Santner et al., 2009).
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Figura 1.2 Auxinas naturales AIA = &cido-3-indol acético; AIB = acido 3-indol-
butirico; 4-CI-AlA = &cido 4-cloroindol acético; AFA = 4cido fenilacético.
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Figura 1.3 Moléculas similares a las auxinas naturales. 2, 4-D = &cido 2,4-
diclorofenoxiacético; ANA = 4cido naftalén acético; dicamba = acido 3,6-dicloro-
2-metoxibenzoico; picloram = &cido 4-amino-3, 5,6-tricloropicolinico.




CAPITULO |

1.2 FACTORES QUE REGULAN LA HOMEOSTASIS DEL AIA

Los procesos fisiologicos regulados por el AIA dependen de su acumulacidon espacio
temporal en los diferentes tejidos de una planta, su dinamica es regulada por la interaccion
de varios factores como su biosintesis, catabolismo, conjugacién y transporte (Fig. 1.4), los
cuales son cruciales para ejercer sus mdultiples funciones en respuesta a sefales

enddgenas y ambientales.

Biosintesis

Degradacion l Transporte
\ 0 /
OH
/ b \
N
H
AlA

Compartamentalizacién Conjugados éster

Conjugados amida Conjugados amida
AlA- Ala AlA- Asp
AlA-Leu AlA-Glu

Figura 1.4 Esquema general de los factores involucrados en la homeostasis del
AlA. Las flechas azules simbolizan reacciones que conducen a un aumento de
AlA libre, las flechas rojas conducen a una disminucién. Modificado de (Ludwig-
Muller (Ludwig-Muller, 2011).

1.2.1 Biosintesis

Aunque se sabe que el AIA tiene funciones vitales en las plantas, su biosintesis adn no ha
sido elucidada completamente. Esto se debe sobre todo a la existencia de multiples vias de
biosintesis y al funcionamiento redundante de algunas de las enzimas involucradas en su
biosintesis (Zhao, 2010). Hasta el momento se han identificado cinco rutas de biosintesis
para el AlA. Estudios bioquimicos y genéticos han determinado que cuatro de ellas tienen
como precursor al amino&cido triptéfano (Trp), el cual se sintetiza a partir del indol-3-glicerol

fosfato (IGP) en el cloroplasto (Radwanski y Last, 1995). Las rutas son nombradas de
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acuerdo al primer intermediario formado: indol-3-acetaldoxima (IAOx), &cido indol-3-
piravico (AIP), indol-3-acetamida (IAM) y triptamina (TAM) (Fig. 1.5). Debido a su gran
complejidad no todas las enzimas de estas rutas han sido caracterizadas. Actualmente la
ruta mas detallada es la del AIP debido a que consta Unicamente de dos pasos, mediados
por las enzimas triptofano aminotransferasa (TAA1) y YUCCA (Stepanova et al., 2011,

Stepanova et al., 2008).
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Figura 1.5 Modelo de las rutas de biosintesis del AIA dependientes e independientes de
Trp. Las flechas continuas hacen referencia a las vias cuyas enzimas han sido identificadas
y las flechas discontinuas a las no identificadas. ANT, antranilato; AS, antranilato sintasa;
CHA, acido corismico; IAALD, indol-3-acetaldehido; 1AM, indol-3-acetamida; IAN, indol-3-
acetonitrilo; IAOXx, indol-3-acetaldoxima; IGP, indol-3-glicerol fosfato; IGs, glucosinolatos de
indol; IGS, indol-3-glicerol fosfato sintasa; IPyA, &cido indol-3-pirGvico; PAT,
fosforribosilantranilato transferasa; TAAL, triptofano aminotransferasa Arabidopsisl; TAM,
triptamina; TSA, triptofano sinteta a, TSB, triptofano sinteta 3, YUC, YUCCA. Modificado

de Wang et al. (Wang et al., 2015).
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Si bien en un principio se penso6 que las rutas dependientes de Trp eran predominantes,
estudios de la tasa de formacion del AIA y sus precursores, evidenciaron que la velocidad
de formacidn a partir de estas vias era baja, por lo que posiblemente no cumplian con toda
la demanda, esto sugirié la participacion de otra via que pudiera complementar estos
requerimientos (Baldi et al., 1991). Analisis realizados con mutantes de A. thaliana y maiz,
incapaces de sintetizar Trp, sirvieron de base para reforzar la hip6tesis de la existencia de
una via de sintesis de AIA independiente de este amino&cido, ya que al ser suplementadas
con Trp marcado isotépicamente, la cantidad de AIA marcado fue baja, reforzando la
participacién de una via alterna de biosintesis de novo (Normanly et al., 1993; Wright et al.,
1991).

Mutantes deficientes en los pasos anteriores a la formacién de IGP mostraron niveles bajos
de Trp y AlA (Ouyang et al., 2000). Sin embargo, mutantes con defectos en las subunidades
a y B de la enzima triptofano sintasa, tuvieron niveles altos de AIA en comparacion con el
tipo silvestre, aun cuando los niveles de Trp fueron bajos (Last et al., 1991), esto mostrd
que la ruta independiente de Trp se podria ramifica a partir de IGP o indol. Analisis de la
enzima indol sintasa (INS) evidenciaron su posible participacion en esta via, ya que cataliza
la conversion de IGP a indol (Ouyang et al., 2000), estudios recientes mostraron que INS
es un componente clave de esta ruta y se localiza en el citosol, ademas de ser crucial para
la formacién del eje embrionario durante la embriogénesis cigética en A. thaliana (Wang et
al., 2015).

1.2.2 Almacenamiento y degradacion

La degradacién del AIA comienza con la descarboxilacidon de la cadena lateral o la oxidacion
del anillo indol (Gao y Zhao, 2014), aun se tiene poco conocimiento acerca de este
mecanismo. El &cido oxindol-3-acético (OxIAA) es el principal producto catabodlico del AIA
en raices de A. thaliana (Pencik et al., 2013), ademas se espera que esta reaccion sea
catalizada por la 2-oxoglutarato dioxigenasa dependiente de Fe (Il) (20GFe (ll))

dioxygenase (Zhao et al., 2013).

Si bien se ha evidenciado que la forma libre del AIA es biol6gicamente activa, éste puede
unirse a otros compuestos formando conjugados, los cuales ayudan a regular su

homeostasis, representado formas de inactivacion y reactivacion dependiendo del
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compuesto con el que se asocien (Fig. 1.6). Los conjugados pueden ser ésteres los cuales
se forman con glucosa o mio-inositol y conjugados amida formados con los aminoacidos
aspartico (Asp), glutdmico (Glu), alanina (Ala), leucina (Leu) y varios mas, estas reacciones
son catalizadas por las enzimas AlA-amido sintetasas pertenecientes a la familia de las
proteinas GH3. A. thaliana cuenta con 19 miembros en esta familia, de los cuales siete
catalizan la sintesis de estos conjugados (Staswick et al.,, 2005). Por ejemplo los
conjugados AlA-Ala y AlA-Leu pueden contribuir a la acumulacion de AlA libre mediante la
accion de AlA-amido hidrolasas pertenecientes a la familia de genes lirl (Rampey et al.,
2004; LeClere et al., 2002) representado otra forma de almacenamiento, en contraste con
los conjugados AlA-Asp y AIA-Glu cuya hidrdlisis no es posible y representan una segunda
ruta de su catabolismo (Ostin et al., 1998). Debido a que el AIB pude ser convertido a AlA,

ha sido clasificado como una forma de almacenamiento.
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Figura 1.6 Principales formas de almacenamiento y degradacion del AlA. El AIA
es sometido a catabolismo de forma irreversible mediante el acido oxindol-3-
acético (OxIAA). El AIA se puede conjugar con diversos compuestos. La
conjugacion con los acidos aspartico (Asp) y glutdmico (Glu) son irreversibles,
por lo que constituyen una segunda via de su catabolismo. Los conjugados con
alanina (Ala) y leucina (Leu) son reversibles y son considerados formas de
almacenamiento, al igual que la conversion reversible del acido indol3-butirico
(AIB). Los nombres de la familia de genes involucrados en cada via son
representados en rectangulos. La parte azul en cada estructura indica la parte
que difiere del AlA.
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1.2.3 Transporte

El AIA se distribuye de dos maneras en las plantas: una a distancias largas, desde los
tejidos de biosintesis, generalmente los meristemos, a otros tejidos mediante el sistema
vascular (floema) y otra a distancias cortas entre células adyacentes (Zazimalova et al.,
2010). Para explicar el mecanismo de su transporte, se sugirié un modelo quimiésmotico
(Rubery y Sheldrake, 1974), que propone que aproximadamente 15% del AIA (pK ~ 4.5) se
encuentra en su forma protonada en un medio ligeramente &cido (pH = 5.5) como el
apoplasto (Fig. 1.7) y debido a la naturaleza hidrofébica de su grupo indol este es facilmente
permeable en el plasmalema, por lo que su transporte de entrada a la célula se da de forma
pasiva, sin embargo, al llegar al citosol (pH = 7) sufre una desprotonacion dando como
resultado una molécula cargada, que requiere de la actividad de transportadores
especificos para su salida (Ruiz Rosquete et al., 2012). Ademas del flujo de entrada de
auxina en forma pasiva, existen otros transportadores de entrada llamados AUX1/LAX, los
cuales se activan cuando se necesita un flujo rapido y abundante de auxina (Péret et al.,
2012).
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Figura 1.7 El porcentaje de la forma ani6nica y protonada del AIA se da en
funcion del pH en los rangos de pH apoplastico y citosdlico (Péret et al., 2012).

Este modelo quimiésmotico acentud la importancia de la localizacion asimétrica de los
transportadores de salida, lo cual proporciona una direccion del flujo de auxina en las
células. Existen dos familias de proteinas en el plasmalema que se encuentran involucradas

en el transporte de salida de la auxina: los trasportadores PIN y los ABCB (Fig. 1.8), aunque

10
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existe evidencia de que son las proteinas PIN las que regulan la direccion del transporte

polar de las auxinas (Krecek et al., 2009).

Figura 1.8 Proteinas que regulan el flujo de auxina intracelular y de célula-célula.
Cuando se encuentra en forma desprotonada el AIA cruza la membrana
plasmatica (MP) a través de transportadores., Los transportadores PIN se
localizan en la MP y en el reticulo endoplasmico (RE). Cuando el AIA se
encuentra protonado, éste pasa la MP en forma pasiva. La localizacion
coordinada de los diferentes transportadores determinan la direccién del flujo de
auxina (Balzan et al., 2014).

1.2.3.1 Transportadores PIN

El modelo quimiésmotico enfatizd la importancia de la posicion de las proteinas
transportadoras de auxina, por lo que éstas fueron el blanco de varias investigaciones. Sin
embargo, los estudios fisioldgicos y bioquimicos no brindaron informacion suficiente.

El primer miembro identificado de esta esta familia fue PIN1, gracias a estudios en mutantes
de A. thaliana las cuales no desarrollaban correctamente 6rganos florales, generando un
tallo en forma de alfiler (pin en inglés, de ahi el nombre del transportador) (Okada et al.,
1991). Estos resultados enfatizaron la correcta prediccion de la hipoétesis quimidésmotica
puesto que las proteinas PIN tenian una localizacion asimétrica en las células y su posicion
correlaciona con el flujo de auxina (Friml y Palme, 2002; Okada et al., 1991). La localizacion

diferencial de las proteinas PIN determina la direccién del flujo de auxina requerida para los

11
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diferentes procesos, tales como el desarrollo del embrién, la organogénesis, y diferentes
tipos de tropismos entre otros (Benkova et al., 2003; Friml et al., 2003; Bruinsma y
Hasegawa, 1990) (Fig. 1.9).

\_13

Figura 1.9 Procesos mediados por el transporte polar de auxina en A. thaliana.
(A, B) Organogénesis. (C, D) embriogénesis. (E, F) Formacion de raices laterales
(Adamowski y Friml, 2015)

De acuerdo con sus secuencias de aminoéacidos los transportadores PIN son proteinas
integrales del plasmalema, que cuentan con dos dominios hidrofébicos de
aproximadamente cinco hélices transmembranales cada uno, separados por un domino
hidrofilico central citosélico, la estructura de los dominios hidrofébicos es conservada, por
el contrario el domino hidrofilico es mas divergente, sin embargo, los miembros del mismo
grupo tienen secuencias muy similares (Krecek et al., 2009). Aunque las proteinas PIN
tienen la caracteristica de ser transmembranales pueden ser reacomodadas en respuesta
a estimulos externos a otros sitios de la célula mediante un mecanismo ciclico entre la

membrana plasmatica y los endosomas que involucra su fosforilacion (Geldner et al., 2001).

12
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En A.thaliana la familia PIN esta formada por ocho miembros, los cuales se dividen en dos
subfamilias de acuerdo al tamafio del dominio central hidrofilico. La subfamilia que cuenta
con dominio hidrofilico amplio son aquellas que se localizan en la membrana plasmética
(PIN 1-4 y 7), el segundo grupo cuenta con un dominio mas estrecho (PIN 5y 8) y se
localizan en el lumen del reticulo endoplasmico (RE) controlando la disponibilidad y

distribucion intracelular de auxina (Mravec et al., 2009) (Fig. 1.10).

PIN1,2,3,4,6,&7 PINS & 8

5 5 ~ 5
N C N c

208-377 27-46

Figura 1.10 Estructura de las proteinas PIN. Los transportadores PIN's se
caracterizan por poseer distinto tamafio del dominio hidrofilico central (Habets y
Offringa, 2014).

Recientemente se han identificado proteinas homélogas y con una topologia similar a las
proteinas PIN llamadas PILS ubicadas también en el RE sin embargo, su funcionamiento
no es claro todavia, aungque se piensa que tienen una funcion reguladora en el metabolismo
de las auxinas puesto que afectan las relaciones de AlA libre y conjugado (Barbez et al.,
2012); sin embargo, a pesar de tener una estructura predicha y posiblemente funcién
similares, los andlisis filogenéticos permiten concluir que estas proteinas parecen ser mas

antiguas que los transportadores PIN (Feraru et al., 2012).

Si bien el conocimiento que se tiene de estas proteinas ha sido gracias a estudios realizados
con mutantes de A. thaliana, sabemos que no todas las especies pueden ser manipuladas
genéticamente. La disponibilidad de compuestos que alteran el transporte del AIA ha sido
de gran ayuda para la obtencién de nueva informacion en este campo. La identificaciéon y
caracterizacion funcional de estas proteinas ha sido facilitado, en gran medida, por el uso
de inhibidores del transporte tales como el acido N-naftiltalamico (NPA) y el TIBA (Scanlon,
2003; Mattsson et al., 1999).

13
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1.2.3.2 Transportadores ABCB

Los transportadores ABC son una gran familia de proteinas transmembranales que estan
asociadas con el movimiento de un gran numero de pequefias moléculas y nutrientes; en
las plantas estan involucradas en el transporte de RCV, lipidos, metales, metabolitos
secundarios, xenobiéticos, ademas de participar en las interacciones planta patégeno y en

la modulacion de canales iénicos (Cho et al., 2014; Lee y Cho, 2014; Lee et al., 2008).

Las proteinas ABCB, a diferencia de los transportadores PIN, se localizan en la membrana
plasméatica (MP) de una manera no polar, debido a que se anclan de forma estable y su
distribucion no cambia por estimulos, ni externos ni internos, sin embargo, sirven como
transportadores basales para la regulacién de la homeostasis intracelular del AIA (Fig.
1.11). Estudios realizados en plantas con la pérdida de la funcién de los genes que codifican
para estas proteinas mostraron que el contenido de AlA libre y el transporte de polar fueron

severamente reducidos (Geisler et al., 2005; Noh et al., 2001).

4
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Figura 1.11 Funciones de las proteinas ABCB y PIN en el transporte de auxina.
Los transportadores ABCB se localizan de forma estable y simétrica en la MP,
funcionan como transportadores basales y regulan su homeostasis. Por el
contrario, los transportadores PIN se encuentran de forma asimétrica y tienen una
distribucion dinamica en respuesta a sefiales ambientales, mediando el
transporte polar de auxina para formar gradientes (Cho y Cho, 2012).

1.3 PERCEPCION Y SENALIZACION

El nivel espacial del AIA es modulado por la sintesis de novo, la conversidn reversible de
los conjugados, el catabolismo y su transporte, sin embargo, el AIA enddgeno debe ser
reconocido por las plantas por medio de receptores y promover cascadas de sefializacion
para desencadenar una respuesta bioldgica. Este compuesto puede modular respuestas

dependientes de la transcripcidn o independientes de ella.
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En el proceso de regulacién transcripcional, a bajas concentraciones de AlA, las proteinas
Aux/AIA junto con el co-represor TOPLESS (TPL) (Szemenyei et al., 2008) pueden unirse
y reprimir a los factores de transcripcion responsivos a auxina (ARF), los cuales regulan la
expresion de genes de respuesta a auxina, blogueando la activacién de su transcripcion
(Fig. 1.12). Por el contrario, el AIA a altas concentraciones se une a las proteinas TIR1/ABP
promoviendo su interaccion con las proteinas Aux/AlA, las cuales sufren un proceso de
poliubiquitinacion por el complejo ubiquitina ligasa (SFC) formado por las proteinas ASK1,
COL1 RBX, lo que causa su degradacién por el proteosoma 26S (Ramos et al., 2001;
Deshaies, 1999).

La maquinaria de sefializacion de las auxinas que no esta involucrada en la regulacion
transcripcional aun no ha sido caracterizada, ya que los componentes de sefializacion y los
eventos fisiolégicos participantes en estas respuestas rapidas aun no han sido
determinados. Sin embargo, la proteina ABP1 es uno de los receptores candidatos, cuya
funcién principal se especula es la elongacion celular, debido a que activa el potencial de
membrana y los canales idnicos involucrados en los cambios estructurales de la pared
celular y el citoesqueleto, lo que produce un alargamiento en la célula (Shiy Yang, 2011;
Robert et al., 2010). Esta proteina ha sido identificada en varias especies de plantas
incluyendo A. thaliana (Venis et al., 1996) y maiz (Hertel et al., 1972), aunque se localiza
principalmente en el RE, es secretada en el espacio extracelular y se cree que actua ahi
como un receptor, puesto que se ha estudiado su afinidad con AIA a diferentes pHs y se
encontré que la afinidad mas alta se da en un pH ligeramente &cido (~ 5.5) parecido al del

apoplasto (Feldwisch et al., 1992).
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Figura 1.12 Componentes clave en la percepcion y sefializacion del AlIA. La
auxina puede regular respuestas transcripcionales e independientes de la
transcripcion. En el nucleo el AIA se une a las proteinas TIR/AFB y Aux/AlA, las
cuales funcionan como co-receptores. Cuando los niveles de AlA son bajos las
proteinas Aux/AlA forman heterodimeros con los factores de transcripcion ARF,
reprimiendo la transcripcion de genes responsivos de auxina. Sin embargo,
cuando los niveles de AIA son altos, la unién de AIA con sus co-receptores,
causan que las proteinas Aux/AlA sean degradadas por el proteosoma 26S, lo
cual provoca que esta proteina ya no se una con los ARF provocando la expresion
de genes responsivos a auxina. En una respuesta independiente de la
transcripcion la proteina ABP que se encuentra en el RE, o la MP o el cloroplasto,
se cree que también funciona como un receptor de auxina, en los procesos de
regulacion de endocitosis, pared celular, y citoesqueleto los cuales conducen a
la expansion celular (Ljung, 2013).
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1.4 TRANSPORTE DE AUXINA DURANTE LA EMBRIOGENESIS

Como se mencion6 anteriormente el AlA se distribuye de manera asimétrica en las células
durante las diferentes etapas de crecimiento y desarrollo en las plantas, estos gradientes
estan determinados principalmente por la localizacion subcelular asimétrica de las proteinas
PIN; estos gradientes regulan varios procesos incluyendo la embriogénesis, la
organogeénesis, la diferenciacion de tejido vascular, el mantenimiento del meristemo radical
y diferentes tipos de tropismos (Vieten et al., 2007; Wisniewska et al., 2006; Friml y Palme,
2002).

Se ha demostrado que los gradientes de auxina son muy importantes durante la
embriogénesis durante el establecimiento del eje embrionario (Benkova et al., 2003) debido
a que después de la primera division transversal asimétrica del cigoto, el flujo de auxina se
dirige hacia la célula apical (Fig. 1.14) a través de los transportadores PIN7 ubicados en la
parte superior de las membranas apicales de las células del suspensor (Fig. 1.13). Este
gradiente se mantiene hasta el estadio de 32 células, cuando PIN7 invierte su posicion en
la parte basal (Su y Zhang, 2009). Por otra parte Pinl se expresa de manera homogénea
hasta el estadio de 16 células. Sin embargo, en el estadio de 32-celulas se localiza en la
parte basal de las células que formaran el tejido provascular, transportando auxina hasta la
hipofisis. Mediante divisiones celulares sucesivas se forma un embridn globular el cual
contara con los tres tejidos fundamentales diferenciados, el protodermo, el procambio y
meristemo apical, los que daran origen a todos los tejidos de la planta. En el siguiente
estadio, llamado corazén, comienza la etapa de maduracién que se caracteriza por la
expansion y elongacién celular, en esta etapa PIN1 se localiza mayormente en los
meristemos apicales que dardn origen a los cotiledones aumentado la concentracion de

auxina en estos sitios (Fig. 1.15).
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Figura 1.13 Localizacion de las proteinas PIN 1 y PIN 7 en los estadios de
proembrion (2 células) y embrién globular de A. thaliana. (A-E) Localizacion de la
proteina PIN7. (A) La proteina PIN 7 se localiza en la membrana apical de la
célula basal. (B) Estadio de 8 células. (C) Estadio de 16/32 células. (D, E)
Embrion globular. (F-1) Localizacion de la proteina PIN 1. (F) Estadio de 16
células. (G) Estadio de 32 células. (H, I) Ubicacion en el centro quiescente en el
estadio de corazon (Friml et al., 2003)n estos sitios (Friml et al., 2003) (Fig. 1.15).

Figura 1.14 Localizacion de Proteina verde fluorescente (GFP) en respuesta a
auxina a través del promotor DR5rev en embriones cigoticos de A. thaliana. (a 'y
b). Después de la divisién del cigoto hay una mayor presencia en la célula apical
(ac). c) Estadio de 8 células. (d) DR5rev::GFP cambia de posicién en el estadio
globular concentrandose en la célula de la hipéfisis en la parte superior del
suspensor. (e) Embrion en estadio triangular. (f) En el estadio torpedo existe una
mayor sefial en los cotiledones (c) y en las células provasculares (flechas) (Friml
et al., 2003).
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Figura 1.15 Transportadores y gradientes de auxina durante la embriogénesis
cigdtica. Descripcion esquematica de la distribucién de auxina y la localizacion
de transportadores durante el desarrollo embriogénico. Modificado a partir de
Petrasek (Petrasek y Friml, 2009).

1.5 EMBRIOGENESIS SOMATICA COMO MODELO DE ESTUDIO

La manera mas comun de reproduccién en plantas superiores se da de manera sexual
mediante la fertilizacion de sus gametos, este proceso ocurre dentro del pistilo y da como
resultado un célula diploide (cigoto) con lo que da inicio el proceso de EC (Goldberg et al.,
1994), sin embargo, existe otra forma de reproduccién asexual llamada ES, la cual se da
de forma natural en plantas del género Kalanchoe™ (Crassulaceae) mediante la formacién
de plantas en los margenes de sus hojas (Garces et al.,, 2007), aunque este proceso
también se puede llevar a cabo mediante el cultivo de células in vitro. El primer sistema de
ES se realizé en Oenanthe aquatica en 1957 en el laboratorio del Dr. Harry Waris (Krikorian
y Simola, 1999; Waris, 1959; Miettinen y Waris, 1958). Practicamente al mismo tiempo,
otros dos grupos de forma independiente y usando suspensiones celulares de zanahoria
descubrieron el proceso de ES (Reinert, 1959; Steward et al., 1958). A partir de este
descubrimiento se desarrollaron diversos estudios sobre la determinacion de los nutrientes
y condiciones in vitro necesarias para la conversién de células somaticas a embriones

sométicos en diversas especies de importancia agroeconomica (Gaj, 2004).
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Debido a su facil manipulacién y caracteristicas morfolégicas comunes con la EC (Debergh
y Zimmerman, 1993), en un principio se penso que la ES, podria ser util para el estudio de
los mecanismos moleculares bioquimicos que ocurren durante inicios de la embriogénesis.
Hoy sabemos que ademas de las diferencias obvias, como la carencia de endospermo, son
procesos distintos ya que en la ES ocurre un proceso de reprogramacion del patrén de

expresion de genes especificos (Karami et al., 2009; Pasternak et al., 2002).

La ES ademas de ser reconocida como un medio para la regeneracion de una gran variedad
de plantas de importancia agroeconémica, nos provee un modelo para comprender la
expresion y regulacion de los genes involucrados en los primeros estadios de formacion de
un embridén (Fehér et al., 2003). Existen modelos para entender este comportamiento y
conocer como las células sométicas adquieren esta totipotencialidad para convertirse en
embriones, ademas de conocer los eventos bioquimicos y moleculares que surgen durante
su maduracioén. Asi, la ES se ha convertido en un importante sistema modelo para el estudio
de la desdiferenciacion y re-diferenciacion de las células y actualmente es utilizada

ampliamente como un sistema experimental (Ikeda-lwai et al., 2003).

Existen dos formas diferentes de induccion de ES: la embriogénesis somética directa (ESD)
y la embriogénesis somatica indirecta (ESI) (Fig. 1.16). En la ESD las células
proembriogénicas cuentan con el programa genético para la realizacion de la
embriogénesis y solo requiere de condiciones que la favorezcan. En cambio en la ESI en
cambio, las células tienen que ser reprogramadas genéticamente para su desdiferenciacion
mediante la formacion de callo y adquirir su estado competente, aun asi, en ambas formas
el origen puede ser tanto unicelular como pluricelular, no olvidando que la naturaleza y el
estadio fisiol6gico del explante, asi como la concentracion de RCV influyen en cada uno de

las formas de induccion (Quiroz-Figueroa et al., 2006b).

Debido a que la ES a partir de callo de zanahoria (Darcus carota) fue el primer protocolo
establecido, este sistema ha sido usado como modelo para su estudio por su facil
reproducibilidad y generacion de grandes cantidades de embriones, sin embargo, el poco
conocimiento sobre la estructura y funcionamiento de su genoma representd un obstaculo
en el estudio de los procesos bioquimicos y genéticos involucrados durante la ES en esta
especie (Gaj et al., 2005), hasta recientemente que se secuencio su genoma (lorizzo et al.,
2016).
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Figura 1.16 Tipos de embriogénesis somatica. Embriogénesis somatica directa
(ESD) y embriogénesis somatica indirecta (ESI) (Quiroz-Figueroa et al., 2006b).

En busca de otro modelo para el estudio de la ES, A.thaliana fue el siguiente objetivo,
debido a que la secuencia de su genoma ya esta publicada. Debido a ello en los ultimos
afios se ha tratado de perfeccionar un protocolo de induccion de ES a partir de embriones
cigoticos inmaduros, por lo que en diferentes estudios se ha identificado y localizado genes
necesarios para la induccién y regulacion de la ES, lo cual implica una sucesiéon de eventos
causados por sefiales internas y estimulos externos (Gaj, 2001; Mordhorst et al., 1998; Luo
y Koop, 1997; Wu et al., 1992), la respuesta a estos factores desencadena cascadas de
sefalizacién que dan lugar a la expresion de genes especificos (Fehér et al., 2003; Chugh
y Khurana, 2002), sin embargo, la poca reproducibilidad de estos protocolos ha frenado las

investigaciones en esta especie.

La primera familia de genes identificados por jugar un papel crucial durante la
embriogénesis de A. thaliana, fueron los LEAFY COTYLEDON (LEC), mediante un estudio
de mutantes con defectos en su maduracion, debido a que los embriones germinan después
de pasar por el estadio torpedo (Lotan et al., 1998) y sus cotiledones poseen tricomas, que
es normalmente una caracteristica de las hojas (West et al., 1994), sin embargo, al
realizarse estudios de ES en las mutantes LEC 1 y LEC 2, se observo que su respuesta
embriogénica fue mucho menor, a diferencia de los cultivos de tipo silvestre, con estos

resultados se evidencio que ademas de regular diversos aspectos de la EC, los genes LEC

21



CAPITULO |

podrian ser indispensables para la induccion de la ES y controlar varios procesos que
conducen los primeros acontecimientos para que una célula somética cambie su programa

genético y se convierta en una célula embriogénica (Gaj et al., 2005; Lotan et al., 1998).

Otros de los genes estudiados en este proceso es BABY BOOM (BBM), miembro de la
familia AP2/ERF, los cuales juegan un papel importante en la embriogénesis ya que se
expresan preferencialmente durante el desarrollo de embriones a partir de microesporas de
Brasica napus (Passarinho et al., 2008) y su sobrexpresion causa la formacion de

embriones somaticos en los margenes de la hojas en A. thaliana (Boutilier et al., 2002).

Ademés de los genes mencionados anteriormente se han encontrado otros como los
WUSCHEL (WUS) y SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR KINASE (SERK) los
cuales se cree tienen un papel fundamental en este proceso, sin embargo, la ES es un
proceso muy complejo, por lo tanto el mecanismo que controla la sefial para convertir a una
célula en totipotente es una red de interaccion altamente regulada de estos genes y muchos
otros, por lo que no se debe apostar como primordiales a un solo grupo de genes (Elhiti et
al., 2013).

1.6 AUXINAS EN EL PROCESO DE INDUCCION DE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA

En un principio las investigaciones se centraron en estudiar los diferentes estimulos que
provocaban la ES, entre ellos los RCV, compuestos utilizados actualmente en diferentes
dosis y combinaciones para la induccion y progresion de la ES. Debido a que las auxinas
estan relacionadas con la division y diferenciacion celular (Zuo et al., 2002; Pasternak et
al., 2002), han sido utilizadas en los medios de cultivo in vitro como estrategia para la
induccion de ES en diversas especies. Muchos sistemas de ES in vitro se basan en el uso
del &cido 2,4-D un anélogo sintético de auxina como un inductor, sin embargo, también son

utilizados muchos otros analogos.

Las siguientes investigaciones se enfocaron en analizar la interaccion de las auxinas
exdgenas y endogenas, debido a que las células producian grandes cantidades de AlA en
presencia de 2,4-D en varios modelos de estudio (Pasternak et al., 2002), evidenciando que
las auxinas enddgenas también participan activamente durante este proceso; otra prueba
més de ello fue la disminucion de la capacidad embriogénica cuando las células fueron

cultivadas prolongadamente con 2,4-D, coincidiendo con una reduccién de los niveles de
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auxina enddgena (Jiménez y Bangerth, 2001; Rajasekaran et al., 1987), aunado a que
después de la etapa de induccién es necesario que los niveles endégenos de auxina
disminuyan, por ello el 2,4-D tienen que ser retirado, ya que el cultivo progresivo en un
medio que tiene este RCV no permite una reduccion de los niveles de auxina, causando
malformaciones en los embriones esto es necesario para que el transporte y la distribucion

de auxina sean los apropiados (Schiavone y Cooke, 1987).

Diversos estudios en los que se han utilizado inhibidores de la biosintesis y transporte de
auxina, han evidenciado el papel crucial que tienen estos RCV durante la ES, debido a que
Su presencia provoca que el proceso embriogénico sea fuertemente inhibido (Choi et al.,
2001; Choi et al., 1997b; Schiavone y Cooke, 1987), asi como malformaciones en los
embriones (Schiavone y Cooke, 1987). Es por ello que los mecanismos que regulan la

homeostasis intracelular de las auxinas han sido el blanco de varias investigaciones.

1.7 INMUNOLOCALIZACION DE AUXINA DURANTE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA

Se sabe que las auxinas son un factor importante en la EC y que su transporte mediado por
la localizacion polar de las proteinas PIN es de vital importancia para el patrén de formacion
del embrion (Friml et al., 2003). Para el estudio de la distribucién de auxina durante la ES
se han utilizado varias estrategias, entre ellas la cuantificacion directa del AlA en los tejidos
embriogénicos, sin embargo, estos resultados tienen sus limitaciones debido a que nos
informa la cantidad de auxina, pero no los sitios de acumulacion; otras de las herramientas
mas modernas es el uso de promotores sintéticos sensibles a auxina como el DR5, que nos
muestra los sitios de respuesta transcripcional a auxina, dandonos de forma indirecta su
patrén de distribucién, sin embargo, aunque puede ser observado en varios procesos
fisiologicos dependientes de auxina (Ulmasov et al., 1997), en muchos otros no (Scarpella
et al., 2006), este problema se ha tratado de remediar utilizando otros promotores mas
sensibles como DR5v2 y DII-Venus (Liao et al., 2015). Otra de las herramientas mas
utilizadas es la inmunolocalizacion a través de anticuerpos anti-AlA, el cual nos muestra los

sitios de acumulacién de este compuesto.
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Estudios sobre la localizacion de las auxinas en embriones obtenidos a partir de
microesporas y embriones cigéticos inmaduros de Quercus suber, muestran que después
de la induccion, la acumulacion de AlA es baja (Fig. 1.17 A, D) sin embargo, se presenta
un incremento diferencial de auxina endégena en el citoplasma de las células formadoras
de embriones multicelulares tempranos (Fig. 1.17 B, E). Por otra parte, las células
superiores (flecha) de la masa proembriogénica (Fig. 1.17 C, F) muestran sefial de AlA
mientras que las células inferiores no. Estos resultados muestran que existe una dinamica
espacio-temporal en la distribucién de auxina en las etapas tempranas de la embriogénesis,
evidenciado la posible participacion de su transporte, durante la reprogramacion de las

células al estado embriogénico (Rodriguez-Sanz et al., 2014).

Embriogénesis a partir de Microesporas
=™

Embriogénesis somatica a partir de embriones cigoéticos
inmaduros Microesporas

Figura 1.17 Inmunolocalizacién del AIA al inicio de la ES a partir de microesporas
y embriones cig6ticos inmaduros de Q. suber. (A, B, C) Inmunolocalizacién de
AlIA en embriogénesis de microesporas. (D, E, F) Inmunolocalizacion de AIA en
ES a partir embriones cigoticos inmaduros, en algunas imagenes los nucleos
estan tefiidos con DAPI (azul) (Rodriguez-Sanz et al., 2014).

Otro estudio de inmunolocalizacion de AIA se realizé durante la embriogénesis a partir de
microesporas en B. napus; se determin6 que durante las primeras divisiones en las células
proembriogénicas la acumulacion intracelular de AIA aumenté en su citoplasma y nucleo,
en contraste con las microesporas antes de la induccién de ES (Fig. 1.18 A, B, C, D). En
embriones estadio globular la distribucion de AIA es uniforme, acumulandose

principalmente en el citoplasma (Fig. 1.18 E). En contraste, en el estadio cotiledonar la
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distribucion del AIA fue diferencial ya que se ubic6 principalmente en citoplasma de las
células de los primordios de los cotiledones a diferencia del resto del embrion (Fig. 1.18 F,
G), sugiriendo que esto es resultado de un transporte polar de auxina (Rodriguez-Sanz et
al., 2015).

Figura 1.18 Inmunolocalizacion de AIA durante etapas tempranas de
embriogénesis a partir de microesporas de B. napus (A) Microespora vacuolada
antes de la etapa de induccion. (B, C) Embriones de dos células. (D) Embrién
multicelular temprano. (E) Embrion globular. (F, G) Embrién cotiledonar
(Rodriguez-Sanz et al., 2015).

En embriones somaticos de Picea abies se observa una mayor acumulacién de auxina en
las células de la protodermis (Fig. 1.19 A, B, C) al igual que el estadio cotiledonar, sin
embrago en este estadio se presenté una menor acumulacion de AlA (Hakman et al., 2009).
Estudios de hibridacion in situ de PaPinl, un gen homélogo del gen Pinl en esta especie,
sugieren que, al igual que embriones cigoticos, las proteinas PIN también estan
involucradas en el flujo de auxina ya que su localizacion correlaciona con una mayor
acumulacion de auxina. Durante los primeros estadios de la ES la expresion de PaPinl fue
mayor en las células del protodermo, al igual que la localizaciébn inmunohistoquimica de
auxina, la cual tiene una mayor intensidad en dichas células tanto cortes longitudinales
como transversales (Fig. 1.19 E, F), en embriones cotiledonares PaPinl, se expresé
principalmente en las células del procambium vascular (Fig. 1.19 G), evidenciando su
posible participacion, en la distribucién de auxina en las células de los primordios de los
cotiledones (Palovaara et al., 2010). Por otra parte experimentos con NPA, un inhibidor del

transporte de auxina, muestran malformaciones en los embriones, ya que provoca una
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fusion de los cotiledones en el estadio precotiledonar (Hakman et al., 2009), lo que sugiere
que, al igual que la EC, en la ES también existe un patron de distribucion diferencial de
auxina que es vital para la formacion correcta del embrion.

Figura 1.19 Inmunolocalizaciéon de AIA y expresién de PaPinl en embriones
somaticos de P. abies. (A, B) Inmunolocalizacién de AIA en embrién somético en
estadio precotiledonar. (C) Corte transversal. (D) Inmunolocalizacién de AIA en
embrion somético estadio cotiledonar. (E) Expresion del gen PaPinl de un
embrion temprano. La sefial de hibridacion de PaPinl esta principalmente en la
protodermis. (G) Embrién cotiledonar, la sefial de hibridacién se presenté
principalmente en la células del procambium vascular. Barras de escala 25 um,
columnela (cl), cotiledones (ct), epidermis (e), procambium (pc), apice de la raiz
(ra), suspensor (s), meristemo radicular (*) (Palovaara et al., 2010).
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1.9 EMBRIOGENESIS SOMATICA EN EL GENERO Coffea

Dada la relevancia de la ES como una herramienta util para la regeneracion de multiples
especies y debido a que el café es uno de los productos agricolas mas importantes en el
mundo, en un principio los estudios realizados en estas especies se centraron en encontrar
un protocolo eficiente para su propagacion. El primer reporte se realizé en 1970 con la
formacion de callo a partir de internudos ortdlogos de C. canephora (Staritsky, 1970),
posteriormente se lograron desarrollar protocolos experimentales de ES en C. arabica a
partir de explantes de hojas (Sondahl y Sharp, 1979; Sondahl y Sharp, 1977; Herman y
Haas, 1975), después se disefiaron sistemas con el uso de citocininas como BA y KIN
(Yasuda et al., 1985; Dublin, 1981), sin embargo, el prolongado tiempo de induccion, asi

como los problemas de contaminacion estaban presentes en estos sistemas.

En nuestro laboratorio hemos creado un sistema embriogénico eficiente de C. canephora,
logrando acortar los tiempos de induccion a cinco semanas asi como aumentar el numero
de embriones por explantes a aproximadamente 250, este protocolo consta de dos fases,
una llamada pre-condicionamiento en el que las plantas se cultivan en un medio con ANA
y KIN durante 14 dias, seguida de la etapa de induccién en la que se transfieren explantes
foliares a un medio libre de auxina (Quiroz-Figueroa et al., 2006a) (Fig. 1.20). En los ultimos
afios nos hemos enfocado en estudiar, los diversos factores que podrian estar modulando
la sefal que dispara que una o varias células somaticas se transformen en un embrion,
entre ellos el efecto de los RCV. Hasta el momento los ultimos estudios de cuantificacion
de auxinas enddgenas, asi como de sus conjugados, han revelado que la presencia de ANA
y KIN, provocan un aumento importante en la auxina libre endégena asi como de algunos
de sus conjugados. Cuando los explantes son cultivados en el medio de induccién con BA,
el AIA disminuye al igual que sus conjugados, evidenciando el dinamismo de su
homeostasis, en la que posiblemente estén involucrados tanto su biosintesis, conjugacion,
catabolismo como su transporte (Ayil-Gutiérrez et al., 2013). Debido a que durante la etapa
de induccién no se requiere la presencia de auxina exdgena, es un buen modelo para
estudiar la dinamica de la auxina enddgena y conocer la forma en que se modula el

programa genético de las células que dan origen al embrién somatico.
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Aunque en un principio esta especie fue estudiada por su importancia economica,
actualmente funciona como un modelo experimental para conocer los mecanismos
bioquimicos involucrados en la transformacion de una célula somatica en un embrién
somatico. En estudios realizados anteriormente se ha comprobado que las auxinas juegan
un papel muy importante en la induccion de la ES, ya que su biosintesis de novo, su
conjugacion y transporte son cruciales para la induccion de embriones sométicos en C.
canephora (Ayil-Gutiérrez et al., 2013; Pérez Hernandez, 2013). Con los resultados
obtenidos se ha avanzado en el conocimiento del papel de las auxinas en la ES, sin
embargo, alun quedan muchas preguntas que resolver. El presente proyecto tiene como
objetivo aportar conocimiento sobre la distribucion del AlA y la localizacion del transportador

PIN1, mediante técnicas inmunohistoquimicas.

Figura 1.20 Sistema de embriogénesis directa en C. canephora. (A) Explantes
de hojas evitando la nervadura central y los bordes. (B) Induccion de la
embriogénesis somatica directa. (C) Embriones somaticos obtenidos después de
seis semanas de induccién. (D) Embrion cotiledonar. (E) Germinacion del
embridn, las flechas inferiores muestran el sistema radicular, las flechas
superiores muestran el primer par de hojas. (F) Plantas de embriones somaticos
después de cinco semanas (Quiroz-Figueroa et al., 2006a).
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1.10 JUSTIFICACION

Ademas de la importancia econémica del género Coffea, el sistema de ES desarrollado en
nuestro laboratorio ha dado la pauta para utilizarse como un excelente modelo experimental
para estudiar los mecanismos bioquimicos involucrados en la transformacién de una célula
somética en un embrién. En los estudios realizados anteriormente, se ha comprobado que
las auxinas, juegan un papel muy importante en la induccion de la ES ya que su biosintesis,
Su conjugacion y transporte son criticos para la induccién de embriones soméaticos en C.
canephora. Por otro lado, estudios realizados durante la formacion de embriones cigéticos
de A. thaliana muestran que el flujo de auxina, mediado por los transportadores PIN1, son
vitales para el patron de formacion y correcto desarrollo de los embriones, sin embargo,
aun se desconoce su patrén de distribucion durante la ES. Con los resultados obtenidos en
este proyecto se pretende tener un mejor conocimiento de la dinamica del AIA y de los
componentes de su sistema de transporte durante la induccion de la ES y la formacion de

los embriones somaticos.

1.11 OBJETIVO GENERAL

Determinar la dinamica de la distribucion de auxina durante la embriogénesis somética en

C. canephora.

1.11.1 Objetivos especificos

1.-Determinar la distribucion del 4cido-3-indol acético durante la ES en C. canephora.
2.-Determinar la localizacion del transportador PIN1 durante la ES en C. canephora.

1.12 PREGUNTAS DE INVESTIGACION

1.- ¢ Existe una distribucion diferencial del AlA en los tejidos durante la ES en C. canephora?
2.- ¢ Existe una distribucion asimétrica PIN 1 durante la ES en C. canephora?

1.13 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para llevar a cabo este estudio se siguio la estrategia mostrada en la Fig. 1.21, el proceso
de ES se realizé como se reportd anteriormente (Quiroz-Figueroa et al., 2006a). Las

muestras para los andlisis realizados en este estudio fueron tomadas durante el

29



CAPITULO |

preacondicionamiento, induccion y desarrollo de la ES, siguiendo la siguiente estrategia:

Preacondicionamiento Induccion ES

Medio MS Medio Yasuda

ANA 0.54 uM modificado

Kin 2.32 uM BA 5 uM Propagacion

Medio MS
0 >
-14 i
o Q Q

Globular Corazon Cotiledonar

Inmunolocalizacion AlA

Inmunolocalizacion proteina PIN 1

Figura 1.21 Estrategia experimental para determinar la dinamica de la
distribucion de auxina durante la embriogénesis somatica en C. canephora. Los
nameros indican los dias en los cuales se tomaron las muestras para los analisis.
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CAPITULO Il

ANALISIS DEL TRANSPORTE DEL ACIDO-3-INDOL ACETICO DURANTE LA
EMBRIOGENESIS SOMATICA EN C. canephora.

2.1 INTRODUCCION

La ES no solo se ha convertido en una herramienta biotecnolégica valiosa para multiplicar
especies de importancia agro-econdmica, sino también en un sistema experimental muy
importante para la comprensién de los mecanismos bioquimicos y genéticos implicados en

la conversion de una célula soméatica en un embrién.

Entre los diversos estimulos externos que inducen la ES, los mas utilizados son los RCV,
de estos compuestos los mas estudiados son las auxinas, debido a que la mayoria de los
sistemas embriogénicos dependen de la adicion de al menos alguna auxina, ya sea antes
0 durante el proceso de induccién. Diversos estudios han demostrado que la auxina
exdgena, provoca un aumento de la auxina endogena y que el uso de inhibidores de su
biosintesis y su transporte alteran el proceso embriogénico causando deformidades en
embriones (Hakman et al., 2009; Choi et al., 2001). Por lo que es probable que la auxina
enddgena juegue un papel clave durante la ES, sin embargo, la manera en cémo funciona
este RCV no esté claro. La auxina natural mas abundante es el AlA, la cual participa en
casi todos los procesos de desarrollo y crecimiento de las plantas (Mdller y Weijers, 2009;
Dubrovsky et al., 2008; Parker, 1991), lo que la ha convertido en un tema muy estudiado en

la biologia.

La distribucién espacial del AIA es modulada por diferentes eventos, incluyendo su
biosintesis, la conversion reversible de sus conjugados, su catabolismo y por su transporte
célula-célula, llamado transporte polar. Este transporte se basa en la naturaleza quimica
del AIA, un &cido débil (pK ~ 4.75) que al encontrarse en el protoplasto (pH = 5) se encuentra
mayormente protonado, permitiendo que se difunda facilmente a través de la membrana.
Sin embargo, al llegar al citosol (pH = 7) sufre una desprotonacion, dando como resultado
una molécula cargada que no pueden atravesar la membrana celular y que requiere de
transportadores para su salida. La direccionalidad del flujo de auxina es dependiente de la
localizacién de las proteinas PIN. El primer miembro de esta familia fue identificado en una

mutante de A. thaliana que carecia de hojas y flores, mostrando un tallo en forma de alfiler
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(Okada et al., 1991). Hoy en dia se sabe que esta familia esta compuesta por ocho
miembros, de los cuales cuatro de ellos: PIN1, 3, 4, y 7 estdn activos durante la
embriogénesis, proporcionando un sistema de regulacion para la distribucion de auxina
(Friml et al., 2003). El uso de diversos farmacos que actian sobre el transporte polar, como
el NPA y el TIBA han mostrado aberraciones morfolégicas en los embriones, como
cotiledones fusionados y defectos en el meristemo apical, lo que sugiere que este
mecanismo de transporte es crucial para su adecuado desarrollo (Hakman et al., 2009; Choi
et al.,, 2001). Para analizar la concentracién y distribucion de auxina durante diversos
procesos se han utlizado diversas técnicas: cuantificacion directa del 1AA,
inmunolocalizacion utilizando anticuerpos anti-IAA y la observacion de la actividad de
promotores sintéticos: DR-5, DR5v2, y DIl-Venus, que se han utilizado para visualizar la
distribucion espacial de su respuesta, dando indirectamente su patrén de distribucién (Liao
et al., 2015; Friml et al., 2003).

En nuestro laboratorio se ha generado un sistema embriogénico eficiente de C. canephora,
que consta de dos fases, una llamada pre-condicionamiento en el que las plantas se cultivan
en un medio con ANA y KIN durante 14 dias, seguida de la etapa de induccién en la que se
transfieren explantes foliares a un medio libre de auxina. Debido a que durante el periodo
de induccién no se requiere la presencia de una auxina exdgena, resulta ser un buen
modelo para estudiar la dinamica de la auxina endoégena y su participacion durante la ES.
Estudios previos realizados en nuestro laboratorio sugieren que la adiciébn de auxina
exdgena durante el preacondicionamiento promueve la biosintesis de auxina y la formacion
de algunos de sus conjugados (Ayil-Gutiérrez, 2013). Durante los ultimos afios nuestro
laboratorio se enfocado en estudiar los factores que influyen en la homeostasis del AIA
durante este proceso, el presente trabajo se ha centrado en analizar su distribucion y
transporte mediante técnicas de inmunolocalizacion utilizando como herramienta la

microscopia confocal.
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2.2 MATERIALES Y METODOS
2.2.1 Material vegetal

Las plantulas de C. canephora se obtuvieron mediante el proceso de ES reportado
anteriormente (Quiroz-Figueroa et al., 2006a); los embriones somaticos se cultivan en el
medio de Murashige y Skoog (Murashige y Skoog, 1962) semisélido (MS: PhytoTechnology
Laboratories, M524) suplementado con 29.6 uM de tiamina-HCI (Sigma T3902-25G), 550
UM mio-inositol (Sigma, 15125-500G), 0.15 uM cisteina (Sigma, C-8277), 87.64 mM
sacarosa (Sigma, S539) y 0.25% (w/v) de gelrite (Sigma, G1910) ajustando el pH a 5.8 y
esterilizado a 121 °C durante 15 minutos, las plantulas se mantienen en condiciones de
fotoperiodo (150 umol m? s?) 16 h luz/8h oscuridad a 25 + 2 °C subcultivdndolas cada

cuatro semanas (Fig. 2.1).

Figura 2.1 Plantula de C. canephora en medio Murashige y Skoog.

2.2.2.1 Induccion de la embriogénesis somatica

Las plantulas fueron incubadas por 14 dias en medio MS semisélido suplementado con
ANA 0.54 uM (Sigma, N-1145) y 2.32 uM de kinetina (Sigma, K0753) en las mismas
condiciones mencionadas anteriormente. Al término de la etapa de pre-condicionamiento
se cortaron explantes de 0.25 cm? del segundo par de hojas verdaderas y se colocaron 5
explantes por matraz conteniendo medio liquido de Yasuda (Yasuda et al., 1985)
suplementado con 5 pM de BA (PhytoTechnology Laboratories, B800) se mantienen en
condiciones de oscuridad a 25 + 2 °C a 55 rpm (Fig. 2.2). Las muestras para posteriores

andlisis se tomaron los dias 7, 14 y 21 posteriores a la induccion.
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Figura 2.2 Explantes de C. canephora en medio de induccion Yasuda con 5 uM
de benciladenina.

2.2.3 Fijacion e inclusion de la muestra

Los tejidos fueron prefijados en una solucion al 3% (w/v) de EDAC [1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida] (Sigma, 25952-53-8) en amortiguador PBS [150 mM
cloruro de sodio (J.T. Baker, 3624—01), 10 mM fosfato de sodio dibasico (Sigma, S3264), 2
mM fosfato de potasio monobasico (Sigma, P5655), pH 7.2 ajustado con NaOH 1N] durante
30 minutos. Enseguida los tejidos fueron fijados en la solucion FAA [10% de formaldehido
(Fischer BioReagents®, BP531), 5% de acido acético (Sigma, 695092), 50% de etanol
absoluto (Meyer®, 0390)] durante tres dias a 4 °C, la solucién se cambi6 cada 24 horas,
aplicando vacio durante 15 min en cada cambio.

Para remover la solucién FAA las muestras se lavaron en amortiguador PBS tres veces,
posteriormente se realizdO su deshidratacion aplicando concentraciones crecientes de
etanol, 30, 50, 70, 85% (dos veces por dos horas cada una), 96% y etanol absoluto (dos
veces por media hora cada uno), en cada cambio las muestras fueron almacenadas a 4 °C
aplicandoles vacio por 10 min. Después fueron incubadas durante 24 horas en butanol (J.T.

Baker, 9054—-03) a temperatura ambiente.

Para realizar el embebido de las muestras se les afiadié butanol 100% con 10 hojuelas de

Paraplast Plus® (Sigma, P3683) y fueron agitadas a 60 rpm durante toda la noche a
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temperatura ambiente. A continuacién fueron incubadas a 60 °C afiadiéndoles de 10 a 15
hojuelas de parafina cada tres horas, tres veces, el butanol se sustituy6 agregando parafina
liquida cada 12 horas, tres veces; antes de realizar el embebido los moldes fueron
calentados a 60 °C, la muestra fue colocada en el centro del molde con ayuda de unas
pinzas previamente calentadas, enseguida fue cubierta con el casete de plastico (Fisher
Scientific, 15182702) y se le afiadié parafina liquida. Transcurridas 5 horas el casete se
desmontd para posteriormente realizar cortes de 3-5 um de espesor en el micrétomo
(MICROM®, HM 325), los cortes fueron incubados en agua destilada a 42 °C para provocar
la expansion del tejido y se colocaron en un portaobjetos tratado previamente con una
solucion al 0.01% (w/v) de poli-L-lisina (Sigma P8920), después fueron incubados a 37 °C
durante 2 horas para remover el exceso de agua y almacenados a 4 °C para su posterior

analisis.
2.2.4 Tincion de las muestras para los analisis histolégicos

Para remover la parafina del tejido, los portaobjetos fueron incubados a 60 °C durante 30
min y desparafinados con xileno 100% (Sigma 534056) tres veces por 20 min y ultraclear
(J.T. Baker, 3905) cuatro veces por 20 minutos. Posteriormente, el tejido se lavé con etanol
absoluto y fue rehidratado en concentraciones decrecientes de etanol 96, 80, 70, 50 y 30%

y por ultimo agua destilada, durante cinco minutos cada uno.

Para el andlisis histolégico se realizé una doble tincién con una solucion de acido periddico
y reactivo de Schiff’s para tefiir carbohidratos de la pared celular y naftol azul-negro para
tefiir proteinas. Las muestras fueron tratadas con una solucion al 0.5% (w/v) de acido
periodico (Sigma, P7875) por 20 min, después se lavaron tres veces con agua destilada y
fueron incubadas por 15 min en la oscuridad con el reactivo de Schiff [15.44 mM Fuchsina
(Sigma, 569-61-9), 78.90 mM Na.S»0s (J.T. Baker, PI355601), 0.25% (w/v) de carbdn
activado (Sigma, 7440-44-0), 15% (v/v) HCI 1 N (J. T. Baker, 9535-03)], posteriormente se
lavaron tres veces con agua destilada y se incubaron por 5 min en una solucién 16.22 mM
de naftol azul-negro (Sigma, N3005), enseguida se lavaron tres veces con agua destilada,
finalmente el tejido fue cubierto con 20 pl de medio de montaje y un cubreobjeto, sellando
la unién con esmalte de ufias .Las muestras fueron observadas en un microscopio Axio
Lab.A1 MAT HAL 50 (AXIOPLAN 490951-0002-000) y analizadas mediante el software
Axiovision SE 64 Rel 4.8.
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2.2.5 Inmunolocalizaciéon del acido-3-indol acético

Las muestras fueron desparafinadas e hidratadas como se especific6 anteriormente.
Posteriormente los portaobjetos se calentaron en un horno de microondas durante 4 min a
maxima potencia, afiadiéndoles una cantidad suficiente de amortiguador de citrato [10 mM
citrato de sodio dihidratado (Sigma, W302600) ajustado a pH 6 HCI 1 N y 0.05% Tween 20
(Sigma, P1379)]. Posteriormente se lavaron con amortiguador PBS tibio dos veces,
después con amortiguador PBS a temperatura ambiente en tres ocasiones por 5 min, el
exceso de amortiguador en el portaobjetos fue retirado con papel absorbente,
posteriormente se afiadieron 20 pl de 3% (w/v) de albamina sérica bovina (BSA) (Sigma,
A2153) en PBS, los portaobjetos fueron incubados en una camara humeda (caja de Petri
con papel filtro himedo) por 30 min a 4 °C, después fueron lavados tres veces con
amortiguador PBS durante 5 min, el exceso de PBS fue removido con papel absorbente, en
seguida se afiadieron 10 pl de anticuerpo primario anti-acido-3-indol acético (Sigma, A0855)
(dilucion 1:100 en PBS con 1% BSA) y fueron incubados a 4 °C en una camara himeda por
una noche, después fueron lavados con PBS durante 5 min por 3 veces, a continuacion se
agregaron 10 ul de anticuerpo secundario Alexa flior 488 anti-cabra (Invitrogen A-11001),
dilucién 1:100 en PBS 1% BSA y se incubd en una cdmara humeda por 3 horas a 4 °C en
la oscuridad. Las muestra fueron lavadas en PBS 3 veces por 10 min, el exceso de PBS
fue removido con papel absorbente, finalmente el tejido fue cubierto con 20 pl de medio de
montaje Vectashield® con DAPI (Vector laboratorios, H-1200) y un cubreobjeto sellando la
unién con esmalte de ufias. Las muestras fueron almacenadas a 4 °C en oscuridad para su
posterior analisis en el microscopio confocal (Olympus, FV100 SW) y el software (FV10
ASW 3.1).

Para uno de los testigos negativos las muestras se incubaron excluyendo de los pasos
anteriores la incubacién con el anticuerpo primario, en el otro caso se incubé por una noche
el anticuerpo primario anti-acido-3-indol acético (1:100) en una disolucion 1 uM de AIA
estandar a 4 °C. Posteriormente se afiadieron 20 pl de esta mezcla a las muestras. Las

muestras se procesaron como se explicé anteriormente.

2.2.6 Inmunolocalizacion del transportador PIN1

Para la Inmunolocalizacion de la proteina PIN1 las muestras se fijaron en solucion FAA
[10% de formaldehido (Fischer BioReagents®, BP531), 5% de &cido acético (Sigma,
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695092)], se incluyeron, seccionaron y trataron como se describié previamente (Nic-Can et
al., 2013). La muestras se incubaron con el anticuerpo primario comercial anti-PIN1 (aP-20,
Santa Cruz Biotechnology, ref sc-276163) (dilucion 1:250 en PBS 1% BSA) en una cdmara
himeda a 4 °C por una noche, posteriormente se lavaron tres veces por 10 min en
amortiguador PBS, se incubaron por 3 horas a 4°C con el anticuerpo secundario anti- 1I9G
de cabra conjugado con Alexa flaor 647 (Invitrogen A-21447) (dilucién 1:200 en PBS 1%
BSA) enseguida se lavaron tres veces por 10 minutos con PBS. Finalmente, el tejido se
cubre con 20 pl de medio de montaje Vectashield® con DAPI (tifie ADN) y un cubreobijeto,
sellando la unién con esmalte de ufias. Para uno de los testigos negativos las muestras se
incubaron excluyendo de los pasos anteriores la incubacion con el anticuerpo primario, en
el otro caso se incub6 por una noche el anticuerpo primario anti-PIN1 (1:250) con 2 ul de
péptido contra el que esta dirigido a 4 °C. Posteriormente se afiadieron 20 pl de esta mezcla

a las muestras. Las muestras se procesaron como se explicd anteriormente.

2.3 RESULTADOS
2.3.1 Induccién y desarrollo de la embriogénesis somatica en C. canephora

El proceso de induccion de ES se realiz6 como se reporté anteriormente (Quiroz-Figueroa
et al., 2006a). Las plantulas sembradas in vitro de C. canephora fueron cultivadas en un
medio con una auxina ANA y una citocinina KIN por 14 dias. A continuacién se realizo el
proceso de induccion en un medio libre de auxina (ver materiales y métodos). Después
de 21 dias en el medio de induccion aparecieron grupos de células embriogénicas en los
bordes del explante (Figs. 2.3 C, Figs. 2.4 A y B). El analisis histolégico mostré que los
centros meristematicos se originaron en las células de la region del mesdfilo, las células
meristematicas fueron mas pequefias que las células vecinas y mostraron un citoplasma
denso con un nucleo prominente (Fig. 2.4 C). A los 35 dias se formaron embriones pre-
globulares como resultado del crecimiento coordinado de un grupo de células, sin una
conexion vascular aparente con el tejido madre (Figs. 2.4 D, E y F). A los 42 dias los pro-
embriones tuvieron una serie de divisiones desorganizadas formando embriones
globulares, los cuales mostraron una protodermis bien definida (Figs. 2.4 G y 1). Después
del estadio globular se originaron las zonas de los primordios de los cotiledones indicando
el inicio del estadio corazén (Fig. 2.4 H). Los embriones en estadio cotiledonar presentaron

un procambium bien definido (Figs. 2.4 Jy L). Los embriones somaticos mostraron simetria
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bilateral y los meristemos apical y radicular fueron claramente visibles. En el dia 56, el
namero de embriones fue de alrededor de 150 + 20 (Fig. 2.3 G). Finalmente los embriones
fueron cultivados en medio semisélido MS sin RCV para su germinacion (Fig. 2.3 H).

Figura 2.3 Induccién de la embriogénesis somatica en explantes de C.
canephora. Las plantas se cultivaron en medio con ANA y KIN durante 2 semanas
antes de la induccién. Después del periodo de preacondicionamiento los
explantes fueron cultivados en medio Yassuda liquido con BA en condiciones de
oscuridad. (A, B) Explantes de 7 y 14 dias después de la induccién (ddi). (C)
Explantes de 21 ddi, se observa la aparicién de masa proembriogénica (mp) en
la periferia. (D, E) Explantes de 28 y 35 ddi, se forman las primeras estructuras
embriogenicas. (F) Explantes de 42 ddi con embriones en estadio globular y
corazdn. (G) Explantes de 56 ddi, se observan mayormente embriones en
estadios torpedo y cotiledonar (H) Plantulas de C. canephora cultivada en medio
MS sin RCV.
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220 pm

Figura 2.4 Principales estadios de desarrollo de embriones sométicos de C.
canephora. (A, B) Masa proembriogénica de un explante foliar 21 dias después
de la induccién. (C) Corte histologico transversal de la masa proembriogénica
formada a los 21 dias. La flecha negra indica los centros meristeméticos. (D, E)
Primeras estructuras embriogénicas formadas a los 35 dias después de la
induccion. (F) Corte trasversal de las primeras estructuras embriogénicas. (G)
Estadio globular. (I) Corte transversal del estadio globular. La flecha negra indica
la protodermis. (H) Estadio de corazon. (J) Estadio cotiledonar. (K) Estadio
cotiledonar tardio. (L) Corte trasversal del estadio cotiledonar. Las flechas rojas
indican la zona del procambium vascular, mientras que las flechas negras indican
la zona de los primordios de los cotiledones.
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2.3.2 Inmunolocalizacién del acido 3-indol acético durante el periodo de

preacondicionamiento en explantes foliares de C. canephora.

Para analizar la distribucion del AIA en los tejidos durante la ES de C. canephora, se
realizaron cortes transversales del tejido foliar muestreados los dias -14,-7,-4 y 0 durante el
pre-tratamiento y (7, 14, y 21 dias después de la induccion. Se utilizaron dos anticuerpos,
uno primario anti-AlA de ratén y uno secundario acoplado con Alexa Flaor 488. Se utilizo
como tincion de contraste DAPI para tefiir los nlcleos. Para determinar la localizacién del
AlA todas las muestras fueron analizadas en el microscopio confocal Olympus FV100 SW

bajo las mismas condiciones y con la misma intensidad del laser.

Antes del pre-tratamiento el AlA se localiz6é subcelularmente en los cloroplastos (Figs. 2.5
A, By C) de las células del parénquima en empalizada y esponjoso, sin embargo, en la
parte final de la hoja (Fig. 2.5 D) se observé una menor intensidad de la sefial comparada

con la nervadura media (Fig. 2.5 A).

Con el fin de descartar la falta de sefal, o una sefial inespecifica, asi como la
autoflorescencia del tejido se realizaron diversos testigos. En uno de ellos se omitié la
incubacion con el anticuerpo primario, y otro aplicando solamente el anticuerpo secundario.
En el canal de Alexa flior 488 no se observo sefial (Anexo Figs. A.1 y A.2), por lo que
podemos concluir que el tejido carece de autoflorescencia. Para comprobar la especificidad
del anticuerpo primario se realizé un testigo tratandolo previamente con AlA libre, al realizar
los andlisis no se observo sefial inespecifica en el canal de Alexa flior 488, por lo que
podemos concluir que el anticuerpo primario no tiene reacciones cruzadas con otras
moléculas enddgenas del tejido y la sefial observada es la de la auxina libre (Anexo Figs.
A.3y A.4). Debido a que alrededor del 95% del AIA se encuentra en su forma conjugada,
se decidio realizar otro testigo incubando el anticuerpo primario con el conjugado AlA-Ala.
Se observo una sefial similar a la que se obtiene al no tratar el anticuerpo primario, por lo
que se puede deducir que el anticuerpo contra AlA no esta reconociendo al conjugado de
AlA, asegurando que la sefial obtenida en cada una de las muestras es de AlA libre (Anexo
Figs. A5y A.6).

En los primeros siete dias de la etapa de pre-incubacion la sefial que muestra la presencia

de AIA aumento. Esta sefial estd presente en los cloroplastos de las células parénquima en
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empalizada y esponjoso (Figs. 2.6 A, By C). En el dia -4 el AlA se localiz6 en las mismas
células, pero la sefial es més intensa (Figs. 2.7 A, B, C y D). A nivel subcelular se observo
que los cloroplastos no tenian AlA, y que éste se encontré alrededor de ellos (Fig. 2.7 E).
En el dia cero se observé una acumulacion mayor de AIA (Figs. 2.8 A, By C) en los
cloroplastos de las células del parénquima tanto en la empalizada como en el esponjoso
(Fig. 2.8 D).
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Figura 2.5 Inmunolocalizacién del AlA en explantes foliares de C. canephora
durante el dia -14 del periodo de pre-acondicionamiento. (A) Nervadura central
de hoja. (B) Células aledafas a la nervadura central. (C) Parte media de la hoja.
(D) Parte final de la hoja. (C) Cloroplastos de las células del parénquima en
empalizada.
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Figura 2.6 Inmunolocalizacion del AIA en explantes foliares de C. canephora
durante dia -7 del periodo de pre-acondicionamiento. (A) Nervadura central de la
hoja. (B, C) Parte media de la hoja. (D) Parte final de la hoja. (E) Cloroplastos de
las células del parénquima empalizada.
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Figura 2.7 Inmunolocalizacién del AIA en explantes foliares de C. canephora dia
-4 del periodo de pre-acondicionamiento. (A) Nervadura central de la hoja. (B, C)
Parte media de la hoja. (D) Parte final de la hoja. (E) Cloroplastos de las células
del parénquima empalizada.
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Figura 2.8 Inmunolocalizacién del AIA en explantes foliares de C. canephora dia
cero de la etapa de pre-acondicionamiento. (A) Nervadura central de la hoja. (B)
Parte media de la hoja. (C) Parte final de la hoja. (D) Cloroplastos de las células
del parénquima empalizada.

Para analizar la distribucion del AIA durante el periodo de induccién, se realizaron
experimentos de inmunolocalizacion, siete dias después de que los explantes fueron
cultivados en el medio de induccién, la acumulacion del AlA disminuy6 en las células de la
nervadura central y en la parte media del explante (Figs. 2.9 Ay B); subcelularmente se le

encontro en el plasmalema y fuera de los cloroplastos (Figs. 2.9 C). En las células de la
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periferia del explante se observé mayor acumulacion de AlA en su citoplasma y nucleé (Fig.
2.9 D). Alos 14 dias la acumulacion de AlA disminuy6 en las células de la nervadura central
y en la parte media del explante (Figs. 2.10 A y B). En las células del borde, el AIA se
localizé tanto en nacleo como en citoplasma, al igual que en el dia 7 (Figs. 2.10 C). En el
dia 21, en el tejido foliar se presenté una disminucion en la sefial del AlA (Figs. 2.11 Ay B),
mientras que en las células de la periferia se observo una mayor acumulacion del AlA (Fig.
2.11 C). Estas observaciones coinciden con los datos de cuantificacion reportados
previamente por huestro grupo, corroborando que durante la etapa de pre-incubacién existe
una acumulacion de AlA, debido al tratamiento con una auxina exégena (Ayil-Gutiérrez et
al., 2013). Durante la etapa de induccion el contenido de auxina exdgena disminuyo en la
mayor parte del explante. Las células de la periferia que dan origen a la masa

proembriogénica mantienen una acumulacion en su citoplasma y nucleo.

Flgura 2 9 Inmunolocahzamon del AIA en explantes foliares de C. canephora 7
dias después de la induccion de la ES en un medio libre de auxina. (A) Nervadura
central. (B) Parte media de la hoja. (C) Células de la de la parte media de la hoja.
(D) Células de la periferia del explante.
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Figura 2.10 Inmunolocalizacion del AlA en explantes foliares de C. canephora 14
dias después de la induccién de la ES en un medio libre de auxina. (A) Nervadura
central. (B) Parte media de la hoja. (D) Células de la periferia del explante.
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Figura 2.11 Inmunolocalizacion de AlA en explantes foliares de C. canephora 21
dias después de la induccién de la ES en un medio libre de auxina. (A) Nervadura
central. (B) Parte media de la hoja. (C) Células de la periferia del explante.
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2.3.2 Inmunolocalizacion del 4cido 3-indol acético en embriones sométicos de C.
canephora.

La mayoria de lo que se sabe hoy en dia sobre el papel de las auxinas durante la
embriogénesis, se ha obtenido de estudios realizados en la EC de A. thaliana, si bien ya se
sabe que comparada con la ES son dos procesos totalmente diferentes, algunas de las
etapas morfoldgicas son similares. Para evaluar el papel del AIA enddégeno durante inicios
y desarrollo de la ES se decidié hacer estudios de inmunolocalizacion en diferentes estadios

de desarrollo de embriones somaticos de C. canephora.

A diferencia de la EC, en nuestro modelo de estudio durante estadios tempranos los
embriones mostraron una distribucién uniforme del AIA (Fig. 2.12). El AlA se localiza tanto
en nucleo como en el citoplasma y no hay sefial en la pared celular. En embriones en el
estadio globular se presentd una distribucion diferencial del AIA, observandose una mayor
acumulacion en el citoplasma y en el nacleo de las células del protodermo cercanas al
meristemo apical (Fig. 2.13) a diferencia del resto del embrion en donde se localizé en la
pared celular, quizas esto se deba a que el AlA se trasporta desde otras células hacia los
sitios de acumulacion, al igual que en embriones somaticos de P. abies, los cuales
mostraron una mayor acumulacion de AIA en las células de la protodermis y una mayor
expresion de un gen homologo a Pinl de A. thaliana en este sitio (Palovaara et al., 2010).
En el embrion en estadio corazén, se observd una mayor acumulaciéon de AIA en el
citoplasma y en el ndcleo de las células del protodermo y las que dardn origen a los
primordios de los cotiledones (Fig. 2.14), en cambio en las células del procambium y el resto

del embrién el AlA se encontré6 mayormente en la pared celular y en el nucleo.

En el embrion en la transicién de corazén a cotiledonar se observé una mayor acumulacion
de AIA en el citoplasma y en el nucleo de las células de los primordios de los cotiledones
(Figs. 2.15 A y B) y en las células que forman los meristemos apical y radicular,

respectivamente. (Figs. 2.15 C y D).

En el embrién en estadio cotiledonar, al igual que en el embrién cigético, se observé una
mayor acumulacion de AlA en las células de los meristemos apical y radicular, asi como en
las células que daran origen a los cotiledones. Para observar si la sefial de AIA observada
en la pared celular en estadios anteriores, correspondia especificamente con este sitio, se

decidio, realizar la tincion de la pared con blanco del calcofltor (BC). La sefal de AlA se
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solapo con la sefal de BC, en las células inferiores a los primordios de los cotiledones y
superiores al meristemo radicular (Fig. 2.16). Estos resultados coinciden con la distribucion
del AIA en embriones de otras especies como P. abies y B. napus (Rodriguez-Sanz et al.,
2015) en los cuales el AlA se distribuye diferencialmente en las mismas células, por lo tanto
quizés durante este tiempo el transporte esté jugando un papel crucial para dar destino a
las células que daran origen a los tejidos y 6rganos fundamentales de las plantas. Para
descartar autoflorescencia e inespecificidad del anticuerpo, se realizaron los testigos
mencionados anteriormente. En ambos testigos no se observé sefial inespecifica (Anexo
Figs. A.7y A.8).
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Figura 2.12 Inmunolocalizacion del AIA en embriones pre-globulares de C.
canephora. (A, B) Embriones pre-globulares 21 dias posteriores a la
induccion. (C) Embriones pre-globulares 28 dias posteriores a la induccién.
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Figura 2.13 Localizacién del AIA en embribn somatico de C. canephora en
estadio globular tardio. (A) Embrién somatico globular-transicion corazon 10X, el
AlIA se encuentra mayormente en las células del meristemo apical y en las células
gue daran origen a los cotiledones. (B) Células del meristemo radicular 40X. (C)
Células del protodermo.
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Figura 2.14 Localizacion del AIA y DAPI en embrién somatico estadio corazén
de C. canephora. (A) Embrion corazon 10X el AIA se encuentra mayormente en
las células del protodermo y en células que daran origen a los cotiledones. (B)
Células del protodermo 40X, el AlA se encuentra en el citosol y en el nlcleo, en
las células adyacentes se localiza Unicamente en el ndcleo y al interior de la pared
celular. (C) Meristemo radicular.

w



CAPITULO I

Figura 2.15 Localizacion del AIA y DAPI en embrién somatico estadio transiciéon
corazén-cotiledonar de C. canephora. (A) Embrion corazon 10X el AIA se
encuentra mayormente en las células del protodermo y en células que daran
origen a los cotiledones. (B) Células del protodermo 40X, el AIA se encuentra en
el citosol y en el nucleo, en las células adyacentes se localiza Gnicamente en el

nacleo y al interior de la pared celular. (C) meristemo apical. (D) Meristemo
radicular.
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Flgura 2 16 Localizacién del AIA y BC que tifie la pared celular en embridn
somatico estadio cotiledonar de C. canephora. (A) Embrion estadio cotiledonar
10X el AIA se encuentra mayormente en las células de los cotiledones, meristemo
apical y radicular. (B) Cotiledén 10X en las células del protodermo y meristemo
apical, el AlA se localiza en el citosol. (C) Células del meristemo radicular 40X, el
AlA se localiza en el citosol.
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2.3.1 Inmunolocalizacién de la proteina PIN en embriones somaticos de C. canephora.

Estudios en A. thaliana han sugerido que el transporte de auxina es esencial para una
correcta formaciéon del eje embrionario, debido a que participa en la primera distribucién
diferencial de AIA de la célula basal, que dard origen al suspensor, a la célula apical,
participando en la formacién de la simetria bilateral en los estadios posteriores y en la
correcta formacion de los primordios de los cotiledones (Friml et al., 2003). Para evaluar el
papel del transporte durante el proceso de ES en C. canephora se decidio realizar la
inmunolocalizacion de uno de los transportadores, mediante el uso de un anticuerpo

comercial dirigido contra el PIN1 de A. thaliana.

Durante los primeros estadios embriogénicos no se observé presencia del transportador
PIN1 en el plasmalema, se distribuyé mayormente en el citoplasma (Fig. 2.17), mientras
gue en el estadio globular PIN1 se localiz6 en el plasmalema de las células del interior del
embrién y en menor cantidad en las células de la protodermis (Fig. 2.18). En el estadio de
corazon PIN1 se localizd en el plasmalema de las células que dardn origen al tejido
provascular (Fig. 2.19), y puesto que en este estadio se observé una mayor acumulacion
de auxina en las células que daran origen a los primordios de los cotiledones, es posible

que PIN1 esté actuando en el transporte de auxina hacia estos sitios.

En el estadio cotiledonar se observé una mayor abundancia de PIN1 en las células del tejido
provascular y en el meristemo radicular (Fig. 2.20), sugiriendo que desempefia un papel en
el transporte de auxina para que la auxina se acumule en las células de los primordios de

los cotiledones y en el meristemo radicular.

Para descartar sefiales por autoflorescencia o inespecificidad, se realizaron dos testigos,
uno omitiendo el anticuerpo primario y otro bloqueando el anticuerpo primario con el péptido

contra el que fue disefiado, en ambos testigos no se observo sefial (Anexo Figs. A.9y A.10).
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Figura 2.17 Localizacién del transportador PIN1 en pro-embriones de C.
canephora. (A) Proembrién formado después de 21 dias de induccién de la ES.
(B y C) Proembrion formado a los 28 dias después de la induccion de la ES.
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Figura 2.18 Localizacién del transportador PIN 1 en embrién somatico en el
estadio globular de C. canephora. (A y B) Embrién en el estadio globular. (C)
Células que daran origen al protodermo. PIN1 se localiza en el plasmalema de

todas las células. Se observé una mayor sefial en las células del centro del
embrion.
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Figura 2.19 Localizacién del transportador PIN 1 en un embrién somético en el
estadio de corazén. (A) Células que daran origen a los primordios de los
cotiledones. (B) Células formadoras del meristemo radicular. (C) Acercamiento
de las células de los primordios de los cotiledones. (D) Acercamiento de las
células del meristemo radicular.
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Figura 2.20 Localizacion del transportador PIN 1 en embriones somaticos en el
estadio cotiledonar. (A y B) Primordios de los cotiledones. PIN 1 se localizd
mayormente en el plasmalema de las células del procambium vascular. (C y D)
Células del meristemo radicular. PIN1 se localizé mayormente en el plasmalema
de las células superiores al meristemo.
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2.4 DISCUSION

La ES se ha convertido en una poderosa herramienta para la regeneracion in vitro de
especies de importancia econémica, sin embargo, a pesar de sus mdultiples aplicaciones,
los mecanismos celulares, fisioldgicos, genéticos, moleculares y bioquimicos involucrados
en el proceso aun son poco entendidos. Una de las estrategias comunes para inducir la ES
in vitro, es el uso de RCV en diferentes combinaciones y concentraciones. Las mas
utilizadas son las auxinas, compuestos de baja masa molecular, que tienen un papel crucial
en la ES, debido a que el uso de inhibidores de su biosintesis y transporte alteran el proceso
embriogénico (Hakman et al., 2009; Choi et al., 2001).

La dinamica espacio-temporal del AlA es regulada por diversos mecanismos, como su
biosintesis, transporte, conjugacion y degradacion (Wang et al., 2015; Ludwig-Mdiller, 2011,
Mravec et al., 2009). Se sabe que la auxina puede ser sintetizada mediante cinco rutas,
cuatro dependientes de triptofano y una independiente, debido a su gran complejidad no
todas las enzimas han sido caracterizadas; actualmente la ruta mas detallada es la via cuyo
intermediario es el AIP, ya que consta Unicamente de dos pasos, mediados por las enzimas
TAALl y YUCAA (Stepanova et al., 2011; Stepanova et al., 2008). Diversos estudios han
mostrado que la auxina exégena promueve la biosintesis de auxina endégena (Pescador
et al., 2012; Vondrakova et al., 2011; Michalczuk et al., 1992) y también su almacenamiento
mediante la formacién de conjugados reversibles (Michalczuk et al., 1992; Cohen y
Bandursky, 1982). Por lo que tanto la auxina exdgena como endogena desempefian

funciones vitales durante la ES.

El sistema de ES de C. canephora, desarrollado en nuestro laboratorio es dependiente de
la etapa de pre-incubacion, periodo en el que la acumulacién de auxina libre y conjugada
incrementa, presentando una mayor concentracion el dia en que los explantes son
transferidos al medio de induccion (Ayil-Gutiérrez et al., 2013). Andlisis previos en la
expresion de los genes que codifican a las enzimas TAAL1 y YUCCA mostraron que tienen
una mayor expresion durante el periodo de pre-condicionamiento, evidenciando una
participacion importante de esta ruta (Ayil-Gutiérrez et al., 2013). Estos resultados sugieren
gue un tratamiento con auxina exdgena promueve la acumulacion de auxina enddgena,
posiblemente mediante la activacion de su biosintesis, debido a que nuestro sistema es

dependiente de esta etapa, probablemente el incremento de AlA es clave para preparar a
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las células para la fase de induccion, al igual que la ES en D. carota, modelo en que el
proceso de induccién se lleva a cabo en presencia de 2,4-D, el cual induce la biosintesis de
AIA dependiente de triptofano (Ribnicky et al., 1996; Michalczuk et al., 1992).

Para observar los sitios de acumulacion de auxina, durante el inicio y el desarrollo de la ES
en C. canephora, se realizaron experimentos de inmunolocalizacion del AIA mediante el
uso de anticuerpos monoclonales anti-AlA. Los resultados de nuestro trabajo se
correlacionan con los datos de cuantificacion previos (Ayil-Gutiérrez et al., 2013), ya que se
observd una acumulacion progresiva de AlA durante la etapa de pre-incubacion, en las
células del parénquima en empalizada y del tejido esponjoso, los experimentos en los que
el anticuerpo primario fue saturado con AlA estdndar mostraron que no existe una reaccion
cruzada con otros compuestos relacionados con su metabolismo, por lo que la sefial

observada es de auxina en su forma libre.

El AlA se localiz6é subcelularmente en la periferia e interior de los cloroplastos; esto no es
de sorprenderse, ya que estudios realizados en protoplastos tratados con triptofano
marcado muestran que alrededor del 30-40% del AIA es sintetizado en estos organelos
(Goran et al., 1990; Goran et al., 1982) por otra parte existe evidencia que el AlA sintetizado
en el citosol pude ser transportado a los cloroplastos (Folke et al., 1993), sin embargo, aun

no se conoce el mecanismo de este transporte.

Durante la etapa de induccién la acumulacion de AIA disminuyd, al igual que en los
experimentos realizados previamente (Ayil-Gutiérrez et al.,, 2013), sin embargo, su
distribucion en los explantes fue diferencial. Las células de la periferia, mostraron una mayor
sefial tanto en su citoplasma y ndcleo, en relacion a otras células del explante. De manera
similar ocurre durante la ES en A. thaliana y Q. suber, sistemas en los que las células de
los centros meristematicos presentan una acumulacion mayor de auxina, en comparacion
con células vecinas, lo que sugiere que el AlA tiene un papel muy importante durante la
formacion de células proembriogénicas (Rodriguez-Sanz et al., 2014; Su y Zhang, 2009).
Por otra parte, ensayos de inmunolocalizacién del AIA, durante la embriogénesis en B.
napus, muestran un acumulacion de AIA mayor en embriones multicelulares durante los
estadios iniciales; por el contrario, las microesporas que no responden a la induccién
mostraron una acumulacioén baja de AlA. En diversos sistemas in vitro se ha visto que las

auxinas, juegan una funcion esencial durante el ciclo celular, ya que su ausencia provoca
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qgue la division celular se detenga (Corsi y Avanzi, 1970), ademas de que afecta la
regulacion transcripcional y pos-transcripcional de los componentes del ciclo celular (Perrot-
Rechenmann, 2010).

La mayor parte del conocimiento que se tiene en actualidad sobre la distribucion del AIA
durante el inicio y los estadios posteriores en la embriogénesis, se ha obtenido mediante
estudios en la EC en A. thaliana, la cual inicia con una division asimétrica del zigoto
formandose una célula basal y una de menor tamafio llamada apical, que presenta una
mayor acumulacién de auxina (Friml et al., 2003), debido a que la expresién de genes que
codifican a las enzimas involucradas en su biosintesis se localizan en el suspensor, se
sugiere que la auxina es transportada desde el suspensor hacia la célula apical,
estableciendo el primer gradiente diferencial de auxina (Robert et al., 2013). En el estadio
globular, la distribucion de auxina se invierte, mostrando una mayor acumulacién en la
hipofisis, originada por la posicion de los transportadores PIN7, PIN4 y PIN1, siendo este
ultimo el que cambia su polaridad en el estadio de corazén, ubicandose en la parte basal
de las células que daran origen al tejido provascular, provocando una acumulacién de
auxina en las células que daran origen a los primordios de los cotiledones (Friml et al.,
2003).

En nuestro sistema embriogénico, a diferencia de la EC, los embriones tempranos tienen
divisiones irregulares y carecen de suspensor, sin embargo, los cambios morfolégicos
posteriores son similares. En los estadios iniciales se observo una distribucion de auxina
uniforme, similar a lo que sucede en embriones de B. napus, los cuales no presentan una
distribucion diferencial de auxina (Rodriguez-Sanz et al., 2014). Sin embargo en los
estadios corazén y cotiledonar el AIA se distribuy6é diferencialmente acumulandose
principalmente en el citoplasma y nucleé de las células formadoras de la protodermis,
primordios de los cotiledones y meristemo radicular similar a lo que sucede en embriones
de B. napus (Rodriguez-Sanz et al., 2014; Soriano et al., 2014) y la gimnosperma P. abies,
que en contraste con A. thaliana tienen entre 3-4 cotiledones, los cuales presentan una
mayor acumulacion de AIA (Hakman et al., 2009). Estos resultados sugieren que durante
la formacion del embrién somatico al igual que la EC la auxina se acumula en sitios precisos,
posiblemente como producto de su transporte polar, participando en la formacion de los

tejidos fundamentales del embrion.

63



CAPITULO Il

Debido a que subcelularmente el AIA se presentd en los nucleos, posiblemente la
sefializaciéon de la auxina tenga un papel central, ya que se sabe que a concentraciones
elevadas funciona como un puente entre la interaccion de la subunidad TIR1/AFB del
complejo ubiquitina ligasa SCFTRYAFE y |a proteina Aux/AlA, originado que estas Ultimas
sufran un proceso de poliubiquitinacién y sean degradadas por el proteosoma 26S (Ramos
et al., 2001; Deshaies, 1999), produciendo asi la liberacién de los ARF, los cuales regulan
la expresion de genes de respuesta a auxina. Se sabe que en embriones cigoticos de A.
thaliana la degradacion de la proteina Aux/AlA, permite la actividad de factor de
transcripcibn MP/NPH4, para reprimir la transcripcion de los genes CUP-SHAPED
COTYLEDON1 (CUC), implicados en la formacién del meristemo apical y separacion de los
cotiledones (Aida et al., 1999).

Para evaluar la participacion del transporte durante la ES, se decidio realizar experimentos
de inmunolocalizacion, mediante el uso de un anticuerpo comercial dirigido contra PIN 1 de
A. thaliana. Puesto que existia la posibilidad de que el anticuerpo anti-PIN1 identificara a
otros miembros de la familia PIN, se decidié realizar testigos saturando al anticuerpo
primario con el péptido contra el que fue disefiado, los cuales no mostraron sefial, por lo
gue se puede concluir que el anticuerpo utilizado no tiene reaccién cruzada con otras
proteinas. Nuestros resultados muestran que en las células embriogénicas PIN1 se localiza
en el citosol, sin embargo, en embriones en estadio globular PIN 1 se localizé en el
plasmalema de las células internas del embrién y en los estadios corazoén y cotiledonar se
observo una mayor sefal en el plasmalema de las células del tejido provascular y meristemo
radicular, resultados similares se obtuvieron en estudios de hibridacién in situ de un gen
homdlogo a PIN1, en embriones sométicos de P. abies, los cuales revelaron que, al igual
gue en la EC, este gen se expresa en todas las células durante estadios tempranos de
desarrollo. En estadios posteriores sus sitios de expresion se restringe a los cotiledones y

células del vascular (Hakman et al., 2009).

Por otra parte, experimentos realizados con TIBA un inhibidor del transporte polar de
auxina, muestran malformaciones en los embriones somaticos de C. canephora (Pérez
Hernandez, 2013), afectando su simetria bilateral provocando la fusién de cotiledones,
similar a lo que sucede en otras especies como Daucus carota, Panax ginseng, Picea abies

y Brassica juncea (Larsson et al., 2008; Ramarosandratana y Van Staden, 2004; Choi et
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al., 1997a; Choi et al., 1997b; Liu et al., 1993; Schiavone y Cooke, 1987).

De este modo, estas observaciones sugieren que la auxina es transportada, hacia la
protodermis, los primordios de los cotiledones y meristemos radicular, para establecer sitios
de acumulacion méxima de auxina para dar origen a la simetria bilateral del embrion y la

formacion de los tejidos fundamentales
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CAPITULO 1lI

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

3.1 CONCLUSIONES

En resumen, los resultados presentados este trabajo muestran que los niveles de AIA
aumentan gradualmente durante el periodo de pre-condicionamiento acumulandose
principalmente en los cloroplastos, lo que sugiere la activacién de su biosintesis, después
de someter a las plantulas a la presencia de una auxina exdgena. Cuando los explantes
son cultivados en el medio de induccion la distribucion de auxina fue diferencial, se

determiné una mayor acumulacion de AlA en las células de la periferia del explante.

Después de 21 dias de inducida la ES, en un medio libre de auxina, las primeras estructuras
embriogénicas que aparecen muestran una distribucién uniforme del AIA, difiriendo del
gradiente que se forma durante los primeros estadios de la EC, sin embargo, a partir del
estadio globular el AIA se encuentra distribuido diferencialmente, acumulandose en la
células que daran origen a los tejidos primarios, igual a como sucede en la EC, sugiriendo

que durante esta parte del proceso el trasporte polar del AlA tiene un papel esencial.

Los experimentos de inmunolocalizacion del transportador PIN 1 mostraron una mayor
acumulacion en el plasmalema de las células del tejido provascular. Todos estos datos
sugieren que durante la induccion de la ES la biosintesis del AlA, junto con su distribucion
diferencial, posiblemente como producto de su transporte polar, juegan un papel esencial

para que se formen las estructuras embrionarias.

3.2. PERSPECTIVAS

Los resultados en este trabajo aportan nuevos conocimientos sobre la funcion de las
auxinas durante la induccion de la ES in vitro y abren la posibilidad de nuevos estudios

sobre la homeostasis de auxina durante este proceso como:

¢ Cuales son los perfiles proteicos y metabdlicos en los cloroplastos durante la etapa

de pre-condicionamiento?

¢Ademas del transportador PIN1, que otros miembros de esta familia participan en
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la distribucion de auxina durante la ES en C. Canephora?

¢ Como afectan la distribucion de auxina y la posicion del transportador PIN1 los

inhibidores de transporte como TIBA y NPA?

¢Los sitios de acumulacion de auxina son los mismos en los que tiene actividad el

promotor DR-5?
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ANEXOS

DAPI

F|gura Al Test|go negativo omitiendo la incubacién con el anticuerpo primario.
(A) Nervadura central de la hoja. (B) Parte media de la hoja.
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Figura A.2 Testigo negativo con anticuerpo bloqueado con AIA estandar. (A)
Nervadura central de la hoja. (B) Parte media de la hoja.

68



ANEXOS

(A) Anticuerpo pre-tratado con AlA-Ala. (B) Anticuerpo primario sin tratar.
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ANEXOS

Figura A.4 Testigos negativos en embriones somaticos de C. canephora
tratados sin anticuerpo primario. (A) Embrion globular (B) Embrién estadio
corazoén. (C) Células del protodermo 60X. Las muestras fueron analizadas bajo
las condiciones anteriores, no se mostré sefal inespecifica en el tejido. Los
nucleos fueron tefiidos con DAPI.

A

Figura A.5 Testigos negativos en embriones somaticos de C. canephora tratados
y bloqueando el anticuerpo primario con AlA estandar. (A) Embrién globular. (B)
Embrién corazén. Células del protodermo en 60X. Las muestras fueron
analizadas bajo las condiciones anteriores, no se mostré sefial inespecifica en el
tejido. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI.
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ANEXOS

Figura A.6 Testigos negativos en embriones somaticos de C. canephora tratados
sin anticuerpo primario. (A) Embrion globular. (B) Embrion en el estadio corazén.
(C) Células del protodermo, 60X. Las muestras fueron analizadas bajo las
condiciones anteriores, no se mostro sefial inespecifica en el tejido. Los nucleos
fueron tefiidos con DAPI.

ﬁ“.‘ rr -

Figura A.7 Testigos negativos en embriones somaticos de C. canephora tratados
y bloqueando el anticuerpo primario con el péptido contra el cual fue disefiado.
(A) Embrién globular. (B) Embrién en el estadio de corazén. Células del
protodermo, 60X. Las muestras fueron analizadas bajo las condiciones
anteriores, no se determiné sefial inespecifica en el tejido. Los nulcleos fueron
teflidos con DAPI.
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