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RESUMEN

La embriogénesis soméatica (ES) permite la regeneracion de plantas in vitro. En la gran
mayoria de los casos es necesaria la presencia de una auxina exégena en el medio de
cultivo, antes o durante la induccion de la ES. Nuestro grupo ha determinado que la
presencia de una auxina en forma exogena durante el pre-tratamiento de las plantas que
daran origen a los explantes aumenta la concentracion de la auxina endégena. También
hemos determinado que hay un aumento en la expresién de algunos de los genes
involucrados en su biosintesis, sugiriendo que el aumento observado en la concentracion
de auxina proviene de la sintesis de novo. Asimismo hay un aumento notable en la
acumulacién de conjugados del &cido-3-inddlico (AlA) con los aminoacidos, acido glutamico
y acido aspéartico. Con base en los antecedentes mencionados, en este proyecto
determinamos que el aumento en la concentracion del AlA proviene de la sintesis de novo.
Para ello se utilizaron tres estrategias experimentales. En la primera de ellas se us6 un
inhibidor de la triptofano aminotransferasa, la L-quinurenina. Este inhibidor disminuye
notablemente la cantidad endoégena de AlA, asi como el proceso embriogénico. En la
segunda se uso triptofano marcado radiactivamente y se determin6 que el AIA producido
lleva la marca radiactiva. En la tercera se realiz6 el andlisis del transcriptoma que nuestro
grupo genero recientemente y se determind que existe una importante expresion de los

genes que codifican a enzimas involucradas en la biosintesis del AlA.







ABSTRACT

Somatic embryogenesis (SE) leads to plant regeneration during the in vitro process. In most
cases, the presence of an exogenous auxin in the culture medium is necessary, before,
during or after the induction of SE. In our lab it has been determined that the presence of an
exogenous auxin during the pre-treatment of the plants, used as a source of the explants
for the induction of the SE, produces an increase in the endogenous auxin. At the same
time, there is also expression of some genes involved in the indole-3-acetic acid (IAA)
biosynthesis suggesting that this expression is due to de novo biosynthesis. Moreover, there
is a marked increase in the accumulation of the conjugated IAA with glutamic and aspartic
acids. Based on the above background, in this project, | found that the increased
concentration of IAA comes from de novo synthesis. This fact has three approaches. The
first one is that the inhibitor of the tryptophan aminotransferase, the L-kynurenine, decreases
significantly the endogenous amount of AlA, as well the embryogenic process. The second
approach involved the use of radioactively-labeled tryptophan, and we found that the
synthetized IAA has the incorporated radioactive label. The third approach was
transcriptome analysis that our group recently conducted and it was determined that there

is an important expression of genes encoding enzymes involved in the biosynthesis of IAA.
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INTRODUCCION

El café que se consume en el mundo provine de dos especies, Coffea arabica y Coffea
canephora. En términos generales, C. arabica es muy susceptible a enfermedades en
comparacion con C. canephora; sin embargo, produce un café de mucha mejor calidad y
contiene menos cafeina. Por lo anterior, se buscan alternativas para mejorar genéticamente
a ambas especies. En el caso de C. arabica es importante que sea mas resistente a las
plagas y enfermedades, en tanto que el caso de C. canephora es deseable que produzca
menos cafeina y un café de mejor calidad. Dado que se trata de una planta perenne, una
de las alternativas para poder llevar a cabo dicho mejoramiento pasa por las técnicas de

seleccidn in vitro y de reproduccién vegetativa.

En el cafeto hay dos vias de multiplicacion, vegetativa y por semilla. En el caso de la
reproduccion vegetativa, ésta puede ser por propagacién o por embriogénesis somatica
(ES). El primer caso de ES en el género Coffea fue reportado por Staritsky (1970) a partir
de explantes de ramas ortotropicas jovenes de C. canephora. Desde entonces se han
desarrollado investigaciones sobre la ES en el género Coffea por diversos grupos de
investigacion alrededor del mundo (Santana-Buzzy et al., 2007; Santana-Buzzy et al., 2004;
Dublin, 1991) .

El éxito de la propagacién mediante ES depende del manejo adecuado de los medios de
cultivo, especialmente los reguladores del crecimiento vegetal (RCV), considerados como
los mensajeros quimicos responsables de la formacién y el crecimiento de los diferentes
organos vegetales (Taiz y Zeiger, 1991). De entre los once RCV conocidos, las auxinas

juegan un papel central en el proceso de la ES.

La auxina es una pequefia molécula que influye en casi todos los aspectos de la vida de
una planta. La respuesta a auxina es modulada en mdultiples niveles, incluyendo su
biosintesis, conjugacion, transporte y la interaccibn con otros RCV. Los mecanismos
moleculares que impulsan estos procesos se han empezado a dilucidar en las ultimas
décadas (Oliva et al., 2013; Saini et al., 2013; Santner et al., 2009). Uno de ellos es su
participacion en la embriogénesis cigotica (Petrasek y Friml, 2009). En el grupo de trabajo

del Dr. Loyola-Vargas se ha obtenido evidencia que sugiere que la biosintesis del AIA es
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esencial para que se lleve a cabo la induccién de la ES (Ayil-Gutiérrez et al., 2013). Por lo
que en este trabajo se propuso determinar si el aumento en la concentracion del AlA se
debe a su biosintesis de novo durante la induccion de la ES. Para ello se utilizé una

estrategia farmacologica, asi como el uso de sustratos marcados.

Existen compuestos que inhiben a algunas de las enzimas involucradas en la biosintesis
del AlA a partir de triptofano, entre los cuales se encuentra la L-quinurenina (Kyn), el cual
es un inhibidor competitivo de la triptofano aminotransferasa (TAAL), una enzima clave en
la ruta de biosintesis del AIA a través del 4cido-3-indol piravico (AIP), con una K; de 11.52
uM (He et al., 2011).

Otro inhibidor es la 5-(4-clorofenil)-4H-1,2,4-triazol-3-tiol (yucasina). Este compuesto inhibe
la biosintesis del AIA en los meristemos de coleoptilos de maiz (Nishimura et al., 2014). La
yucasina inhibe competitivamente, in vitro, la decarboxilacion oxidativa del AIP catalizada
por la YUC flavina monooxigenasa (YUCCA). Combinadas, la Kyn y la yucasina, inhiben
sinérgicamente la biosintesis de auxina y el crecimiento de las plantas (Nishimura et al.,
2014).
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ANTECEDENTES

1.1 EMBRIOGENESIS SOMATICA

La ES es el proceso por el cual las células somaticas son inducidas a generar células
embriogénicas, las cuales pasan por una serie de cambios celulares, biogquimicos,
moleculares y morfolégicos que resultan en la formacion de un embrion. Este proceso fue
descubierto en los afios 50s y se ha visto como una promisoria herramienta para la
propagacion masiva de la generacién F1 de hibridos de cultivares de interés econémico y

como un modelo para el estudio de la diferenciacién celular.

Para su estudio la ES ha sido abordada desde diferentes campos como los fisiolégico,
celular, bioquimico y molecular; sin embargo, aln se esta lejos de describir y entender en
su totalidad dicho proceso. La mayor parte de la informacion disponible ha sido obtenida en
cultivos celulares de zanahoria (Daucus carota) (Steward et al., 1975) y alfalfa (Medicago
sativa) (Stuart y Strickland, 1984). No obstante, en diversos casos las conclusiones
obtenidas a partir de una especie no pueden ser extrapoladas a otra, por lo que es necesario
desarrollar sistemas embriogénicos eficientes en la produccién de embriones somaticos
gue sirvan como sistemas modelos para realizar estudios tanto a nivel basico como

biotecnoldgico (Fig. 1.1).

Entre los diversos factores que afectan los procesos de la ES se tiene la fuente del explante,
el medio de cultivo, los RCV empleados, las condiciones ambientales en las cuales se
cultivan los explantes. La fuente de nitrégeno del medio de cultivo es un factor que modifica
de manera importante la respuesta embriogénica de los explantes (Fuentes-Cerda et al.,
2001).

El primero en iniciar estudios sobre la ES fue Harry Warris en 1957, utilizando Oenanthe
aguatica como modelo de estudio. En C. canephora Staritsky (Staritsky, 1970) fue el
primero en reportar el desarrollo de embriones sométicos. Séndahl y Sharp (Séndahl y

Sharp, 1977) describieron un procedimiento para obtener un callo embriogénico de alta
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frecuencia a partir de explantes foliares de C. arabica. Después de los trabajos iniciales de
induccién de la ES en cafeto, se ha publicado una gran cantidad de investigaciones sobre
la ES de esta especie (Bieysse et al., 1993; Neuenschwander y Baumann, 1992; Hatanaka
et al., 1991; Yasuda et al., 1985; Pierson et al., 1983; Dublin, 1981).

Directa

Indirecta

Figura 1.1 Diagrama sobre la embriogénesis somatica (Moller y Weijers, 2009;
Quiroz-Figueroa et al., 2006b).

1.2 REGULADORES DEL CRECIMIENTO VEGETAL

El desarrollo natural de una planta depende en gran parte de la interaccion de factores
externos (luz, nutrientes, agua, temperatura, etc.) con factores internos (RCV, etc.). Los
RCV son sustancias sintetizadas en un determinado lugar de la planta y que se transportan
a otro en donde actian a muy bajas concentraciones, regulando el crecimiento, desarrollo,
reproduccion y otras funciones de las plantas. Existen once grupos de RCV (Jones et al.,
2013). Estos son, auxinas, citocininas, giberelinas, brasionoesteroides, salicilatos,

jasmonatos, poliaminas, estrigolactonas, etileno, acido abscisico y oxido nitrico (Fig. 1.2).
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A cada grupo se le ha asignado un efecto dominante, pero es comuin encontrar que existen
efectos entre ellos y en la respuesta fisiologica asociada a cada etapa de desarrollo
(vegetativa y/o reproductiva). En el momento de optar por la propagacion vegetativa la
regulacion por RCV dependera de cada especie (genotipo), del ambiente (estimulos fisicos)
y la respuesta se vera afectada por la concentracién y proporcién de cada uno de estos
compuestos (Rojas, 1972).

Acido abscisico Oxido Auxinas |
nitrico
0 i\ Citocininas
Etileno — .
\N_/ “
o==0
H/ \H

0.0
M Estrigolactonas
G (o) o
0 “ 0
o

Brasinoesteroides
OH

Poliaminas Salicilatos
p Jasmonatos - o
Hol N
EN A AN, 0 _ HO,
o H ho o
COOH g

Figura 1.2 Reguladores de crecimientofveg'etal que regulan todos los aspectos

del crecimiento y desarrollo de las plantas (Santner et al., 2009).

1.3 AUXINAS

Las auxinas fueron los primeros reguladores del crecimiento descubiertos. Desde la
antigiiedad, los naturalistas notaron que las plantas tienen capacidad de moverse en

respuesta a la luz. Las auxinas participan en una gran cantidad de procesos fisiologicos.

Para regular los niveles de auxina en la planta, su respuesta estd modulada por su
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biosintesis, degradacion, conjugacion, transporte e interaccion con otros RCV (Fig. 1.3).

Interaccion
Biosintesis Degradacion Conjugacion Transporte con otros
RCV

Figura 1.3 Factores que regulan los niveles de auxinas en las plantas.

Desde que se descubrid la primera auxina, se han identificado otros compuestos con
actividad analoga a la del AlA a partir de tejidos vegetales e incluso se han sintetizado en

el laboratorio. Todos ellos se agrupan bajo el nombre genérico de auxinas (Fig. 1.4).

Las auxinas se sintetizan, principalmente, en los meristemos apicales de las plantas y
circulan dentro de la planta en una sola direccion, desde el 4pice del tallo a la raiz o desde

el 4pice de la raiz hacia la base de la planta (Curtis, 1985).
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Figura 1.4 Auxinas naturales (A) y sus anélogos sintéticos (B). AIA = &cido-3-
indol acético; AIB = acido-3-indol butirico; 4-CI-AlA = acido 4-cloroindol acético;
AFA = 4cido fenilacético; 2, 4-D = &cido 2,4-diclorofenoxi acético; ANA = &cido 1-
naftalén acético; dicamba = &cido 3,6-dicloro-2-metoxibenzoico; picloram = &cido

4-amino-3,5,6-tricloropicolinico.
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1.4 BIOSINTESIS DE LAS AUXINAS

Aunque el AIA fue el primer RCV identificado, su ruta biosintética no esta del todo clara. Se
ha postulado que existen diversas rutas de biosintesis del AIA. Cuatro de ellas son
dependientes de triptofano (Trp), y la otra es independiente de Trp e inicia con el indol-3-
glicerol fosfato (IGP) (Wang et al., 2015).

La primera evidencia reportada de la participacion del Trp como precursor de la biosintesis
de AIA fue en un estudio realizado en hojas de espinaca en las que se produjo auxina en
presencia de Trp. Este experimento se llevd a cabo en discos foliares, los cuales se cortaron
a la mitad. Una de las mitades se colocé en 10 ml de amortiguador de fosfato y la otra mitad
se colocd en el mismo volumen de amortiguador y se le afiadieron 10 mg de Trp. Las hojas
que fueron infiltradas con Trp contenian 10 veces mas auxina que los explantes testigo que
no fueron expuestos a la presencia de Trp. Este resultado sugiere gue las hojas de espinaca
contienen un mecanismo para producir auxina en presencia de este aminoacido (Cuadro
1.1) (Wildman et al., 1947).

Cuadro 1.1 Conversion del triptofano a auxina en hojas de espinaca (Wildman et
al., 1947). El experimento fue desarrollado en 10 ml de 0.1 M de amortiguador
KH2-HPO4, pH 7.0; a una temperatura de 22 °C. Las hojas se infiltraron mediante

vacio por 20 minutos y se realiz6 la incubacién en aire.

Medio de infiltracion Tiempo | Peso seco Curvatura | Agar AIA x 106
enh de hojas en en °C enml | mg/100 mg
mg hojas secas
Amortiguador 3.5 95 6.6+0.5 0.80 2.5
Amortiguador + 10 mg. 3.5 89 13.6+1.4 3.20 27.5
triptéfano
Amortiguador 5 64 3.5+0.4 0.80 3.7
Amortiguador + 2.5 mg. 5 63 9.0+1.1 6.40 39.4
triptéfano
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Se han postulado cinco vias de biosintesis para el AlA (Fig. 1.5). En la primera via el Trp
es convertido en indolacetamida (IAM) mediante la Trp monooxigenasa y la 1AM es
convertida en AIA mediante la IAM hidrolasa. En una segunda via el Trp es convertido en
indol-3-acetaldoxima (IAOx) por cualquiera de dos citocromo P450 monooxigenasa
(CYP79B2/CYP79B3); la IAOx es convertida en indol-3-acetonitrilo (IAN) y transformado
en AIA por una nitrilasa. En la tercera via, la que hasta ahora parece ser la mas abundante
y comun en las plantas terrestres, el Trp es convertido en acido indol-3-piravico (AIP) por
una aminotransferasa, para a continuacion ser convertido en AIA por una enzima de la
familia YUCCA (YUC). En la cuarta via el Trp es convertido en triptamina (TAM) por medio
de una Trp descarboxilasa. A continuacion la TAM es transformada en indol-3-acetaldeido
(AlAd) y finalmente convertido en AIA por una deshidrogenasa (Sugawara et al., 2009;
Woodward y Bartel, 2005).

También se ha descrito una via independiente del triptofano. Utilizando precursores
marcados (Prinsen et al., 1994) se determin6 que la conversion del AIA (en ausencia de
Trp) en diferentes cepas de Azospirillum brasilense seguia una distribucion del 0.1, 10 y 90
% para las vias de IAM, AIP y la independiente del Trp respectivamente. Uno de los
precursores de esta via es el indol, si bien poco se conoce sobre esta via y los genes

involucrados en ella.
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Figura 1.5 Rutas descritas para el metabolismo de las auxinas. Redibujado de
Wang et al. (Wang et al., 2015). Las flechas soélidas se refieren a rutas con
enzimas identificadas y las flechas punteadas se refieren a rutas sin identificar.
ANT, antranilato; AS, antranilato sintasa; CHA, &cido corismico; IAAld, indol-3-
acetaldehido; 1AM, indol-3-acetamida; IAN, indol-3-acetonitrilo; 1AOx, indol-3-
acetaldoxima; IGP, indol-3-glicerol fosfato; IGs, indol glucosinolatos; IGS, indol-
3-glicerol fosfato sintasa; IPyA, acido indol-3-piravico; PAT, fosforibosilantranilato
transferasa; TAAL, triptofano aminotransferasa de Arabidopsis1; TAM, triptamina;
TSA, triptofano sintasa a; TSB, triptofano sintasa 3; YUC, YUCCA.

Utilizando enfoques tanto moleculares como genéticos se han podido identificar parte de
los genes que codifican para las enzimas que participan en la biosintesis del AIA (Cuadro
1.2).
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Cuadro 1.2 Genes que participan en las cuatro rutas de biosintesis del AIA dependientes

de triptofano (Mano y Nemoto, 2012; véase Figura 1.5).

RUTA (GEN) ORTOLOGO PRODUCTO DEL GEN ESPECIE REFERENCIA
(LOCALIZACION)
1. Ruta IAM
AMI1 AtAMI1 Hidrolasa indol-3-acetamida  A. thaliana (Neu et al., 2007; Pollmann et al.,
NtAMI1 (citoplasma) Nicotiana tabacum 2003)
Hidrolasa indol-3-acetamida (Mano et al., 2010; Nemoto et al.,
(citoplasma 2009)
2. Ruta IPA
TAA1 TAAL Triptofano aminotransferasa  A. thaliana (Stepanova et al., 2008; Tao et al.,
TIR2 (citoplasma) A. thaliana 2008)
TAR1 Triptofano aminotransferasa A. thaliana (Yamada et al., 2009)
AAO1 Triptofano aminotransferasa (Stepanova et al., 2008)
ZmAO-1 Zea mays
AtAO-1 Aldehido oxidasa (citoplasma) A. thaliana (Sekimoto et al., 1997)
YuC Aldehido oxidasa (citoplasma) (Sekimoto et al., 1998)
AtYUC1,2,4,6 A. thaliana (Mashiguchi et al., 2011; Stepanova et
Flavin monooxigenasa al.,
2011; Won et al., 2011)
3. Ruta TAM Catharanthus roseus
TDC TDC Triptofano descarboxilasa  Camptotheca (De Luca et al., 1989)
TDC (citoplasma) acuminata (Lopez-Meyer y Nessler, 1997)
OpTDC Triptofano descarboxilasa Ophiorrhiza pumila (Yamazaki et al., 2003)
TDC Triptofano descarboxilasa Oriza sativa (Kang et al., 2007; Ueno et al., 2003)
TDC Triptofano descarboxilasa O. sativa
Triptofano descarboxilasa
YuC AtYUC1 A. thaliana (Zhao et al., 2001)
(YUCCA) FzC Flavin monooxigenasa Petunia hybrida (Tobefia-Santamaria et al., 2002)
OsYUC1 Flavin monooxigenasa O. sativa (Yamamoto et al., 2007)
Spil Flavin monooxigenasa Z. mays (Gallavotti et al., 2008)
SIFZY YUCCA-Flavin monooxigenasa Solanum (Tivendale et al., 2010)
ToFZY No conversion de TAM a N- lycopersicum (Exposito-Rodriguez et al., 2011)
PsYUC hidroxiTAM S. lycopersicum (Tivendale et al., 2010)
Flavin monooxigenasa Pisum sativum
No conversion de TAM a N-
hidroxiTAM
4. Ruta AOX1
CYP79B2/B3 CYP79B2/B3 Monooxigenasa 450 especifica a A. thaliana (Hull et al., 2000; Mikkelsen et al.,
triptofano 2000)
NIT1/2 AtNIT1,2 (cloroplasto) A. thaliana
Zmnitl,2 Nitrilasa (membrana) Z. mays (Bartel y Fink, 1994; Bartling et al.,

Nitrilasa

1992)
(Park et al., 2003)

11
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1.5LA RESPUESTA DE ELONGACION DEL HIPOCOTILO PRODUCIDA POR LA
ABUNDANCIA DE SOMBRA REQUIERE A TAAL.

Hasta ahora se ha dilucidado una via dependiente de Trp completa en plantas de
Arabidopsis thaliana. En esta via, la auxina es sintetizada a través de dos pasos. El primero
consiste en la eliminacion del grupo amino por la TAA1 para producir AIP. El segundo paso
es la descarboxilacion oxidativa del AIP por enzimas de la familia YUC para generar AlA
(Zhao, 2014).

Para esto Tao et al. (Tao et al.,, 2008) aislaron una serie de mutantes que no podian
alargarse cuando eran expuestas a luz roja/roja lejana (R/FR) y mostraron que la
inactivacion del gen SAV3 es responsable del fenotipo mutante. Este estudio fue para tratar
de entender por qué las plantas tienden a alargarse para evitar la sombra. Un ejemplo de
esto es el sindrome de evitacion a la sombra, el cual se desencadena por reduccién en la
cantidad de luz. En este trabajo se determin6 que las condiciones que simulan a la sombra
indujeron rapidamente la biosintesis del AIA y la cantidad de AIA libre en las plantulas
silvestres. Por el contrario, en las plantulas —Taal se determiné una menor cantidad de AlA
en la luz blanca y fueron incapaces de adaptarse a la sombra y responder como las plantas
silvestres, esto se debe a que estas mutantes carecen de TAAL, lo que indica que esta
enzima es requerida para el aumento del AIA (Fig. 1.6B). En relacién con el fenotipo, un
ambiente enriguecido con luz roja lejana (la cual simula la sombra producida por otras
plantas), promueve la elongacion de los hipocotilos, pero no en las mutantes bloqueadas

en su sintesis de auxinas (Fig. 1.6A)

12
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Figura 1.6 Las mutantes SAV3 son defectuosas en la biosintesis de auxina. (A)

OLuz

a 3

Caracterizacion fenotipica de Col-0 y sav3. (B) Biosintesis de AIA en condiciones

de luz y sombra (Tao et al., 2008).

1.6 PARTICIPACION DE YUCCA EN LA CONVERSION DE AIP A AIA.

La auxina sintetizada por las flavin monooxigenasas YUC es una fuente de auxina esencial
para la embriogénesis en A. thaliana y la formaciéon de érganos postembrionarios (Cheng
et al., 2007). El andlisis de la expresién de YUC1 y YUC4 mostré6 que ambos genes se
expresan similarmente a lo largo de la embriogénesis en A. thaliana y son redundantes en
la formacion de la flor y el desarrollo vascular. Por otro lado, la expresiéon de YUC10 y
YUC11 se superpone con la de YUC1 y YUC4, lo que sugiere que también desempefian un
papel en la biosintesis de auxina. En la cuddruple mutante, yucl yuc4 yuclO yucll, al
perder la funcion de los cuatro genes YUCCA se obtuvieron notables defectos de desarrollo,
carecian de hipocotilo o raices y la mayoria solo tenian un cotiledén con poco tejido vascular
(Fig. 1.7) (Cheng et al., 2007).

13
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Figura 1.7 Regulacién de la embriogénesis de Arabidopsis por los genes YUC.

(A) Defectos en el desarrollo de la cuadruple mutante yuc4 yucl yuc10 yucll. La
plantula a la izquierda es la silvestre (WT), las dos a la derecha son las mutantes.
Nétese que éstas carecen de hipocotilo y raiz. (B y C) Fotografias del sistema
vascular observado por la técnica de microscopia de campo oscuro; (B) Plantula
de tipo silvestre. (C) Vista de la cuadruple mutante yuc4 yucl yuclO yucl en la

gue se nota la ausencia de tejido vascular (Cheng et al., 2007).

Para examinar si la familia de los YUCCA actua en la conversion de AIP a AlA se analizaron
los niveles de AIP en los brotes de mutantes cuadruples yucl yuc2 yuc4 yuc6 y se
determiné que los niveles de AIP en estas plantulas aument6 1.5 veces en comparacion
con las silvestres y 2.7 veces en relacion con las mutantes wei8-1 y tar2-1 que carecen de
TAAL. También se analizaron los niveles de AIP en las yemas de las triples mutantes yucl
yuc2 yuc5 y se determiné una mayor cantidad de AIP en estas mutantes que en las
silvestres y en las mutantes wei8-1 y tar2-1. Estos datos muestran que la familia YUCCA

participa en la conversion de AIP a AlA en A. thaliana. (Fig. 1.8) (Mashiguchi et al., 2011).

14



CAPITULO |

Plantulas B 800 Yemas
*%*
*
— 600
o
o
D 400
e
< 200 *
I
Silvestre wei8-1  yuct Silvestre wei-1 yuct
tar2-1  yuc2 tar2-2  yuc?
yucd yucé
yuch

Figura 1.8 Nivel de AIP en plantas de A. thaliana. Plantas silvestres de A. thaliana
(WT), cuadruple mutantes yucl yuc2 yuc4 yuc6 y triple mutantes yucl yuc2 yuc6,
y deficientes en TAA y YUC, respectivamente (Mashiguchi et al., 2011).

1.7 DESCUBRIMIENTO DE LA RUTA DE SINTESIS DE AIA INDEPENDIENTE DE TRP.

En 1991 se descubrié la ruta independiente de Trp en un experimento en maiz (Wright et
al., 1991). Se usaron plantulas mutantes orp que no producen Trp y plantulas silvestres, y
se cuantific6 el contenido de AIA total. Después se les afiadié Trp y se cuantifico el
contenido de AIA total. Se determin6 que el nivel de AIA aument6 en las plantas silvestres
y no en las mutantes, por lo que se concluy6 que éstas no necesitan de Trp para sintetizar
AlAy lo sintetizan por una via independiente de este aminoacido. El contenido de Trp libre

fue mayor en las plantas silvestres que en las plantas mutantes (Fig. 1.9).
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Figura 1.9 Cantidades totales de AIA y Trp libre en plantulas de Zea mays. (A)
AlA total, linea 1, plantulas orp; linea 2, plantulas normales; linea 3, plantulas orp
+Trp; linea 4, plantulas normales + Trp. (B) Trp libre, linea 1, plantulas orp; linea

2, plantulas normales (Wright et al., 1991).

Recientemente (Wang et al., 2015) se reporté que la indol sintasa (INS), localizada en el

citosol, es un componente clave en la ruta biosintética independiente de Trp en la biosintesis

del AIA (Fig. 1.10).
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Figura 1.10 INS es un componente clave en la ruta biosintética del AIA
independiente de Trp. (A) Diagrama esquematico del destino del 13Cs acido-
antranilico (*3Cs-ant). Las plantulas se transfirieron a medio de Murashige y

Skoog liquido (MS) que contiene 2Cs-ant y se incubaron durante 24 h. En un
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ensayo paralelo, el medio MS contenia 13Cs-ant y Trp sin marcar, que deberia
aumentar el tamafio de la posa de Trp y disminuir la biosintesis de 13Cs-AlA so6lo
a través de la via Trp-dependiente. (B) Contenidos de 13Cs-AlA en plantulas de
12-d de edad de tipo silvestre (Col-0) y mutantes ins-1 (Wang et al., 2015).

En la Fig. 1.11 se muestra el efectos que tuvieron diferentes inhibidores sobre los niveles
de AIA endbgeno, en el tratamiento con aminoetoxivinilglicina (AVG) reduce el contenido
endogeno de AIA en una forma dependiente de la dosis en plantulas de A. thaliana (Fig.
1.11A). Las plantulas fueron tratadas con 30 uM de AVG y Acido L-aminooxifenil propionico
(L-AOPP) por una hora y se encontré que en presencia de ambos inhibidores el con tenido
de AIA endbgeno fue menor que en aquellas plantulas que no fueron tratadas con los
inhibidores (Fig. 1.11B). Al tratar plantulas silvestres y mutantes con ambos inhibidores se
encontré que el AVG aun en la dosis mas baja de 3 uM disminuy6é mas el contenido de AIA
que L-AOPP (Soeno et al., 2010).
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Figura 1.11 Efecto de diferentes inhibidores sobre los niveles endégenos de AIA
en plantulas de Arabidopsis thaliana (Soeno et al., 2010). Las semillas fueron
germinadas y las plantulas cultivadas por 6 d en el medio MS a la mitad de fuerza
i6nica, transferidos a medio liquido y cultivadas por un dia mas antes del
tratamiento con los inhibidores. Los datos representan la media £ ES (n = 3). A)
GC-MS analisis de los niveles enddgenos de AIA de las plantulas tratadas con
AVG por 24 h. Las plantulas fueron cultivadas por 7 d antes de los tratamientos
con el inhibidor. B) LC-MS/MS andlisis de los niveles enddgenos de AlA en
plantulas tratadas con AVG o L-AOPP 30 uM por una hora. C) LC-MS/MS analisis
de los niveles enddgenos de AlA en plantulas tratadas con 10 uM de ACC por 3
h en presencia o ausencia de 30 pM AVG o 10 pM L-AOPP. D) LC-MS/MS
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analisis de los niveles enddgenos de AIA en las plantulas silvestres (WT) o en las
plantulas ein2 tratadas con AVG o L-AOPP. (Soeno et al., 2010).

En estudios anteriores se identificé a la Kyn como un inhibidor competitivo de la enzima
TAAL, y se determind que inhibe la biosintesis de AlA inducida por etileno en las raices. El
analisis del crecimiento de plantulas de A. thaliana Col 0, en presencia del inhibidor Kyn en
medio MS, permitié determinar que el crecimiento, tanto del hipocotilo como de la raiz, fue

menor que en el testigo.

Por otro lado, el andlisis de las mutantes ctrl-1y etol-2, las cuales sobreproducen etileno,
y por lo tanto se inhibe el crecimiento de la raiz y del hipocotilo, en presencia de Kyn,
permitié determinar que se suprimié el fenotipo de ambas mutantes, ya que la Kyn inhibe la
biosintesis del AIA, permitiendo que el hipocotilo y la raiz crezcan (Fig. 1.12) (He et al.,
2011).

La biosintesis de auxina inducida por etileno es inhibida por Kyn. Se determiné que al aplicar
Kyn la expresion de GUS se redujo en los meristemos de las raices y la reduccién fue mayor
cuando la sefalizacién se activo mediante ACC. Ademas, la Kyn revierte el efecto inhibidor
del crecimiento de la raiz por el tratamiento de ACC exdgeno sobre las plantulas de tipo
silvestre y suprime la formacién del pelo radicular inducido por el tratamiento de &cido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) (Fig. 1.13). La Kyn también influye en la funcién del
factor de transcripcion ETHYLENE INSENSITIVE3 (EIN3). Utilizando una construccién de
EIN3 fusionado al reportero GUS en presencia de Kyn, se determiné que esta Ultima reprime

la tincidbn GUS aun en presencia de ACC (He et al., 2011).
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thaliana. (A y C) Kyn invierte el fenotipo corto de la raiz en plantulas etioladas
etol-2 y ctrl-1. (A y B) Kyn tuvo poco efecto sobre la longitud del hipocotilo y la
curvatura del gancho apical a 1 yM Kyn. Bajas concentraciones de Kyn suprimen
el fenotipo especifico de ctrl-1 y etol-2. (A) Plantulas etioladas de tres dias de
A. thaliana Col-0, ctr-1 y eto 1-2 cultivadas en medio MS suplementado con 1 uM
de Kyn. (B) y (C) Cuantificacién de la longitud del hipocatilo (B) y raiz (C) de las
plantulas mostradas en (A). Las barras representan la longitud promedio (6 +) de

por lo menos 20 plantulas (pruebat de Student entre el tratamiento con Kyn y las

Col-0

plantulas no tratadas ***P < 0.001 (He et al., 2011).
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ctri1-1

- Kyn
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Figura 1.12 Inhibicién de la biosintesis de AIA usando Kyn en plantulas de A.

Col-0

MS

ACC

ACC+Kyn

Figura 1.13 La Kyn inhibe la formacion de pelo radicular inducida por etileno asi
como la expresion de EBS:GUS en las raices. En la figura se muestran las raices
de plantulas etioladas de cuatro dias cultivadas en medio MS suplementado con
Kyn (1.5 puM) y/o ACC (10 puM). La escala de la barra es de 100 um (He et al.,

2011).
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Se han identificado tres compuestos que afectan la biosintesis del AlA, disminuyendo la
cantidad de AlA en los coleoptilos de maiz. Se determiné el efecto de estos compuestos
sobre el contenido de AIA enddgeno, el transporte de AIA desde el meristemo hasta un
bloque de agar, el total de AIA y el gravitropismo del coleoptilo. De los compuestos
ensayados, la yucasina mostro el efecto inhibidor mas fuerte sobre la produccién de AIA en
secciones de meristemo de coleoptilo de 3 mm (Fig. 1.14) (Nishimura et al., 2014).

(a)
Cantidad de AIA después de 1.5 h de tr (iv) Inhibicion

Quimico . - de la

(10I0 M) (gu‘r}l?ae: II: transp(cl:r)tggos por (i TOE,?I de culvatura

punta (%) la punta por 1.5 h pg (%) gravitiopica
Testigo 196 (100) 780 (100) 976 (100)
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Figura 1.14 Productos quimicos que afectan la biosintesis de AlA en coleoptilos
de maiz. Se analizaron compuestos que disminuyen la cantidad de AIA en el
coleoptilo. (a) El analisis permitié identificar tres compuestos, 63-B5, 79-H8 y
yucasina. Se determino el efecto de estos compuestos en el contenido endégeno
del AlA en los coleoptilos de maiz, el transporte del AIA desde el meristemo hasta
un bloque de agar, asi como el gravitropismo del coleoptilo. (b) Estructura

guimica de 63-B5, 79-H8 y yucasina (Nishimura et al., 2014).
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En un co-tratamiento de yucasina con Kyn se inhibi6 la biosintesis de auxina, asi como el
desarrollo y crecimiento de las plantas (Nishimura et al., 2014).

- Inhibidor Yucasina+Kyn+Auxinol

- Inhibidor

Col-0
tirl/afb2

Yucasina 20 Kyn 10 Auxinol 10 (um) Yucasina+Kyn+Auxinol

Figura 1.15 El co-tratamiento de los inhibidores yucasina, Kyn y auxinol produce

efectos severos relacionados con las auxinas durante el desarrollo de la planta.
El tratamiento combinado con 10 pM Kyn, 10 puM auxinol (un bloqueador de
TIR1/AFB) y 20 uM de yucasina produce el fenotipo “auxin-null”. La doble mutante
tirl afb2 mostré hipersensibilidad a la combinaciéon de los inhibidores de la
sintesis de auxina y muere después de que abren los cotiledones. La barra de la
escala es igual a un cm (Nishimura et al., 2014).

1.8 CONTENIDO ENDOGENO DE AUXINAS ANTES Y DURANTE LA INDUCCION DE
LA ES DE COFFEA CANEPHORA

La auxina solo es necesaria para la formacion de grupos de células meristematicas y es
inhibitoria para el desarrollo de la ES (Ayil-Gutiérrez et al., 2013). También se ha
determinado que la presencia de auxina exdégena en el medio de cultivo actia de manera
directa en la sintesis de la auxina endégena (Michalczuk et al., 1992). En nuestro laboratorio
se ha determinado que el pre-tratamiento de las plantulas de C. canephora con ANA y Kin
produce un aumento en el contenido enddgeno de AlA, el cual alcanza un maximo 14 dias

después de iniciado el pre-tratamiento. Cuando los explantes de las plantas pre-tratadas
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son colocados en el medio de induccién de la ES en presencia de BA y ausencia de auxina
el contenido de la auxina enddgena disminuye rapidamente (Fig. 1.16) (Ayil-Gutiérrez et
al., 2013).
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Figura 1.16 Contenido endégeno de auxinas antes y durante la induccion de la
ES de Coffea canephora. AIA endogeno (A), IBA (¢), ANA (m) (Ayil-Gutiérrez et
al., 2013).

1.9 EXPRESION DE TAA1, YUC1, YUC3 DURANTE EL PRE-ACONDICIONAMIENTO Y
LA INDUCCION DE LA ES

Cuando se evalué la expresion del gen TAA1 y de los genes YUCCA, ambos involucrados
en la biosintesis de AlA a partir de Trp en A. thaliana, mediante PCR cuantitativo durante la
pre-incubacién e induccion de la ES en C. canephora se pudo determinar que existe una
correlacion muy estrecha entre el aumento en la expresion de los genes que codifican a las

enzimas involucradas en la biosintesis del AIA y el aumento en el contenido endégeno del

23



CAPITULO |

AlA 'y sus conjugados (Fig. 1.17) (Ayil-Gutiérrez et al., 2013).

Expresion relativa

80

70

L] TAA1
1 yuct
I yucs

b'-

-14 -9 -4 0 0.02 0.04 1 3 5 7 14 21

Tiempo (d)
Figura 1.17 Andlisis mediante qPCR de la expresion de los genes CcYUC1
(barras vacias), CcYUC1 (barras azules), y CcYUC3 (barras verdes) (Ayil-
Gutiérrez et al., 2013).
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1.10 JUSTIFICACION

A pesar de los grandes esfuerzos que se han estado realizando para dilucidar y entender
los pasos bioquimicos y moleculares que llevan al cambio del programa genético, para que
una célula somética se convierta en una masa pro-embriogénica, ain desconocemos una
gran parte del proceso. Sabemos que la adicion de una auxina exégena al medio de cultivo
provoca un aumento en la concentracion del AIA enddgeno, pero se desconoce si el
aumento se debe a su biosintesis de novo, a una hidrélisis de sus conjugados, o a la
movilizacion de auxina desde otros tejidos y si este cambio en su concentracion es la accion

gque desencadena la induccion de la embriogénesis somatica.

1.11 HIPOTESIS

Si el AIA es sintetizado de novo durante la pre-incubacién de los explantes, entonces
modificaciones en su ruta de biosintesis deberan cambiar su concentracién y modificar la

respuesta embriogénica.

1.12 OBJETIVO GENERAL

Determinar si el aumento en la concentracion de AIA durante la induccién de la

embriogénesis soméatica en C. canephora se debe a su biosintesis.
1.13 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar en qué compuestos aparece la marca del **Cs-Trp durante el pre-tratamiento de

los explantes.
Determinar el efecto de inhibidores de la biosintesis del AlA en la induccién de la ES.

Determinar qué genes de las diferentes rutas de biosintesis del AIA se expresan durante la

induccién de la ES.

25



CAPITULO |

1.14 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Inicialmente se propagaran plantulas de C. canephora a partir de explantes de hojas de

plantulas cultivadas in vitro de origen somético, sin RCV. Las plantulas seran incubadas en

presencia de ANA 0.54 uM y KIN 2.32 uM por 14 dias durante el pre-acondicionamiento. Al

concluir los 14 dias los explantes de hojas seran transferidas al medio liquido de Yasuda

modificado que contiene 5 UM de BA. Se colectaran 100 mg de tejido durante los dias -14,

-9,-7,-4,0,0.02,0.04, 1, 7, 14 y 21 dias después de la induccién de la ES para los analisis

experimentales (se determinaran los niveles de AlA libre y conjugado) (Figura 1.18).

Propagacion

Pre-condicionamiento

Induccion de la ES

Propagacion

Medio MS (1962)
Sin regulador de
crecimiento

Medio MS (1962)
Con ANA0.54 uM y
KIN 2.32 yM

Medio Yasuda modificado y BA 5 uM
(Quiroz-Figueroa et. al. 2006)

Medio MS (1962)
Sin regulador de
crecimiento

60 d

14 -9 -7 -4

0 002 004 1 7 14 21

60 d

Determinacion de niveles de AlA libre y sus conjugados.

Uso de marca radiactiva ('4C5-Trp).

Uso de inhibidores de biosintesis (0.1 pM y 1.0 uM Kyn).

Figura 1.18 Estrategia experimental.
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1. Marca radiactiva **Cs-Trp.

Para el experimento con marca radiactiva las plantulas se incubaran en presencia de *Cs-
Trp durante los 14 dias de pre-acondicionamiento y se determinara el contenido de auxinas
los dias -9, -7, -4y 0.

2. Uso deinhibidores.

En un segundo experimento se usara una concentracion de 1.0 uM Kyn durante el mismo
periodo en presencia de marca radiactiva. En cada uno de estos dias se correrd una placa
TLC. Seguidamente se identificaran las bandas por el RF de los compuestos, se raspara la
silica, se depositara en viales con liquido de centelleo y se cuantificara la radiactividad de

cada fraccion en un contador de Centelleo Beckman 6500.

Para llevar a cabo el experimento con el inhibidor, durante el mismo periodo de 14 dias se
afiadiran dos concentracion del inhibidor Kyn (0.1 y 1.0 uM) disuelto en dimetilsulféxido
(DMSO). Al final del tratamiento de pre-acondicionamiento se colocaran cinco explantes por
matraz en 25 ml de medio liquido Yasuda modificado en presencia de BA 5 uM. Durante
los dias -9, -7, -4, 0, 0.02, 0.04, 1, 7, 14 y 21 dias después de la induccion de la ES se
colectaran 100 mg de tejido para los analisis experimentales (determinacién de AlA libre y

sus conjugados).

3. Analisis del transcriptoma.

Para determinar cuales son los genes que se encuentran expresados en la biosintesis del
AlA durante el pre-tratamiento e induccion de la ES se buscaran aquellos transcritos que
sean identificados como participantes en la ruta de biosintesis del AlA usando los datos del

transcriptoma generados en la publicacién en preparacion por Cetz-Chel et al.
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INHIBICION DE LA BIOSINTESIS DEL ACIDO-3-INDOLACETICO EN LA
EMBRIOGENESIS SOMATICA EN COFFEA CANEPHORA.

2.1 INTRODUCCION

Desde los afios 50’s se han tenido importantes avances en el desarrollo de diversas
tecnologias para obtener embriones somaticos de un niumero cada vez mayor de especies.
Tener embriones sométicos disponibles permite destinarlos a programas de mejoramiento
genético o a la propagacion a gran escala de genotipos superiores, especialmente en
cultivos perennes de alto valor. El uso de la ES para la propagacion seguird aumentando
segun hayan protocolos mas avanzados y refinados, capaces de producir embriones
morfolégicamente normales, sin variacion somaclonal y con capacidad para germinar y

convertirse en plantas vigorosas de forma rapida y eficaz (Parrott et al., 1995).

Por otro lado, también se debe tener presente que las auxinas son reguladores clave de
casi todos los procesos de crecimiento y desarrollo de la planta, incluyendo la formacién de
los 6rganos florales y los tejidos vasculares, el crecimiento de brotes, el fototropismo y el
gravitropismo (Ljung et al., 2001). El AIA es una auxina universal en todas las plantas. Se
sintetiza en casi todos los tejidos, aunque a velocidades diferentes. En plantulas de A.
thaliana se produce AIA en sus hojas, l6bulos de semillas y raices, la mayor sintesis se

produce en hojas jovenes (Ludwig-Muller et al., 2005).

Actualmente se han descrito cinco vias implicadas en la biosintesis del &cido AlA a partir
de Trp, de las cuales cuatro son dependientes de éste aminoacido y una es independiente
del mismo (Mano y Nemoto, 2012). Con base en estudios recientes en C. canephora se ha
sugerido que la ruta de biosintesis del AIA que tiene como precursor al AIP es la que esta
involucrada en la sintesis del AIA durante el pre-tratamiento de las plantas usadas como

fuente de explante para la induccién de la ES (Ayil-Gutiérrez et al., 2013).
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2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Material vegetal y condiciones de crecimiento

Las plantulas de C. canephora utilizadas en la investigacién fueron obtenidas a partir de
embriones sométicos. Los embriones somaticos fueron germinados en medio MS
(Murashige y Skoog, 1962) (MS; Phyto Technology Laboratories, M524) y suplementado
con tiamina-HCI (29.6 uM; Sigma, T3902-25G), mio-inositol (550 pM; Sigma, 15125-500G),
cisteina (0.15 uM; Sigma; C8277), sacarosa (87.64 mM; Sigma, S5391) y gelrite (0.25%,
p/v; Sigma, G1910), pH 5.8 y cultivadas a 25 + 2 °C en fotoperiodo de 16/8h (luz/oscuridad;
150 pmol m2s?).

2.2.2 Induccion de la embriogénesis somatica

Después de 40 semanas de cultivo en medio MS, las plantulas se acondicionaron por 14
dias en medio MS suplementado con ANA (0.54 uM; Sigma, N1145) y KIN (2.32 uM; Sigma,
K0753), pH 5.8 y cultivadas a 25 + 2 °C en fotoperiodo de 16/8h (luz/oscuridad; 150 pmol
m2s1). Para el pre-acondicionamiento de las plantulas con el inhibidor, durante el mismo
periodo de 14 dias se le afadié Kyn (0.1 y 1.0 uM; Sigma, K8625-1G), el cual fue disuelto
en dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma, D8418) y esterilizado por filtracion a través de un filtro
Millipore de 0.22 um. Al final del tratamiento de pre-acondicionamiento se obtuvieron discos
foliares de 10 mm de didmetro con un sacabocado del segundo y tercer par de hojas
(Quiroz-Figueroa et al., 2006). Se colocaron cinco explantes en matraces Erlenmeyer de
250 ml en 50 ml de medio de Yasuda et al. (Yasuda et al., 1985), en presencia de BA (5
UM; Phyto Technology Laboratories B800) y cultivados a 25 + 2 °C en la oscuridad a 55

rpm.
2.2.3 Extraccion de auxinas y sus conjugados

Los muestreos se llevaron a cabo con la colecta de 100 mg de tejido durante los dias -9, -
4 del pre-acondicionamiento; el dia 0 de la inducciony 0.02, 0.04, 1, 7, 14 y 21 dias después
de la induccion de la ES. Las muestras se mantuvieron almacenadas a -81 °C hasta su uso.
El tejido congelado fue molido con nitrégeno liquido y mezclado con un ml de agua acida

(el pH se ajusto a 2.8 con HCI). La mezcla fue transferida a un tubo de ensayo con un ml
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adicional de agua acida. La mezcla se agit6 durante un min con un ml de una solucién de
hidroxitolueno butilado (Acros Organics, 112992500) y seguidamente se le adicion6 un ml
de acetato de etilo (CTR Scientific, CTR 00184). Se agité por un min y se recupero el
sobrenadante. A continuacion se adicionaron 2 ml de acetato de etilo, se agitd durante un
min, se recupero el sobrenadante. Esta operacién se repitié una vez mas. De esta mezcla
se tomaron 3 ml de la fase organica y se evaporaron con nitrdgeno gaseoso. La muestra
seca se resuspendio en un ml de la fase movil con la que se corre la muestra en el HPLC
(60% acetonitrilo; J. T. Baker, 9017-03: 40% agua conteniendo 0.5% (v/v) acido acético;
CTR Scientific, 00500) y filtrado a través de un filtro Millipore (0.22 uM).

2.2.4 Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Se utilizé un cromatégrafo liquido de alta resolucion (HPLC) Agilent Technologies 1200 que
consiste de un arreglo cuaternario de bombas (Agilent Technologies G1311A) conectado a
un inyector automatico (Agilent Technologies G1329A). Se inyectaron 20 pl del extracto de
los tejidos y fueron sometidos a cromatografia en un sistema de elusion isocratico con una
velocidad de flujo de 0.6 ml min'* en una columna de fase reversa C18 (Phenomenex) de
250 mm x 4.6 mm. Las muestras fueron analizadas con un detector de fluorescencia (Agilent
Technologies G1321A) y se us6 una longitud de emision de 280 nm y una longitud de
excitacion de 340 nm. La presencia de los compuestos en las muestras analizadas fue
determinada mediante los tiempos de retencién del AlA y de los conjugados AlA-Ala, AlA-
Leu, AIA-Glu y AlA-Asp, para lo cual se realizaron co-inyecciones de los estandares y de
las muestras analizadas, para determinar si coincidian en su elusion. Las curvas de
calibracion se realizaron con los estandares conjugados, usando el area debajo de cada

curva de cada compuesto.
2.2.5 Preparacion de las plantulas en presencia de **Cs-Trp

Las plantulas se incubaron en presencia de *Cs-Trp (NEN-Dupond; 1.85 MBq 55 mC mmol-
1) durante los 14 dias de pre-tratamiento. Las auxinas se aislaron los dias -14, -9, -7, -4y 0
del pre-acondicionamiento. Para hacer un seguimiento de la incorporacion del Trp marcado,
el extracto auxinico se corrid en una placa TLC de silice con indicador fluorescente de

alumina (Kieselgel 60 Fs4). Para ello se aplicaron 5 pL del extracto de hojas incubadas con
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14Cs-Trp y de los estandares Trp (0.25 pL; Sigma, T0254, 1G), AIP (1 uL; Sigma, L7017-
1G) y AIA (0.25 pL; Sigma, 45533-250MG) a las placas. Las muestras corrieron 3 cm
utilizando una mezcla de cloroformo:acetato de etilo (50:50) como fase mavil y se utiliz6 el
reactivo de Salkowski como revelador. Las bandas se identificaron por el RF de los
compuestos. Se raspo la silica de cada banda, se deposit6 en viales con liquido de centelleo
y se cuantificé la radiactividad de cada una de ellas en un contador de centelleo (Beckman
6500).

2.3 RESULTADOS

A pesar de los grandes esfuerzos que se estan realizando para dilucidar y entender los
pasos bioquimicos y moleculares que producen el cambio en el programa genético para
que una célula somética se convierta en una masa pro-embriogénica, aun desconocemos
una gran parte del proceso. Sabemos que la adicion de una auxina exégena al medio de
cultivo provoca un aumento en la concentracién del AIA enddgeno en tejidos de C.
canephora cultivados in vitro (Ayil-Gutiérrez et al., 2013), pero se desconoce si el aumento
se debe a su biosintesis de novo, a una hidrdlisis de sus conjugados, o0 a la movilizacién de
auxina desde otros tejidos y si este cambio en su concentracion es la accion que

desencadena la induccién de la ES.

Para determinar si el aumento en el contenido del AlA que esta presente en C. canephora
se debe a su biosintesis de novo, se usaron dos estrategias. La primera fue el uso de marca
radiactiva utilizando *Cs-Trp como se ha hecho en A. thaliana (Sugawara et al., 2009; Zhao

et al., 2002; Hull et al., 2000) y Solanum lycopersicum (Liu et al., 2012).

Cromatografia de capa fina. Dado que no se deben correr muestras radiactivas en el
HPLC, lo primero que se hizo fue estandarizar un método para detectar los intermediarios
de la sintesis del AIA mediante cromatografia en placa fina (TLC). Una vez que se realizd
la extraccion de las auxinas de las plantulas de C. canephora, durante el pre-tratamiento de
los diferentes dias del experimento, tal y como se mencioné en materiales y métodos, se
colocaron 5 pl del total de los 100 pl del extracto de la hoja, asi como los estandares de
Trp, AIP y AlA en una placa cromatografica. Una vez que se corrio la placa y se revel6 con

el reactivo de Salkowski (tifie a los compuestos que contienen un grupo indol), cada mancha
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fue raspada de la placa y colocada en un vial de centello para contar la radiactividad
presente. Despueés, con el fin de tener certeza de que no habia compuestos radiactivos
fuera de los marcados por el revelador, se cortaron las zonas entre las manchas y se
determind la radiactividad. En este ultimo caso no se detecté marca radiactiva en ningun

caso.

En la Figura 2.1A se muestran los resultados de la separacion cromatogréfica de los
productos de la reaccion de sintesis del AIA. En particular, se puede apreciar la presencia
de AIP de manera importante a partir del dia -7. En la placa de la Figura 2.1B se puede
apreciar el resultado de la incubaciéon en presencia del **Cs-Trp. Los niimeros en rojo dentro
de la placa, en la posicion del AIA muestran las cuentas por minuto (cpm) obtenidas para 5
ul del extracto. Conforme avanzan los dias del pre-tratamiento se presenta un aumento en
las cmp en la banda que corresponde al AlA, lo cual sugiere que el AlA sintetizado proviene
del Trp y es de novo. Hay un aumento de 7 veces en el contenido de AIA marcado entre el
dia -9y el dia cero. El Trp marcado s6lo empieza a aparecer en los dias -4 y 0, posiblemente
debido a una acumulacion de Trp, cuando ya la célula alcanz6é un maximo en la biosintesis
del AlA.

e AlA
= AIP

N W -hU'IO)\J>
W A~ OO N

Figura 2.1 Andlisis de AIA mediante TLC del extracto de las hojas de las plantulas

de Coffea canephora durante el pre-acondicionamiento. (A) Placa cromatografica
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del extracto de las muestras durante el pre-tratamiento de las plantulas de C.

canephora y estandares de los compuestos Trp, AIP y AlA sin *Cs-Trp. (B) Placa

cromatografica del extracto de las muestras durante el pre-tratamiento de las

plantulas de C. canephora en presencia de #Cs-Trp y estandares de los

compuestos Trp, AIP y AIA. Los nimeros rojos dentro de la placa corresponden

a las cuentas por minuto por 5 pl de extracto.

Radiactividad total de cada plantula incubada con Cs-Trp. Para determinar la
distribucion de toda la radiactividad presente en cada unidad experimental, se cuantifico la
radiactividad del extracto de todas las hojas de la plantula. También se realizé la extraccion
de las auxinas presentes en el tallo y se midié su radiactividad. De los dias -9, -7 y -4 no se
realizé la extraccién del tallo debido a que éste estaba sumergido en el medio liquido y no
iba a ser posible determinar cuanta radiactividad se debia a la auxina presente en el tallo y
cuanta radiactividad era contaminacién externa. Pero si se realizé del dia cero. Dado que
las plantulas fueron incubadas en 10 ml de medio de pre-acondicionamiento, en el que se
adiciond la radiactividad, se tomaron 10 ul para contar en el centellador. A cada unidad
experimental se le adicionaron 2,679,807 cpm (Cuadro 2.1). Como puede apreciarse en el

Cuadro 2.1 se pudo determinar el destino de la mayor parte de la radiactividad utilizada en

cada unidad experimental.

Cuadro 2.1 Radiactividad total presente en cada muestra de plantulas de C. canephora

analizada.
Dias
Muestra
-9 -7 -4 0
Extracto de la hoja 154 174 274 1093.4
Tejido en agua de la hoja 287.33 764.67 755.7 1131.33
Medio 2,306,388 | 1,845,858 | 1,537,818 2,283,948
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Tallo - - - 5,860.4

Raiz - - - -

Total de cuentas por minuto 2,306,829 | 1,846,796 | 1,538,848 2,292,033

Total de cpm iniciales = 2,679,807

Con los resultados que se obtuvieron con la primera estrategia se puede sugerir que el
aumento en el contenido del AlA se debe a su biosintesis de novo durante el pre-tratamiento

de las plantulas, previo a la induccién de la ES.

Uso de inhibidores de la biosintesis del AIA. Para esta parte del estudio se uso el
inhibidor Kyn, un inhibidor competitivo de las enzimas TAA. Estas enzimas convierten Trp
a AlIP. Se usaron dos concentraciones de la Kyn, 0.1 uM y 1 uM. El inhibidor se disolvié en
DMSO. El inhibidor se afiadié durante el inicio del pre-tratamiento de las plantulas. Se
llevaron a cabo cuatro experimentos al mismo tiempo, el testigo (sin ningun tratamiento), el
testigo adicionado con DMSO vy los dos tratamientos con el inhibidor. Al finalizar los 14 dias
de pre-incubacion se realizo la induccion de la ES en forma normal y se cuantific el nimero

de embriones somaticos obtenidos en cada tratamiento.

En la figura 2.2A se puede observar en la primera columna la respuesta de los explantes a
la induccion de la ES. Se producen cerca de 350 embriones somaticos por explante
después de 60 dias de induccion. Los 350 embriones obtenidos se distribuyen de la
siguiente manera en la muestra, 13.8% de embriones en el estadio globular, 50.3% de
embriones en el estadio de corazon, 27.6% en el estadio de torpedo y 8.3% en el estadio
cotiledonar. Los embriones cotiledonares se pusieron a germinar en medio MS sin RCV.

Todos los embriones produjeron plantas sanas y vigorosas.

En la segunda columna de la Figura 2.2A se observa el efecto del DMSO en la induccion

de la ES. La produccion de embriones sométicos disminuy6 a 50 embriones por explante a
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los 60 dias de la induccién de la ES. La mayoria de estos embriones se encuentran en el
estadio globular. La presencia del inhibidor disminuy6 el nimero de embriones sométicos
por explante a un promedio de 5, al final de los 60 dias, todos ellos en el estadio globular
(Fig. 2.2B). En suma, hubo 5.4 veces mas embriones somaticos en el testigo que en la
muestra tratada con DMSO, y 28.2 y 47.1 veces mas embriones somaticos que en aquellas
muestras que fueron tratadas con el inhibidor a 0.1 y 1.0 uM respectivamente. Estos datos
sugieren que la via de sintesis del AlA durante la pre-incubacion de los explantes de C.
canephora es la del AIP. Sin embargo, sera importante repetir el experimento usando un

disolvente menos agresivo con el proceso de ES.
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Figura 2.2 Induccion de la ES de C. canephora en presencia del inhibidor Kyn.
A. Fotografia de los explantes C. canephora a lo largo del proceso de induccién
de la ES en presencia de DMSO vy del inhibidor. Escala: 5 mm. B. Namero de

embriones somaticos de cinco explantes en 50 ml de medio liquido de induccién
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de Yasuda modificado. Embriones en el estadio globular (barras negras);
embriones en el estadio corazén (barras rojas); embriones en el estadio torpedo

(barras azules); embriones en el estadio cotiledonar (barras verdes).

Efecto de la presencia de L-quinurenina durante el pre-tratamiento de las plantulas
de C. canephora en presencia de Cs-Trp. Los resultados de los dos experimentos
anteriores sugieren que la ruta de biosintesis presente en C. canephora, durante el pre-
tratamiento, es la ruta mediada por la enzima TAALl. Por ello se decidié realizar un
experimento adicional y determinar si el inhibidor elimina la aparicion de la marca en el AIA
durante el pre-tratamiento de las plantulas. Para ello se incubaron las plantulas en el medio
de pre-acondicionamiento durante 14 dias en presencia de “Cs-Trp y 1 uM de Kyn. Al
finalizar los 14 dias se llevo a cabo la extraccion de las auxinas en cada uno de los dias de

muestreo.

Los resultados mostrados en la Figura 2.3 revelan que no hubo produccién de AIA en
presencia del inhibidor y, por lo tanto, tampoco incorporacion de marca radiactiva en él.
Esta evidencia sugiere que al inhibir la accion de la enzima TAAL se inhibio la incorporacion
del aminoacido marcado radiactivamente en el AlA (Fig. 2.3).
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Figura 2.3 TLC del extracto de hojas de plantulas de C. canephora en pre-
acondicionamiento en presencia de “Cs-Trp y el inhibidor Kyn. Los nimeros rojos

dentro de la placa corresponden a las CPM.

Contenido de AlA libre y AIA conjugado. Debido a que el 95% del AlA se encuentra en
forma conjugada (Ayil-Gutiérrez et al., 2013) se decidio llevar a cabo la cuantificacion de
los conjugados del AlA, ademas de cuantificar el contenido de AlA libre. También se incluy6
el tratamiento que contiene DMSO con el fin de determinar si este solvente modifica la

homeostasis del AlA.

El contenido enddégeno de AIA libre inicial es de 0.22 nmoles g PF y aumenta méas de
nueve veces durante el pre-acondicionamiento de las plantulas en presencia de ANA y Kin
(Fig. 2.4), cuando alcanza un contenido maximo de 2.06 nmoles g' PF catorce dias
después de iniciado el pre-tratamiento. Este contenido de AIA libre disminuye rapidamente
durante la primera hora de incubacion de los explantes en el medio de induccion de la ES
y se mantiene en niveles de 0.1 a 0.5 nmoles g* PF durante los siguientes seis dias. Su

contenido vuelve a aumentar con la aparicion de las primeras estructuras embrionarias.

Los conjugados del AlA son una parte muy importante de su homeostasis, por ello fueron
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determinados a lo largo de todo el proceso en estudio. Se midieron los contenidos de los
conjugados del AlA con los aminoacidos alanina, leucina, y los &cidos glutdmico y aspartico.
El conjugado con el acido glutdmico es mas del 85% del contenido total de AlA. Catorce
dias de pre-tratamiento produce un nivel endégeno de 98 nmoles g PF de AIA-Glu.
Después de la induccion de la ES, el contenido de AIA-Glu disminuye siete veces en solo
24 horas, y practicamente desaparece siete dias después de la induccion de la ES.

Los conjugados con alanina y leucina conforman el 12.6% del total del AIA. Estos
conjugados son muy importantes para la homeostasis del AIA ya que pueden ser
hidrolizados y contribuir con AIA libre. El AIA-Ala aumenta de 2.49 nmoles g PF al inicio
del pre-tratamiento a 11 nmoles g PF al momento de la induccién y disminuye, muy
rapidamente durante los siguientes 21 dias. El conjugado de AlA-Leu disminuye durante
los primeros siete dias del pre-tratamiento de forma muy importante y para el momento de
la induccion de la ES regresa a sus niveles iniciales. Este conjugado disminuye muy
rapidamente durante las primeras horas de la induccion de la ES para a continuacion

empezar a aumentar a niveles de 2.5 a 5.5 nmoles g PF en los siguientes dias.
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Figura 2.4 Contenido de AIA y sus conjugados durante el pre-tratamiento y la

induccion de la ES en C. canephora. Se colectaron 100 mg de tejido de las
plantulas (dias -14, -9, y -4). Del dia de la induccion (dia cero). También se
colectaron muestras a los 0.02, 0.04, 1, 7, 14 y 21 dias después de la induccién
de la ES. Las muestras se analizaron como se describe en materiales y métodos.
Todos los analisis se llevaron a cabo con tres réplicas biolégicas a partir de por
lo menos dos experimentos diferentes. Las barras representan el error estandar
(n=3).

El inhibidor de la TAA se disuelve en DMSO, por ello se evalué el contenido del AIA y sus
conjugados en presencia de este disolvente (Fig. 2.5). La presencia del disolvente
disminuye el contenido de AlA libre en 62%. Algo muy interesante que surgio al determinar
el contenido del conjugado de AIA-Glu en presencia de DMSO es que si bien el contenido
absoluto disminuye en presencia de DMSO, cuando se mide como porcentaje del total de

AlA es el mismo 85% del total de AIA tanto para el testigo como para el conjugado
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Figura 2.5 Contenido de AIA y sus conjugados durante el pre-tratamiento y la

induccion de la ES en C. canephora en presencia de DMSO. Se colectaron 100
mg de tejido de las plantulas (dias -14, -9, y -4). Del dia de la induccién (dia cero).
También se colectaron muestras a los 0.02, 0.04, 1, 7, 14 y 21 dias después de
la induccién de la ES. Las muestras se analizaron como se describe en materiales
y métodos. Todos los analisis se llevaron a cabo con tres réplicas biolégicas a
partir de por lo menos dos experimentos diferentes. Las barras representan el

error estandar (n = 3).

Cuando las muestras fueron tratadas con 0.1 pM del inhibidor de la enzima TAAL, el
contenido de AIA disminuy6 a 1.24 nmoles g PF, esto es seis veces menos AlA libre que
en el testigo y 66% menos que la muestra tratada con DMSO (Fig. 2.6). El tratamiento con

el inhibidor a una concentracion de 1 uM inhibi6 totalmente la biosintesis de AIA (Fig. 2.7).

Como consecuencia de la disminucién en el contenido de AlA libre por efecto del inhibidor,
la concentracion de algunos conjugados también disminuyé (Figs. 2.6 y 2.7). El conjugado

AlA-Leu disminuy6 42% en presencia de 0.1 uM del inhibidor y més del 80% en presencia
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de 1 uM del inhibidor.
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Figura 2.6 Contenido de AIA y sus conjugados durante el pre-tratamiento y la

induccion de la ES en C. canephora en presencia de 0.1 uM Kyn. Se colectaron
100 mg de tejido de las plantulas (dias -14, -9, y -4). Del dia de la induccién (dia
cero). También se colectaron muestras 0.02, 0.04, 1, 7, 14 y 21 después de la
induccion de la ES. Las muestras se analizaron como se describe en materiales
y métodos. Todos los andlisis se llevaron a cabo con tres réplicas biolégicas a
partir de por lo menos dos experimentos diferentes. Las barras representan el

error estandar (n = 3).
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nmoles g-1 PF

induccion de la ES en C. canephora en presencia de 1 uM Kyn. Se colectaron
100 mg de tejido de las plantulas (dias -14, -9, y -4). Del dia de la induccion (dia
cero). También se colectaron muestras 0.02, 0.04, 1, 7, 14 y 21 después de la
induccion de la ES. Las muestras se analizaron como se describe en materiales
y métodos. Todos los andlisis se llevaron a cabo con tres réplicas biolégicas a
partir de por lo menos dos experimentos diferentes. Las barras representan el
error estandar (n = 3).

Andlisis del transcriptoma. La induccion de la ES estd modulada en gran medida por la
homeostasis del AlA, y para ello el AlA necesita ser sintetizado, conjugado, almacenado,

degradado, y transportado, por lo que es de esperarse que se expresen un numero
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Figura 2.7 Contenido de AIA y sus conjugados durante el pre-tratamiento y la

14 21

importante de los genes cuyos productos participan de la homeostasis.

En nuestro grupo de trabajo se gener6 el transcriptoma de la induccién de la ES de C.
canephora. Se muestrearon seis dias del proceso, los dias -14 y -9 del pre-tratamiento, y

los dias 0, 1, 2 y 21 dias después de la induccion de la ES. Cada punto se realiz6 por
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duplicado de forma independiente. Puesto que ya se cuenta con la secuencia del genoma
de C. canephora, se procedio a anotar el transcriptoma (Cetz-Chel et al., en preparacion).
Esta anotacién permitié identificar los genes pertenecientes a la biosintesis del AlIA y que
se encuentran expresados durante el pre-tratamiento y la induccion de la ES.

Los datos del transcriptoma se analizaron con el objeto de saber cuéles genes son los que
se estan expresando y reprimiendo durante el pre-tratamiento e induccion de la ES en
Coffea canephora, y de esta manera tener una base de cudles son los genes de las
diferentes rutas de la biosintesis de AIA que estan funcionando al mismo tiempo en los dias
de muestreo mencionados y posteriormente validarse por medio de gPCR para saber
cudles son los genes que estan presentes en cada uno de los dias del pretratamiento e

induccién de la ES en C. canephora.

Triptofano sintetasa 2, cadena beta

Triptofano sintetasa 2 cloroplastico, cadena beta

Triptofano de unién al ARN atenuador semejante a la proteina
Proteina 2 homdlogo putativo periédico de triptofano

Proteina 1 homdlogo putativo periédico de triptofano
Triptofano-tRNA ligasa

Triptofano aminotransferasa relacionada a la proteina 2

Triptofano aminotransferasa relacionada a la proteina 4

T T
o S —
o o

24 hdi
48 hdi
24 ddi

Figura 2.8 Metabolismo del triptofano en C. canephora. Expresion diferencial de
los genes cuyos productos se encuentran involucrados en la biosintesis del Trp
durante el pre-tratamiento e induccién de la ES. La expresion se comparé con
respecto al dia -14 (dai = dias antes de la induccién; hdi= horas después de la
induccion; ddi = dias después de la induccién). El color verde representa la
represidn de los genes en comparacién con el dia -14. El color negro representa
a los genes se encuentran expresados igual que el dia -14 y el color rojo

representa la sobre-expresién de los genes comparados con el dia -14.
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Se realiz6 un mapa de calor en el cual se muestra la expresion de los genes implicados en
el metabolismo del Trp durante el pre-tratamiento de las plantulas y durante la induccion de
la ES. La expresion de los genes se comparo con el dia -14, ya que es cuando las plantulas
se encuentran cultivadas en un medio sin RCV justo antes de ser transferidas al pre-

tratamiento.

En este estudio se determind que nueve genes relacionados con el metabolismo de
triptofano se expresaron diferencialmente durante la pre-incubacién e induccién de la ES
(Fig. 2.8). Entre ellos se encuentran los genes de dos triptofano sintetasas localizadas en
el cloroplasto, las cuales estan involucradas en la sintesis del Trp a partir de corismato. Uno
de los genes se mantiene inducido durante el proceso de induccion de la ES, en tanto que
el otro se mantiene reprimido a lo largo del proceso de induccién de la ES. También se
determind la expresion de los genes que codifican a dos triptofano aminotransferasas, las
cuales estan implicadas en la biosintesis de auxina; el gen relacionado con la proteina 2 se
encuentra inducido durante los primeros dias del pre-tratamiento y después se expresa al
mismo nivel que en el dia -14. Por otro lado, el gen que codifica a la triptofano
aminotransferasa relacionada a la proteina 4 se encuentra expresadodo practicamente
durante todo el periodo de estudio. También se determiné la expresion de otros genes
involucrados en la biosintesis del AlIA, como son los miembros de la familia YUCCA (Fig.
2.9).

Los genes para dos proteinas CYPRO4 se expresan durante el proceso en estudio, uno se
encuentra reprimido durante el pre-acondicionamiento, en tanto que se expresa durante la
induccion de la ES. El segundo gen se encuentra reprimido durante el pre-
acondicionamiento y durante la induccion de la ES alcanza los mismos niveles de expresion
que el dia -14. También se expresan dos YUCCAl y ambas se encuentran sobre-
expresadas durante la induccién de la ES. Dos genes YUCCAL0 se sobre-expresan durante
el pre-acondicionamiento, de los cuales uno de ellos es reprimido a partir de la induccion
de la ES, en tanto que el otro es reprimido durante las primeras horas de la induccién de la
ES y luego se vuelve a inducir. El otro gen de la familia YUC que se determiné fue YUCCAG;
este gen se induce durante el pre-acondicionamiento y después es reprimido durante la
induccién de la ES. Estos datos sugieren, en una primera instancia que la ruta de biosintesis

del AIA que se encuentra activa es la de Trp—AIP—AIA.
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Figura 2.9 Expresion de genes implicados en la biosintesis de auxina. Expresion
diferencial de los genes durante la pre-incubacién e induccién de la ES con
respecto al dia 14 (dai = dias antes de la induccién; hdi = horas después de la
induccion; ddi = dias después de la induccion). El color verde representa la
represion de los genes en comparaciéon con el dia -14, el color negro representa
gue los genes se encuentran expresados igual que el dia -14 y el color rojo

representa la induccion de los genes comparados con el dia -14.

2.4 DISCUSION

La ES es un proceso de drasticos cambios morfoldgicos, bioquimicos y moleculares por los
que tiene que atravesar una célula somatica para cambiar su programa genético y
desarrollar embriones sométicos. En el caso de C. canephora, la induccion de la ES es un
proceso que se lleva a cabo en dos pasos. En el primero, las plantas que seran usadas
como fuente de explantes, son pre-tratadas en un medio MS adicionando de ANA y KIN.
En la segunda etapa, los explantes de las plantas pre-tratadas se colocan en el medio

liquido de Yasuda (Yasuda et al., 1985) modificado, en presencia de BA.
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En las plantas, la homeostasis del AlA, finalmente la responsable del inicio de la cadena de
sefalizacion del AIA es muy compleja, empezando por la biosintesis del AlA, ya que se
conocen cinco rutas para su biosintesis. Si bien las auxinas fueron el primer RCV
identificado, aun se desconoce cudl es la funcién de cada una de las diferentes vias de su
biosintesis en la fisiologia de la planta (Sugawara et al., 2009; Zhao et al., 2002; Hull et al.,
2000). Hasta el momento la Unica via de biosintesis del AlA dilucidada en plantas es la del
Trp—AIP—AIA en A. thaliana (Tao et al., 2008) (Won et al., 2011; Mashiguchi et al., 2011;
Stepanova et al., 2011), sugiriendo que los genes TAA y YUC participan en esta ruta de

biosintesis del AlA.

Es claro que la presencia de ANA durante el pre-tratamiento produce un aumento en el
contenido de AlA libre, asi como en algunos de sus conjugados (Ayil-Gutiérrez et al., 2013).
Nuestros datos muestran claramente que el aumento en la concentracion de AlA durante la
pre-incubacién de las plantas proviene de la biosintesis de novo de este compuesto y que

utiliza la ruta que involucra la participacion de las enzimas TAAL1y YUCCA.

En esta investigacion, mediante el uso de *Cs-Trp, se obtuvo evidencia que permite sugerir
gue el AlA gue se produce durante el pre-tratamiento en C. canephora es por medio de su
biosintesis de novo (Fig. 2.1). Claramente la marca radiactiva del Trp aparece en el AlA.
Ademas, el uso de la L-quinurenina, un inhibidor de la TAA1 inhibe la incorporacion del Trp
en el AlA, sugiriendo que esta enzima esté involucrada en la biosintesis del AlA a partir de
Trp (Fig. 2.3). Utilizamos Kyn, porque la evidencia en la literatura muestra que la respuesta

a auxina inducida por etileno es reprimida por Kyn.

Por ejemplo, en las mutantes ctrl-1y etol-2, las cuales presentaban una sobreproduccion
de etileno, lo que inhibe el crecimiento de la raiz y el hipocotilo, la Kyn suprime el fenotipo
de ambas mutantes, ya que al inhibir la biosintesis del AIA ahora el hipocotilo y la raiz
pueden crecer (Fig. 1.12) (He et al., 2011).

En nuestro experimentos, la Kyn inhibe la ES (Fig. 2.2A). Poniendo en contexto estos tres
datos juntos, podemos sugerir que la induccion en la biosintesis del AlA es inducida por la

presencia del ANA y es indispensable para que se lleve a cabo la induccién de la ES.

Por otro lado, el AIA también puede ser liberado de los conjugados con alanina e isoleucina,
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contribuyendo de esta manera a la poza de AlA libre. Los datos determinados en esta
investigacion muestran que una cantidad muy importante del AIA se encuentra conjugado
con estos aminoacidos, sugiriendo que en un momento dado pueden contribuir al aumento
de la poza total de AlA libre. Sin embargo, la poza mayor de conjugados del AlA es con el
acido glutdmico. El AIA que es conjugado con este amino&cido es canalizado a la ruta de
degradacion.

Los conjugados tienen una homeostasis muy activa durante el pre-tratamiento e induccion
de la ES. Su contenido también disminuye en presencia de Kyn, seguramente como
consecuencia de la disminucion en el contenido de AIA (Figura 2.5 y 2.6). Estos datos
sugieren que los conjugados del AIA también estan participando de manera muy importante

en ambos procesos.

Finalmente, los datos del transcriptoma, en el cual se puede apreciar la dinAmica en la
expresion de varios genes involucrados, tanto en el metabolismo del triptofano (Figura 2.9)
encontrandose 9 genes que se expresan diferencialmente durante la pre-incubacion e
induccién de la ES. Asimismo se identificaron 23 genes expresados diferencialmente
relacionados a la biosintesis del AlA (Figura 2.10), que confirman el papel central que tiene
la concentracion enddgena del AIA durante el pre-tratamiento y la induccién de la ES en C.

canephora.
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CAPITULO IlI
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

3.1 CONCLUSIONES

e LaKyn disminuye de manera importante la ES en C. canephora aun en la dosis mas

baja.
o EIDMSO también interfiere en la induccion de la ES en C. canephora.

e Se encontré AIA marcado radiactivamente después de incubar las plantulas de C.

canephora en presencia de **Cz-Trp.

e No se encontr6 AIA marcado radiactivamente en presencia de un inhibidor de
biosintesis del AIA en las plantulas incubadas de C. canephora en presencia de
¥Cs-Trp.

e La sintesis del AlA es necesaria para la induccién de la ES de C. canephora.

e En presencia del inhibidor Kyn, no se detectaron conjugados del AIA con leucina y
se encontraron niveles bajos del aminoacido alanina en las plantulas de C.
canephora. Por el contrario, se detectaron niveles elevados de los conjugados del

AlA con los acidos glutdmico y aspartico.

o A pesar de la necesidad de la presencia de una auxina exégena para la induccién
de la ES, los explantes producen cantidades sustanciales de la auxina endégena,
AlA.
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3.2 PERSPECTIVAS

e Debera encontrarse un solvente menos agresivo para repetir los experimentos en

presencia del inhibidor.

e Debera estudiarse el comportamiento de los genes que codifican a las enzimas que

conjugan al AlA para saber cual aminoacido es su sustrato.

e Deberan caracterizarse las enzimas que hidrolizan a los conjugados del AIA con
alanina y con leucina para saber el nivel de especificidad de cada una de estas
enzimas a los diferentes conjugados de AlA.

e Los datos del transcriptoma deberan validarse por medio de gPCR para saber
cuales son los genes que estan presentes en cada uno de los dias del

pretratamiento e induccion de la ES en C. canephora.
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