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INTRODUCCION

cual es la funcion de este pretratamiento. En lineas celulares de zanahoria se ha
observado que en presencia de auxinas exdgenas, las células son capaces de
desarrollarse hasta el estadio globular, pero no mas alla si los cultivos contindan en
presencia de auxinas. Esta observacion sugiere que para que se lleve a cabo la transicién
del embrién globular al estadio corazén se requieren el producto 6 los productos de genes
que son inducidos unicamente cuando las auxinas son removidas del medio de cultivo
(Borkird et al., 1986; Halperin y Wetherell, 1965).

Una vez que se induce la ES se dan cambios en la homeostasis de las auxinas en los
nuevos embriones, entre otros, comienzan a sintetizar su propia auxina (Michalczuk et al.,
1992a; Michalczuk et al.,, 1992b). Sin embargo, existe poca informacion de las
concentraciones o de los niveles enddgenos de RCV que se requieren para que se inicie
la morfogénesis y el desarrollo de una planta (Uggla et al., 1996). Por otro lado, se tiene
evidencia que muestra que el transporte polar de las auxinas es una condicion
indispensable para que se lleve a cabo la morfogénesis (Liu et al., 1993; Schiavone y
Cooke, 1987), y que transportadores de la familia PIN se encuentran asociados con este
flujo de auxinas (Scarpella y Helariutta, 2010). También existe evidencia de que los
transportadores PIN estan involucrados en la embriogénesis cigética, ya que provocan la
acumulacion diferencial de auxinas en determinadas células del embrion (Petrasek y
Friml, 2009; Steward et al., 1958; Von Arnold et al., 2002). De la misma manera se ha
demostrado que las auxinas participan en el ambito molecular, pues son responsables de

la induccién de diferentes genes que participan en la ES (Gray, 2004).

En nuestro laboratorio contamos con un modelo de ES a partir de tejido foliar de
plantulas de C. canephora cultivadas in vitro con una muy buena respuesta embriogénica,
en el que se obtienen estructuras embrionarias bien definidas y las cuales se desarrollan

hasta una planta completa con una eficiencia del cien por ciento.

En este trabajo se propone dar seguimiento a la dinamica en los niveles de las
auxinas libres, acido indol-3-acético (AlA), acido indol-3-butirico (AIB), acido naftalén
acético (ANA), y los conjugados del acido indol-3-acético-L-alanina (AlA-Ala), y acido
indol-3-acético-glutamico (AIA-Glu), asi como a algunos de los genes involucrados en la

biosintesis y conjugacion del AlA.
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1.2. EMBRIOGENESIS SOMATICA EN EL GENERO COFFEA

En el Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan diferentes trabajos han sido
realizados para el entendimiento y mejoramiento del proceso embriogénico en el género
Coffea, en algunos se han realizado modificaciones en el medio de cultivo, analizando el
efecto de diferentes concentraciones de la fuente nitrogenada (Fuentes-Cerda et al.,
2001) y la adiciéon de salicilatos (Quiroz-Figueroa et al., 2001). En otros trabajos se
observo que reguladores de crecimiento como benciladenina (BA) son necesarios para
que se lleve a cabo la respuesta embriogénica en explantes foliares de C. canephora
(Quiroz-Figueroa et al., 2002a). Por otra parte en estudios comparativos en masas
embriogénicas y no embriogénicas, se determino que existen diferencias tanto
anatémicas asi como en proteinas especificas en cada grupo de células (Quiroz-Figueroa
et al., 2002c). En otro estudio de proteinas extracelulares liberadas en el medio de cultivo
en suspensiones celulares de C. arabica, se determino la presencia de proteinas
constitutivas y de proteinas especificas durante el proceso embriogénico (Mukul-Lépez et
al., 2012; Quiroz-Figueroa et al., 2002b). Estas diferencias pueden deberse a la presencia
0 ausencia de sustancias en el medio, asi como de otros compuestos producidos por el
explante (Nic et al.,, sometido). También se han utilizado técnicas de despliegue
diferencial para el analisis de la expresién de genes que podrian estar involucrados en el
proceso embriogénico, tanto en explantes de tejido foliar como en suspensiones celulares
de Coffea (Rojas-Herrera y Loyola-Vargas, 2002). Estos experimentos han permitido
determinar que hay una similitud en la expresién de algunas proteinas entre Coffea y
algunas otras especies. Entre estas estan proteinas oxigenasa, fosfoglicerato cinasa,
ubiquitina, proteinas de choque térmico, un factor de ribosilacion ADP, asi como actividad
quitinolitica. Estos resultados probablemente reflejan las condiciones adecuadas para dar

inicio del proceso embriogénico (Rojas-Herrera y Loyola-Vargas, 2002).

En la realizacion de diferentes experimentos para mantener las condiciones de
reproducibilidad y alta eficiencia en la produccién de embriones somaticos a partir de
explantes foliares de plantas de C. canephora cultivadas in vitro. Se ha confirmado que la
respuesta embriogénica depende, tanto de la cantidad de luz como de la presencia de
BA. El sistema produce alrededor de 150 embriones somaticos en condiciones de
oscuridad, 59 embriones en condiciones de fotoperiodo y 27 en presencia de luz

continua, por explante. También se ha determinado que las plantas cultivadas in vitro
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Figura 1.1 Auxinas naturales (A) y sintéticas (B). AIA = acido-3-indol acético; AIB = &cido-
3-indol butirico; 4-CI-AlA = acido 4-cloroindol acético; AFA = acido fenilacético; 2,4-D = acido
2 4-diclorofenoxi acético: ANA = &acido 1-naftalén acético; dicamba = acido 3,6-dicloro-2-
metoxibenzoico; picloram = acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico.
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Ademas de la concentracion absoluta de los RCV, la relaciéon entre ellos es el otro
factor que debe tomarse en cuenta al momento de analizar un fenémeno biolégico en
particular. La primera relacion entre RCV fue entre una auxina y una citocinina (Steward y
Caplin, 1951).

1.4. NIVELES DE REGULADORES DEL CRECIMIENTO

En la actualidad se sabe que los RCV de tipo exégeno son necesarios para el
establecimiento de los cultivos in vitro. Sin embargo, se ha observado que no Unicamente
las auxinas exdégenas son importantes en el establecimiento de la ES, sino que también
los cambios en la concentracion de las auxinas enddgenas pueden ser un punto critico
para que se lleve a cabo la diferenciacion (Schiavone y Cooke, 1987). En un estudio
llevado a cabo en D. carota se ha observado que la presencia del acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) es necesaria para el mantenimiento de las suspensiones
celulares. La eliminacién de este RCV, junto con la dilucion de las células, induce el
proceso embriogénico en zanahoria. En este sistema se ha observado que cuando se
elimina al 2,4-D, la concentracién endogena del AlA libre aumenta en los primeros dias
de la induccién de la ES y disminuye conforme avanza el desarrollo de los embriones. En
una linea no embriogénica la concentracion del RCV natural se mantiene constante

durante todo el ciclo de cultivo (Michalczuk et al., 1992).

En lineas celulares de Medicago falcata, con capacidad embriogénica rapida, se
determiné que existe una correlacion positiva entre la respuesta embriogénica y el
elevado contenido de AIA libre de los explantes iniciales. Es posible que los niveles
enddégenos de RCV sean importantes en el origen del potencial embriogénico de los
tejidos y pueden estar relacionados con la respuesta especifica de los diferentes
genotipos y de las diferentes condiciones de induccion de este importante proceso
bioldégico (Ilvanova et al., 1994). La adicion del AlA, 2,4-D o de ANA a hipocotilos de D.
carota muestra que estos compuestos entran de manera importante en las celulas
durante la primera semana y posteriormente, durante la cuarta semana, disminuyen. La
presencia de 2,4-D provoca un aumento en la concentracion de las auxinas endogenas,
lo que puede ser un punto clave para adquirir competencia celular; posteriormente se

requiere que la concentracidn del AIA libre disminuya para que se lleve a cabo el
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un aumento en el acido naftilacetilaspartico en epicotilos de P. sativum (Zenk et al.,
1962). A pesar del requerimiento de auxina exdgena para mantener el crecimiento de las
celulas cultivadas in vitro, estas células producen cantidades sustanciales de AIA
endogeno (Fujimura y Komamine, 1979; Moloney et al., 1983). Sin embargo, el 2,4-D y el
ANA tienen efectos menores en la concentracion endégena en suspensiones celulares de

D. carota; el ANA se encontrd principalmente en forma conjugada (Ribnicky et al., 1996).

Las auxinas conjugadas se catalogan en aquellas que se unen con moléculas de
sacarosa (enlace éster). Auxinas conjugadas con aminoéacidos (enlace amida) y auxinas
que se encuentran conjugadas con péptidos o proteinas (enlace amida) (Bajguz y
Piotrowska, 2009; Ludwig-Mduller, 2011). El AIA puede formar conjugados con los
aminoacidos como, aspartico, glutamico, alanina, glicina, valina y leucina (Figura 1.3).
Los conjugados AlA-Ala y AlA-Leu, pueden liberar AIA durante el proceso de
homeostasis del AIA. También existen conjugados como los de AIA-Glu y AlA-Asp que

canalizan al AIA a su degradacién (Ostin et al., 1998).

La biosintesis de los conjugados del AIA esta relacionada con la presencia de
enzimas amido sintetasas. Estas enzimas son codificadas por genes que pertenecen a la
familia GRETCHEN HAGEN 3 (GH3) (Wang et al., 2008; Chen et al., 2010). Esta familia
fue identificada originalmente como respuesta a la presencia de auxinas en Glicine max
(Hagen et al., 1984) y desde entonces se han identificado estos genes en diferentes
especies vegetales (Okrent y Wildermuth, 2011). EI nimero de miembros entre las
diferentes especies varia desde diezcinueve en A. thaliana (Wang et al., 2008), hasta seis
en Carica papaya (Okrent y Wildermuth, 2011). Esta familia ha sido dividida en tres
grupos, dependiendo del sustrato que use la enzima (Staswick et al., 2002; Terol et al.,
2006). El grupo | contiene a los genes que codifican a enzimas que usan como sustrato
acido jasmonico; el grupo |l comprende enzimas activas con AlA y el grupo Ili comprende

enzimas que no usan ninguno de estos dos sustratos.
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El otro tipo de transporte de tipo polar ocurre de célula a célula y depende de
proteinas transportadoras. Una de las principales caracteristicas de este transporte es la
direccionalidad, estrictamente controlada, dentro de un determinado tejido (Rubery,
1981). Se ha propuesto que la diferencia de cargas de la auxina, en el apoplasto y en el
citoplasma, es la base para su acumulacién preferencial en el citoplasma. Como las
auxinas son acidos débiles (el pH del AlA es 4.73), una parte de la auxina se encuentra
protonada en el ambiente &cido del apoplasto (pH 5.5), por lo que son capaces de
difundirse a través de la membrana en forma pasiva. Cuando las auxinas entran al
citoplasma (pH=7), éstas pierden un proton y adquieren una carga negativa y ya no

pueden pasar a través de las membranas (Figura 1.4).

El AlA desprotonado que se encuentra en el apoplasto no puede atravesar la
membrana, por lo que requiere un mecanismo de transporte activo. Este mecanismo lo
forman los trasportadores AUX1/LAX. Una vez dentro de la célula, las auxinas deben ser
transportadas activamente segun el requerimiento de esta y requieren la existencia de
proteinas transportadoras especificas. Existen dos transportadores involucrados en este
movimiento, los ABCB, conocidos previamente como fosfogluco proteina (PGP) y los
transportadores PIN FORMED (PIN) (Blakeslee et al., 2007; Friml et al., 2004; Geisler et
al., 2005).

Estudios genéticos recientes respaldan el papel del pH y la via de transporte pasivo
de las auxinas. Por ejemplo, en una mutante que carece de H*-pirofosfatasa (AVP1), la
acidez del apoplasto disminuye, lo cual esta relacionado con la reduccién en el transporte
polar de las auxinas (Li et al., 2005). Por otro lado, la sobreexpresion de AVP1 acidifica el

apoplasto y produce un incremento en el transporte polar de las auxinas.

Otro componente importante del transporte de las auxinas son los transportadores de
tipo ABCB. Este subgrupo de transportadores de la familia ABC ha sido denominado
como interactores del transporte (ABCB1/PGP1, ABCB4/PGP4 y ABCB19/PGP19) que
controlan la salida de las auxinas en las células vegetales (Cho et al., 2007; Geisler et al.,
2005).
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transporte de auxinas. AfPIN1 actiua como un componente transmembranal de la salida
de las auxinas (Blakeslee et al., 2007; Mravec et al., 2008). Esta localizacién polar de los
transportadores es lo que produce una activa direccionalidad en el transporte de las
auxinas entre células (Friml et al., 2003). En A. thaliana la familia PIN consiste de ocho
miembros y su polaridad define los eventos tempranos en procesos de organogénesis
(Vanneste y Friml, 2009).

18
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del degron def substrato

Figura 1.6 Proceso de ubiquitinacién. Lado izquierdo. El primer paso es la activacién del
sustrato a ser degradado. Degron es el motivo en la proteina necesario para el ensamble
del co-receptor y tiene la secuencia GWPPVR; sin embargo, es posible que otras
secuencias de la proteina también contribuyan a la formacién del complejo (Calderén
Villalobos et al., 2012). En el caso de los RCV la sefal es la unién del RCV. Entonces el
sustrato se une la Ub por medio de la ligasa de Ub (E3), la cual actua concertadamente con
la enzima activadora de Ub (E1) y la enzima conjugadora de Ub (E2) para transferir Ub
(circulos verdes) al sustrato (SUBS) en un residuo de lisina. La repeticién de este proceso,
catalizado tal vez por el factor de elongacion E4, produce la poliUb del sustrato. La poliUb
puede ser revertida por enzimas desubiquitinantes (DUbs) las cuales remueven todas las
Ubs o acortan la cadena (A). Lado derecho. Arquitectura del proteosoma 26S. El
proteosoma es una proteasa autocompartamentalizada que consiste de tres complejos
principales: una particula nuacleo (CP) 20S, que alberga tres actividades proteoliticas
diferentes; una tapa 19S que reconoce y desubiquitina al sustrato, y una base 19S que usa
la energia de la hidrélisis del ATP para desenrollar las proteinas y pasen a través de la CP
para su degradacién (B). Redibujados de Gent et al., (2012).

La accion de las auxinas se lleva a cabo tanto a través de uno de dos mecanismos: la
regulacién de la transcripcion de un grupo de genes, y un mecanismo que no requiere la
transcripcién (Hayashi, 2012; Oliva et al., 2013; Santner y Estelle, 2010). En el primer
mecanismo se requiere la proteina que une Ub (E3) llamada SCF™"*® (TIR1 =
TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1; AFB = AUXIN-SIGNALING F-BOX) la cual
forma parte de la caja F del complejo SCF (SKP1, CULLIN 1, F-box; Figura 1.7). Los
sustratos para esta proteina son las proteinas auxina/AlA (aux/AlA). Sorprendentemente,
la auxina trabaja uniéndose directamente a TIR1, la subunidad proteica de la caja F de
SCF, como un pegamento para estabilizar la interaccion entre TIR1 y el sustrato aux/AlA
(Calderon-Villalobos et al., 2010). De esta forma, las auxinas promueven la degradacion
en el proteosoma 26S, del represor transcripcional aux/AlA, intensificando la
ubiquitinacion de la proteina aux/AlA. Este mecanismo, junto con la diversidad de aux/AlA
y la diferencia en sensibilidad a las auxinas, es lo que permite la posibilidad de que una
sola molécula pueda provocar la ejecucion de diferentes programas de desarrollo; en
cada tejido hay aux/AlA diferentes que responden a diferentes concentraciones de AlA
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El tratamiento de raices escindidas de Pisum sativum con AIA produce un aumento
en la poza interna de AIA, asi como en la concentracién del conjugado acido N-(3-
indolilacetil)-D/L-aspartico (Davies, 1972). Este conjugado también ha sido determinado en
segmentos en elongacion de Phaseolus vulgaris incubados con AlA en la luz (Davies,
1972). No solamente el AIA produce un aumento en los conjugados de auxinas; se ha
determinado que la incubacién de hipocotilos de P. sativum con la auxina sintética ANA,
produce un incremento en el acido naftil acetil aspartico (Zenk, 1962). A pesar de los
requerimientos para el suministro de auxina exdgena para mantener el crecimiento, las
células cultivadas in vitro producen cantidades sustanciales de AlA endégeno (Fujimura y
Komamine, 1979; Moloney et al., 1983). Sin embargo, el 2,4-D y el ANA tienen efectos
menores en la concentracidon endégena de AlA en suspensiones celulares de D. carota; el

ANA se encontré mayormente en la forma conjugada (Ribnicky et al., 1996).

Los diferentes tejidos de D. carota, tales como el peciolo y el hipocotilo, asi como la
proliferacion de suspensiones celulares, requiere la exposicion por uno o varios dias al
2,4-D para inducir la ES (Fujimura y Komamine, 1979; Jiménez y Bangerth, 2001;
Michalczuk et al.,, 1992b). La adicién de 2,4-D y del inhibidor de auxinas el acido p—
clorofenoxiisobutirico modifica los niveles endégenos de AIA libre y la composicion
anatomica de los embriones somaticos en sus primeros estadios de desarrollo de Abies
alba (abeto europeo plateado) (Vondrakova et al., 2011). Otras plantas, tales como C.
canephora (Quiroz-Figueroa et al., 2008), Medicago spp. (Bogre et al., 1990; Pasternak et
al., 2002), y Manihot esculenta Crantz (Rossin y Rey, 2011) también requieren la adicion

de una auxina para inducir la ES.

El aumento en los conjugados de AlA esta relacionado con la presencia de enzimas
con actividad de amido sintetasas, y son codificadas por genes pertenecientes a la familia
GH3 (Chen et al., 2010; Wang et al., 2008). Esta familia fue identificada inicialmente en
Glycine max como respuesta a la presencia de auxinas exoégenas (Hagen et al., 1984) y
desde entonces estos genes han sido identificados en diferentes especies vegetales
(Okrent y Wildermuth, 2011). El nimero de miembros de la familia GH3 difiere entre
especies, desde diezcinueve en A. thaliana hasta seis en C. papaya (Okrent y
Wildermuth, 2011). Esta familia ha sido dividida en tres grupos, de acuerdo con la
especificidad de sustrato que usa la enzima (Staswick et al., 2002; Terol et al., 2006). Al
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30 y 60 min, asi como 1, 3, 5, 7, 14 y 21 dias después de la induccion de la ES. El tejido
colectado fue congelado y almacenado hasta su uso a - 81 °C. Todos los andlisis se
llevaron a cabo con tres muestras biolégicamente distintas a partir de por lo menos dos

experimentos independientes.

El tejido congelado fue molido con nitrégeno liquido y mezclado con 1 mL de agua
acida ajustado con HCI a un pH 2.8. La mezcla fue transferida a un tubo de ensayo con 1
mL adicional de agua acida. La mezcla fue agitada durante 1 min con 1 mL de una
solucién de hidroxitolueno butilado (Acros Organics, 112992500) y seguidamente se le
adiciono 1 mL de acetato de etilo (CTR Scientific, CTR 00184). Se agito 1 min y se
recupero el sobrenadante, seguidamente se adiciono 2 mL de acetato de etilo se agito
durante 1 min y se recupero el sobrenadante y asi una vez mas. De esta mezcla se
tomaron 3 mL de la fase organica y se evaporo con nitrégeno gaseoso. La muestra seca
se resuspendi6é en 1 mL de la fase mévil con la que se corrié la muestra en el HPLC (60%
acetonitrilo; J. T. Baker, 9017-03: 40% agua conteniendo 0.5% acido acético; CTR
Scientific, 00500) y filtrado a través de un filtro Millipore (0.22 uM). Para determinar la
eficiencia de la extraccion fitoquimica, se aplicé una cantidad conocida de los estandares
a una muestra de tejido. La eficiencia de la extraccién fue en todos los casos mayor a
99%.

2.4. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Se inyectaron 20 pl del extracto, como se describié en el parrafo anterior, en el HPLC.
Los compuestos en los extractos de los tejidos fueron sometidos a cromatografia con un
sistema de elusién isocratico con una velocidad de flujo de 0.6 mL/min” en una columna
de fase reversa C;3 (Phenomenex) de 250 mm x 4.6 mm. El sistema cromatografico
(Agilent Technologies 1200) consisti6 de un arreglo de bombas cuaternario (Agilent
Technologies G1311A) conectado a un inyector automatico (Agilent Technologies
G1329A). Las muestras fueron analizadas con un detector de fluorescencia (Agilent
Technologies G1321A) y se us6 una longitud de 280 nm de emisién y una longitud de

excitacion de 340 nm.

La presencia de los compuestos en las muestras analizadas fue determinada
mediante los tiempos de retencion del AIA (Fluka, 45533), AIB (Sigma, 57310), ANA, y de
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Figura 2.9 Contenido enddgeno de auxinas libres antes y durante la induccién de la
ES en C. canephora. Contenido endégeno de AIA (A), AIB (@), y ANA (B). Se
colectaron 100 mg de tejido desde el inicio de la pre-incubacién de las plantulas (dias -
14, -9 y -4) hasta el dia de la induccién (dia cero). También se colectaron muestras los
dias 7, 14 y 21 después de la induccion de la ES. Las muestras se analizaron como se
describid en materiales y métodos. Todos los analisis se llevaron a cabo con tres
replicas biolégicas en dos experimentos diferentes. Las barras representan el error
estandar (n = 3). Diferentes letras representan la significancia estadistica de las
diferencias de las medias entre cada determinacién en un tiempo determinado de
acuerdo con la prueba de Tukey (P < 0.01).

En los experimentos realizados, y los resultados obtenidos de estos compuestos en el
contenido de conjugados del AlA, el AlA-Ala y el AIA-Glu en los tejidos foliares de C.
canephora, antes del pre-tratamiento, fueron de 2.36 y 55.13 nmoles g PF,
respectivamente. Esto significa que 99.49% del total de auxina en el tejido foliar
encontraba en forma conjugada, en el analisis de estos compuestos (Figura 2.10). El
contenido de los dos conjugados de AIA llegaron a un maximo de 99.67% cinco dias
después del inicio del pre-tratamiento, al final de este, el contenido de AlA fue del 1.67%
del total de auxina. Este porcentaje de AIA libre correspondié a 1.95 nmoles g” PF,
mientras que el contenido de los conjugados alcanzaron valores de 10.20 y 104.72
nmoles g PF para el AlA-Ala y AIA-Glu, respectivamente. Esto representé un aumento
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Figura 2.10 Contenido de AIA y sus conjugados, antes y durante la induccion de la
ES en C. canephora. AIA (barras amarillas); AlA-Ala {barras azules); AIA-Glu (barras
purpura). Se colectaron 100 mg de tejido a partir del inicio de la pre-incubacién de las
plantulas (dias -14, -9 y -4) y hasta el dia de la induccién de la ES (dia cero). También
se colectaron muestras a fos 0.02, 0.04, 1, 3, 5, 7, 14 y 21 dias después de la induccion
de la ES. Las muestras se analizaron como se describe en materiales y métodos.
Todos los andlisis se lievaron a cabo con tres replicas biolégicas a partir de por lo
menos dos experimentos diferentes. Las barras representan el error estandar (n = 3).
Letras diferentes en las barras representan el nivel de significancia de la diferencia de
las medias entre cada determinacion a cada uno de los tiempos estudiados mediante la
prueba de Tukey (P < 0.01).

2.7.4. Determinacién del nivel de expresién de algunos genes involucrados en la
homeostasis del AlA

El AlA es sintetizado a través de cinco diferentes rutas en las plantas superiores
(Mano y Nemoto, 2012). Una ruta es a través de la biosintesis del IPA. Esta reaccién es
catalizada por la triptofano aminotransferasa (TAAT, TRYPTOPHAN
AMINOTRANSFERASE of ARABIDOPSIS 1), el IPA es convertido en AlA por el producto
de una familia de genes, las flavinmonooxigenasas (YUC) (Mano y Nemoto, 2012). Se
utilizo PCR cuantitativo para estimar la expresion de los genes CcTAA1, CcYUCT y
CcYUC3 durante el periodo de pre-incubacion y durante la induccién de la ES (Figura

2.11).
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et al., 2011; 1988). Sin embargo, también es posible que la auxina exégena promueva la
inhibicion del AIA endégeno libre mediante reacciones de conjugacién reversibles (Cohen
y Bandursky, 1982; Michalczuk et al., 1992a). Ademas de estos dos factores, la aplicacion
exdégena de auxinas modifica su transporte (Teale et al., 2006). En resumen, la

homeostasis de las auxinas es critica para la induccién del proceso de ES.

En nuestro modelo, hay un importante incremento tanto de la auxina libre como de
sus conjugados amido durante el proceso de pre-incubaciéon (Figuras 3.9 y 3.10). Se
esperaba un aumento en la concentracion de ANA en los tejidos, ya que este RCV se
encuentra en el medio de cultivo. Sin embargo, el incremento en la concentracién del AlA
y del AIB fue sorprendentemente elevado. Es posible que este aumento sea una
consecuencia de diversos factores, tales como su biosintesis, hidrélisis a partir de
conjugados previamente sintetizados o que sea el resultado del transporte de la auxina
desde otros tejidos u 6rganos, puesto que las plantas regulan muy estrechamente los
niveles celulares de AlA a través de estos mecanismos (Strader y Bartel, 2011). Al mismo
tiempo, la mayor parte de las auxinas se encuentra en la forma de conjugados con
aminoacidos y pueden llegar a ser hasta el 90% del total de auxinas. Resultados similares
se han obtenido durante la ES en D. carota. La induccién de la ES en D. carota se lleva a
cabo cultivando sus suspensiones celulares en presencia de 2,4-D. Entonces se elimina el
2,4-D y se diluye la densidad celular. La ES de D. carota se lleva a cabo en ausencia de
auxina en el medio de induccién de la ES. Durante la induccién de la ES, 94% de las
auxinas se encontraban en la forma quimica de conjugado éster o amida, y solamente 6%
como auxina libre (Ceccarellil et al., 2000). Por otro lado, el 2,4-D induce la sintesis de
AIA dependiente de triptofano en suspensiones celulares de D. carota durante la
induccion de la ES. En Medicago truncatula, la adicion de 2,4-D a células provenientes de
protoplastos de hoja produce un aumento en la poza de AlA libre y de conjugados de AlA
(Pasternak et al., 2002). Parece ser que la modificacion de la poza interna de AlA es muy
importante para que se inicien los procesos de morfogénesis. Por ejemplo, durante el
enraizamiento de Vigna radiata se ha determinado que los niveles de auxinas libres
permanecen altos durante la fase de inducciéon del enraizamiento y disminuyen justo al
iniciar la fase de iniciacion de enraizamiento (Flores Ortiz et al., 2009; Gaspar y Hofinger,
1988; Nag et al., 2001).
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AIB. La concentracion endégena de AIB siguié un comportamiento paralelo al del AlA; sin
embargo, no conocemos practicamente nada sobre su papel en el proceso de
morfogénesis. De lo poco que sabemos es que en hipocotilos y raices de A. thaliana el
transporte de AIB es mayor al transporte del AlA (Rashotte et al., 2003).

Una pregunta que ain permanece es, si el dramatico aumento en el contenido de AlA
enddgeno producido por la presencia de ANA proviene de la sintesis de novo o se origina
de la hidrélisis de los conjugados del AIA almacenados en la célula. En este estudio
mostramos que durante la pre-incubacién de los explantes hubo un aumento de 56 veces
en la expresion del gen CcYUCT (Figura 2.11). Este gen codifica a una enzima clave (del
tipo flavin monooxigenasa) en la biosintesis de las auxinas (Mano y Nemoto, 2012).
Recientemente, Bo et al. (2013) han demostrado que se requiere la sintesis de auxinas
para la induccion de la ES en A. thaliana y es, al menos, parcialmente mediada por el
nivel basal de etileno durante la induccién de la ES, sugiriendo que la respuesta a etileno

es importante para la induccién de la ES.

En Coffea canephora se ha seleccionado estudiar la expresién de tres genes de la
familia GH3: GH3.1, GH.6 y GH3.17 que usan como sustrato al AlA libre. Se determino un
aumento en la transcripcion del gen CcGH3.17 al final del periodo de incubacion (Figura
2.12). Este aumento podria explicar el gran incremento en el contenido de conjugados de
AlA determinados al mismo tiempo (Figura 2.10). Durante el dia tres hay un importante
aumento en la expresion del gen CcGH3.1, justo cuando inicia el incremento en la

concentracion de AlA-Ala.

La presencia de auxina exégena eleva, tanto el AlA libre, como los conjugados del
AlA con aminoacidos durante el periodo de pre-incubacién. Por lo menos en parte, el
aumento en el contenido de auxina se debe a la sintesis de novo. Este aumento en la
cantidad de auxina enddgena es indispensable para cambiar el programa genético de las
células y prepararlas para la sequnda fase. Hasta ahora, se conoce muy poco de como la
auxina exdgena usada en la primera fase interactia con la homeostasis de la auxina

endogena del explante usado para la induccién de la ES durante la fase de induccion.

Durante los Ultimos afios, el entendimiento del papel de la homeostasis de las auxinas
durante la induccidn de la ES ha mejorado notablemente. Sin embargo, todavia hay
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ANEXOS

ester eluyé con 30% de acetato de etilo/70% hexanos. El rendimiento del producto fue de
80%.

0o 1.2DCC
® OBn 1.0 HOBt
15 HaN/'\ﬂ/ OH 1.5 TEA HN

AN -
N 0°Cata Bn
H THF

En un matraz bal6n se adicionaron 1.49 mmol (600 mg, 1.0 equivalente) del acido-3-

(indolilacetil)-DL-aspartico y se disolvieron en 29 ml de AcOEt. Se adicionaron 0.074 mmol
(158.1 mg, 0.05 eq) de Pd/C al 5% y se colocé bajo atmosfera de H,. Se dejo en agitacion
vigorosa durante 5 h. El crudo se pasd por una cama de celita y el disolvente se evapord
a presion reducida. Se obtuvieron 286.6 mg (78%) de un soélido de color beige. El

producto fue caracterizado por TH NMR y GC-MS.

'H NMR (300 MHz, DMSO) 5 10.82 (s, 'H), 8.22 (d, J = 7.1 Hz, "H), 7.52 (d, J = 7.8 Hz,
"H), 7.29 (d, J = 8.0 Hz, 'H), 7.16 (s, 1H), 7.09 — 6.98 (m, 'H), 6.97 — 6.87 (m, 'H), 4.32 —
4.06 (m, "H), 3.50 (s, 2H), 1.36 — 1.16 (m, °H).

O
5% Pd/C

HN HN
> L S I
OBn ACOE‘ N 07 oH

1.2.2. Acido indol-3-acetil-L-glutamico

En un matraz de bola conteniendo una barra de agitacion se colocaron 1.6 mmol (300
mg, 1.0 equivalente) del hidrocloruro del acido L-glutdmico, 3.6 mmol (862 mg, 2.2
equivalente) de acido p-toluensulfénico y 13 mmol (1.7 mL, 8.0 equivalente) de alcohol
bencilico y se disolvieron en 4 mL de benceno y se dejé en agitacion para homogenizar ia
mezcla. La mezcla se calent6 a reflujo durante 5 h. Una vez transcurrido este tiempo, se
evaporo el disolvente en un rotavapor. Se adicioné un volumen de benceno y un volumen
de éter etilico frio y se dejo cristalizar. Se obtuvo el producto como cristales blancos con

un rendimiento cuantitativo.
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'H NMR (300 MHz, DMSQ) 5 10.82 (s, 'H), 8.23 (d, J = 7.8 Hz, 'H), 7.51 (d, J = 7.7 Hz,
'H), 7.30 (d, J = 8.0 Hz, 'H), 7.15 (d, J = 1.9 Hz, 'H), 7.09 — 6.97 (m, 'H), 6.97 — 6.86 (m,
'H), 4.18 (td, J = 7.9, 4.8 Hz, 'H), 3.52 (s, 2H), 2.28 — 2.20 (t, ?H), 2.00 — 1.86 (m, 2H), 1.83

—1.69 (m, *H).
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