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Resumen

de brotes cultivados en el medio LQ y en el LQ+P, mientras que aquellos cultivados en SS
no se observaron cambios en la expresion de este gen. Es interesante notar que existe un
patron de expresion diferente de estos 3 genes en hojas y base de tallo de plantulas
expuestas a IBA bajo los 3 sistemas en estudio. Falta realizar mas investigacién para
definir si el patréon de expresidén de cambio en la expresiébn de CpPIN1 y CpPIN2
observado en plantulas tratadas con IBA y cultivadas en el sistema LQ, esta asociado a la
mayor capacidad de rizogénica en sistemas in vitro.
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proliferacién y elongacion de las raices es la impedancia mecéanica (Bengough y Kirby,
1999).

Por tal motivo, se han realizado ensayos preliminares en el Centro de Investigacion
Cientifica de Yucatan A.C. (CICY), que demuestran que vitroplantas de papaya al ser
sembradas en medio liquido con 2 mg L™ de acido indol butirico (IBA) y con la adicién de
sustratos estériles (Growcubes), inducen la producciéon de raices. Se presume que la
impedancia o dafio mecanico que presenta las vitroplantas al estar en contacto con la
superficie del sustrato, induce la produccién de la raiz. Sin duda alguna, la produccién de
la raiz en esta etapa sera de vital importancia para la supervivencia de las plantulas de

papaya Maradol durante su aclimatacion.

La importancia de este trabajo radicara en establecer sistemas adecuados del medio de
cultivo que estimulen la sintesis de raices para mejorar el enraizamiento de las
vitroplantas via organogénesis directa de papaya var. Maradol y asi mejorar la
sobrevivencia evitando su mortandad en condiciones de invernadero. El objetivo del
presente trabajo serd determinar y evaluar los sistemas mediante los cuales las
vitroplantas de papaya var. Maradol producen raices durante la fase de enraizamiento in

vitro.












Capitulo |

1.2.4.2. Produccién de papaya en Yucatan

En Yucatan, la papaya era un cultivo tradicional, en donde las areas plantadas de papaya
criolla antes de 1995 alcanzaban unos 150 ha, casi todas ellas manejadas como cultivos
secundarios. Su produccién tenia como objetivo los mercados locales y algunos centros
turisticos, por lo que no se usaban te...clogias avanzadas. El programa de papaya
Maradol en Yucatan nace a finales de 1995, considerando los antecedentes de la
introducciéon de esta variedad en Chia s, Oaxaca y Guerrero desde 1989 y algunos
ensayos durante 1993 y 1994 en Yucatan (Gobierno del Estado de Yucatan, 1999).

De acuerdo con las estadisticas de FAOSTAT (2007), en 1996 solamente en cuatro
estados de la Republica Mexicana se produjo papaya Maradol, siendo Yucatan el estado
que ocupo el segundo lugar con 6,813 toneladas procedentes de 138 ha. Esta produccién
representd el 26% de la produccién nacional, la cual fue de 26,099 toneladas. A nivel
nacional, la variedad Maradol apenas represent6 el 6.6% del total de la produccién de
papayas en general. Para 2006, Yucatan fue el cuarto estado productor de papaya
Maradol con 53,947 toneladas que representa el 7% de 764,760 toneladas que se
produjeron en 20 estados de México. El 95% de las 799,589 toneladas que se produjeron
correspondié a la varieuad Maradol, estas cifras muestran la importancia que ha cobrado
la variedad Maradol en el consumo de la poblacién de México.

La produccién de la papaya Maradol se ha extendido de cuatro estados, hace unos 12
afos, a 20 estados en 2006. Aunque el estado de Yucatan pasé de ser el segundo al
cuarto productor, la superficie y la produccién de papaya Maradol en Yucatan crecieron
aproximadamente tres veces de 2000 a 2004 y se mantuvo en 2006. La produccién
nacional se ha incremenitado en forma similar. México ha ocupado el segundo al cuarto
lugar dentro de los paises productores de papaya en el mundo y se consolida como el
principal pais exportador de papaya hacia los Estados Unidos (SIAP, 2007).

10
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han descrito después de numerosos experimentos y que permiten que las plantas crezcan
y se multipliquen in vitro. Lépez (1990) indica que en general los medios de cultivo se
encuentran constituidos por sales inorganicas (micro y macro-nutrientes), agentes
quelantes, vitaminas, aminoacidos, reguladores de crecimiento (auxinas/citocininas),

carbohidratos, agentes gelificantes y agua.

Se utiliza casi siempre un medio basal MS (Murashige y Skoog, 1962) al cual se le
adicionan reguladores de crecimiento en diferentes concentraciones ademas de otros
aditivos. Los agentes de solidificacién se agregan a los medio ya preparados antes de la

esterilizacién de éstos. Entre los agentes gelificantes se muestran los siguientes:

1. Bacto-agar (0.7%).

2. Bacto-agar (0.8%, purificado en tres lavados consecutivos de agua destilada).
3. Agar (0.6%).

4. Gelrite (0.12%)

5. Medio liquido, con soporte de algodén o de papel filtro.

1.2.6.1. Medio liquido

Son medios o caldos que no contienen Agar y su composicion (ademas de agua) suele
contener al menos una fuente de carbono, sales minerales, y a veces segun las
caracteristicas del medio, reguladores de crecimiento, vitaminas, peptonas, aminoacidos,
entre otros. El cultivo en medio liquido resulta imprescindible cuando la propagacion in
vitro es desarrollada a través de las siguientes vias: Inducciéon de embriogénesis, cultivo

de protoplastos y cultivo de suspensiones celulares (Lépez, 1990).

1.2.6.2. Medio semisélido

Son medios intermedios entre los medios liquidos y sdélidos, su proporcién de agar suele
ser suele ser inferior al 7.5%, pero siempre suele presentar cierta cantidad que le
proporcione una consistencia semisdlido. En el caso de un medio sélido o semisdlido, la
concentracion y calidad del agar pueden tener importantes efectos en el desarrollo del
cultivo (hiperhidricidad, crecimiento lento, etc.) (Lopez, 1990).

12
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1.2.7. Mecanismo de formacion de raices en las plantas

Las raices de una planta determinan la capacidad de un organismo sésil para adquirir
nutrientes y agua, asi como proporcionar un medio para controlar una amplia gama de
condiciones ambientales. La caracterizacion inicial de las auxinas como "hormonas
formadoras de raices en las plantas”, establecié un vinculo para el desarrollo radicular y la

orquestacion de la arquitectura de la raiz principal (Went, 1929; Thimann y Went, 1934).

Una sola raiz contiene un ndamero de células, que puede ser caracterizado por
marcadores visuales y moleculares (Dolan, 1998; Birnbaum et al., 2005; Laplaze et al,
2005; Brady et al., 2007). El desarrollo, organizacidn, y el patrén de estos tipos de células
es tipicamente descrito usando terminologia que abarca la estructura circunferencial,
radial y longitudinal de una raiz individual (Figura 1.2). A lo largo del eje proximal-distal una
raiz es caracterizada por una serie de zonas de desarrollo (Figura 1.2.) (Ishikawa y Evans,
1995). El centro quiescente (QC) promueve estas células vecinas para producir
continuamente células iniciales que dan lugar a células hijas. A través del tiempo, células
que surgen cerca del QC se someten a nuevas rondas de divisién y se desplazan desde
la zona meristematica de la raiz. La regiéon de crecimiento de la raiz donde la tasa de

division celular se acrecienta, es donde empieza la expansion celular que es conocida

como meristemo emster et al.. 2003: De Smet y Jurgens, 2007,
Nieuwland et al., pi yngacion y después
hacia la zona de c.c.v.iciecivrs; wo e SOF | raiz representa un
gradiente constante de renovacion y dif; ue muchos de los
acontecimientos de desarrollo que regular para formar raices

laterales no son observables, la superficie epiaermica ae 1a raiz conlleva marcadores
detectables de transicién ¢ r  stas zonas distintas: una mayor duracién de las células
epidérmicas demarca la transici-.. entre la zona meristematica, de elongacion y la
aparicion de los pelos .a.._.._. __ que marca el inicio de la zona de diferenciacion
(Overvoorder et al., 2010).

14
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casos, la identificaciéon de los genes de estos mutantes (PIN1, PIN2 Y AUX1) mostraron
defectos en el transporte de auxina, lo que subraya el papel del transporte de auxinas y
sefalizacién en la superaciéon de la impedancia mecéanica durante el crecimiento de las

raices.

Segun lo reportado por Ditengou et al., (2008) en su estudio: Mechanical induction of
lateral root initiation in Arabidopsis thaliana; la iniciaciéon de las raices laterales en plantas
de Arabidopsis thaliana puede ser inducida mecanicamente por cualquier curvatura
gravitrépica o por la flexidn transitoria de la raiz. También reportan que las auxinas se
acumulan en el sitio de la induccién de las raices laterales antes de que el primordio
comience a formarse. Ditengou et al., (2008) describen que existe una relocalizacién sub-
celular de PIN1, una proteina de transporte de auxina, en el protoxilema solo en respuesta
a la curvatura gravitrépica. Es asi como se demuestra que el transporte de las auxinas

regulan la sefalizacién nuclear y son necesarias para la formacién de las raices laterales.

Bajo condiciones controladas, la tasa de crecimiento de las raices varia en proporcion
inversa a la impedancia mecanica. En trabajos previos realizados por Goss y Russell
(1980) titulado “Effects of Mechanical Impedance on Root Growth in Barley, Hordeum
vulgare L.”, encontraron que la iniciacién de la raiz lateral y el crecimiento de los pelos
radiculares se produjo donde existié6 un tipo de impedancia u obstaculo mecanico, las
raices predominaron en el lado convexo mientras que los pelos radiculares dominaban en

el lado céncavo.

La respuesta de las raices a la impedancia mecanica difiere entre especies, variedades
dentro de una especie, y etapas de desarrollo. Sin embargo, existen pocas
comparaciones directas de la sensibilidad de las raices a cambios fisicos del suelo
(Powell, 1989; Materechera et al., 1991). Gran parte de la investigaciéon sobre el efecto de
la impedancia mecanica sobre el crecimiento radicular se ha preocupado por el
comportamiento de las raices cultivadas en sistemas artificiales, como la hidroponia
donde los factores se mantienen constantes (Gill y Miller, 1956; Barley, 1962, 1963,
Abdalla, 1969; Goss, 1974; Bengough y Mullins, 1990).

18
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protdén-asociado (es decir, no disociada) de IAA moléculas pueden entrar en la célula por
difusién lipéfilico (movimiento pasivo) a través de la membrana plasmatica sin la ayuda de

una proteina portadora (Zazimalova et al., 2010).

En el citoplasma de las células de la planta, el [ . . es de aproximadamente 7; a este pH, el
equilibrio de las moléculas de auxina se desplaza casi por completo a la forma aniénica,
disociada. Una extension obvia logica de esta observacion es que la localizacion
asimétrica de los transportadores puede proporcionar el flujo direccional celular de la
auxina y que asimetrias acoplados a las células adyacentes puede establecer los flujos
polares. Este concepto es la base del modelo de la difusion quimiosmética polar o
hipétesis quimiosmética (Rubery y Sheldrake, 1974; Goldsmith, 1977).

El anterior fundamento fisico-quimico implica la necesidad de transportadores activos de
moléculas de auxinas fuera de las células, en este sentido existen dos familias que actuan
como complejos patrénes de flujo de auxina localizado a través del reflujo de las vias. El
importador de auxina AUX/LAX v el transportador de flujo de salida de auxina PIN, son
conocidos por ser regulados por las auxinas. La sobre-expresién de AUX/LAX mejora la
cantidad de auxina que se precisan en las raices laterales, mientras que la baja-
regulacion de PIN modula la separacién de las raices a lo largo del eje de |a raiz principal
(Grieneisen et al., 2007).

Como se ha mencionado anteriormente, las moléculas de auxina puede entrar en las
células pasivamente, sin embargo, también pueden ser transportadas dentro de las
células a través de la actividad de H" de la familia AUX1/LAX de la PM permease (Kerr y
Bennett, 2007) (Figura 1.4). El genoma de Arabidopsis thaliana codifica un AUX1 y tres
homélogos a proteinas AUX1 (LAX1, LAX2, y LAX3) (Parry et al., 2001). AUX1 y las tres
proteinas LAX comparten una similitud de secuencia de aminoacidos de
aproximadamente el 80% (Parry et al.,, 2001). La necesidad de esta captacién activa de
auxina en los procesos de la célula origina la afluencia alta y rapida de la auxina, como en
la tapa lateral de la raiz donde AUX1 juega un papel importante en la redireccién de las
corrientes polares de auxina (Kramer y Bennett, 2006). Aunque es posible que algunos de

los transportadores descritods anteriormente pueden ser multifuncionales, el nimero de

20
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1.2.10. Genes involucrados en la formacié le raices adventicias

Los genes involucrados en la formacion de raices adventicias (AUX/LAX y PIN) se

expresan en respuesta a diferentes reguladores de crecimiento, en el siguiente Cuadro 1.2

se describe cuales son los genes involucrados en la formacién de raices:

Cuadrn 192 RaviciAn Ada litaratiira nanac ALY/ AY v DIN nArincinalac +rancnqrtadores de

auxini

Articulos

Ethylene up-regulates auxin
seedlings to enhance inhibition «

Intracellular trafficking and pr
auxin-efflux facilitator PIN2 are i

The PIN auxin efflux facilitator
patterning in Arabidopsis roots.

Local, efflux-dependent auxin gi
for plant formation root.

Lateral relocation of auxin eff
tropism in Arabidopsis.

AUX1 regulates root gravitropisr
auxin uptake within root apical ti

Auxin is a positive regulator for ¢
the growth of Arabidopsis roots.

Localization of the auxin permease AUX1 suggests two
functionally distinct hormone transport pathways operate in
the Arabidopsis root apex.

Auxin and ethylene promote root hair elongation in
Arabidopsis.

Arabidopsis AUX1 gene: A permease-like regulator of root
gravitropism.

Gen

AUX1

PIN1-
PIN4

AUX1

Autor

Swarup et
al.

Abas, et
al.

Blilou et al.

Benkova
et al.

Frim et al.

Marchant
etal

Rahman,
et al.

Swarup et
al.

Pitts et al.

Bennett et
al.

Ano

2007

2006

2005

2003

2001

2001

2000

2001

1998

1996
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Aunque existen antecedentes de la propagacion de Carica papaya L. por métodos de
micropropagacion como son los publicados por Drew y Miller (1993); Islan et al., (1993);
Magdalita et al., (1997); Ramkhelawan et al., (1999); Yu et al., (2000), el enraizamiento in
vitro y la aclimatacién ex vitro son fundamentales para el establecimiento de cualquier
protocolo de micropropagacién. Actualmente se desarrollan protocolos para aumentar el
porcentaje de sobrevivencia de plantulas, por lo anterior, la aclimatacion y enraizamiento
representa un problema en la micropropagacion comercial (Merkle et al, 1990). La
mayoria de las especies cultivadas requieren un proceso de aclimatacién y enraizamiento,
con la finalidad de alcanzar una alta sobrevivencia de plantas vigorosas que nos permita

obtener éxito en el trasplante (Hazarika, 2003).

Para superar el enraizamiento de papaya en condiciones in vitro se han usado
fitorreguladores a base de auxinas como: IBA, ANA y AIA para inducir raices en plantulas
de papaya. El uso de IBA ha sido la mejor fitohormona utilizada en términos de porcentaje
de enraizamiento y cantidad del nimero de raices por plantula cuando se adiciona este
fitorregulador a los medios de cultivo (Drew, 1987; Drew ef al., 1993). De igual forma se
ha reportado por Drew et al., (1993) que se pueden lograr altos porcentajes de
enraizamiento en esta especie cuando se adiciona IBA a los medios de cultivo in vitro.
También se han reportado altos porcentajes de enraizamiento superiores al 90% (Drew,
1988, 1992; Drew et al., 1993) y altos porcentajes de aclimatacion de hasta el 100%
segun lo reportado por Drew, 1988; Manshardt y Drew, 1998).

La etapa de supervivencia se trata de una etapa de transferencia de material vegetai de
recipientes de cultivo a condiciones de suelo, sin embargo, esta etapa es el cuello de
botella de cualquier protocolo de micropropagacién debido a que las plantas propagadas
in vitro no estan bien adaptadas a un clima in vivo (Pierik, 1996). En este proceso las
plantulas propagadas in vitro requieren generalmente de una fase de pre-
acondicionamiento que consiste en el trasplante a un medio de cultivo con menos
concentracion de sales. El medio de cultivo Murashige y Skoog (1962) diluido al 50% ha
dado buenos resultados en diferentes especies para tener un mejor trasplante en
condiciones de campo, sin embargo, en algunas especies la eliminacion de las citocininas
exogenas ha sido suficiente estimulo para la diferenciacién del sistema radical (Gaurab et
al., 2009).
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11.4. MATERIAL Y METODOS

11.4.1 Material vegetal

El presente trabajo se realizé en las instalaciones del Centro de Investigacién Cientifica
de Yucatan A.C. (CICY), en la unidad de Biotecnologia. Se usaron vitroplantas obtenidas
via organogénesis directa a partir de yemas axilares de plantas adultas de papaya var.
Maradol hermafrodita, conocida como la linea hermafrodita (LIH). Para los tratamientos
Control se utilizaron vitroplantas obtenidas a partir de semillas de papaya var. Maradol, las
cuales fueron germinadas bajo condiciones in vitro, a estas vitroplantas se les removié la
parte radicular para posteriormente ser resembradas en nuevos medios de cultivo para
inducir nuevas raices. Todas las vitroplantas usadas no presentaron indicios de

contaminacién por hongos o bacterias.
11.4.2. Crecimiento y regeneracion de las plantulas

Las vitroplantas fueron crecidas segun lo establecido por el protocolo de
micropropagacién para plantas hermafroditas de papaya (Carica papaya L.) var. Maradol
del Laboratorio de Fisiologia Vegetal Molecular de la unidad de Biotecnologia del CICY.
Las vitroplantas provenientes de semilla (Control) y las vitroplantas utilizadas en los
sistemas de enraizamiento in vitro, se sembraron en medio con la mitad de la fuerza
i6nica de MS (2.215 g L") y con la mitad del contenido de sacarosa (10 g L™"). Antes de
empezar el experimento, todas las vitroplantas estuvieron en una etapa de
desintoxicacion durante 42 dias, que consistié en exponer a las plantulas en medio MS sin

la adicion de fitorreguladores.

11.4.3. Condicion experimental

Se utilizaron 180 vitroplantas obtenidas via organogénesis directa las cuales se
emplearon para los sistemas de enraizamiento in vitro. Estas plantas se distribuyeron de

la siguiente manera: 30 plantas en medio liquido (LQ), 30 plantas en medio semisélido
(SS) y 30 plantas en medio liquido + sustrato de fibra de roca (LQ+P) sin IBA. Las
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En la Figura 11.10, se ilustra una vitroplanta la cual estaba expuesta bajo el sistema de
enraizamiento LQ (Liquido), como se observa, estas plantulas no se volvieron cloréticas
después de haber pasado 42 dias (2 resiembras) en este tipo de medio liquido. Las
plantas cultivadas en este sistema presentaron un promedio de 4 pares de hojas y
aspecto de tallo fibroso con coloracién verde oscuro. Estas plantulas no presentaron algun
tipo de contaminacion por hongos o bacterias que pudieran afectar en la sobrevivencia de
la plantula in vitro. Se propone este sistema de enraizamiento para ser incorporado en el

protocolo de micropropagacion en particular durante la etapa de enraizamiento in vitro.

Figura 11.10. Namero y longitud de raices en vitroplantas en el sistema de enraizamiento
in vitro LQ. Las vitroplantas cultivadas en este tipo de tratamiento (LQ) presentaron 3.33

raices con una longitud promedio de 1.45 cm por plantula.

I.5.5. Longitud de las raices

En el Cuadro 11.5, se presentan los resultados obtenidos de longitud de raices en plantulas
Control (semilla) y de plantulas en los diferentes sistemas de enraizamiento in vitro
evaluados cada 7 dias hasta terminar el experimento a los 42 dias. Se midié la longitud de
las raices de las plantulas desde la base del tallo hasta la punta de la raiz. Al comparar

los resultados, se demuestra que se obtienen raices con una longitud de 6.53 en plantulas
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gelificante se refleja en un cultivo demasiado blando que puede producir vitrificacién en
las plantulas, por lo contrario, si es demasiado concentrado causa cierta dureza en el
medio de cultivo ocasionando disminucion o retardo en el crecimiento de las plantulas.
Por lo anterior, en este trabajo de investigacion tratamos de crear nuevos sistemas de
enraizamiento con la finalidad de que las raices producidas no presenten algun tipo de
retardo en su crecimiento. Por otra parte, los reportes de Gangopadhyay et al., (2002),
mencionan que plantulas in vitro de coco al ser expuestas en medios liquidos con la
adicién de fibra de coco como sustrato, han logrado una tasa de supervivencia cercana al
100% después de haber sido trasplantadas a suelo, reportaron que el alto porcentaje de

sobrevivencia se debid al enraizamiento eficaz en condiciones in vitro.

Asumiendo las ventajas e inconvenientes .. usar agar en los medios de cultivo, asi como
también los beneficios que aportan los medio le cultivo liquidos con o sin sustrato, se
decidié disefar los siguientes sistemas de enraizamiento in vitro; medio liquido (sin agar),
medio semisélido (7 g L™ de agar) y medio liquido adicionado con sustrato de fibra de
roca (sin agar + plugs). En los tratamientos Controles dispusimos germinar in vitro
semillas de papaya var. Maradol extraidas de frutas con estado de maduracién fisiol6gica,
después de la germinacién, las plantulas fueron cortadas en la base del tallo y
posteriormente resembradas en medios que contenian 2 mg L™ de IBA o sin la adicion de
este fitorregulador, con esta medida se pretendié igualar la via de obtencién de las
plantulas, es decir, las vitroplantas Controles y las de los diferentes tratamientos son
obtenidas via organogénesis directa, la finalidad de esta idea fue homogenizar todos
nuestros tratamientos. Se obtuvo un 80 % de germinacion en vitroplantas Controles con
IBA (2 mg L") y un 76.6 % para vitroplantas Controles sin IBA. Con los resultados
anteriores se considero que el tratamiento Control sin IBA fue el mejor tratamiento para
inducir la germinacién in vitro, debido a que no existe una ventaja significativa entre
ambos tratamientos Controles se podria reducir los costos de micropropagacion sin la

presencia de este fitorregulador.

De los tres sistemas de enraizamiento in vitro, el medio mas adecuado con el cual se
obtuvieron un mayor nimero de raices por plantula (6.53) y con longitudes mayores a
1.45 cm fue al utilizar el medio liquido durante un periodo de 42 dias, nuestros resultados

en este tipo de cultivo concuerdan con lo reportado por Rahaman et al., (1992), Islan et
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Sin duda, necesitamos mucha mas informacion antes de cualquier afirmacion
concluyente, pero nuestra observacion experimental es muy tentadora ya que estamos
llegando a la siguiente conclusién: las raices en plantulas de papaya var. Maradol pueden
aparecer utilizando 2 mg L™ de IBA en los medios de cultivos liquidos a partir de los
cuales se obtienen raices parecidas a los de plantas in vivo. ¢ esar que el sistema de
enraizamiento LQ+P no se obtuvo buenos resultados en relacién al nimero de raices, se
ha indicado que los sustratos utilizados en los medios liquidos podrian ayudar a generar
raices mas funcionales debido a que se trata de igualar las condiciones de suelo mediante
una impedancia mecanica ejercida por los “plugs”, este tipo de imitacién podria verse
reflejada en una mayor tasa de sobrevivencia en condiciones ex vitro, por lo anterior,
debemos de usar otros tipos de sustratos probablemente con menos impedancia en

donde las plantulas de papaya puedan producir sus raices adventicias.
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La auxina acido indol 3-acético (AlA) y varios compuestos relacionados son hormonas
clave en las plantas y tienen una multitud de efectos sobre la fisiologia de las plantas, que
regula, entre otros procesos, las respuestas trépicas a la luz, organogénesis y la
senescencia. El transporte polarizado de la auxina en las células es esencial para el
control de los niveles celulares de auxina, su generacién y el mantenimiento de gradientes

de auxina requeridos para estos procesos (Carrier et al., 2009).

En el genoma de Arabidopsis thaliana codifica cuatro transportadores de entrada de
auxina y la entrada celular se realiza a través de genes AUX1 (AUXIN RESISTANT 1) y
de sus homélogos LAX1, LAX2 y LAX3 (LIKE AUXIN resistentes), que son proteinas
transmembranales con actividad permeasa altamente conservadas, participan en muchos
procesos de desarrollo post-embrionarios como gravitropismo, filotaxis y la formacién de
raices laterales (Marchant et al., 1999; Parry et al., 2001; Marchant et al., 2002; Reinhardt
et al., 2003; Swarup et al., 2005; Dubrovski et al., 2006; Bainbridge et al., 2008; Laskowski
et al., 2008; Swarup et al., 2008). El gen AUX1 en Arabidopsis thaliana se caracteriz6 por
Bennett et al. (1996) y su actividad como transportador de entrada con alta afinidad a la
auxina se demostré por su expresién heteréloga en ovocitos de Xenopus (Yang et al.,
2006), la caracterizacion de la proteina AUX1 comprende un polipéptido de 485
aminoacidos, con una masa molecular predicha de 54 kDa (Carrier et al., 2009).

Los AUX1 y sus tres genes homélogos LAX presentan entre 73% y 82% de similitud en el
nivel de aminoacidos, lo que sugiere una funcién conservada en la absorcion de auxina
(Parry et al., 2001). Aunque los modelos informaticos sugieren que las proteinas
AUX1/LAX podrian ser cruciales para los patrones de desarrollo, hasta ahora la evidencia
biolégica para este papel se ha limitado a la participacion de AUX1 y LAX2 en el
desarrollo de las raices (Bennett et al., 1996; Marchant et al., 1999; Swarup et al., 2001;
Marchant et al., 2002; Kramer 2004, 2006; Swarup et al., 2005; Heisler y Jonsson 2006;
De Smet et al., 2007; Swarup et al., 2008).

La longitud de las proteinas AUX1/LAX consta de rangos de 487 a 553 aminoacidos,
ademas de presentar regiones centrales altamente conservadas, con 10 hélices trans-
membranales. Las proteinas LAX, en su N-terminal son ricas en aminoacidos acidicos y el

C-terminal es rico en prolina (Swarup et al., 2008).
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implicadas en los procesos de transporte transmembranal (Chen et al., 1998; Petrasek et
al., 2009).

Otro factor determinante en la orientacion molecular polar de PIN es la proteina PINOID
(PID) Ser/Thr quinasa. PID fue inicialmente identificado a través de los mutantes pid de
Arabidopsis con pérdida de funcién que fenocopia en pin1 (Bennett et al., 1995;
Christensen et al., 2000). Ambas pérdidas y ganancias de funcién en fenotipos mutantes
indicaron que PID es un regulador para el transporte de auxinas (Benjamins ef al., 2001).
PID fue demostrado que actia como un interruptor binario en la orientacién polar apical-
basal de proteinas PIN (Friml et al., 2004). En células de la raiz, la sobreexpresion de PID
induce un cambio de polaridad en PIN desde la base del tallo hasta la zona apical (apice
del brote), lo que conduce al crecimiento de la raiz y el colapso del meristemo de la raiz
primaria, debido al agotamiento de la organizacion de auxina (Friml et al., 2004).

La localizacién polar apical-basal de las proteinas PIN la cual determina ta direccion del
flujo de auxina es controlada por la fosforilacion reversible de los lazos hidrofilicos PIN
(PINHL). Se han identificado tres motivos evolutivamente conservados TPRXS (N/S)
dentro del lazo hidrofilico de la PIN1 y se ha demostrado que los residuos centrales de
Ser son fosforilados PINOID (PID), una proteina quinasa Ser/Thr cuya finalidad es
controlar la polaridad de localizacién de genes PIN por fosforilacién directa (Friml et al.,
2004; Michniewicz et al., 2007; Huang et al., 2010).
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lIl.4. MATERIAL Y METODOS

111.4.1. Aislamiento in silico de genes tipo AUX/LAX y PIN de Arabidopsis thaliana

La basqueda de genes AUX/LAX y PIN de Arabidopsis thaliana fue encontrada en la base
de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) y de la base de datos
del Phytozome, asi mismo se procedié a realizar el aislamiento in silicio de dichas
secuencias tipo AUX/LAX y PIN del genoma de Arabidopsis thaliana utilizando el
programa TBLASTX, (Zhang et al., 2000) con los siguientes parametros generales: 200
secuencias bianco, expect treshold de 10, tamafio de la palabra con valor de 3 y 0 como
secuencia blanco (query). Ademas se establecieron parametros de puntuacién utilizando
la matriz de sustitucién de bloques de aminoacidos (BLOSUMS62), costos por la existencia
de gaps con valor de 11, costos por la ampliacién de gaps con valor de 1.

Il1.4.2. Aislamiento in silico de genes tipo CoAUX/LAX'y CpPIN de Carica papaya L.

Para la busqueda de los genes AUX/LAX y PIN homdlogos en Carica papaya var. Sun Up
se utilizé el programa BioEdit Sequence Alignment Editor (BioEdit). Se realizd el
aislamiento in silico de secuencias de Carica papaya L. que fueran homologas a los
genes AUX/LAX y PIN de Arabidopsis thaliana realizando un Blast Local directamente del
genoma de papaya (Taxid: 3349) con el programa TBLASTX (Zhang et al., 2000); se
utilizé como blanco (query) la secuencia nucleotidica de los genes AUX/LAX y PIN de
Arabidopsis thaliana bajados previamente de la base de datos del NCBI y Phytozome. Los
parametros generales del alineamiento fueron los siguientes: 500 secuencias con hits
significativos para mostrar, 250 secuencias maximas de alineamientos para mostrar, un
valor selectivo de (E) de 10. Ademas se establecieron parametros de puntuacion donde
se utilizo la matriz BLOSUM62.
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ll.4.6. Andlisis filogenéticos de las secuencias de genes AUX/LAX y PIN de
Arabidopsis thalianay CpAUX/LAX 'y CpPIN de Carica papaya

Para el analisis filogenético se considerd las secuencias de proteinas y de nucleétidos
mas probables; se realizaron los alineamientos de las secuencias y se construyé el arbol
filogenético a partir de las secuencias de genes de . fAUX/LAX y AtPIN de Arabidopsis
thaliana; de igual forma se construyé otro arbol filogenético de las secuencias
CpAUX/LAX y CpPIN de Carica papaya. Ambos arboles se construyeron con la ayuda del
programa MEGA 5 utilizando el método de distancia Neigbour Joining, se realizé una
prueba de Bootstrap con 1000 réplicas, deteccibn completa de Gap y datos perdidos y

con una contribucién uniforme de los sitios.

ll1.4.7. Disefo de oligonuclétidos de genes CpAUX/LAX 'y CpPIN de Carica papaya L.

Los oligonuclettidos para analisis de expresion (mediante RT-PCR) a partir de las
secuencias homologas de genes CpAUX/L. 'y CpPIN de papaya (Carica papaya) var.
Sun Up fueron disefiados mediante los siguientes criterios de seleccién: los
oligonucledtidos se disefiaron procurando que tuvieran una longitud no mayor a 22 bases,
con un Tm mayor de 50° C y una proporcion de GC del 50%. Se buscéd que el amplicdn se
encontrara en la zona central de la secuencia predicha y que atravesara al menos un

intron.
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A
100 AUX1At
LAX1At
LAX2AL
LAX3AL
0.02
B
70 — PIN3At
90 —E— PIN7At
57 L PIN4At
58 PINSAt
PIN1At
37— PIN2At
PINGAL
PIN5AL
o1

Figura llL.1. Arbol filogenético donde se muestra las secuencias de genes transportadores
de auxinas de Arabidopsis thaliana. A) Arbol filogenético de genes tipo AtAUX/LAX
(transportadores de entrada) y B) Arbol filogenético de genes tipo AtPIN (transportadores

de salida).
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el modelo basado en la matriz JTT y se encuentran en las unidades del nimero de
sustituciones de aminodacidos por sitio. La tasa de variacién entre los sitios fue modelado
con una distribucién gamma (parametro de forma = 0,82). El andlisis incluyé a 14
secuencias de aminoacidos. Todas las posiciones que contienen gaps y los datos que
faltan fueron eliminadas. Hubo un total de 174 posiciones en la base de datos final. El
andlisis evolutivo se llevé a cabo en el programa MEGADS (Figura ll1.5.).

% 3
98 7
N4
58 4
31
ot
61 N1
78
59
I: NP
91 IN2
.
AtPIN6
N5
100 CpPINS
AtPINS
100 CpPING
—
0.1

Figura HI.5. Arbol filogenético donde se muestra las relaciones existentes entre las 6
secuencias homélogas CpPIN Carica papaya (circulos rojos) y los 8 genes tipo AtPIN de
Arabidopsis thaliana (circulos azules).
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AtPIN5 de Arabidopsis thaliana, también se identificé el homélogo de AtPIN8 nombrado
como CpPING6, estos genes identificados como transportadores “cortos”; los anteriores
presentan un perfil hidrofébico conservado con los de sus homodlogos en Arabidopsis
localizados en el reticulo endoplasmatico, sin embargo, esta localizacion subcelular
representa una divergencia con los otros PINs “de distancia larga”, esta peculiaridad
sugiere una implicacién importante desde el punto de vista evolutivo segun lo sefialado
por Wabnik et al., (2011).

En relacién a los analisis in silico, las regiones de la hélice transmembranal en la
estructura primaria de las proteinas AUX/LAX, las regiones de la hélice transmembranal
en la estructura primaria, el dominio hidrofébico, el lazo hidrofilico y los dominios
conservados TPRXS de las proteinas PINs, asi como al porcentaje de identidad y la
relacion filogenética existente entre las secuencias tipo AUX/LAX y PIN de Carica papaya
y las de Arabidopsis, podemos concluir que las ambas familias con sus respectivas
secuencias conforman dos pequefias familias génicas dentro del genoma secuenciado de
la papaya transgénica Sun Up. Ei aislamiento in silico de las secuencias CpAUX/LAX'y
CpPIN de Carica papaya nos sirvi6 de punto de partida para el cuarto capitulo de
investigacion de esta tesis, en base a las secuencias predichas y realizando el disefio
correspondiente de los oligos para estos transportadores de auxina se evalud la expresion
basal de estas secuencias en diferentes tejidos (raiz, base de tallo y hoja) de una planta
de papaya var. Maradol y de igual manera la expresién génica en los diferentes sistemas

de enraizamiento in vitro establecidas en el capitulo Il
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Se disenaron los oligonucleétidos para las secuencias CpAUX1, CpLAX1,
CpLAX2, CpLAX3 y CpPIN1, CpPIN2, CpPIN3, CpPIN4, CpPINS y CpPIN6 en
Carica papaya L.
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exdgena o por su sintesis, aumentan la ramificacién de la raiz (Torrey, 1976; Sitbon et al.,
1992; Boerjan et al., 1995; Celenza et al., 1995; Laskowski et al., 1995). El transporte
polar de la auxina se produce a través del movimiento de célula a célula (Leyser, 2006).
En las raices, el AIA se mueve acropetalamente (desde zonas apicales hacia el apice de
la raiz) y se mueve basipetalamente (desde el apice radicular hacia zonas apicales)
mediante capas externas de la raiz (Muday y DelLong, 2001), en este sentido, el
transporte de auxina se lleva a cabo por el influjo y eflujo de proteinas transportadoras de
auxinas (Muday y DelLong, 2001). Un nimero de transportadores de entrada de la auxina,
por ejemplo, los genes de la familia AUX/LAX (AUX1-like), y transportadores de salida,
por ejemplo, los de la familia PIN-FORMED (PIN), se han aislado y caracterizado en
plantas de Arabidopsis thaliana (Bennett et al., 1996; Galweiler et al., 1998; Luschnig et
al., 1998; Friml et al., 2002b; Friml et al., 2002c).

Estos transportadores se identificaron a través de fenotipos mutantes que estaban
vinculados con los procesos de transporte de auxinas, como gravitropismo y la
arquitectura de la raiz (Okada et al., 1991; Chen et al., 1998; Noh et al., 2001; Blakeslee
et al., 2005; Lewis et al., 2007; Wu et al., 2007). Se ha demostrado que estos
transportadores modulan los movimientos de AIA (Geisler et al., 2005; Terasaka et al.,
2005; Petrasek et al., 2006; Yang et al., 2006; Blakeslee et al., 2007). En particular, la
mutante mdr1/pgp19 tiene reducido el transporte acropetalo de IAA, ademas en plantas
wild-type se ha observado una notable reduccion en el nimero de las raices laterales (Wu
et al., 2007). De la misma manera, en plantas de Arabidopsis thaliana se ha observado
que aux1 tiene reducido el transporte basipetalo y acropetalo de IAA (Rashotte et al.,
2001; Rashotte et al., 2003), y ha presentado reducciones significativas en la formacion

de raices laterales (Marchant et al., 2002).

Recientemente, los mecanismos moleculares que subyacen a la percepcion de la auxina y
la transduccién de la sefial también se han elucidado. La sefalizaciéon de la auxina esta
mediado principalmente por tres familias de proteinas: FACTOR DE RESPUESTA A
AUXINA (ARF) familia de factores de transcripcion que son responsables de la regulacion
de la expresidn génica de la auxina-inducible (AUX/IAA), estos son inhibidores
transcripcionales que interactian con ARFs y evita su accién, las proteinas F-box, que
son parte de la proteina ubiquitina ligasa SCF™™' controlan la rapida degradacion mediada
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IV. 2. HIPOTESIS

Los genes transportadores de auxina AUX/LAX y PIN de Arabidopsis thaliana presentan
patrones de expresion en las zonas meristematicas de la raiz; por lo tanto, es probable
que genes homologos AUX/LAX y PIN en Carica papaya L. también presenten esta
expresién basal en las zonas radiculares de vitroplantas de papaya var. Maradol
expuestas en los diferentes sistemas de enraizamiento in vitro. De igual forma es posible
que los patrones de expresién de estos genes puedan cambiar en respuesta a IBA

exégena.

IV.3. OBJETIVOS

" IV.3.1. Objetivo general

o FEvaluar los patrones de expresion de genes transportadores de auxinas en
plantulas in vitro de Carica papaya L. var Maradol en los diferentes sistemas de
enraizamiento in vitro propuestos.

IV.3.2, Objetivos especificos

¢ Evaluar la expresion basal de genes transportadores de auxinas en raiz, base de
tallo y hojas en plantas in vitro de Carica papaya L. var. Maradol.

o Evaluar la expresiéon de genes transportadores de auxinas en raiz, base de tallo y

hojas en los diferentes sistemas de enraizamiento in vitro con y sin la adicion de

IBA en plantulas de Carica papaya L. var. Maradol.
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min, 42°C durante 90 min y finalmente 70°C durante 15 min. Las muestras se

almacenaron a -20°C hasta realizar la extensién con los oligonucleétidos adecuados.

IV.4.4. Analisis de RT-PCR

La extension de los genes de auxinas se efectudé a partir de 1.5 a 2 uL de templete en
mezica con 5 yL de Buffer 10x PCR, 2.0 yL MgCl,, 0.8 uL de dNTPs, 1 pL de primer
Sentido, 1 uL de primer Antisentido, 0.2 puL de TagPolimerasa (Invitrogen), y agua
suficiente para aforar a un volumen de 50 uL. Los parametros de PCR son las siguientes:
95°C durante 3 min para la desnaturalizacién inicial, seguido de 38 ciclos con
desnaturalizacién a 95°C durante 30 seg, la alineacién a 55.6°C durante 1 minuto, la
extensién a 72°C durante 2 minutos, y la etapa de extensién final a 72°C durante 5 min.
Se eluyen los fre.,.nentos en gel de agarosa al 1.5% a 75 V durante 55 min.

IV.4.5. Electroforesis de RNA

Preparacion del gel: se pesé 1.35 g de agarosa (1.5%) y se introdujo en un matraz
Erlenmeyer, posteriormente se afiadi6 90 mbL del buffer de electroforesis (TAE),
seguidamente, la agarosa con el TAE fue expuesto a calor para la disolucion de este
gelificante, posteriormente fue vertido la agarosa en la bandeja de la camara de
electroforesis y se le agregé 2 ulL de bromuro de etidio. Se dejé solidificar la agarosa con
los peines respectivos y finalmente se arfiadio el buffer de electroforesis hasta el borde del

gel.
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sin este fitorregulador. En los sistemas de enraizamiento in vitro SS y LQ+P se observo
que el gen CpPINT presenta una baja expresion en las hojas sin y con IBA, sin embargo,
en el sistema LQ con la adicion de IBA exdgeno se observd mayor expresion del gen
CpPIN1 en la hoja, aun mas alta que en las vitrc _.antas Control. Consistentemente el gen
CpPIN2 no se expres6 en tejidos de hojas en vitroplantas Control y de los diferentes
sistemas de enraizamiento in vitro, unicamente el gen CpPIN2 se expresé de manera
intermedia en el sistema LQ+P cuando estas vitroplantas contenian IBA. Al analizar el gen
CpLAX2 en las vitroplantas Control y de los diferentes sistemas de enraizamiento, se
observé que Unicamente en vitroplantas Control sin IBA el gen CpLAX2 se expres6 de
manera intensa, por lo contrario, este gen se expresé muy tenuemente o simplemente no

se expreso en los todos los sistemas di¢ :nraizamiento in vitro.

641pb
156pb
263pb
200pb

Figura IV.5. Andlisis de la expresion mediant <XT-PCR semi-cuantitativos de genes
transportadores de auxina AUX/LAX y PIN en vitroplantas Control y vitroplantas expuestas
en los diferentes sistemas de enraizamiento in vitro (LQ, SS y LQ+P) en tejidos de hoja de
Carica papaya sin (-) y con 2 mg L™ de IBA exégena (+). pb: tamario de amplicon.
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IV.6. DISCUSION

En este trabajo, analizamos la caracterizacion y anélisis funcional de genes tipo AUX/LAX,
y PINFORMED (PIN) en Carica papaya. El estudio pretende aclarar el papel de los
transportadores de auxinas involucrados en el inicio y desarrollo de raices en vitroplantas
de Carica papaya en respuestas a diferentes sistemas de enraizamiento in vitro. En el
capitulo anterior se demostré mediante el analisis filogenético en la especie de Carica
papaya que la familia AUX/LAX y PIN encontradas in silico, son dos familias de genes
altamente conservadas, que pueden jugar un papel clave en el transporte polar de las
auxinas. Los motivos altamente conservados de proteinas de la familia de AUX/LAX y PIN
en los dominios transmembranal, puede ser una prueba adicional de que al menos puden

estar involucrados en el trasnporte polar de la auxina.

También existen reportes en este capitulo que sugieren que la mayoria de los PINs
juegan un papel fundamental en la iniciacién y crecimiento de tejidos como las raices en
plantas de Arabidopsis thaliana (PIN1 y PIN2) (Galweiler et al., 1998; Muller et al.,1998;
Friml et al., 2002). Las proteinas tipo PIN “de distancia larga” se localizan basalmente en
la punta de la raiz, en tejidos vasculares de embriones, hojas y raices mientras que se
localizan apicalmente en el apice del brote (Galweiler et al., 1998; Benkova et al., 2003;
Reinhardt et al., 2003; Friml et al., 2003b; Sorefan et al., 2009). En plantas de Arabidopsis
thaliana el gen PIN2 por otro lado esta localizada apicalmente en la punta lateral de la raiz
y células epidérmicas de la raiz y basalmente en las células de la corteza de la raiz
(Muller et al., 1998; Friml et al., 2003a).

En estudios de plantas de maiz se observo cierta especificidad mediante la expresion de
PIN1 en raices post-embrionarios, los genes PIN de maiz se expresan en la punta de la
raiz y en su epidermis. La localizacién especifica de ZmPIN1a fue confirmada a nivel de
proteina mediante inmunolocalizacion de un linea reportera ZmPIN1a:YFP. Por otra parte
se ha definido que en plantas de Arabidopsis, PIN2 se expresa desde la punta de la raiz
hacia la zona de elongacion de células epidérmicas de la raiz, en la que participa en la
corriente basipetalo de auxina y su gravitropismo (Blilou et al., 2005; Cho et al., 2007).
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IV.7. CONCLUSIONES

El rendimiento de RNA expresado en ug/100 mg de PF fue mayor en plantas in

vitro que plantas provenientes de semilla.

Se observd que plantulas expuestas en los 3 sistemas de enraizamiento in vitro sin
la presencia de IBA exégeno, se observé una escasa expresion de los genes
CpPIN1, CpPIN2 y CpLAX2 en la base del tallo (BT). También se observ6 que al
adicionar IBA, la expresion de estos genes en la BT aumentd en forma
considerable en los sistemas LQ y SS.

El gen CpPINT se expresé en tejidos de raiz y base de tallo en plantas Control sin
y con IBA, sin embargo, este gen no se expresa en [a base de tallo en los sistemas
de enraizamiento sin IBA, mientras que en raiz consistentemente baja su
expresion o esta presente con muy baja expresién en todos los sistemas de

enraizamiento in vitro.

El gen CpPIN2 en tejido de base-tallo (BT) consistentemente aumenta su
expresion en respuesta a IBA en todos los sistemas de enraizamiento in vitro (SS,
LQ y LQ+P); este mismo gen en raices consistentemente aumenta su expresion o
esta expresado en todos los sistemas. De igual manera cuando estas plantulas no
contenian esta fitohormona en su medio de cultivo se observd muy escasa

expresion.

El gen CpLAX2 en los sistemas Controles se expresd casi de manera constitutiva
en todos los tejidos, sin embargo, en tejido de hoja consistentemente baja su
expresion en respuesta a IBA en todos los sistemas de enraizamiento in vitro
(Control, LQ, SS y LQ+P).
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PAT) en respuesta a estimulos internos y externos que pueden desencadenar una amplia
gama de procesos de desarrollo incluido la formacién de raices (Reinhardt et al., 2000,
Benkova et al., 2003; Reinhardt et al, 2003; Blilou et al., 2005, Heisler et al., 2005;
Dubrovsky et al., 2008), por lo tanto, la comprensién de los mecanismos que subyacen en
el transporte de auxina resulta de interés para conocer la evolucién de este transporte
PAT para conocer los procesos relacionados en la generacién de raices en plantas de
Carica papaya. Los mecanismos moleculares involucrados en la accién del transporte
polar de la auxina ya han sido elucidado en plantas modelos de Arabidopsis thaliana
(Chen et al., 1998; Muller et al., 1998). La auxina se transporta por toda la planta a través
de dos vias: (1) el transporte a larga distancia a través de las formas conjugadas entre
floema- xilema, y (2) mediante el transporte a corta distancia (no conjugado), conocido
como el transporte polar de la auxina (PAT). Por mucho, la mejor ruta estudiada, PAT es
una forma de transporte activo intercelular mediada por proteinas insertadas en la
membrana plasmatica que pertenecen a tres familias distintas. Las familias PIN que
codifican proteinas de eflujo (es decir, proteinas que facilitan el movimiento de las
células), mientras que los miembros de la familia AUX/LAX facilitan la entrada de auxina
en las células, junto con la difusién pasiva (Katekar y Geissler, 1980; Sussman vy
Goldsmith, 1981). Estos tipos de transporte se consideran polar debido a que los
portadores de proteinas son a menudo colocados asimétricamente en la membrana
plasmatica (Sauer et al., 2006; Titapiwatanakun y Murphy, 2009). En este sentido, nos
dimos a la tarea de caracterizar la estructura y filogenia de genes homédlogos tipo
AUX/LAX y PIN en Carica papaya L., especulamos que seria factible que en Carica
papaya estos genes homélogos a los de Arabidopsis thaliana también estén involucrados
en la generacién de raices adventicias. Fue asi como por primera vez identificamos y
caracterizamos in silico la familia completa de genes tipo AUX/LAX encontrando cuatro
genes en Carica papaya (CpAUX1, CpLAX1, CpLAX2, CpLAX3), asi mismo, encontramos
a la familia completa de genes tipo PIN en Carica papaya (CpPIN1, CpPIN2, CpPIN3,
CpPIN4, CpPIN5 y CpPIN6), ambas familias presentaron homologia relativamente alta al
ser comparada con la planta modelo de Arabidopsis thaliana. Nuestro aislamiento de
genes AUX/LAX en Carica papaya se observd un perfil de expresion idéntica y altos
valores altos de identidad con respecto a sus homdlogos en Arabidopsis, por lo tanto,
deducimos que es probable que sean alelos, ademas se encontraron las regiones de la

hélice transmembranal caracteristico de estas secuencias. Con respecto al alineamiento
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células epidérmicas de la raiz y basaimente en las células de la corteza de la raiz. Para el
caso del gen CpLAX2 se ha reportado que esté localizado en raices y tejidos jovenes
como brotes (Muller et al., 1998; Friml et al., 2003a).

Seguidamente se procedié a utilizar vitroplantas las cuales estaban en sus respectivos
sistemas de enraizamiento in vitro (LQ, SS y LQ+P) con o sin la adicién de 2 mg L™ de
IBA. El andlisis de RT-PCR semi-cuantitativos nos ayudé a explicar la expresion de genes
AUX/LAX, PIN ademas de su localizacion en diferentes tejidos como raiz, base de tallo y
hoja de papaya. EI andlisis de expresion revelé que muchos genes CpPIN1, CpPINZ2 se
expresan de manera casi exclusiva en la raiz y base de tallo en las plantas Control y en
los diferentes sistemas de enraizamiento cuando se le adiciona al medio de cultivo 2 mg
L' de IBA. De igual manera el analisis de RT-PCR indicé que al no exponer a las
vitroplantas con IBA, los genes CpPIN1, CpPIN2 y CpLAX2 no se expresaron en ningun
tejido, lo anterior es factible de explicar debido a que las vitroplantas sin IBA no generaron
raices y por lo tanto, la ausencia de la auxina no establecié un buen transporte polar de

auxina viéndose reflejado en la falta de expresién de los genes ya antes mencionados.
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Falta realizar mas investigacion para definir si el patron de expresién de cambio en la
expresion de CpPIN1 y CpPIN2 observado en plantulas tratadas con IBA y cultivadas en
el sistema LQ, esta asociado a la mayor capacidad de rizogénica en sistemas in vitro.

V.3. PERSPECTIVAS

¢ Los estudios presentados en esta tesis de maestria serviran de base para la
realizacion de futuras investigaciones orientadas a entender los mecanismos

moleculares del transporte polar de auxinas en Carica papaya L.

e Caracterizaciéon anatémica e histoldgica de las raices producidas en los diferentes
sistemas y en respuesta a la aplicacion exdgena de IBA

e Es importante confirmar la caracterizacion de los niveles de expresién de los
genes CpAUX/LAX y CpPINs en sistemas que inhiban o activen la expresion de

auxinas mediante analisis con RT-qPCR en tiempo real.

¢ Realizar el analisis de inmunolocalizacion de los genes CpAUX/LAX y CpPINs en

plantulas de Carica papaya L.
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