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CAPITULO |

ANTECEDENTES

1.1 El cafeto

La comercializacién del café constituye uno de los productos de mayor importancia, no
solo en el ambito nacional, sino también internacional. El cafeto es un cultivo perenne que
se cultiva en alrededor de 80 paises alrededor del mundo. El café es la segunda
mercancia de mayor venta en el mundo. México como productor de café ocupa el quinto
lugar en el ambito mundial, después de Brasil, Colombia, Indonesia y Vietnam. En tanto
que es el primer productor mundial de café organico (Nolasco, 1985).

El café pertenece a la familia de las Rubiaceae, en la cual se han identificado dos
géneros: Coffea y Psilanthus. El género Coffea comprende mas de 100 especies, siendo
las mas importantes, en términos comerciales, Coffea arabica y C. canephora. C.
canephora (2n = 22) variedad Robusta constituye la segunda especie en importancia
econdémica, no sélo por el volumen de produccién sino por el area cultivable (Nolasco,
1985). Cabe mencionar que esta variedad posee un alto grado de resistencia al estrés
hidrico y a las temperaturas elevadas (Bertrad et al., 2000), asi como a las enfermedades;
ademas, tiene un contenido de cafeina elevado. C. arabica (2n = 44) es menos resistente
a las enfermedades, menor contenido de cafeina y es la especie que se usa mayormente
como bebida.

Desde hace varios afios se ha estado mejorando la cafeticultura, mediante aplicaciones
biotecnolégicas, asi como también con el apoyo de herramientas tan valiosas como la
biologia molecular (Anthony et al., 1997). La tendencia actual es la de tener variedades
mejoradas, con interés agronémico, para generar un producto mejorado y con alto valor
comercial. Entre los nuevos métodos biotecnolégicos que se estan utilizando, se
encuentra la ES. Esta técnica permite obtener una multiplicacién a gran escala de
genotipos superiores a bajo costo y en un tiempo relativamente corto.












Las citocininas, principaimente la benciladenina (BA), tienen cierta influencia en la ES de
C. arabica (Dublin, 1981). Las citocininas juegan un papel importante en la regulaciéon y
diferenciacion de las células vegetales, y se encuentran involucradas en procesos tales
como el crecimiento y desarrollo, asi como también en el retraso de la senescencia, en la
transduccién de sefiales y en el aumento en la productividad de los cultivos vegetales

(Ludwig, 2011).
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Figura 1.2. Estructura de algunas auxinas naturales (acido indol-3-acético AlA,
4cido indolbutirico AIB, acido fenilacético APA, 4cido cloro indol-3 acético Cl-
AlA) y sintéticas (acido naftalenacético ANA, acido 2-metil 3,6-diclorobenzoico
dicamba, 4cido 2,4-diclorofenoxiacético 2,4-D y acido 2,4,5-tricloro
fenoxiacético2,4,5-T) (Ludwig, 2011).

1.5 Factores que regulan los niveles de auxina

La homeostasis del AlA en la célula es mediada por varios factores que afectan el nivel
intracelular, entre estos factores esta la biosintesis, degradacién, conjugacion y transporte
polar del AlA (Woodward y Bartel, 2005).



1.5.1 Sintesis y degradacion

Aunque las auxinas se encuentran en todos | tejidos de la planta, la concentracion
may ocurre en las regiones que tan en activo crecimiento. La sintesis de AlA ocurre
principalmente en meristemos ¢ ":ales, hojas jévenes y frutos en desarrolio (Jordan y
Casaretto, 2006). Plantulas de Arabidopsis pueden sintetizar AlA en hojas, cotiledones y
raices, siendo las hojas jévenes s de mayor capacidad sintética (Jordan y Casaretto,
2006). Aunque se sabe que las plantas tienen varias rutas para sintetizar AlA, ninguna de
estas rutas ha sido d¢ ida al det : de conocer cada una de las enzimas e
intermediarios. lLas plantas usan dos rutas biosintéticas para producir AlA, una
dependiente del triptéfano (Trp) y otra independiente de él, siendo la primera la mas
importante y de la que se tiene mas informacion. La sintesis de Trp es una de las mas
complicadas entre todos los aminoacidos, involucrando cinco pasos desde corismato
(Woodward y Bartel, 2005).

Las rut de sintesis del AIA e se conocen hoy en dia se basan en evidencias
obtenidas a partir de la identificac 1 de intermediarios, la actividad biolégica de éstos y la
identificacion de enzimas ¢ 1ices de convertir algin intermediario en IAA o algin
precursor de éste (Jordan y Casaretto, )6).

La sintesis de AIA puede derivar del triptéfano por cuatro vias: (1) por descarboxilacion
para producir triptamina (TAM), (2) por oxigenacién para originar indolacetamida (IAM); (3)
por transaminacién para producir &cido indol-3-piravico (IPA) y (4) por oxigenacion para
producir indol-3-acetaldoxima (JAOx) (Woodward y Bartel, 2005).

1.5.2. Conjugacioén de auxina

El nivel endégeno de auxina en lz . anta puede regularse no sélo por su tasa de sintesis y
velocidad de transporte entre érganos, sino también por mecanismos de desactivacion. La
desactivacién de AIA puede ocurrir 1 diante su conjugacion con otras moléculas como
azucares o aminoacidos, o por oxidacion. Las formas conjugadas son generalmente
inactivas (Staswick et al, 2005).

El AIA se ha encontrado co , gado con compuestos de baja y alta masa molecular. Por
ejer ) las auxinas co igadas con compuestos de baja masa molecular forman ésteres
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de AlA con glucosa o con mio-inositol y los conjugados con aminas como el AlA-N-
aspartato. Y los conjugados de AlA con compuesto de alta masa molecular son AlA-
glucano (7-50 unidades de glucosa unidas al AlA y las glucoproteinas encontradas en
semillas de cereales (Taiz y Zeiger, 1991). La existencia de formas conjugadas cumple las
funciones de almacenamiento, transporte, proteccién y desintoxicacién por exceso de AlA.
Asi, el nivel intracelular de la auxina activa depende de su sintesis, transporte,
degradacién y compartimentacion. El IAA puede ser inactivado en casi todos los tejidos
vegetales y las diferentes especies tienen distintas clases de conjugados de AlA (Jordan y
Casaratto, 2006).

En Arabidopsis, por ejemplo, estudios mediante lisis alcalina que libera AlA de sus formas
conjugadas indican que aproximadamente un 90% del AIA esta unido con amidas, un
10% como conjugados tipo éster y sélo un 1% como AlA libre. AlA-Ala, AlA-Asp, AIA-Glu,
y el AlA-Leu han sido detectados en semillas y plantulas, asi como también AlA-glucosa
(Staswick et al., 2005)

Las formas conjugadas del AIA pueden ser de dos tipos: aquellas que servirian como
fuente de AIA libre y aquellas susceptibles a hidrélisis, es decir para el catabolismo del
AlA (Rampey et al., 2004). Las plantas también pueden obtener AIA a partir de una
reaccién de B-oxidacion de AIB, la segunda auxina mas abundante, y se ha sugerido que
esta reaccidn se lleva a cabo en los peroxisomas (Bartel, 1997). Asi como el AlA, el AlB
también puede ser conjugado a través de uniones amidas o ésteres. Mientras la
conjugacién es un proceso reversible, la degradacion de las auxinas es irreversible.

El andlisis en mutantes de Arabidopsis, incapaces de hidrolizar formas conjugadas de
AlA, han brindado informacion sobre estos procesos (Bartel, 1995). El catabolismo del AlA
puede realizarse mediante dos vias: por oxidacién descarboxilativa de la cadena lateral y
por oxidacién en las posiciones 2 y 3 del anillo indélico, sin descarboxilacién (Woodward y
Bartel, 2005)

1.5.3 Transporte de auxina.

Las auxinas fueron los primeros reguladores del crecimiento en ser descubiertos (Jordan
y Casaretto, 2006). El bioensayo para su deteccion, también fue el primer ensayo para



detectar un RC en ser desarrollado. La primera evidencia de su existencia se derivé de los
experimentos realizados por Dan  y uno de sus hijos quienes analizaron los efectos de
una sustancia |..sente en el 8p  de los coledptilos de avena sobre el crecimiento de
plantulas a una sefial de luz. Mas tarde, se postul6 que la presencia de esta sustancia
seria transportada de forma polarizada desde el apice del coledptilo hacia la base de éste
para provocar la repuesta fototrépica de la planta (Thimann, 1963).

Las auxinas son un grupo de RC vegetal natural que regulan diversos aspectos del
desarrollo y crecimiento de las plantas in iida la divisién celular, elongacién celular,
diferenciacién del tejido vascular y dominancia apical. La forma predominante en la planta
es el AIA. Para que este RC ejerza su accién fisiolégica debe ser transportado para ia
formacion de gradientes locales de concentracién. Este gradiente de concentracion es
creado por el movimiento polar de célula a célula (Benkova et al., 2003).

Estudios recientes de genética molecular han permitido empezar a conocer los
mecanismos moleculares sobre el transporte polar de las auxinas en A. thaliana
(Nishimura et al., 2012). Este movimiento polar de auxina de célula a célula es llevado a
cabo or transportadores de entrada y de salida; por lo menos hay tres familias de
proteinas de transporte de auxina le coordinadamente regulan el flujo de AlA celular.

1.6 Transporte polar de auxina

El transporte de AIA pasa a través de las células en forma polar, activa, unidireccional e
implicando consumo energético en forma de ATP. Este transpore ocurre en forma
basipetal en tallos y en raices, aunque  estas Ultimas puede ocurrir en ambos sentidos,
eni na acropetal en  __1. . central y basipetal en la epidermis. (Rashotte et al.,
2003).

Después de ser sintetizado, el AlA deber ser transportado polarmente hacia la raiz a
través de células parenquimaticas aso das al tejido vascular, como también a través del
xilema y el floema; sin embargo, el flujo de AlA de célula a célula es polar (Rashotte et al.,
2003). El transporte polar de auxinas es complejo y estd regulado por la accién de
proteinas tales como AUX1, Pl y ABCB.
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1.7 Proteinas del transporte de auxinas

En la pianta, el AlA actlia como una molécula de sefializacién que juega un papel central
durante el desarrollo vegetal. Muchas de las funciones biolégicas del AIA son controladas
por un sistema de transporte especifico. Existen por lo menos tres familias de
transportadores de auxina, mencionadas anteriormente. AUX1 una proteina de transporte
de entrada de auxina, en tanto que PIN y ABCB lo son de salida (Petrasek y Friml, 2009).

Los PIN, son proteinas integrales de membrana. En A. thaliana, la familia de los PIN, esta
compuesta por ocho miembros y se dividen en dos sub clases, segun la longitud del
dominio hidrofébico en la cadena polipéptidica (Zazimalova ef al., 2007).

a localizacion polar de los PINs es importante para el desarrollo del embrién, la
organogeénesis, el tropismo, entre otros proceso de desarrollo (Zazimalova et al., 2010).

Con respecto a la longitud de st encia, se ha reportado que los dominios de PIN 5y PIN
8 son mas pequefios que los demas (PIN 1, 2, 3, 4, 6, 7) y no se encuentran en la
membrana plasmatica ( ), sino en compartimientos endomembranales por ejemplo en
el lumen del reticulo endoplasmico (RE) (referencias). Ademads, se sabe que PIN 5 juega
un papel en la distribucién y en la regulacién intracelular de auxina, controlando asi la
disponibilidad tanto subcelular como celular de la auxina activa (Zazimalova et al., 2010).

En contraste, la super familia ABCB es una de las méas grandes y las mas conocidas y
estudiadas (Tusnady et al., 2( ). ersos estudios indican que los transportadores
ABCB1 y ABCB19 se cuentran involucrados en el transporte de las auxinas en las
plantas y juegan un papel crucial durante el desarrollo y crecimiento vegetal. En levadura,
se ha visto que ABCB4 tiene ac_..idad de importador cuando los niveles de auxina son
bajos y cuando las concentracién son altas funciona como exportador (Yang y Murphy,
2009).

1.8 Transporte de auxina durante la embriogénesis

Las auxinas regulan muchos aspectos importantes del desarrollo al inicio de la
embriogénesis cigética. En las plantas, las au....1s son transportadas a largas distancias
usando el transporte simplasto del )ema (Rashotte et al., 2003). Pero también, el
transporte de célula a célula  3de llevarse a cabo mediante difusién o la utilizacién de
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incubd la mezcla por 10 minutos a 65 °C. Se adicionaron 2 ul de ARNasa (2 U/ ul) y la
muestra se mantuvo en hielo du ite 10 minutos. Después, la muestra se centrifugé por
15 minutos a 13,000 rpm y se recuper6 el sobrenadante. A continuacién, al sobrenadante
se le adiciond, en una relacién 1:1, cloroformo y se centrifugd de nuevo por 3 minutos a
13,000 rpm y se recuper6 el sobrenadante. En seguida se agregd, en una relacién 1:1,
10% de acetato de sodio (3 M, pH 5.2) y etanol absoluto en una relacién 1:2 y se incubd la
muestra a -20 °C por una hora. osteri nente, la muestra se centrifugé durante 5
minutos a 13,000 rpm y la pastilla se lavé dos veces con etanol al 70%. La pastilla se dejo
secar y se resuspendié en 30 pl de agua ¢ ilada. Para observar la integridad del ADN
se cofrieron las muestras en un gel de agarosa 1% tefiido con gel red.

2.5 Extraccion del ARN total

Para la extraccion del ARN total se usaron 100 mg de tejido fresco (hoja 0 embriones
somaticos) utilizando el reactivo U (Sigma 93298). Se siguié el protocolo recomendado
por el proveedor. La integridad ¢ ARN se colaboré mediante una corrida electroforética

en agarosa al 1% utilizando gel como reactivo de tincion.

2.6 Sintesis de ADNc

Se utilizaron 5 ug de ARN total para realizar la sintesis de la primera cadena de ADNc
utilizando el kit Stper Script Il Reverse Transcriptase de Invitrogen y se siguié el protocolo
recomendado por el proveedor.

2.7 Disefio de los ce  dores para los genes de transporte de auxina

El disefio de los cebadores para analizar la expresion de los genes PIN en C. canephora
(Cuadro 2.1) se realiz6 a partir de  consulta de las bases de datos: Genbank, Sol
Genomics, y Tair (k.. //www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/, http:/solgenomics.net/,
http:/mww  idopsis.org/). Para el disefio de los cebadores se buscaron las secuencias
consenso y se utilizd el programa primer 3plus (hitp://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3pius/primer3 ' 3.¢ ~ para su disefio.
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Para amplificar el virus TRV se utilizaron los cebadores sentido
5TTACTCAAGGAAGCACGATGAGCYS y reverso
5GAACCGTAGTTTAA" TCTTCGGG3.

Las condiciones para ar lificar el TRV son: 95 °C 5 min (primer ciclo), 94 °C 45 s, 66 °C
40 s, 72 °C 1 min (28 ciclos) y para finalizar una extensién de 72 °C 10 min.

Sin embargo, esta prueba pc _ fa dar falsos positivos. Entonces se realizé un miniprep que
consiste en la extraccion del ADN plasmidico de aquellas colonias de E. coli
seleccionadas. Se siguié el procedimiento recomendado por el proveedor del kit purelink™
qui  plasmid miniprepkit-invitrogen. Y se realiz6 una PCR utilizando como muestra el
ADN plamidico. Las condiciones son las mismas que las anteriores.

2.9.1 Inoculacién del vector ..}V con la construccion canPDS mediante infiltracién
en embriones y plantas de C. canephora.

Para realizar la prueba VIGS, se util  al virus sonajero del tabaco (TRV), un vector viral
modificado que lleva un fragmento del gen de la enzima fitoeno desaturasa de Capsicum
annuum canPDS (Brigneti et al., 2004); la PDS es una enzima involucrada en la ruta de
biosintesis de carotenc  como es la clorofila. Esta construccién TRV-CanPDS fue
introducido en la cepa grobacterium GV2260 (donados por el Dr. Ochoa Alejo del
CIN' STAV lrapuato, Gto). Las cepas de Agrobacterium fueron cultivadas en medio
liquido YEB suplementado con la m a de antibiéticos, 50 pg mL™" kanamicina, 100 ug
mL™ ampicilina, 100 pg mL™" rifampicina, a 28 °C durante 48 horas y resuspendidas en
medio de infiltracién (10 mM MgCl,, 10 mM MES, 150 mM de acetosiringona) a una
densidad optica (D.O.) final de 0.8. Cada cepa de Agrobacterium contiene las
construcciones TRV1 y V2 por s¢ 1rado. Para realizar la infiltracién en hojas de C.
annuam, se mezclaron 500 pul de cada una de las cepas que contienen a las
construcciones TRV1y TRV2. Acot  u: )n con una jeringa para insulina (sin la aguja)
se agroinfiltraron los cotiledones de las plantas se cionadas. Después de incubar por
16 dias las plantas inc ladas se analizé su fenotipo y se tomaron muestras de tejido,
tanto de las hojas de s plantas inoculadas, como de las hojas nuevas y fueron
analizadas por PCR para determinar la presencia del vector viral TRV.
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Los transcritos de PINT son mas abundantes en la hoja, la masa proembriogénica, los

estadios de corazén y torpedo, en tanto que la transcripcion del gen ABCB1 fue mas
abundante en los estadios de corazén y torpedo (Fig. 3.3). .

La expresién de estos cuatro genes también se detectd en el embrién cigético; PINT y
ABCB1 se expresan de manera mas abundante que PIN17 y ABCB19, los cuales apenas
son visibles en los genes (Fig. 3.3).

La presencia de estos transcritos en el explante y durante todo el proceso de induccién de
la ES, asi como en los diferentes estadios de desarrollo embrionario, sugiere que hay un
activo transporte de auxinas que es indispensable para el desarrollo del proceso
embriogénico. En consecuencia, la formacién de un gradiente de concentracién de auxina
es una sefial crucial durante la induccién y desarrollo del embrién.

Interesantemente, el transcrito que corresponde al transportador ABCB19 (Fig. 3. 3, flecha
azul) es de un tamafio aproximado de 600 pares de bases, cuando en realidad deberia
ser de un tamario de 420 pb, esto, posiblemente por un procesamiento alternativo, pues
se sabe que al inicio de la embriogénesis es una actividad genética esencial para el
correcto desarrollo del embrion.

Estudios realizados con mutantes ABCB1 en Arabidopsis no produce diferencia
morfolégica significativa. Sin embargo, mutantes en ABCB19 muestra defectos muy
graves como la fusiéon de érganos, crecimiento anormal de la planta y mediante estudios
genéticos se sabe que ABCB19 participa en la separacion de érganos a través de la
regulacién de otros genes como CUC probablemente a través de la disminucién de la
auxina (Zhao et al., 2013).

3.3.3 Analisis filogenético de algunos posibles ortélogos de la PDS de C. canephora

Como se menciond con anterioridad, la construccion con el vector viral fue donada por el
Dr. Neftali Ocho Alejo del CINVESTAV, Irapuato, Gto, dicha construccion contiene la PDS
de Capsicum annuum por lo que fue necesario hacer una busqueda con diferentes
especies y comparar las PDS de cada una para ver el nivel de homologia con la PDS de
C. canephora.
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embriogénico durante la ES de C. canephora.

En relacién con los transportadores de la familia ABCB se sabe que son proteinas
ampliamente distribuidas entre todos los organismos tanto procariontes como eucariontes
los cuales se caracterizan porlat n  hidrélisis de ATP (Zazimalova et al., 2010). Otra
de sus caracter cas es que son teinas transmembranales que se encuentran
altan te conservadas entre diferentes organismos (Tusnady et al., 2006).

Algunas de las proteinas ABC, al igual que s PINs en las plantas, también transportan
auxinas. Durante el desarrollo de la embriogénesis cigética en A. arabidopsis tanto
ABCB1 como ABCB19 participan en el transporte de las auxinas. ABCB1 se encuentra
activo en todas las células del suspensor y del proembrién pero no asi ABCB19 que esta
presente sélo en las células de. .. >embrioén (Petrasek, Malinska, y Zazimalova, 2011). En
este trabajo se demuestra que tanto ABCB1 como ABCB19 se encuentran activos durante
todo el desarrollo del embrién somatico.

Por otra parte, en este trabajo se estan comparando dos procesos fisiol6gicos
aparentemente similares, la embriogér s cigética y la ES, y si bien morfolégicamente
son procesos similares, desde el punto de vista molecular posiblemente no lo son.
Precisamente en esto recae la novedad e importancia de este trabajo. Este es el primer
trabajo en el que se estudian estos transportadores durante la induccién de la ES del
cafeto. También es el primer trabajo en el que no sélo se estudia el inicio de la ES, sino
que abarca todos los estadios de desarrollo del embrién.

También, en este estudio utilizan el sistema VIGS para tratar de apagar la expresion de
los genes en estudio. Este sistema de apagamiento de genes inducido por virus (like
virus-induced gene silencing) ayu  en el estudio de genes de funcién desconocida. Este
sistema funciona por medio de un mecar.._...o de silenciamiento post-transcripcional al
degradar de manera secuencia-espec...;a al ARNm blanco. Para que esto suceda, se
introduce en el vector \ 35S parte de la secuencia del gen en estudio. La infeccién y la
disper n sistémica de este virus re mbinante causan el silenciamiento especifico del
gen hospedero correspondiente. Este sistema permite el silenciamiento de cualquier gen
en menos de tres semanas.
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5.2 PERSPECTIVAS.

Este trabajo de investigacién ha sido pionero en el uso de las técnicas VIGS en cafeto y
en el estudio de la expresidbn de los genes que codifican para los diferentes
transportadores de auxinas. F  ello se generaron una serie de perspectivas gue se
enlistan a continuacion.

1. Determinar la expresién de ; genes descritos anteriormente en este trabajo en
los dias del 0 hasta el dia-14 de laind cién de la ES.

2. Realizar la localizacion espacio- poral de estos genes durante ES.

3. Determinar la localizacién de las proteinas transportadoras de auxinas en los
diferent tipos de células que forman al embrién somatico.

4. Proceder a la construccién  diferentes vectores para realizar del silenciamiento
génico mediante ARN de anti-se  o.
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