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RESUMEN

La toxicidad por aluminio en plantas se presenta como uno de los principales problemas
que afectan el crecimiento y el desarrollo de los cultivos que se llevan a cabo en suelos de
tipo &cido. El principal efecto que produce este metal es la inhibicion del crecimiento de la
raiz, por lo cual se ve afectada la toma de nutrientes y de agua en el suelo. El cafeto
(Coffea arabica L.) es un cultivo que se encuentra principalmente confinado en suelos de
tipo &cido, en estas condiciones los aluminosilicatos presentes en el suelo incrementan la

|3+

disponibilidad del aluminio libre (AI°"), el cual genera estrés en las plantas.

En reportes previos se ha demostrado que el estrés por aluminio en las plantas puede
incrementar la acumulacion de metabolitos secundarios de interés comercial. En nuestro
modelo de estudio de suspensiones celulares de C. arabica L. sensibles a la toxicidad por
aluminio, se estudio el efecto que genera el AICI; en la ruta del metabolismo secundario,
principalmente enfocada en la biosintesis de la cafeina (1, 3, 7- trimetilxantina). Nuestros
resultados indicaron que las células mantenidas en radiacion luminosa presentaron las
mejores condiciones de cultivo para el estudio de la biosintesis de cafeina, en
comparacion a las células mantenidas en oscuridad. También se demostr6 que las células
expuestas durante un curso temporal de 10 horas de exposicion con 500 uM de AICls,
incrementaron los niveles enddgenos y exdgenos de cafeina, en un 62% y en un 30%
respectivamente. Por otra parte, durante este tiempo de exposicién se observo que el
AICI; incremento la actividad enzimatica de la cafeina sintasa (CS) y el nivel de transcritos
del gen que codifica esta enzima (CCS1). Estos resultados sugirieron que la biosintesis
de cafeina se regula a nivel transcripcional cuando las células son expuestas al estrés por
AICl;.




ABSTRACT

Aluminum toxicity in plants is a growth-limiting factor in plants cultivated in acidic soils. In
these conditions, the presence of aluminosilicates in the soil increase the availability of

free aluminum (AP

). This consequently generates stress in plants. The main effect of Al is
inhibiting of root growth, which affects nutrient and soil water uptakes. Coffee tree (Coffea

arabica L.) is grown in acidic soil which frequently present condition for aluminum toxicity.

In previous reports, it has been demonstrated that aluminum’s stress in plants can
increase the accumulation of secondary metabolites of commercial interest. Therefore, the
aim of this project was to study the relationship between AICI; stress and caffeine
biosynthesis (1, 3, 7- trimethylxanthine), using as a model in vitro cell suspension of C.
arabica L. sensitive to aluminum toxicity. Our results indicated that cells grown and
maintained in light were the best conditions for the study of caffeine biosynthesis
compared to cells maintained in the dark. Results also suggested, that exposure to cell
with AICI; 500 pM in a time course for 10 hours resulted in an increased in caffeine levels,
recovered both in cell (62%) and in spent medium (30%). This increase coincided with an
increase in the enzyme activity of caffeine synthase (CS) as well as the level of transcripts
of the gene encoding this enzyme (CCS1). Finally, we propose that caffeine biosynthesis

IS regulated at the transcriptional level when cells are exposed to stress of AlICI;.




INTRODUCCION

INTRODUCCION

Con mas de 2.25 millones de tasas de café consumidas a diario, el cafeto es uno de los
cultivos mas importantes en la tierra, siendo cultivado en mas de 11 millones de hectareas
de suelo arable (Denoued et al., 2014). La especie de cafeto que mas se comercializa a
nivel mundial es el género de Coffea arabica L. debido a las propiedades organolépticas
que la caracterizan de las demas (Alvarado y Rojas, 2007). Entre los compuestos que
presenta el cafeto, la cafeina es la mejor conocida y la que se estudia comunmente

debido a los efectos fisiolégicos que produce en los humanos (Perrois et al., 2014).

Existe una estimacion que ha indicado que alrededor del 40-50% de las tierras cultivables
en el mundo son &cidas, aproximadamente el 60% de los suelos &cidos se encuentran en
los trépicos y subtrépicos donde se lleva a cabo el cultivo del cafeto (Hede et al., 2001).
En los suelos acidos la toxicidad por el aluminio (Al) se presenta como un factor primario
gue reduce los rendimientos de los cultivos de interés agricola; a valores de pH menores
a 5 en el suelo, los iones AI** se disuelven de los minerales de arcilla y son bastante
toxicos para las raices de las plantas, inhibiendo su crecimiento y su funcién (Kochian et
al., 2015).

El aluminio es un metal que se considera toxico para la mayoria de las plantas, se han
reportado numerosas investigaciones donde se analizaron los efectos que produce este
metal en las plantas (Liu et al., 2009; Martinez-Estévez et al., 2003). Uno de los efectos
principales que produce el Al a niveles micromolares es la disminucién de la elongacién
de la raiz (Famoso et al., 2010); ademas de producir cambios en el fenotipo, el Al produce
cambios bioquimicos a nivel intracelular. Una de las principales estrategias que la planta
utiliza para disminuir el efecto toxico del aluminio, es la exudacién de acidos organicos a

través del sistema radicular (Liu et al., 2009).

Por otro lado, se ha demostrado que el AlClstiene un efecto positivo en la acumulacion de
los alcaloides del tropano, el uso del Al en un modelo in vitro de plantulas de Datura
innoxia indic6 que este metal puede incrementar los niveles de hiosciamina y
escopolamina en las raices (Karimi y Khataee, 2012). En las suspensiones celulares de C.
arabica se ha demostrado que el aluminio puede disminuir el crecimiento celular (Mufioz-

Sanchez et al.,, 2013), pero aun se desconoce a nivel intracelular que cambios puede
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generar en las vias del metabolismo secundario.

En el presente proyecto de investigacion se estudio la relacion entre el estrés por aluminio
y la ruta de biosintesis de cafeina en un modelo in vitro de suspensiones celulares de C.
arabica L. Este trabajo aporté conocimiento sobre los cambios bioquimicos que genera
este factor abidtico en los niveles de acumulacién de cafeina, también en la actividad

enzimatica de la cafeina sintasa y el nivel de transcritos de gen que codifica esta enzima.
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ANTECEDENTES

1. EL CAFETO

1.1. EL ORIGEN Y LA TAXONOMIA DEL CAFETO

El cafeto (planta de café) tiene sus origenes en un territorio de Etiopia de Africa Oriental,
llamado Kaffa, de cuyo nombre se deriva el nombre de café. Las semillas aromaticas que
producia el arbusto de cafeto fueron llevadas a la peninsula de Arabia por marineros

africanos, donde posteriormente seria cultivada (Vieira, 2008).

El cafeto pertenece a la familia de las Rubiaceas (Cuadro 1.1), establecido por Linnaeus
en 1737. En el afio de 1947 Auguste Chavalier reconocido como el gran autor de la
taxonomia del café, publicO una monografia con el titulo de “Les Caféiers du Globle”
donde se mencionan 66 especies diferentes que fueron organizadas segun su lugar de
origen, asi fueron generados 4 grupos entre los que se mensionan Eucoffea, Paracoffea,
Argocoffea y Mascarocoffea; en la seccién de Eucoffea se hallan los géneros de Coffea
arabica, Coffea Canephora, Coffea liberica y Coffea dewevrei (Meyer, 1965), siendo el
género de C. arabica la mas comercializada a nivel mundial y seguidamente las otras

especies en el orden antes mencionado (Alvarado y Rojas, 2007).

Cuadro 1.1 Taxonomia del cafeto

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Sub-divisian Angiospermae
Clase Magnoliatea

Sub-clase Asteridae

Orden Rubiales
Familia Rubraceae
Genero Coffea

Especie(s) C. arabica, C. canephora, C. liberica, elc.
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El cafeto es un cultivo de trascendencia cultural y ecologica. Su universalidad
corresponde al ritmo de la diseminacion del cultivo y al consumo de los paises que lo
industrializaron. EI mercado del café ha sido histéricamente dinamico y complejo, debido a
la marcada regionalizacion entre las fuerzas de la oferta y la demanda, la enorme
variacion del precio, los cambios naturales, diferencias tecnoldgicas de produccion,
cambios sociales en los paises productores y presiones politicas entre los paises

productores y consumidores (Contreras et al., 2008).

1.2. BIOLOGIA DEL CULTIVO DE CAFETO

En el continente africano, el cafeto es un arbusto que puede alcanzar una altura de 12 a
14 metros; sin embargo, en la zona cafetalera de América solo alcanza entre los 4 a 6
metros de altura; la edad de una planta de cafeto puede llegar hasta los 50 afios
(Echeverri et al., 2005).

La planta de cafeto (Figura 1.1) posee flores hermafroditas y regulares de color blanco, la
floracibn de la especie de C. arabica es marcadamente estacional, efectudndose
generalmente solo con la presencia de tiempo humedo, pero la periodicidad puede tener
menor diferencia en condiciones climaticas que son relativamente estables todo el afio. La
cantidad de flores producidas y su tamafio dependen de las relaciones de agua
prevalecientes. Las condiciones extremadamente humedas pueden ocasionar la
formacion de distintas flores estériles de color verdoso, Illamadas “flores-estrella”
(INFOAGRO, 2002). Las flores son bastante grandes, olorosas Yy de color blanco,

generalmente estan reunidas en una axila de las hojas.

El fruto del cafeto es una drupa esférica mas o menos carnosa, es de forma ovoide y tiene
de 8 a 16 mm de largo y 7 a 12 mm de ancho, la cereza es roja cuando esta madura, las
semillas son ovoides, con una cara plana, de dimensiones variables, pero generalmente
pequefas (Pérez, 1997). La semilla se compone de un albumen cornea de color plomoso
opaco, esta rodeada de una doble envoltura perfectamente adherida al aloumen. Suele
desarrollarse s6lo un ovulo y entonces el grano Unico es convexo por toda la periferia y

ocupa casi el centro del fruto (Diaz, 2011).
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Las hojas del cafeto son opuestas, raras veces ternadas, acompafiadas de estipulas
interpeciolares (6 intrapeciolares); conadas en vaina en una extension variable y
generalmente acuminadas; a veces adquieren una apariencia corrugada, ondulante,
oblonga, eliptica, cortas, acuminadas, redondeadas o ampliamente acufiadas en su base,
de 15-30 cm de largo y 5-15 cm de ancho (Da Silva et al., 2004).

Colfea arabica L.
from Kohler's Medicinal Flants

Figura 1.1 Planta de cafeto (Coffea), (Tomado de plant curator, 2014).

En cuanto al sistema radicular, la planta de cafeto presenta los siguientes tipos de raiz:
pivotante, axilar, lateral y raicilla (Figura 1.2). La pivotante es la raiz principal del arbusto,
gue penetra verticalmente en el suelo, pudiendo alcanzar una profundidad en una planta
adulta de 50 a 60 cm de longitud (Berrios, 1983).

De los géneros de Coffea mas comercializados, el género de C. arabica es la mas
apreciada y crece en alturas entre 900 y 2,000 metros sobre el nivel del mar. Su contenido
de cafeina es relativamente bajo (entre 0.9% y 1.5%) (Imaginalgo, 2016). Su cultivo es
mas delicado y requiere mayores cuidados; sus frutos son redondos, suaves, levemente
agrios, de color obscuro, de corteza lisa e intenso aroma. El cafeto para su buen
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desarrollo necesita de condiciones climaticas especificas para crecer, requiriendo de un
microambiente que le proporcione suficiente agua, humedad y luz solar. Hoy en dia se

cultiva en los paises tropicales y subtropicales cercanos a la linea del Ecuador (Aspiazu et
al., 2009).
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Figura 1.2 Estructura tipica del sistema radical de un cafeto adulto (Barrios, 1983).

1.2.1 Composicion del café

Los granos de café de las especies C. arabica y C. canephora tienen la composicidén que
se describe en el Cuadro 1.2. En el café tostado se han identificado mas de 700
sustancias volatiles, las cuales corresponden cerca del 0.1% del total de la materia seca
(Nishimura y Mihara, 1990). Las caracteristicas quimicas y el aroma de los constituyentes
volétiles del café han sido motivo de importantes estudios; se conocen cientos de aromas,
que segun los expertos superan las del vino (Shimoda y Shibamoto, 1990). El café
también posee gran cantidad de contaminantes y sus concentraciones dependen de
multiples factores que intervienen en la seleccion, preparacion y tostado del grano. Entre

estos contaminantes se encuentran las parafinas y micotoxinas (Grob et al., 1990; Terada
et al., 1985).
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Cuadro 1.2 Composicion de los granos de café tostado (Porcentaje en base seca) (Viani, 1991)

C. arabica C. canephora

Cafeina 1.3% 2.4%
Minerales 4.5% 4.7%
Proteinas 10% 10%

Acidos alifaticos 2.4% 2.5%
Acidos clorogénicos 2.7% 3.1%
Carbohidratos 38% 41.5%
Lipidos 17% 1%
Trigonellinas 1% 0.7%
Aromas \Volatiles 0.1% 0.1%
Melanoidinas 23%

1.3 EL CAFETO EN MEXICO

México es un pais que en los ultimos 200 afios ha adquirido experiencia y conocimientos
en el cultivo del cafeto y en su produccion, por lo anterior no es novedoso encontrarlo
como uno de los principales paises productores de café, ademas de ser un pais lider en la
produccion de café de tipo organico (Escamilla et al., 2005). Originaria de Africa Oriental,
la planta de cafeto llegé a nuestro pais en el afio de 1796 a la region de Cérdoba,
Veracruz. En México el cultivo y consumo de café como bebida data de la dltima década
del siglo XVIII; después de su introduccion, el grano ha sido considerado uno de los

cultivos de mayor importancia econémica, sociocultural y ambiental (Pérez y Diaz, 2000).

Existen dos especies de cafeto que se cultivan en el pais: C. arabica y C. canephora.
Aproximadamente el 98% de los cafetos son variedades ardbigas como la Bourbén,
Caturra, Maragoginpe, Mundo Novo, Garnica y Typica; siendo esta ultima la que
predominaba en México hasta hace poco; sin embargo, actualmente se esta
reemplazando por variedades de porte bajo y mayor produccién como la Catimor y

Catuai. Cada variedad posee diferencias de calidad, volumen producido, rendimiento,
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resistencia a las plagas y a las enfermedades, aroma, acidez, entre otros (Escamilla et al.,
2005).

La roya es una de las enfermedades mas comunes que afecta el cultivo de cafeto
(Hemileia vastratix), esta es causada por un hongo que ingresé al pais en 1981. La
espora de este hongo es muy resistente y puede transportarse por corrientes de aire o
adherida a cualquier objeto, teniendo una germinacién en condiciones ideales de sélo tres

horas. En épocas de lluvias ligeras se puede observar la afeccién en el cultivo.

El cultivo del cafeto se extiende alrededor de 12 estados de la Republica Mexicana,
agrupados en cuatro grandes regiones que van desde la frontera sur que colinda con
Guatemala, hasta el estado de Nayarit en el pacifico Norte. El cultivo de café en México,
se concentra en los estados de Chiapas, Veracruz, Oaxaca y Puebla, que producen cerca
del 84% del total nacional de café verde, mientras que el porcentaje restante se distribuye
en ocho entidades (Figura 1.3). México ocupa el sexto lugar entre los paises de mayor
produccion de café, su aportacion es de un 3% de la produccion después de Brasil,
Colombia, Vietnam, Indonesia, India y Etiopia. La superficie cafetalera de México abarca
690,000 hectéareas distribuidas entre 500,000 cafeticultores (AMECAFE, 2013).

La produccion de café organico en México inicié hace mas de 50 afios con la experiencia
de la Finca Irlanda en el Soconusco en Chiapas, pero es hasta la crisis cafetalera del
1989-1994 cuando se consolida la produccion orgénica al ser retomada por las
organizaciones cafetaleras, debido a que esta actividad se caracteriza por incluir los
conocimientos de la caficultura tradicional, evita el uso de insumos sintéticos procedentes
del exterior e intensifica el uso de la mano de obra, bajo normas y reglamentos
establecidos por agencias certificadoras (Roozen y VanderHoff, 2002). En México, la
produccion de café se realiza bajo diferentes condiciones climaticas, dando origen a
numerosas variedades y calidades, asi como a distintos periodos de floracién y
fructificacién, condiciones que hacen necesaria la recoleccion manual de la cereza. La
cosecha se realiza de septiembre a abril, y se realizan de dos a tres cortes por ciclo, esta
actividad es muy demandante de la mano de obra para la recoleccion y en México

participan los grupos familiares enteros (Najera, 2002).
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Siembra Por Estado

~84%

Chuapas, Veracruz,
Craxaca y Pustbila

-15%

Guerrero, San Luls Potosi,
Mayarit e Hidalgo

lalisco, Cueratars,
Colima y Tabasco

10% de la superficie
se destina al café
arganico®

"café cultivado sin la wilizacion
de pesticidas, fertilizantes u otros quimicos

Figura 1.3 Entidades federativas productoras de cafeto en México (AMECAFE, 2013).
1.4 LOS SUELOS ACIDOS

La acidez del suelo es un factor que limita la produccién de los cultivos de interés agricola
(Matonyei et al., 2014); ya que ocupan aproximadamente del 30-40% de los suelos
arables del mundo y se caracterizan por tener un pH igual o menor a 5.5. El proceso
natural de acidificacion es frecuentemente intensificado por practicas agricolas, en
particular debida a la fertilizacion y a la precipitacién de lluvia 4cida (Rao et al., 1993).
Aunque la baja fertilidad de los suelos &cidos se debe a una combinacion de toxicidades
minerales (aluminio y manganeso) y deficiencias (fésforo, calcio, magnesio y molibdeno),
la toxicidad del aluminio es el factor mas importante, siendo un obstaculo para la
produccion de cultivos en el 67% total de la superficie del suelo acido (Hede et al., 2001).
Algunos elementos influenciados por el pH, son los nutrimentos esenciales para las
plantas, por lo cual un cambio en el pH del suelo, puede afectar la nutricion de los cultivos
(Figura 1.4).
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Figura 1.4 Relacién entre el cambio del pH en el suelo y los niveles de disponibilidad de diferentes
elementos presentes en el suelo. La linea marcada en color verde muestra que el Al incrementa su

disponibilidad en el suelo cuando el pH es menor a 6 (Goedert et al., 1997).

A valores de pH inferiores a 5, los iones AI**

se disuelven a partir de minerales de arcilla y
son bastante téxicos para las raices de las plantas, inhibiendo el crecimiento y la funcién
de la raiz (Kochian et al., 2015). Esto a su vez conduce a un menor rendimiento de los
cultivos debido a las deficiencias de los minerales y a la sequia. Aproximadamente el
60% de los suelos acidos se encuentran en los tropicos y subtrépicos (Figura 1.5). Debido
a que muchos paises en desarrollo se encuentran en la mayoria de los suelos acidos, la
toxicidad por aluminio limita la produccién de cultivos en aquellas partes del mundo donde
la seguridad alimentaria es mas débil (Cuadro 1.4), incluyendo paises como Nueva
Zelanda, Australia, Estados Unidos y Brasil (Von Uexkull y Mutert, 1995). En muchos
paises, los suelos acidos constituyen una limitante para el cultivo de plantas comestibles

como el maiz y el arroz (Masulili et al., 2010).

En México, 7.5 % de la superficie total de pais (14. 7 millones de hectareas) poseen
suelos con pH igual o menor a 6.5, el area bajo cultivo con suelos &cidos es
aproximadamente 14% de superficie total dedicada a la silvicultura, a la ganaderia y a la
agricultura (Zetina et al., 2002). En general, la produccién de cultivos basicos y cultivos de

cereales son afectadas por los suelos 4cidos (Ma et al., 2001).

10
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Se ha demostrado la relacion entre el pH y el contenido de aluminio presente en los
suelos de Yucatan y Veracruz. El suelo de Yucatadn presenté un pH alcalino de 8 y el
contenido de AI** fue de 0.21 cmol kg™, estos niveles fueron bajos en comparacién a los
del suelo de Veracruz, el cual present6 2.76 cmol kg™ de AP** a un pH de 3.6. Se demostro
asi, la relacion inversa entre el contenido de A** y el pH del suelo (Mufioz-Sanchez et al.,
2015).

Cuadro 1.3 Areas territoriales del mundo que presentan suelos de
tipo acido (Hede et al., 2001).

Region

Africa

Australia y Mueva Zelanda 6.1
Europa 29

Asia 20.4

América 40.9

Total

Figura 1.5 Suelos acidos en el mundo. Las areas de predominancia se destacan en color naranja
(Hede et al., 2001).

11
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1.5 EL ALUMINIO

Han pasado méas de doscientos afios desde que el aluminio fue usado por primera vez,
cuando el quimico ingles Humphry Davy pudo producirlo en el afio de 1807 (Kvande,
2008); no fue hasta el aflo de 1825 cuando Hans Christian Orsted pudo aislarlo en forma
pura como AICI;. El peso atomico del aluminio es de 26.9815 UMA, es un metal altamente
electropositivo y extremadamente reactivo (Poschenrieder y Barcelo, 2013), es sélido y en
condiciones normales es de color blanco plateado, ddctil, maleable y cristaliza en forma
cubica. La quimica del aluminio es bastante compleja, debido a su carga i6nica y su
pequefio radio atdbmico que es capaz de reaccionar con otros metales que se encuentran
solubles en el suelo. El aluminio es el metal mas abundante en la tierra (8.3 % en peso);
es excedido en abundancia solo por el oxigeno (45.5 %) y el silicio (25.7 %), y es cercano
al hierro (6.2%) y al calcio (4.2%) (Branquinho et al., 2007; Greenwood y Earnshaw,
1997).

En investigaciones recientes, se ha descubierto que el aluminio esta relacionado con
procesos patologicos importantes, debido a que es un agente neurotéxico que en el
hombre y en animales degenera fibrillas nerviosas en el cerebro, por lo que es
relacionado con enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer y Parkinson
(Zhang et al., 2016). Por otra parte, el aluminio es un fuerte limitador del crecimiento en
las plantas y provoca pérdidas en el sector de la agricultura, es por ello que sus efectos

fitotdxicos han sido estudiados desde principios del siglo XX (Foy, 1984).
1.5.1 Efecto del aluminio en plantas

Los seres vivos estdn a menudo expuestos a condiciones ambientales adversas (Figura
1.6). La mayoria de los animales pueden escapar de tales condiciones por el movimiento
o la migracion, pero organismos sésiles, tales como plantas superiores sélo tienen
posibilidades limitadas de evitar tales condiciones (Sreenivasulu et al., 2007; Madlung y
Comai, 2004).

12
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Estrés Estrés
por metales por sequia

Estrés
por salinidad

Figura 1.6 Las plantas estdn expuestas a diferentes factores de estrés en el medio

ambiente que los rodea (Shamsi et al., 2013).

La toxicidad por aluminio en plantas es uno de los mayores problemas en el crecimiento y
el desarrollo de cultivos. La liberacion de acidos organicos es un importante mecanismo
de tolerancia para las plantas contra la toxicidad por el Al. Muchas plantas excretan
acidos orgéanicos en respuesta al estrés por aluminio, como el citrato liberado de las
raices de maiz (Pineros et al., 2002) y la soya (You et al., 2010), el oxalato en el alforfén
(Ma et al., 1997), y el malato en plantas transgénicas de tabaco (Chen et al., 2013). Sin
embargo, aun falta por esclarecer como se regula la excrecién de los acidos organicos por

el aluminio (Ryan et al., 2001).

Uno de los principales mecanismos de resistencia al aluminio es el que involucra la
exclusién del aluminio de la raiz mediante complejos con acidos organicos (OA) que son
exudados de la raiz, en donde se pueden activar transportadores iénicos de malato
(ALMTs) o citrato (MATES) a través de la membrana celular en respuesta al aluminio
(Ryan et al., 2009). Los mecanismos de detoxificacién interna del aluminio involucran el
flujo del A" a través de la membrana plasmatica dentro del citoplasma, en donde el
aluminio es quelado por &cidos organicos o compuestos fendlicos (Li et al., 2014; Tolra et
al., 2009). El aluminio también puede ser transportado dentro de la vacuola, posiblemente
por la via de transportadores de acuapurinas (Negisshi et al., 2012), (Figura 1.7).

13
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TOLERANCIA Y DETOMIFICACION
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Figura 1.7 Modelo de una célula radicular en donde se ilustran los mecanismos de resistencia y
detoxificacion en respuesta al aluminio. Las flechas en color rojo muestran el flujo del aluminio y en
azul el flujo de los acidos organicos (OA). El aluminio es transportado al citoplasma 6 a la vacuola
mediante la activacion de transportadores de aluminio. Nratl, proteina 1 de macréfago asociada
con la resistencia natural; NIPs, proteinas semejantes a la nodulina 26; VALT1, transportador de
aluminio vacuolar; ALS1, transportador sensible al aluminio; TCA, ciclo de los &cidos tricarboxilicos
(Modificado de Kochian et al., 2015).

Cuando el pH del suelo es mayor a 5.5, la concentracion de aluminio en la solucion del
suelo suele ser menor a 37 uM. Sin embargo, cuando el pH disminuye, el aluminio es
liberado de los minerales de aluminosilicatos y su concentracibn suele aumentar
(Marschner, 2012). El aluminio puede estar presente en el suelo en diferentes formas
segun el pH que este tenga; cuando las condiciones del suelo presentan un pH de 7.0, el

aluminio se encuentra en forma de Al(OH); mineral conocido como gibsita. En soluciones

14
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alcalinas (pH>8) el aluminio adopta la forma anioénica Al(OH), o aluminato (Poschenrieder
et al., 2008) y en condiciones acidas (pH < 5) los aluminosilicatos liberan el AI** que se

considera la especie mas toxica en plantas (Liu et al., 2009).

El principal efecto del aluminio sobre el desarrollo vegetal es la inhibicion del crecimiento
de las raices (Chen et al., 2014), lo cual afecta la toma de nutrientes y agua del suelo. Se
ha observado que el aluminio puede bloquear el ciclo celular de los meristemos apicales
de las raices, ya que por la carga quimica del aluminio, este puede asociarse a los grupos

fosfato del ADN e inhibir el proceso de replicacion (Rout et al., 2001).

En general, el aluminio produce sintomas parecidos a los producidos por deficiencia de
fésforo, en estas condiciones las plantas presentan hojas pequefias de color verde
obscuro, maduracion tardia, amarillento y muerte de los 4pices de las hojas; en otros
casos la planta puede presentar sintomas similares a los que se generan por deficiencia
de calcio donde se produce el enrollamiento de las hojas jévenes y el colapso de

meristemos (Ozyigit et al., 2013).
1.5.2 Estudio del aluminio en cultivos in vitro

En los ultimos afios se han utilizado los cultivos in vitro de tejidos de plantas para llevar a
cabo estudios sobre la toxicidad por aluminio, mismos en los que se ha podido entender
los principales mecanismos y estrategias que las plantas emplean en la tolerancia a
niveles potencialmente téxicos de este metal en el suelo. Entre los sistemas mas
utilizados para determinar el efecto que produce el aluminio en el cafeto se utilizan los
cultivos in vitro de células y tejidos de C. arabica L. (Bazzo et al., 2013; Valadez-Gonzélez
et al., 2007).

Por otra parte, el aluminio ha sido utilizado como un factor abi6tico que puede incrementar
la produccion de metabolitos secundarios de interés comercial (Karimi y Khataee, 2012).
En un estudio a nivel in vitro donde se expusieron las raices de Brugmasnsia candida se
ha podido observar el incremento de la escopolamina, un alcaloide que se emplea en la
medicina como agente anticolinérgico (Spollansky et al., 2000). Asi mismo, se ha
observado que el aluminio puede inducir la biosintesis de una fitolexina, conocida como

resveratrol, en un cultivo in vitro de grapevine (Vitis vinifera), compuesto que se sintetiza
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en la planta como respuesta de defensa frente a patdégenos, en experimentos con ratas se
ha reportado que este metabolito secundario tiene efectos anticancerigenos,
antienvejecimiento, antiinflamatorios, antifibrético, hipocolesterolemiante, y otros

beneficios cardiovasculares (Bejan et al., 2011).
1.6 EL METABOLISMO SECUNDARIO EN PLANTAS

Las plantas ademéas de poseer un metabolismo primario como el que se presenta en
todos los organismos vivos, incluyen un metabolismo secundario que les permite sintetizar
compuestos de diversa naturaleza quimica (Dixon, 2001). En este metabolismo se
generan productos secundarios que no presentan una funcion definida en los procesos
requeridos para el funcionamiento del organismo que los produce, es decir; que no
participan en los procesos fotosintéticos, respiratorios, de asimilacion de nutrientes, o en
las rutas metabdlicas de los carbohidratos o lipidos. Otra caracteristica de los metabolitos
secundarios es que tienen una distribucion restringida en el reino vegetal, y algunos solo

se encuentran en una especie vegetal o grupo de especies (Taiz y Zeiger, 2007).

La produccién de los metabolitos secundarios es considerada una de las estrategias que
puede llevarse a cabo en las plantas como respuesta de defensa frente a condiciones de
estrés bidtico o abiodtico. Estos metabolitos presentan funciones ecolégicas ya que
participan en los procesos de adaptacion de las plantas a su ambiente (Matsuura y Fett-
Neto et al., 2015).

Los metabolitos secundarios se pueden clasificar en familias, las mas importantes son
(Bourgaud et al., 2001):

Los terpenoides: esteroides
Los compuestos nitrogenados: alcaloides
Los compuestos fendlicos: antocianinas, flavonoides y taninos

Las plantas producen un amplio rango de metabolitos secundarios, los cuales después de
producirse son extraidos y son empleados en farmacos, agroguimicos, aromas,

pigmentos, pesticidas, y aditivos para alimentos (Karuppusamy, 2009; Pefa, 2011).
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1.6.1 Estudio del metabolismo secundario en cultivos in vitro

Los cultivos in vitro de células vegetales en suspension o inmovilizadas tienen la
capacidad de producir metabolitos secundarios, por lo que cualquier producto presente
en la planta puede ser sintetizado en este sistema bajo condiciones apropiadas de
incubacién (Hakkinen et al., 2012). Es por ello, que los cultivos in vitro se han utilizado
como estrategia para el estudio del metabolismo secundario, el uso de esta técnica de
cultivo es considerada como una poderosa herramienta para estudiar las rutas de
biosintesis de los metabolitos secundarios y de su regulacién por las enzimas (Ashry y
Mohamed, 2014).

Las suspensiones celulares presentan ventajas a nivel experimental sobre el control de
pardmetros como la temperatura, el pH y el oxigeno disuelto; el medio de cultivo permite
que los nutrientes y el oxigeno se distribuyan de forma homogénea en las células,
facilitando su transferencia hacia el citoplasma (Muthaiya et al., 2013; Schlatmann et al.,
1996). Diversos autores reportan un grado de diferenciacién en la fase estacionaria del
cultivo en suspension y se observa una mayor acumulacion de metabolitos secundarios

durante este periodo (Murthy et al., 2014; Bourgaut et al., 2001).

Uno de los primeros reportes del cultivo de tejido en cafeto es el de Staritsky, (1970)
quien obtuvo un rapido crecimiento de callos utilizando explantes de segmentos
internodales en brotes jévenes ortropicos. En los afios 70s se establecieron algunas de
las condiciones necesarias para la formacién de embriones sométicos generados de
callos de hojas de C. arabica e inducidas con la auxina en un medio con 2,4- 4cido
diclorofenoxiacético y citocinina (Sondahl y Sharp, 1977). En esa misma década también
se descubri6 que las suspensiones celulares fueron capaces de producir altas
concentraciones de alcaloides (Buchanan et al., 2014). En las suspensiones celulares y
plantulas de C. arabica se han realizado estudios sobre la biosintesis de metabolitos
secundarios como la cafeina y el &cido clorogénico (Sartor y Mazzafera, 2000; Adler et al.,
2016).

En nuestro grupo de trabajo, se disefié un medio de cultivo adecuado para el estudio de la
toxicidad por aluminio en suspensiones celulares de C. arabica L. y para tal efecto, se

establecieron los cultivos en un medio de cultivo Murashige-Skoog (MS) a la mitad de su
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fuerza idnica y un pH de 4.3. En este modelo de estudio, ademas de haber demostrado la
disminucion del crecimiento celular cuando se expusieron a una concentracion de 100 uM
de AICI; (Martinez-Estévez et al., 2001; Mufioz-Sanchez et al., 2013), también se ha
podido demostrar la acumulacién de la cafeina bajo el tratamiento de 500 uM de AICI; por
24 horas (Pech-Ku, 2014).

1.7 LA CAFEINA

Entre més de 50,000 metabolitos secundarios en plantas, 12,000 son alcaloides. Los
efectos fisiol6gicos de estos compuestos en herbivoros invertebrados sustentan el papel
quimico de defensa que producen en las plantas (Makkar et al., 2007), entre estos la
cafeina (1,3,7- trimetilxantina) es un alcaloide de purina (Figura 1.8), este compuesto se
encuentra en bebidas populares como el café y el té (Cuadro 1.4), es muy conocido por
sus propiedades estimulantes cardiacas y por su participacion en el sistema nervioso

central, agilizando las funciones mentales y corporales (Nehlig, 2013).

H3C I Fl-h
xN I N>
D)\ril NX
CHsy

Figura 1.8 Estructura quimica de la cafeina.

Cuadro 1.4. Contenido de cafeina en alimentos y bebidas (Nehlig et al., 2013).

Alimentos y bebidas Volumen o peso Contenido de cafteina (mg)
Media (valores extremos)

Café expreso 30 mi 40 (40-60)
Cafe snl_uble 150 mi 65 (40-120)
{instantaneo)

Café descaleinado 150 ml 3(2-5)

Té (hojas) 150 mi 40 (30-45)
Soda regular 330 mi an-4g
Soda libre de azicar 330 m! 26-57
Chocolate blanco 30g 6 (1-15)
Chocolate oscuro ing 60 (20-120)
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La cafeina tiene efectos farmacoldgicos en diferentes sistemas del organismo humano
(Burke, 2009); en el sistema nervioso central (SNC) se presenta como un
psicoestimulante al aumentar el estado de vigilia y reducir la sensacion de cansancio. La
accion farmacologica de la cafeina en el SNC produce un incremento en el rendimiento
intelectual, aumentando la capacidad de atencion y produciendo una sensacion de
bienestar, sin embargo puede generar trastornos de ansiedad como nerviosismo,
insomnio, inquietud y taquicardia (Lozano et al., 2007). Se ha estimado que la dosis letal
de la cafeina en humanos se encuentra entre 150 y 200 mg por Kg de peso corporal

(Favrod-Coune y Broers, 2015).

El mecanismo de accion de la cafeina se basa en el bloqueo de los receptores
adenosinicos A2 del SNC, se considera que la cafeina actla como un antagonista
competitivo de estos receptores, los cuales pertenecen a una familia de receptores
acoplados a proteinas G. La adenosina actla sobre el receptor A1l e inhibe la adenilil
ciclasa, produciendo un estado de sedacién y relajacion en el SNC; por el contrario, la
cafeina bloquea el receptor Al y libera el efecto inhibitorio de la adenosina sobre la
neurotransmisién, mejorando la capacidad de memoria en los humanos. A dosis altas, la
cafeina bloquea los receptores de &cido y-aminobutirico (GABA) y libera Ca** intracelular.
Ademas, por activacion del sistema nervioso autonomo periférico puede causar un
aumento de la secrecién acida gastrica (Gorska y Golembiowska, 2015; Fredholm et al.,
1999).

La funcién metabdlica de la cafeina en el organismo humano es a través de la inhibicién
de la enzima fosfodiesterasa (PDE), la cual hidroliza el adenosin monofosfato ciclico
(AMPc) intracelular; la inhibicién de esta enzima produce un aumento de la vida media del
AMPc que como segundo mensajero activa a una proteina cinasa A (PKA), misma que
cataliza la fosforilacion de muchas proteinas blanco involucradas en vias de transduccién
de sefiales, por lo cual se activan y regulan procesos como la estimulacion de la
glucogendlisis en respuesta a la estimulacion celular y al gasto energético, esta respuesta
es similar a la generada en la via de transduccion de sefiales por la adrenalina; sin
embargo, esta hormona se une y cambia la conformacion del dominio intracelular de un
receptor de membrana acoplado a proteina G (G-CPR), permitiendo la activacion de la

adenil ciclasa (AC) quien estimula la sintesis de AMPc (Figura 1.9) (Vaughan et al., 2014).
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Figura 1.9 La cafeina inhibe la enzima fosfodiesterasa y genera la acumulacién de AMPc
intracelular, manteniendo activas las vias de transduccién de sefiales que también se activan

en respuesta a la adrenalina (Modificado de Nelson y Cox, 2013).
1.7.1 Estudio de la cafeina en plantas

La cafeina presente en mas de 60 especies de plantas, es un producto del metabolismo
secundario que es mayoritario en las hojas de té (Camellia sinensis) y en las semillas del
café (Coffea arabica), también esta presente en las hojas de mate (llex paraguariensis) y
en las semillas de cacao (Theobroma cacao) en concentraciones de 1 mg/g de peso seco
(Ogawa et al., 2001). Aunque es mas abundante en los frutos y las hojas, se sintetiza y se

acumula en toda la planta (Uefuji et al., 2003).

La cafeina que se biosintetiza en las plantas presenta actividad antimicrobiana y genera
un efecto de alelopatia negativa en el crecimiento de otras plantas (Maniega et al., 2009).
Se ha sugerido que la cafeina es liberada de las semillas y hojas en descomposicion y se
acumula en medios acuosos, sugiriendo almacenamiento en una forma soluble en el
suelo. La acumulacion de la cafeina en semillas, cotiledones, y/u hojas jovenes, tiene un
papel biolégico como defensa quimica, sirviendo como un anti-herbivoro; en una

concentracion muy por debajo de la que se encuentra en los granos de café y hojas de té,
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la cafeina extermina casi todas las larvas del gusano de tabaco (Manduca sexta) en un

periodo de 24 horas (Buchanan et al., 2014).

La autoxicidad que produce la cafeina es uno de los principales problemas en los suelos
cafetaleros, segun estimaciones entre 150-200 g de materia seca liberan entre 1-2 g de
cafeina/m?®/afio en adicién a otros componentes, originando limitaciones del suelo para la
produccion. Se ha demostrado que la cafeina aplicada externamente en plantas es
absorbida por el sistema radical y traslocada principalmente a los tallos de C. arabica L.
(Pacheco y Pohlan, 2005).

El estudio de las enzimas que participan en la ruta de biosintesis de la cafeina y los
genes que codifican las mismas, ha permitido elucidar el metabolismo de este compuesto
y el control de su contenido en el té y el cafeto (Ashihara et al., 2011; Kato y Mizuno,
2004). A diferencia de otros alcaloides en plantas, como la nicotina, la morfina y la
estricnina, los alcaloides de purina estan distribuidos extensamente a través del reino
plantae aunque su acumulacién en altas concentraciones es restringida a un limitado
namero de especies, incluyendo C. arabica, Camellia sinensis (t€) y Theobroma cacao
(cacao). Todas las plantas que contienen cafeina, excepto Scilla maritima, pertenecen a
las dicotiled6neas. En algunas especies, la principal metilxantina es la teobromina o 4cido
metilUrico, incluyendo la teacrina (1,3,7,9- acido tetrametallrico) asi como la cafeina
(Ashihara y Crozier, 1999).

El estudio del metabolismo in situ de la cafeina con el uso de precursores marcados
radiactivamente, ha demostrado que tanto las enzimas que participan en su biosintesis y
los genes que codifican las mismas, convergen en una ruta biosintética principal para este
compuesto, siendo una secuencia de cuatro pasos de tres metilaciones y una reaccion
catalizada por la metilnucleosidasa con la actuacion de xantosina como el sustrato.
Aungue la informacién se ha obtenido principalmente del cafeto y el té, las evidencias
sugieren que la ruta es esencialmente la misma en otras plantas con la formacién de
metilxantinas (Denoeud et al., 2014; Koyama et al., 2003; Zheng et al., 2002). Uno de los
primeros estudios de la ruta de biosintesis de la cafeina se llevd a cabo en los 1970s por
Suzuki y Takahashi (1975) en la cual se indicé que la cafeina es aquella que se deriva de
la xantosina — 7- metilxantosina — 7-metilxantina - teobromina - cafeina (Figura 1.10),

esta ruta fue confirmada por Ashihara et al. (1996).
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Figura 1.10 Ruta de biosintesis de la cafeina a partir de la xantosina y ruta del catabolismo de la

xantina a CO, y NH,. CS, cafeina sintasa; MXS, metilxantosina sintasa; MXM, metilxantosina

nucleosidasa; NSD, inosina-guanosina nucleosidasa; SAH, S- adenosil homocisteina; SAM, S-

adenosil metionina; XDH, xantosina deshidrogenasa (Ashihara y Crozier, 2001).
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Los estudios de la biosintesis y degradacién de la cafeina en el cafeto han sido llevados a
cabo, predominantemente, en frutos de C. arabica (Suzuki et al., 1992), y aunque los
pasos metabdlicos son conocidos, el control de los niveles de cafeina en los tejidos del
cafeto aun no son completamente comprendidos. Recientemente, se ha demostrado que
algunos factores de estrés biotico como la radiacion luminosa, el estrés hidrico, entre
otros, tienen un papel importante en la acumulacion del contenido de cafeina en las
plantas de cafeto (Kumar et al., 2015a, 2015b).

En estudios llevados a cabo en suspensiones celulares de C. arabica L. se ha demostrado
gque la biosintesis de la cafeina es estimulada por la irradiacién luminosa (Kurata et al.,
1998), también se ha observado que la degradacion de la cafeina es un mecanismo
utilizado para la formacion de alantoina (Figura 1.10), siendo un recurso de nitrégeno en

condiciones deficientes del mismo (Pompelli et al., 2013).
1.7.2 Regulacion metabdlica de la cafeina sintasa

Las enzimas N- metiltransferasas que catalizan la biosintesis de la cafeina son la 7-
metilxantosina sintasa, la teobromina sintasa y la cafeina sintasa. La primera y la segunda
enzima catalizan las dos primeras reacciones respectivas en la biosintesis de la cafeina y
la CS tiene una doble funcién al catalizar las dos ultimas reacciones en donde se lleva a

cabo la transferencia de los grupos metilo (Koshiro et al., 2006).

La actividad de las enzimas involucradas en la biosintesis de cafeina se han podido
estudiar con el uso de la S- adenosil metionina (SAM) marcada con radiois6topos como
el *C 6 el *H. Este sustrato utilizado como donador de grupos metilo y que ha sido
marcado, permite estimar la actividad de las N-metiltransferasas (Baumann et al., 1983).
Existen datos publicados que indican que la conversion de SAM a xantosina es un recurso
en el cual el anillo de purina de la cafeina puede ser producida exclusivamente por esta
ruta en hojas de té. La formacion de cafeina por esta ruta esta fuertemente asociada con
el ciclo de la SAM (Figura 1.11), también conocido como el ciclo metil activado, porque los
tres pasos en la ruta de biosintesis de cafeina usan a la SAM como el donador de grupos
metilo (Koshiishi et al., 2001).
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Figura 1.11 Ciclo de la S- adenosil-L-metionina y ruta de biosintesis de alcaloides derivados de

purina. La xantosina utiliza a la inosina 5- monofosfato como intermediario. La xantosina se

utiliza como recurso recurso de adenilato y guanilato. ADP, adenosina- 5°- difosfato; ATP,

adenosina 5'- trifosfato; NAD+, nicotinamida adenina dinucleétido; NADH, NAD reducido; PRPP,
5’-fosforibosil-1-difosfato. Enzimas: (1) SAM sintetasa; (2) N- metiltransferasa dependiente de

SAM; (3) S-

adenosil-L- homocisteina hidrolasa; (4) metionina sintasa; (5) adenosina

nucleosidasa; (6) adesonina fosforibosiltransferasa; (7) adenosina cinasa; (8) adenosina 5-

monofosfato deaminasa; (9) inosina 5" - monofosfato deshidrogenasa; (10) 5" nucleotidasa; (11) 7-

metilxantosina nucleosidasa (Ashihara et al., 2001).
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Las actividades N-metiltransferasas involucradas en la biosintesis de cafeina son
extremadamente labiles en extractos libres de células; sin embargo, en el trabajo de Kato
et al., (1999) se reportd la primera proteina purificada N-metiltransferasa con una alta
actividad especifica. La CS que se purifico en hojas de té presentd una actividad
especifica de 5.7 nkat/mg de proteina. La estimacion de la masa molecular de la enzima
nativa fue de 61kD por cromatografia de filtracion en gel y 41kD por electroforesis en gel
de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico; se demostrd que tiene un pH 6ptimo de 8.5, y
presenta una alta actividad con sustratos como paraxantina, 7-metilxantina y teobromina
(Ashihara y Krosier, 2001, Kato et al. 1999).

La CS que patrticipa en los dos ultimos pasos de la biosintesis de cafeina, se ha localizado
en los cloroplastos de hojas de té (ver figura 1.9). Esta enzima tiene un pH 6ptimo
alcalino similar al de las enzimas fotosintéticas activadas por irradiacion luminosa,
condicion en la que también se ha demostrado un incremento en el pH del estroma entre
7.8 a 8.0 (Tikhonov, 2013), esto hace mas factible la estimulacién de la actividad de la CS
y concuerda con los reportes en donde se demuestra que la radiacion luminosa estimula
fuertemente los pasos de metilacion de la biosintesis de cafeina en el plantulas de cafeto
(Kumar et al., 2015a), asi como la produccién de cafeina en suspensiones celulares de C.
arabica (Kurata et al., 1998). Por otra parte, la radiacién luminosa no afecto la tasa de
acumulacion de cafeina en un modelo in vivo de plantulas de té, y tampoco afecto la
actividad enzimatica de la CS, en comparacion a lo observado bajo condiciones de
oscuridad, sugiriendo que en este modelo de estudio la CS y otras enzimas involucradas
en la biosintesis de cafeina, podrian estar localizadas en proplastidios (Koshiishi et al.,
2000).

La biosintesis y la biodegradacion de la cafeina en el cafeto involucran varios pasos. La
concentracion de la cafeina es inevitablemente un resultado del balance entre las dos
rutas. El balance entre la sintesis y la degradacion es afectada por la disponibilidad de los
sustratos de las enzimas involucradas en la expresion de los genes relacionados, que son
probablemente modulados por factores bidticos y abidticos. Sin embargo, ain no hay
mucha investigacion llevada a cabo del efecto de estos posibles factores en frutos del

cafeto (Mazzafera y Silvarolla, 2010).
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La actividad enzimatica de la CS muestra cinéticas tipicas de Michaelis-Menten. Entre
otras caracteristicas, la enzima no presenta inhibicién de retroalimentacién por el producto
de la cafeina. Uno de los factores que afectan la actividad de la CS in vitro se debe a la
inhibicion por el producto de S-adenosil-L-homocisteina (SAH). La CS es inhibida
completamente por bajas concentraciones de SAH. Por lo tanto, el control de la tasa
intracelular de SAM:SAH es un posible mecanismo de regulacion de la actividad de la CS
in vivo (Kato et al., 1999).

La CS y la teobromina sintasa (TS) son enzimas que estan presentes en toda la planta
del cafeto. El requerimiento de ambas enzimas aun no es claro, debido a que a la CS
puede catalizar las dos reacciones de transferencia del grupo metilo. La expresion de
isoformas de la TS se ha determinado en varios tejidos de la planta del cafeto, mientras
que la expresiéon de la CS es predominantemente en frutos inmaduros. Estos resultados
han sugerido una posible consecuencia en los niveles de produccion de cafeina en frutos
inmaduros. La comparacion de las secuencias de aminoacidos entre la CS y la TS ha
permitido elucidar que aminoacidos son importantes para la discriminacion por el sustrato

de ambas enzimas (Kato y Mizuno, 2004; Uefuiji et al., 2003).

Los analisis bioquimicos de la estructura cristalografica de la CS de C. canephora han
demostrado que de los 15 residuos de aminoacidos entre 5 A del sitio de unién a la
teobromina, solo tres tienen una importancia crucial en la discriminacién por el sustrato
especifico, comparado con los residuos 27, 237 y 266 de la TS. Estos residuos se
identifican en la TS como Ala27, Pro237 y Phe266 y en la CS como Phe27, Ser237 y
lle266. La fenilalanina de la TS en la posicién 266, se ha sugerido que puede causar un
choque estérico con un grupo metilo en la posicion N3, impidiendo la unién de la
teobromina y su subsecuente metilacion, esto se pudo comprobar al sustituir el residuo
lle266 de la CS por una fenilalanina, por lo tanto, esta sustitucion fue importante para la

discriminacién por el sustrato en el café (McCarthy y McCarthy, 2007).

La estructura proteica de la TS y la CS son casi idénticas, ambas enzimas posen
dominios, un dominio metiltransferasa dependiente de SAM (residuos 23-162, 190-227,
266-295, y 367-379 para la CS) y un dominio de horquilla con a-2helices (residuos 1-22,
163-189, 228-265, y 296-366 para la CS); (Figura 1.12).
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Figura 1.12 Estructura de la CS y superposicién de la TS y CS. A, Diagrama de cintas que muestra
la estructura del dimero de la CS, con S-adenosil-homocisteina (SAH) en gris y teobromina (Th) en
magenta. La estructura secundaria esta marcada con el dominio metil-transferasa dependiente de
SAM en dorado o azul y el dominio de capucha a-helice en verde o rojo (McCarthy y McCarthy,
2007).

1.7.3 Regulacion transcripcional de la cafeina sintasa

El estudio de los genes que codifican a las enzimas involucradas en ruta de biosintesis de
la cafeina, se ha llevado a cabo con el propésito principal de entender los mecanismos
moleculares que regulan la produccién de este metabolito (Ashihara y Crozier, 2001,
Schimpl et al, 2014). Estos genes que codifican enzimas con actividad N-
metiltransferasa, se han logrado identificar en la planta de cafeto (Perrois et al., 2014) y
en otras especies, como en el té y el cacao (Figura 1.13). La comparacion filogenética ha
demostrado que se comparten dominios altamente conservados entre sus secuencias, por

lo tanto, es dificil identificar la secuencia especifica de cada gen (Denoeud et al., 2014).

El estudio de la correlacion entre los patrones de expresion de los genes involucrados en
el metabolismo de la cafeina y los niveles de cafeina, ha permitido entender las

diferencias de acumulacion de la cafeina en las especies de Coffea (Perrois et al., 2014).
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Figura 1.13. Evolucion de la biosintesis de cafeina. A) Representacion de la relacién filogenética
entre diferentes plantas dicotiledéneas que producen cafeina. B) Filogenia de genes que codifican
enzimas con actividad N-metiltransferasas en el café, el té y el cacao (Modificado de Denoeud et
al., 2014).

Los genes que codifican las enzimas involucradas en la biosintesis de la cafeina fueron
amplificados exitosamente de las plantas de la familia del género Coffea por la reaccién
en cadena de la polimerasa, conocida como PCR por sus siglas en inglés (polymerase
chain reaction) . En estos estudios se llevé a cabo el disefio de iniciadores degenerados
en base a las regiones conservadas de la CS del té (AB031280). Los productos pequefios
de la PCR se utilizaron como sonda para aislar la secuencia completa de una libreria de
ADNCc, permitiendo la identificacién de los genes que codifican proteinas con actividad N-
metiltransferasa (Ogawa et al., 2001; Uefuji et al., 2003; Mizuno et al., 2003a)

En un estudio previo, los genes de la CS y la TS presentes en el genoma de C.
canephora, se compararon con los del genoma de C. arabica. En C. canephora se
identific6 a un gen de la teobromina sintasa (CcXMT1), el homoélogo de este gen
(CaMXMT1) fue identificado en C. arabica y codifico a la misma proteina, esta también fue

caracterizada bioquimicamente por Ogawa et al. (2001) y la denominé como 7mX. En C.
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arabica también se identificé a un gen CaMXMT2, mismo que fue reportado por Mizuno et
al. (2003b) como CTS2 y que no es homologo al identificado en C. canephora. La
presencia de dos genes que codifican a la TS en el genoma de C. arabica, se deberia a
gue esta especie es alotetraploide (2n=4x=44 cromosomas), y es el resultado de la

hibridacion de C. canephora y C. eugenioides (Perrois et al., 2014).

El gen de la CS presente en el genoma de C. canephora (CcDXMT), se ha demostrado
gue también es homdlogo al identificado en C. arabica (CaDXMT2), estos genes
correspondieron al gen clonado del ADNc de hojas y del endospermo del café por Mizuno
et al. (2003a), el cual denominé como cafeina sintasal de café (CCS1). Por otra parte, un
segundo gen identificado de la CS en el genoma de C. arabica (CaDXMT1) fue similar al
reportado por Uefuji et al. (2003), el cual denominé como CtCS7. Los estudios indicaron
que las proteinas CaDXMT1 y CaDXMT2 presentes en C. arabica, son codificadas en el

genoma de C. eugenoides y en el de C. canephora respectivamente (Perrois et al., 2014).

La nomenclatura de los genes involucrados en la biosintesis de cafeina puede ser
diferente para un mismo gen, debido a que cada autor a denominado a los genes
identificados segun su propio criterio, lo cual dependié de la especie de la planta y la

proteina que codifica (Cuadro 1.5).

Cuadro 1.5 Identificacion de genes que codifican a la CS y a la TS en especies de Coffea

canephora y Coffea arabica (Modificado de Perrois et al., 2014).

Especie Secuencia | Referencias
genomica

Coffea canephora T-metilxantina CeMXMT1 JXOT7851T7 Perrois el al, 2015
metiltransferasa(TS) TmX ABO4B794  Ogawa et al., 2001
3,7-metilxantina CeDXMT JX9T85168 Perrois et al, 2015
metiliransferasa (CS) CCE1 ABOEG4A14 Mizuno ef af |, 20033
Coffea arabica CaMxXMT1 JX978519  Perrois el af, 2015
T-metilxantina Tmx ABO4BTO4 Ogawael al, 2001
metitransferasa(TS) o~ yxMT2  JX978520  Perrois et al., 2015
cTs2 ABOS4841  Mizuno ef af., 2003b
CaDXMT1 KFETEEE3  Perrrois ef al,, 2015
3,7-metilxantina CICS7 ABOB4125  Uefuji et al., 2003
metiltransferasalCs) | ~.nymro  KuS777E3  Perrois et al, 2015
CCSs1 ABDBG414  Mizuno ef al., 2003a
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El gen denominado CtCS7, codifica a una enzima de CS putativa, se ha demostrado que
la proteina heterdloga tiene una baja actividad con el sustrato de paraxantina pero no con
la teobromina. Por otra parte, las enzimas denominadas como CaDXMT1 y CCSL1 tienen
la caracteristica de presentar afinidad con el sustrato de la teobromina a concentraciones
de 1200 uM y 157 pM, respectivamente (Uefuji et al., 2003).

La expresion de CaDXMTL1 se lleva a cabo exclusivamente en frutos inmaduros, mientras
que la CCS1 es expresada en todos los tejidos que contienen cafeina. Una diferencia
entre estas dos enzimas es el hecho de que la CaDXMT1 tiene menor actividad con el
sustrato 7-metilxantina y teobromina (1 y 4%, respectivamente, considerando el 100% de
la actividad por paraxantina) mientras que la CCS1 tiene mayor actividad (16-24% por 7-
metilxantina y 23-25% por teobromina). La CCS1 se ha sugerido ser una enzima con
doble funcionalidad, similar a la TCS1 de té (Kato y Mizuno, 2004).

Los patrones de la sintesis de cafeina durante el desarrollo del fruto en C. arabica y C.
canephora son similares. La ruta de biosintesis de la cafeina es activa desde la expansion
del pericarpio a la formacion del endospermo y en semillas a través de la maduracién
(Koshiro et al., 2006). Los transcritos de la CSS1 estan presente en los frutos con varios
estados de crecimiento, a excepcion de los tejidos completamente maduros. Los patrones
de estos genes durante el crecimiento estan relacionados a la sintesis in situ de la cafeina

de los nucledtidos de adenina (Mizuno et al., 2003a).

En el desarrollo de los frutos de C. arabica, los niveles de transcritos de la CSS1 son mas
elevados en semillas que en el pericarpio. La actividad de la CS nativa (3N-
metiltranferasa) esta distribuida en ambos érganos de una manera similar. Por lo tanto la
acumulacion de cafeina en semillas maduras parece ser sintetizada dentro de las semillas

en desarrollo (Koshiro et al., 2006).

El estudio de los niveles de transcritos del gen de la CS en C. canephora (CcDXMT)y C.
arabica (CCS1), ha demostrado las diferencias entre los perfiles de expresion del gen en
las hojas de cada especie. La CcDXMT tiene un elevado nivel de transcritos en las hojas
de C. canephora y esto se relaciona con los elevados niveles de cafeina producidos en el
tejido; mientras que en C. arabica hay una menor expresion de CCS1, lo cual explicaria la

poca acumulacion de la cafeina en la hoja (Perrois et al., 2014).
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La regulacion de la expresion del gen CS también se ha evaluado en diferentes tejidos de
la planta de té. El estudio del transcriptoma en este modelo demostro la presencia de dos
genes que codifican a la TCS1 y TCS2, el primer gen respectivo solo fue expresado
especificamente en las hojas maduras, mientras que el segundo se expresoé en todos los
tejidos que fueron evaluados; sin embargo, el gen TCS2 presentd los niveles mas
elevados de expresion, en los brotes, hojas jovenes y tallos de la planta. Estos resultados
son consistentes con otros estudios, en donde se ha observado que las hojas jovenes
acumularon mas cafeina en comparacién a las hojas maduras (Li et al., 2015; Fujimori et
al., 1991)

Recientemente se ha estudiado el perfil de los transcritos del gen que codifica a la cafeina
sintasa, en respuesta al estrés generado por la fitohormona acido salicilico (AS) en el
endospermo de frutos de C. canephora. En este estudio se demostré que el tratamiento
con 50 uM de AS disminuyo el nivel de los transcritos del gen que codifica para la cafeina
sintasa, mientras que el tratamiento con 500 uM de AS lo incrementé durante el estado de
maduracion del endospermo, en esta ultima concentracion no se observaron cambios en
el contenido de la cafeina cuando fue analizado el endospermo mientras que con 50 uM
de AS la acumulacion de cafeina incrementd en un 14.8%. Los resultados de este estudio
indicaron una posible regulacién post-transcripcional que pudieran mantener los niveles
de cafeina cuando el endospermo es sometido a una alta concentracion del AS (Kumar y
Giridhar, 2015).

Ante el poco conocimiento que se tiene sobre el efecto que genera el aluminio en la
biosintesis de metabolitos secundarios. Este trabajo pretende contribuir al entendimiento
de como este metal puede regular la biosintesis de cafeina en un modelo in vitro de
suspensiones celulares de C. arabica L. Los datos generados permitiran sugerir si el
estrés por aluminio regula la acumulacion de cafeina a nivel transcripcional o post-

transcripcional.
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HIPOTESIS

El gen que codifica a la cafeina sintasa se sobreexpresara en suspensiones celulares de
C. arabica L. en respuesta al estrés por aluminio, asi aumentard la actividad de la

actividad enzimatica y la concentracion de cafeina producida.

JUSTIFICACION

En nuestro grupo de trabajo se establecié una linea de suspensiones celulares de C.
arabica L. sensible a la toxicidad por aluminio. En este modelo se ha demostrado que el
aluminio genera un incremento en la actividad de la enzima superéxido dismutasa (SOD)
como respuesta al estrés oxidativo y se ha observado que también inhibe el crecimiento
celular. Sin embargo, aln se desconocen los cambios que puede generar este metal en
las rutas del metabolismo secundario. En el presente proyecto y de manera particular en
el estudio de la biosintesis de la cafeina (alcaloide), se analizaron cuales son los cambios
que son generados en la actividad enzimatica de la CS y en los niveles de transcritos del
gen gque la codifica, frente al estrés del aluminio en las suspensiones celulares de C.

arabica L.
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar la ruta de biosintesis de la cafeina, en la actividad enzimética de la CS y su gen
de expresion, utilizando como estrés el aluminio, en suspensiones celulares de Coffea

arabica L.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto que produce el AICI; en los niveles endégenos y exdgenos de la

cafeina en suspensiones celulares de C. arabica L.

2. Determinar la actividad enzimética in vitro de la cafeina sintasa en suspensiones

celulares de C. arabica L. sometidas a estrés por el AICl;

3. Analizar los transcritos del gen CCS1 en suspensiones celulares de C. arabica

sometida a estrés por el AICl;
ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental que se muestra en la Figura 1.14 fue planteada con el

propésito de esquematizar los puntos mas importantes a cumplir en este estudio.

A continuacion, se describen los resultados obtenidos, los cuales fueron organizados de
acuerdo a los datos generados por cada objetivo especifico planteado. En el capitulo Il se
describen los resultados obtenidos en los niveles de acumulaciéon de cafeina en células.
Posteriormente, en el capitulo Il se presentan datos obtenidos después de evaluar la
actividad enzimatica in vitro de la cafeina sintasa. Finalmente, en el capitulo IV se
muestran los datos de la medicién en los niveles de expresion del gen que codifica a la

cafeina sintasa.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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Figura 1.14 Estrategia experimental
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CAPITULO Il

EL ALUMINIO INDUCE LA BIOSINTESIS DE CAFEINA EN SUSPENSIONES
CELULARES DE Coffea arabica L.

2.1. INTRODUCCION

La cafeina (1,3,7 trimetilxantina) es uno de los alcaloides de plantas méas conocidos, se
produce en las semillas, hojas y frutos de diversas plantas superiores, incluyendo tres
cultivos de mucha importancia: cafeto (C. arabica y C. canephora), cacao (Theobroma
cacao), y Té (C. sinensis). Es un metabolito secundario utilizado como repelente nativo de
insectos y como un inhibidor para la germinacion de otras semillas (Yue y Guo, 2014).
Aunque la cafeina fue aislada primero del té y del café en los afios de 1820, las rutas de
biosintesis y catabolismo de la cafeina no fueron completamente establecidos hasta el
afio 2000 (Kato et al., 2000). Se han realizado estudios en modelos in vitro de plantas de
C. arabica y C. canephora para llevar a cabo el estudio de las enzimas que participan en
la biosintesis de la cafeina y para entender de qué manera se puede estimular o inhibir la

sintesis de este metabolito (McCarthy y McCarthy, 2007; Schulthess y Baumann, 1995).

Existen estudios que reportaron el uso de suspensiones celulares de C. arabica para
analizar la produccion de la cafeina, estas fueron mantenidas en condiciones de luz y con
la adicion de la teobromina (Sartor y Mazzafera, 2000; Kurata et al., 1998). Con base en
estos antecedente, en el presente trabajo se utilizé a la teobromina en el medio de cultivo
como precursor de la biosintesis de la cafeina y se utilizaron condiciones de radiacion

luminosa en los cultivos de suspensiones celulares de C. arabica L.

Por otra parte, el aluminio es un factor de estrés abidtico y en el cultivo de suspensiones
celulares de C. arabica L. se ha demostrado que este metal puede disminuir el
crecimiento del cultivo en condiciones de oscuridad (Martinez-Estévez et al., 2001). Este
hecho nos lleva a investigar si la via de biosintesis de la cafeina es afectada en respuesta
al estrés producido por el aluminio en el cultivo de células. Por ello, el objetivo de este
capitulo fue establecer un protocolo, con las condiciones adecuadas para evaluar el
efecto que produce el aluminio en los niveles de cafeina en el cultivo de células de C.

arabica L.
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2.2. MATERIALES Y METODOS
2.2.1. Condiciones de cultivo de las suspensiones celulares de C. arabica L.

Las suspensiones celulares de C. arabica L. cv Catuai de la linea L2 se obtuvieron por
disgregacion de callos y se cultivaron en medio MS (Murashige y Skoog, 1962) modificado
a la mitad de la fuerza idénica (MS1/2) (Martinez-Estévez et al., 2001), adicionado con
sacarosa (30 g/l), 3 mg/l de acido diclorofenoxiacético (2-4 D), 1 mg/l de 6- bencil amino
purina (6-BAP), 100 mg/l de mio-inositol, 25 mg/l de cisteina, 10 mg/l de tiamina y en
ausencia o presencia de 100 mg/l de teobromina. El pH del medio fue ajustado a 4.3
antes de su esterilizacion. Las suspensiones celulares fueron subcultivadas cada 14 dias

en oscuridad a 25 °C y en agitacién a 100 rpm.

Se generd una nueva linea de cultivo celular denominada como L2RM, esta se obtuvo al
transferir la linea celular L2 en condiciones de luz continua (8.3 W/m?) a 25°C y en
agitacion a 100 rpm, bajo estas condiciones de mantenimiento se continuaron las

resiembras del cultivo cada 14 dias y se cultivaron en el medio de la linea celular L2.

2.2.2. Tratamiento con AICl;

Las células de 14 dias de ciclo de cultivo de la linea L2 o L2RM fueron tratadas con 100
uM o 500 uM de AICI;, ademas se gener6 un tratamiento testigo que fue adicionado con
un volumen proporcional de agua destilada a la concentracién de AICl;; después del
tratamiento, las células fueron cosechadas vy filtradas bajo vacio para separar las células
del medio de cultivo. EI material celular se liofilizé durante 72 horas y luego se utilizé para
la extraccion de la cafeina. Por otra parte, se recuperd el medio de cultivo en un tubo

falcon de 50 ml y se almacend en refrigeracion hasta su analisis.

2.2.3 Determinacion del peso fresco y peso seco

Para medir el crecimiento celular de las suspensiones celulares se midio el peso fresco y
el peso seco. Para determinar el peso fresco, las células se filtraron del medio liquido
(filtro con poro de 0.45 um), y posteriormente se peso el material fresco. El peso seco se

determiné después de liofilizar las células durante 72 h.
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2.2.4 Extraccion de la cafeina

Para el analisis del contenido de la cafeina enddégeno se tomaron 100 mg del material
celular liofilizado y se maceraron hasta la obtencién de un polvo fino. La extraccion se
llevé a cabo con 10 ml de acetona, la mezcla se agité durante 5 h a temperatura ambiente
(26°C) y luego se centrifugé durante 15 min a 3000 rpm en una centrifuga clinica
(SOLBAT). Se colectaron 9 ml del sobrenadante en un tubo falcon de 15 ml y se evaporo
hasta sequedad a temperatura ambiente durante toda la noche, finalmente el extracto
obtenido se resuspendié en 25 ul de alcohol etilico absoluto para luego ser analizado por

cromatografia de capa fina de alta resolucion (HP-TLC).

El medio de cultivo que se almacené en refrigeracion en la seccion 2.2.2 se utilizé para el
analisis del contenido exdgeno de la cafeina. Se tomaron 30 ml del medio de cultivo y se
centrifugaron a 3000 rpm por 10 minutos en una centrifuga clinica (SOLBAT), el
sobrenadante se liofilizé durante una semana y luego se resuspendié con 5 ml de
acetona, la mezcla se homogenizd con el politron durante 1 min a la maxima velocidad y
nuevamente se centrifugd en las mismas condiciones. Posteriormente, se tomaron 1.5 ml
del sobrenadante y se evaporé hasta sequedad en un tubo eppendorf limpio a
temperatura ambiente durante toda la noche, finalmente el extracto obtenido se
resuspendié en 50 pl de etanol etilico absoluto y se analizé por cromatografia de capa fina
de alta resolucion (HP-TLC).

2.2.5 Determinacion de la cafeina a través de HP-TLC

Los extractos de cafeina que fueron generados en la seccion 2.2.4 se aplicaron en una
placa de silica gel, previamente desarrollada con una mezcla de disolventes compuesta
por CHCI;:MeOH (9:1 v/v) antes de aplicar las muestras. La cafeina fue separada con una
fase maévil compuesta por ciclohexano:acetona (40:50 v/v), donde la cafeina se identifico a
partir de un estandar comercial (SIGMA). Las placas fueron visualizadas y cuantificadas
por densitometria in situ a una longitud de onda de 273 nm, utilizando un densitémetro

Linomat 5, equipado con un colector de datos WINCAT.
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2.2.6 Curva de calibracion del estandar de cafeina por HP-TLC

Para generar la curva estandar de cafeina fue necesario preparar diferentes
concentraciones de cafeina (50-250 ng/ul), preparados a partir de una solucion madre
de concentracion de 1 mg/ml. Cada muestra obtenida se cuantifico por triplicado y las
concentraciones finales se obtuvieron a partir de la ecuacion de la recta obtenida de la
curva de calibracion promedio para la cafeina (Figura 2.1). La ecuacion de la curva se
utilizd para cuantificar el contenido de cafeina en las muestras de los extractos
generados de células y del medio de cultivo. El coeficiente de determinacion (R?) que

se obtuvo indico una correlacion lineal confiable para la cuantificacién de cafeina.

6000

y=27.278x
R*=0.9797

o
£ 4000
-1

2000

0 50 100 150 200 250
Cafeina [ng]

Figura 2.1 Curva de calibracion con el estandar de cafeina por HP-TLC. Se utilizaron
concentraciones crecientes del estandar de cafeina (50-250 ng/ul). La absorbancia se midié a una
longitud de onda de 273 nm en un densitémetro Linomat 5. En la curva se indicé la ecuacion de la
recta de calibrado (y) y el coeficiente de determinacién (R?). El resultado es el promedio de tres

replicas experimentales.
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2.3. RESULTADOS

2.3.1. Identificacion de la cafeina en extractos de suspensiones celulares de C.
arabica L.

Para determinar las condiciones adecuadas para llevar a cabo el estudio de la biosintesis
de cafeina en el modelo de estudio, se realizé un experimento en donde se evalud el
contenido de cafeina en células mantenidas en condiciones de oscuridad o irradiacién
luminosa. Por otro lado, a los cultivos se les adiciond teobromina como precursor de la
biosintesis de cafeina debido a que en reportes previos se ha estudiado la biosintesis de

cafeina bajo esta condicion (Sartor y Mazzafera, 2000; Kurata et al., 1998).

Posteriormente, para comprobar que el método de extraccion de la cafeina en células fue
el adecuado, se analizaron hojas maduras de cafeto como testigo positivo. En este tejido
vegetal se ha reportado una concentracién de hasta 2.4 mg de cafeina/g de tejido fresco
de hoja (Ashihara et al., 1996). Las hojas de cafeto que se analizaron en este experimento
fueron tomadas de plantas cultivadas en las instalaciones del Centro de Investigacion
Cientifica de Yucatan. Se utilizaron 5 mg de tejido en peso seco y se llevé a cabo el
procedimiento de extraccion descrito en la seccién 2.2.4. La cuantificacion del contenido
de cafeina en los extractos de células y hojas se llevd a cabo como se describe en la

secciéon 2.2.5.

El resultado de la separacion de la cafeina por TLC (Figura 2.2) demostré una Unica
banda separada de cafeina en los extractos de células y de hoja, la cual migré con un Rf
de 0.34, semejante al de la cafeina estandar. En el extracto de hoja (testigo postitivo) se
detecto la banda de cafeina esperada. Por otra parte, no se detect6é ninguna banda en el
extracto generado de células mantenidas en la oscuridad, indicando que bajo esta
condicién no se sintetizan niveles detectables de cafeina. Ante este resultado, las células
de C. arabica L. fueron mantenidas en un medio de cultivo adicionado con la teobromina
como el precursor de la ruta de la biosintesis de cafeina y se expusieron a radiacion
luminosa, en estas condiciones reportadas como las adecuadas para el estudio de la
biosintesis de cafeina en plantulas y células de Coffea, también se logré observar la

banda separada de cafeina.

En el Cuadro 2.1, se puede observar el contenido de cafeina medido por densitometria,

en las muestras de los extractos generados en hojas y células. En la muestra del testigo
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positivo (hoja), se observo el nivel de concentracion mas alto de la cafeina con 6 mg de
cafeina/g de tejido seco. En el extracto generado de células mantenidas en oscuridad no
fue posible cuantificar a la cafeina; sin embargo, en las células expuestas con radiacion
luminosa se cuantificaron hasta 90 pg de cafeina/g de tejido. Este resultado fue
consistente con los reportes que han sefialado que el estrés por luz actia como un
inductor en la biosintesis de la cafeina en los cultivos celulares (Ver seccion 1.7.2). Por
otro lado, las células tratadas con la teobromina en el medio de cultivo y luego mantenidas
en oscuridad o luz mostraron un incremento en los niveles de cafeina, este resultado

indicé que las células solo necesitan del precursor para que se produzca el producto final.

Para comprobar que el compuesto separado en la placa cromatogréfica correspondia a la
cafeina, se llevo a cabo el barrido mediante HP-TLC de la cafeina en la muestra estandar
y la detectada en extracto generado en células mantenidas en luz. El resultado del barrido
indicé un pico de absorcion maxima a 273 nm en el espectro de luz ultravioleta (UV) para
la cafeina. Tanto la cafeina en la muestra estandar como la detectada en el extracto de
células, presentaron el mismo pico de absorcion maxima y se demostré que el compuesto

separado en el extracto celular corresponde a la cafeina (Figura 2.3).

1 2 3 4 5 6

Cafeina=

Figura 2.2 Deteccion de la cafeina por HP-TLC en extractos de células de C. arabica L. de 14 dias
de cultivo. 1: Estandar comercial (300 ng de cafeina); 2: Hojas de C. arabica L. (extracto generado
de 5 mg de tejido); 3: células mantenidas en oscuridad; 4: células mantenidas en radiacion
luminosa (8.3 W/mz); 5: células tratadas con teobromina (555 uM) y mantenidas en oscuridad; 6:

células tratadas con teobromina (555 uM) y mantenidas en radiacion luminosa (8.3 W/mz).
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Cuadro 2.1 Contenido de cafeina en hojas y células de C. arabica L.

mantenidas bajo diferentes condiciones de cultivo.

Contenido de cafeina /

Muestra
g de tejido

Hoja B+1mg

Células mantenidas en oscuridad Mo detectable

Células mantenidas en luz 80+ 9.5 pg

Células en presencia de tecbromina y 942 + 27 ug

mantenidas en la oscuridad

Células en presencia de tecbromina y 900 + 26 pg

mantenidas en luz

L
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Figura 2.3 Patrones de absorbancia generados por HP-TLC de la cafeina detectada en el estandar
comercial de 250 ng (morado) y la cafeina en el extracto de células que fueron mantenidas en
condiciones de radiacién luminosa a 8.3 W/m?® (verde). Las muestras fueron analizadas en el

espectro de luz ultravioleta (UV).

2.3.2. Niveles de cafeina durante el ciclo de cultivo de las suspensiones celulares de
C. arabica L.

Los resultados que se generaron en los experimentos antes descritos, indicaron que una
de las condiciones 6ptimas para estudiar la biosintesis de cafeina en las células fue bajo
radiacion luminosa; sin embargo, también fue necesario decidir en qué dia del ciclo de

cultivo se llevaria a cabo este estudio. Por tal motivo, se cuantificaron los niveles de
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cafeina en células mantenidas en radiacion luminosa durante una curva de cultivo de 24
dias.

En la Figura 2.4 se muestra la curva de cultivo de las células de C. arabica L. cultivadas
en condiciones de radiacién luminosa (8.3W/m?). Se observé una fase de adaptacion
durante los primeros 4 dias del ciclo de cultivo, la fase exponencial entre los dias 6 a 18 y
la fase estacionaria fue entre los dias 20 a 24. Los resultados muestran que durante la
fase de adaptacion no fue posible detectar niveles de cafeina. En la fase exponencial, se
observd un incremento en el nivel de cafeina hasta el dia 22 del ciclo de cultivo,
detectando hasta 350 pg de cafeina/g de tejido seco.

En base a los datos obtenidos, se decidié analizar la biosintesis de la cafeina en el dia 14
del ciclo de cultivo, esto fue por dos motivos; el primero se debid a la especulacién de un
dia optimo para observar la induccion o inhibicion del contenido de cafeina frente a algin
factor de estrés en las células, el segundo fue porque en este dia se llevan a cabo las

resiembras del cultivo celular.

350F 07
30 06
~ 250} B 05
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Figura 2.4 Curva de cultivo ( —0— ) y niveles de cafeina ( —#= ) en suspensiones celulares de C.
arabica L. durante un ciclo de cultivo de 24 dias en condiciones de radiacién luminosa (8.3 W/m?).

El resultado que se presenta es de dos experimentos por duplicado + DE.
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2.3.3. Biosintesis de cafeina y estrés por el AICI; en suspensiones celulares de C.
arabica L.

Se ha reportado que uno de los principales efectos que produce el aluminio en el cultivo
de células de C. arabica L. es la disminucion de su crecimiento durante el ciclo de cultivo.
Para comprobar este efecto téxico generado por el AICI; en nuestro modelo de estudio, se
evalu6 el tratamiento con 100 uM de AICI; en células mantenidas en oscuridad o luz y/o
adicionadas con teobromina en el medio de cultivo. La Figura 2.5 muestra el resultado del
efecto que produjo este tratamiento en el crecimiento de las células con 14 dias de ciclo
de cultivo; la suspensiones celulares mantenidas en oscuridad se evaluaron para
comparar el efecto del aluminio en condiciones iguales a lo reportado por Mufioz-
Sénchez et al., (2013).

El resultado que se muestra en la Figura 2.5A indic6 que las células mantenidas en
condiciones de oscuridad presentaron 25% mas de crecimiento en comparacion al
crecimiento observado en las células mantenidas en radiacién luminosa, también se pudo
observar que la adicién de teobromina en el cultivo celular no afecto el crecimiento. El
tratamiento con 100 puM de AICl; de las células disminuyd en un 10% el crecimiento de las
suspensiones celulares mantenidas bajo las diferentes condiciones de cultivo. El resultado
se compar6 con el crecimiento reportado en peso seco (Figura 2.5B). Los resultados
indicaron que el tratamiento con AICl; presentd un efecto toxico en el crecimiento de las
suspensiones celulares de C. arabica L. y fue consistente a lo reportado por Mufioz-
Sanchez et al. (2013), en donde se reporto la disminucion del crecimiento celular bajo la
adicion de 100 uM de AICl;; estos datos aseguraron el efecto toxico que genera el AICl;
en las células tratadas, tanto en ausencia como en presencia de teobromina y/o

mantenidas en oscuridad o luz.

43



CAPITULO Il

12 : o7 b i
A ‘ B
10 ¢ 1 0.6} E
2l ™= BB 1l Bos5b = ]
g ® ° k- X
0 0.4 F b
£ 8 N g
N o 03} ]
£ .| \ :
- N\ & 02 N
2r % 01} b*\‘~ ]
0 § 0.0 *1:3“:
Oscuridad Luz ) Oscuridad Luz

Figura 2.5 Efecto del AICI; y la teobromina en el crecimiento de las suspensiones celulares de C.
arabica L. A) Peso fresco B) Peso seco. Las células fueron tratadas con AICI; o teobromina y luego
se mantuvieron por 14 dias en oscuridad 6 radiacién luminosa (8.3 W/mz).I:I: testigo;l: AICI; (100
uM); l: teobromina (555uM); M : teobromina (555 uM) y AICl; (100 puM). Las barras representan el

resultado de tres experimentos por duplicado + DE.

Después de comprobar el efecto toxico que genera el tratamiento con AICI; en las células,
se determind si en estas se generd algin cambio en los niveles de cafeina. El contenido
de cafeina en células bajo condiciones de radiacion luminosa y oscuridad se presenta en
la Figura 2.6. El resultado indico que las células mantenidas en oscuridad no presentaron
niveles detectables de cafeina en el testigo y en el tratamiento con AICls; sin embargo, las
células bajo el tratamiento con teobromina y teobromina mas AICl; se detectdé un
incremento de 900 veces el contenido de cafeina, debido a la presencia del precursor de
la cafeina. Por otra parte, las células mantenidas en radiacién luminosa presentaron 90
Mg de cafeina/g de tejido seco en el testigo y en el tratamiento con AICI;, estos valores
incrementaron 10 veces cuando las células fueron adicionadas con la teobromina. Los
resultados demostraron que en las células tratadas con teobromina se logré estimular la
biosintesis de cafeina, tanto en condiciones de oscuridad como en radiacién luminosa; por
otra parte, el tratamiento con AICl; durante un periodo largo (14 dias) en las células, no
afect6 los niveles de la cafeina. Estos datos sugirieron que el AICl; pudiera generar

cambios en la acumulacion de la cafeina, durante un periodo corto de tratamiento.
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Figura 2.6 Contenido de cafeina en suspensiones celulares C. arabica L.; las células fueron
tratadas con AICl; y/o teobromina y luego fueron mantenidas por 14 dias en oscuridad o radiacion
luminosa (8.3 W/mz). [ T: testigo; M Al: AICI; (100 uM); B Teo: teobromina (555uM); l Teo + Al:
teobromina (555 puM) y AICIl; (100 pM). Las barras representan el resultado de tres experimentos

por duplicado + DE. *, niveles de cafeina no detectados.

Los experimentos anteriores permitieron establecer que las condiciones de cultivo
adecuadas para el estudio de la biosintesis de cafeina, fueron en células adicionadas con
el precursor de cafeina y mantenidas en radiacién luminosa, donde se lograron detectar
niveles cuantificables de cafeina. En el grupo de trabajo, se ha demostrado que el
tratamiento con 500uM de AICI; increment6 hasta 1.8 veces los niveles de cafeina en
células de C arabica L. mantenidas en oscuridad; sin embargo, durante el analisis de la
cafeina mediante HPLC solo se lograron detectar trazas de este metabolito, por lo cual se
sugirio establecer condiciones optimas para el estudio de la biosintesis de cafeina y

utilizar otro método cuantificacion (Pech-Ku, 2014).
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Para evaluar el efecto del AICI; en los niveles exdgenos y enddégenos de cafeina se
realizo un curso temporal (0, 4, 6, 10y 24 h) en células de C. arabica de 14 dias de cultivo
tratadas con 500 uM de AICI;. Para determinar el contenido de cafeina, se determind la
concentracion de cafeina en el tejido seco de células y en el medio de cultivo (Figura 2.7).

El peso seco promedio de las células por matraz estuvo en el rango de 0.44-0.46 g.

En comparacion al contenido de cafeina que presentaron las muestras de células testigo,
los tratamientos con 500 uM de AICl; incrementaron los niveles enddgenos de cafeina en
un 38%, 47%, 62% y 32% a las 4, 6, 10 y 24 h del curso temporal respectivamente (Figura
2.7A); este incremento también se observé de manera similar en el medio de cultivo en
un 23%, 37%, 28%, y 18% durante estos mismos tiempos de tratamiento (Figura 2.7B);
sin embargo, al comparar la concentraciéon de cafeina cuantificada en las células y el
medio de cultivo, se observo que la mayor cantidad de la cafeina total se liber6 al medio

de cultivo.
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Figura 2.7 Efecto de 500 uM AICI; en los niveles endégenos (A) y exbégenos (B) de cafeina en
suspensiones celulares de C. arabica L. mantenidas en luz (8.3 W/m?). Las células con 14 dias de
ciclo de cultivo fueron tratadas con AICI; durante un curso temporal de 0, 4, 6, 10 y 24 horas. [1:
testigo; : AICl; (500 uM). Las barras representan el resultado de tres experimentos por duplicado
+ DE.

47



CAPITULO I

2.4 DISCUSION

El uso de factores bidticos o abidticos en cultivos in vitro de suspensiones celulares,
genera un estrés y como respuesta la acumulacion de metabolitos secundarios en bajas
cantidades, por lo cual el uso de estos factores favorece el estudio de aquellos
mecanismos que regulan su biosintesis. En trabajos previos, algunos factores como la
irradiacion luminosa pueden incrementar o disminuir la acumulacién de metabolitos como
la cafeina en suspensiones celulares de C. arabica L (Kurata et al., 1998; Frishknecht y
Baumann, 1985). Sin embargo, poco se sabe del efecto que producen otros tipos de
estrés abiodtico, como el generado por metales en el metabolismo secundario de las
plantas. Por lo anterior, en este proyecto se estudié la produccion de cafeina bajo el
estrés que produce el aluminio en un modelo in vitro de suspensiones celulares de C.

arabica L.

La cafeina es un metabolito que se conoce internacionalmente por ser el compuesto
activo de diversas bebidas como el café y el té. Debido a esto, se han generado
protocolos para determinar el contenido de cafeina en estos productos. Por otro lado, el
estudio de la cafeina se ha llevado a cabo en laboratorios de investigacion para analizar la
regulacion de este metabolito, por lo cual se han utilizado modelos in vitro de diferentes

especies de plantas del genero Coffea.

En este estudio fue necesario establecer las condiciones para la cuantificacion de la
cafeina por TLC; en un primer resultado mediante este método de separacion, se
demostré que los extractos generados de células mantenidas en oscuridad por 14 dias,
no presentaron niveles detectables de cafeina (Figura 2.2); este analisis sugirié que las
células en estas condiciones biosintetizan niveles bajos de cafeina y esto fue consistente
a lo reportado en el grupo de laboratorio, donde se demostro la presencia de trazas de
cafeina en los extractos de células que fueron analizados HPLC. Los datos sugirieron que
el estudio de la biosintesis de cafeina se puede llevar a cabo en células mantenidas en
radiacién luminosa y tratadas en ausencia o presencia de teobromina, asi como en
células mantenidas en oscuridad pero bajo el tratamiento con la teobromina; Sartor y
Mazzafera, (2000) y Kurata et al., (1997) también reportaron estas condiciones como

adecuadas para el estudio de la biosintesis de la cafeina en células de C. arabica.
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El incremento en los niveles de cafeina causado por el estrés de la intensidad luminosa
en las células (Figura 2.6), se puede explicar con lo reportado por Koshiishi et al., (2000) y
Kato et al., (1999), quienes indicaron que este tipo estrés incrementa el pH del estroma a
valores de 7 a 8, condiciones cercanas al pH éptimo de la CS, la cual se localiza en el
cloroplasto y cataliza el dltimo paso en la ruta de biosintesis de la cafeina. Esto también
se ha correlacionado con el incremento en la produccién de cafeina en suspensiones
celulares de C. arabica (Kurata et al., 1997). Por otro lado, el andlisis de los niveles de
cafeina durante la curva de cultivo en células de C. arabica L. demostré un pico de
produccion de cafeina en el dia 22 del ciclo de cultivo. El resultado también indico la
formacion de una curva sigmoide del crecimiento de las células y de los niveles de
cafeina durante su cultivo, esto fue consistente con lo reportado por otros autores (Kurata
et al., 1990; Baumann y Frischknecht, 1988).

La adicion de teobromina (555 uM) a las células no afecto su crecimiento (Figura 2.5)
durante 14 dias; por otra parte, en estas células adicionadas con el precursor de la
cafeina se incrementaron los niveles de cafeina al mismo nivel tanto en células
mantenidas en oscuridad como en radiacion luminosa. Estos datos sugieren que la
adicion de la teobromina exdgena fue utilizada por las células para llevar a cabo la
reaccion que involucra la conversién de este precursor a la cafeina. Este resultado
coincidié con lo reportado por Frischknecht y Baumann, (1980), en donde se observé un
incremento en la formacion de la cafeina de hasta tres veces durante el crecimiento de las

células de C. arabica adicionadas con teobromina.

Para comprobar el efecto téxico del aluminio en el crecimiento de las células de C. arabica
L., estas se expusieron con 100 uM de AICI; durante 14 dias (Figura 2.5). El resultado
demostré que el tratamiento con AICl;, disminuyé el crecimiento de las células
mantenidas en oscuridad y en radiacién luminosa. El tratamiento con AICI; también
disminuyd el crecimiento de las células que fueron adicionadas con la teobromina (Figura
2.6). Los datos obtenidos se relacionaron con lo reportado por Martinez-Estévez et al.,
(2001) y Mufioz-Sanchez et al., (2013), quienes observaron una disminucién en el
crecimiento de esta linea celular después de exponerlas a la misma concentracién de
AICl;. Después de analizar el efecto toxico del AICI; en el crecimiento de las células, se
demostré que durante estos 14 dias de exposicion con AICI; no se generaron cambios en

los niveles de cafeina en comparacion a las células testigo (Figura 2.6).
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Por otra parte, en la Figura 2.5 también se observo que la radiacion luminosa disminuy6
25% del crecimiento celular después de 14 dias de cultivo en comparacion a las células
mantenidas en oscuridad, estos datos pueden ser correlacionados con lo reportado por
Kurata et al., (1997), en donde se sugiere que el estrés de la intensidad luminosa suprime

el crecimiento de las células a largo plazo durante el ciclo de cultivo.

En un estudio previo se demostré que el tratamiento con 500 uM de AICl; por 24 horas,
incrementd los niveles enddgenos de la cafeina hasta 1.8 veces en las suspensiones
celulares de C. arabica L. mantenidas en oscuridad (Pech-Ku, 2014). En este estudio y
bajo las mismas condiciones de tratamiento, se analiz6 un curso temporal (0, 4, 6, 10y 24
horas) de exposicion con AICIl; en células de C. arabica L. mantenidas en radiacion
luminosa, luego se analizaron los niveles de cafeina en las células y en el medio de
cultivo. El resultado demostr6 que el incremento en los niveles enddégenos y exdégenos de
cafeina durante este curso temporal fue dependiente del tiempo (Figura 2.7, A y B);
después de 24 horas de tratamiento con el AICI; se observo un incremento en los niveles
endogenos de cafeina de hasta 1.3 veces, resultado que fue correlacionado con lo
reportado por Pech-KU, (2014); sin embargo los datos de este estudio, indicaron que a las
10 horas del curso temporal se obtuvo el mayor efecto generado por el por AICl;, donde

se observo un incremento en los niveles enddgenos de cafeina de hasta 1.6 veces.

En este capitulo se logr6 demostrar que el tratamiento de las células con AICl;, no solo
resulto en tener un efecto en la estimulacion de los niveles de la cafeina, sino que también
gener6 cambios metabdlicos que pudieran estar implicados con la disminucion del
crecimiento celular. Las células presentaron un pico de acumulacion de cafeina a las 10
horas de exposicién con AICl;, en este tiempo se podra evaluar si también se generan

cambios en la actividad de la CS, la cual cataliza la produccién de la cafeina.
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CAPITULO 1lI

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA CAFEINA SINTASA EN RESPUESTA AL
AICl; EN SUSPENSIONES CELULARES DE C. arabica L.

3.1. INTRODUCCION

Las enzimas con actividad de N-metiltransferasas de la ruta de biosintesis de la cafeina
tienen una alta homologia en su secuencia de amino&cidos (Kato y Mizuno, 2004). Entre
estas proteinas se encuentran una familia de las metiltransferasas especificas,
involucradas en la biosintesis de pequefios y volatiles metil ésteres que actdan como
moléculas de sefializacion en las plantas (Zubieta et al., 2003). La CS 6 la N-
metiltransferasa dependiente de S-adenosilmetionina es una enzima que esté involucrada
en los dos ultimos pasos de la biosintesis de cafeina, se ha reportado que fue purificada
en las hojas de té (Camellia sinensis) y tiene una actividad catalitica de hasta 5.7 nkat/mg
de proteina. La CS tiene actividad con sustratos especificos como la paraxantina, la 7-
metilxantina, y la teobromina, y presenta baja actividad con la 3-metilxantina y la 1-

metilxantina (Kato et al., 1999).

Por otra parte, la regulaciéon de las enzimas involucradas en la ruta de biosintesis de
cafeina ha sido reportada por varios autores. Ellos demostraron que durante la fase de
crecimiento de las células de C. arabica L. se exhibe una alta actividad metiltransferasa
(Frischknecht y Baumann, 1980). El estudio de la CS de C. canephora mediante un
andlisis cristalogréfico indicé que la sustitucion de un solo aminoacido en la posicién 266
afecta la actividad de la enzima, esto se debe a que es un residuo de aminoécido crucial
para la seleccion entre el sustrato de la teobromina y la 7-metilxantina (McCarthy y
McMacarthy, 2007). Por otra parte, en semillas de guarana se detectd una alta actividad
de la CS durante su etapa de maduracion, esto se correlacion6 con el alto nivel de

acumulacion de la cafeina cuantificada en la misma etapa (Schimpl et al., 2014).

Los datos obtenidos sugirieron que el estrés por aluminio podria relacionarse con el
aumento en la actividad enzimatica de la CS, lo cual causaria el incremento de la
concentracion de cafeina en las células de C. arabica L. Por lo cual se propuso como
objetivo en este capitulo, determinar el efecto que genera el tratamiento con 500 uM de
AICI; en la actividad enzimatica in vitro de la CS. Para ello, también fue necesario

establecer condiciones para la medicion de la actividad enzimatica.
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3.2. MATERIALES Y METODOS
3.2.1. Obtencidn del extracto proteico

Para la extraccién del contenido de proteina total, las células de C. arabica fueron
congeladas con N, liquido, se pulverizaron en un mortero de porcelana y se
homogenizaron en una solucibn amortiguadora de extraccibn compuesta de: [3-
mercaptoetanol 10 mM, Na,EDTA 5 mM, ascorbato de sodio al 0.5%; PPVP al 2.5%; Tris-
HCI 400 mM, se utiliz6 1 g de células en 3 ml de solucion amortiguadora (pH 8.0). La
mezcla se homogeniz6 usando un politrén durante 2 min y se centrifugé a 20,000 x g por
20 min a 4°C. La pastilla obtenida se desechd, y el extracto se almacend a -80°C hasta

llevar a cabo su analisis.

3.2.2 Curva estandar de proteinas mediante el método de BSA

Para la cuantificacion de la concentracion de proteinas en las suspensiones celulares de
cada condicion experimental, se utilizé el método comercial del acido bicinconinico (Smith,
1985), usando albumina sérica bovina (BSA) como estandar. La reaccién se incub6 a
37°C durante 30 min y se midi6 las absorbancias a 562 nm. El acido bicinconinico es un
compuesto capaz de formar un complejo parpura intenso con iones Cu®" en medio
alcalino. La estabilidad del reactivo y el cromdéforo proporciona un método para la
cuantificacién de proteinas que es sencillo, rapido, sensible y que muestra una gran

tolerancia a compuestos que son afectados en otros métodos (Smith, 1985).

Para determinar el contenido de proteinas en los extractos generados de suspensiones
celulares de C. arabica L. fue necesario generar una curva estandar de proteina. En la
Figura 3.1 se muestra el resultado después de evaluar la concentracion de albumina

sérica bovina a diferentes concentraciones.
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Figura 3.1 Curva estandar de la concentracion de proteinas. Se utilizé6 albimina sérica bovina
como estandar. La absorbancia de las muestras se midié en el espectro de luz ultravioleta a 562
nm. En la curva se indic6 la ecuacién de la recta de calibrado (y) y el coeficiente de determinacién

(R?). El resultado es el promedio de dos experimentos por triplicado.

3.2.3. Determinacion de la actividad enzimatica de la cafeina sintasa in vitro

Para la determinacion de la actividad in vitro de la CS, se utiliz6 la S-adenosil-L-(*H-metil)
metionina (SAM) como donador del grupo metilo a la teobromina (Mazzafera et al., 1994).
La mezcla de reaccion (200 pl) contenia 4.07 kBq de [*H-metil][SAM, 25 uM de SAM, 7-9
mg de proteina, 200 uM de teobromina, 200 uM de MgCl,,1 pug de cafeina, el volumen
final se completd con un amortiguador de Tris-HCI 100 mM, pH 8.0. La mezcla de
reaccion se incub6 a 30°C por 30 min y se detuvd con la adicion de 1 ml de CHCls.
Finalmente se centrifug6 a 11000 x g durante 5 min, la fase organica se deposit6 en viales
con 5 ml de liquido de centelleo y se cuantifico la radiactividad incorporada a la cafeina en

un contador de centelleo (Mazzafera et al., 1994).
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3.3. RESULTADOS

3.3.1 Medicion de la actividad enzimética de la CS en extractos crudos de
suspensiones celulares de C. arabica L.

Antes de medir la actividad enzimatica de la CS in vitro, un paso muy importante fue la
obtencion del extracto proteico que mantenga a la enzima estable para llevar a cabo su
actividad. La actividad de las enzimas N-metiltransferasas involucradas en la biosintesis
de cafeina se ha detectado en extractos libres de células preparados de frutos inmaduros

(Roberts y Waller, 1979) y suspensiones celulares del cafeto (Baumann et al., 1983).

La purificacién de las N-metiltransferasas involucradas en la biosintesis de cafeina ha sido
de interés por varios investigadores. Mazzafera et al., (1994) reporto la purificacion de una
N-metiltransferasa del endospermo y hojas del cafeto, su estudio demostré la presencia
de la actividad de la 7-metilxantina y la teobromina N-metiltransferasa. Sin embargo, la
actividad en las preparaciones libres de células fue extremadamente labil, y la actividad
especifica de la enzima disminuyé con cada paso durante el proceso de purificacion
secuencial. Kato et al., (1999) purifico por primera vez a la enzima CS con un alta
actividad especifica en hojas de té, asi como también se demostrd que la enzima tiene un

pH 6ptimo de 8.5.

Con el objetivo de obtener un método adecuado para la extraccion total de proteinas en
las suspensiones celulares de C. arabica L., en este estudio se tomaron en cuenta las
condiciones de extraccion que se han reportado previamente. En la seccion 3.2.1 se
muestran las condiciones finales para la obtencion del extracto crudo de proteinas, mismo

gue fue utilizado en la reaccion in vitro de la CS.

Para determinar la actividad enzimatica de la CS, se establecieron las condiciones de
reaccion que se muestran en la seccion 3.2.3. Después de establecer las condiciones
para analizar a la enzima, se generé un extracto total de proteinas en células de C.
arabica L. de 14 dias de ciclo de cultivo mantenidas en luz y luego se midi6 la actividad
enzimatica. El resultado se compard con los datos obtenidos por otros autores que
estudiaron esta actividad enzimatica en diversos tejidos de plantas. La actividad
enzimatica obtenida en este estudio, fue similar a lo detectado por Mizuno et al., (2003b),
quienes obtuvieron a la CS purificada y luego la utilizaron en los ensayos enzimaticos in

vitro.
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Cuadro 3.1 Comparacién de la actividad enzimatica de la CS in vitro en diferentes tejidos de

plantas. La reaccién enzimatica se llevo a cabo con el uso de la teobromina como sustrato.

Planta | Extracto proteico Actividad especifica | Referencia

de la CS/mg de

proteina
Cafeto
Suspenziones cefulares Extracto crudo de proteina 1.2 pkat Este estudio
Endospermo Proteina purificads 5.7 pkat Mizuna et af, 2003
Te
Hojas Proteina purificada 11 pkal Kato ef al,, 1996
Guarana
Semillas Proteina purificada 20 Meat Schimpl et al, 2014

3.3.2 Andlisis de la actividad enzimética de la CS bajo el estrés del AICI; en
suspensiones celulares de C. arabica L.

Después de establecer las condiciones adecuadas para determinar la actividad de la CS
en células de C. arabica L., se analizo el efecto que genera el estrés por AICl; en su
actividad enzimatica in vitro. En este experimento se utilizaron suspensiones celulares de
C. arabica L. de 14 dias de ciclo de cultivo, las condiciones del cultivo de estas células fue
en presencia y ausencia de teobromina en el medio de cultivo y en mantenimiento con
radiacion luminosa. Estas células fueron tratadas con 500 uM de AICI; por 10 horas.
Posteriormente se realizd la extraccion total de proteinas y finalmente se midié la

actividad enzimatica de la CS in vitro.

El resultado de este experimento se muestra en la Figura 3.2. Las células tratadas con
AICI; incrementaron hasta 1.8 veces la actividad de la CS, comparado con la actividad de
las células testigo. Este mismo incremento se observo en las células que fueron tratadas
con la teobromina; sin embargo, el tratamiento con teobromina y AICl; no modificd la
actividad enzimatica en comparacion con el tratamiento de AICl;. Este resultado indico
gue las células de C.arabica L. tratadas con la teobromina presentan insensibilidad al
tratamiento con AICl;, esto podria deberse a que el precursor actia en el mismo
mecanismo de respuesta que genera el AICI; en las células, por lo cual ambos

tratamientos incrementaron la actividad enzimatica de la CS al mismo nivel.
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Figura 3.2 Efecto del AICI; en la actividad enzimatica in vitro de la CS en células de C. arabica L;
Las células fueron mantenidas en ausencia o presencia de 555uM de teobromina en el medio de
cultivo por 14 dias en luz (8.3 W/mz), después de este tiempo se llevaron a cabo los tratamientos
con 500 pM de AICI; por 10 horas. [ : testigo; M : AICI; (500 pM); l : teobromina (555uM); I :
teobromina (555 pM) y AICl; (500 uM). La grafica representan el resultado de dos experimentos por
duplicado + DE.
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3.4 DISCUSION

La determinacién de la actividad enzimética de la CS ha sido un reto para varios
investigadores (Shimpl et al., 2015; Mazzafera et al., 1994). En este estudio fue necesario
establecer las condiciones para lograr determinar exitosamente la actividad de esta
enzima. En el cuadro 3.1 se muestra el resultado de la actividad enzimética obtenida en
un extracto crudo de proteinas de suspensiones celulares de C. arabica L., la actividad
detectada (1.2 pkat/mg de proteina) fue menor a la actividad reportada por Kato et al.,
(1996) (11 pkat/mg de proteina) y mayor a la reportada por Schimpl et al., (2014) (20
fkat/mg de proteina), quienes analizaron la proteina purificada de la CS en semillas de
Guarana y C. arabica L. respectivamente. Estos datos fueron consistentes con lo
reportado por Mazzafera et al., 1994, el cual indicé que la actividad especifica de la
proteina purificada en semillas de C. arabica L. fue solo del 5% comparado con lo
obtenido en el extracto crudo, concluyendo que la proteina puede ser labil al proceso de
purificacién. En este estudio se logré detectar la actividad enzimatica de la CS sin ningun

proceso de purificacion.

Después de establecer las condiciones para medir la actividad enzimatica de la CS en las
suspensiones celulares de C. arabica L., se logré demostrar que el tratamiento con 500
uM de AICI; increment6 1.8 veces la actividad enzimatica, en comparaciéon a las células
testigo (Figura 3.1). Este incremento podria deberse a un mecanismo de respuesta que
regula el aumento de la actividad enzimética bajo el estrés generado por el AICls,
condicion en la cual se catalizaria en mayor proporcién la produccion de cafeina en las
células (resultados observados en el capitulo Il). Este es el primer estudio llevado a cabo
en un sistema in vitro de suspensiones celulares de C. arabica L., donde se demostré que
el estrés por metales puede generar un efecto positivo en la via de biosintesis de la
cafeina. Por otra lado, los datos obtenidos en este estudio pudieron ser correlacionados
con el reporte de Shchimpl et al., (2014), quién reportd en el tejido inmaduro de las
semillas de Guarana, el nivel de mayor actividad enzimética de la CS y también un pico

de acumulacion de la cafeina.

Por otra parte, se evalud la actividad enzimatica de la CS en células tratadas con la
teobromina (Figura 3.1). En esta condicién de cultivo con o sin el tratamiento de AICls, la
actividad enzimatica de la CS también incremento hasta 1.8 veces, en comparacion a las

células testigo. Este resultado sugiere que la teobromina adicionada en los cultivos de

57



CAPITULO IlI

células, activo el mismo mecanismo de respuesta que utilizaron las células tratadas con
AICI; y en ausencia de teobromina. Esto sugiri6 que la teobromina y el AICl; pueden
activar una ruta de sefializacion cruzada, la cual responde al incremento en la actividad de
la CS. Los resultados también indicaron que las células en presencia del precursor
ademas de mantener una alta actividad de la CS, también catalizan en mayor proporcion

la produccion de la cafeina, en comparacion a las células sin teobromina (Figura 2.6).

Los resultados obtenidos en este capitulo lograron demostrar que el estrés por AlCl;
incremento la actividad enzimatica de la CS; sin embargo, este factor de estrés también
podria regular a otras enzimas que se encuentran rio arriba de la ruta de biosintesis de la
cafeina, por lo cual se catalizaria la produccién de los precursores involucrados en la
biosintesis de cafeina. Los resultados obtenidos en este apartado podran ser
correlacionados con cambios generados por el tratamiento de las células con AICl; en los
niveles de expresion del gen que codifica a la CS. Finalmente, se podra sugerir si este
factor de estrés genera un posible mecanismo de regulacién a nivel transcripcional o post-

traduccional en la biosintesis de cafeina.
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CAPITULO IV

NIVELES DE TRANSCRITOS DE LA CS EN RESPUESTA AL AICI; EN
SUSPENSIONES CELULARES DE C. arabica L.

4.1. INTRODUCCION

El estudio de la regulacion transcripcional de las enzimas N-metiltrasferasas en la ruta de
biosintesis de la cafeina en cafeto, ha permitido entender cuales son los pasos
regulatorios mas importantes en la acumulacion biolégica de la cafeina (Kumar et al.,
2015a). Para detectar la expresion diferencial de un gen en distintas muestras biol6gicas,
ya sean en diferentes tipos de tejido o bajo diferentes condiciones experimentales, el
descubrimiento de la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR) ha
transformado el campo del andlisis de la expresion de genes en los organismos vivos. En
reportes previos esta herramienta se ha utilizado para analizar el nivel de expresion de la
CS en la planta de C. arabica en sus diferentes estadios de desarrollo frente a un estrés

bidtico especifico (Barsalobre-Cavallari et al., 2009).

La cafeina es uno de los compuestos mejor estudiados en semillas de café, y la
caracterizacion de su ruta metabdlica es de gran importancia para futuras estrategias del
cultivo. En C. arabica se ha reportado que las diferencias observadas en los perfiles de
transcritos de la CCS1 durante el desarrollo del fruto pueden deberse a mecanismos que
controlan la expresion del gen, como son mutaciones en la regién promotora, eventos
post-transcripcionales y estabilidad del mRNA (Suzuki y Waller, 1984; Koshiro et al.,
2006). En un estudio reciente se demostré que el aumento en los niveles de cafeina esta
correlacionado con el incremento en los niveles de trascritos de las enzimas involucradas

en su via de biosintesis en el endospermo del cafeto (Kumar y Giridhar, 2015).

En los capitulos 2 y 3, se demostré que el tratamiento de las células con AICI; incremento
la acumulacion de la cafeina y la actividad enzimética de la CS en las células de C.
arabica L. Para determinar si este tratamiento regula la biosintesis de cafeina a nivel
transcripcional, en este capitulo se propuso como objetivo, evaluar el efecto que genera el

AICI; en los niveles de expresion del gen que codifica a la CS.
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4.2. MATERIALES Y METODOS
4.2.1. Extraccion del ARN total por el método de Trizol

Las suspensiones celulares de C. arabica L. fueron filtradas al vacio, se tomaron 0.5 g de
células en peso fresco y se congelaron con nitrégeno liquido, luego se extrajo el ARN total
adicionando 1 ml del reactivo TRIZOL (Reagent, Invitrogen) en un mortero y se maceré
vigorosamente. La mezcla se transfirié en un tubo eppendorf de 1.5 ml, se le adicioné 300
ul de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1 viv) y 300 pl de fenol; luego se agitod
vigorosamente durante 15 seg e incubd durante 10 min a temperatura ambiente. El tubo
se centrifugé 20 min a 20,000 x g a una temperatura de 4°C, se colect6 300 pl de la fase
acuosa y se le adiciond 200 pl de alcohol isopropilico para precipitar el ARN. El
precipitado se incub6 a 4°C durante 1 h 30 min, luego se centrifugd a 12000 x g durante
10 min a 4°C, se lavé con 1 ml de etanol (Sigma, USA) al 70% en agua/dietilpirocarbonato
(DEPC) y se resuspendié en 25 pl de agua tratada con DEPC.

Para eliminar el ADN contaminante, el ARN extraido fue adicionado con 2 ul de la enzima
DNAasa (1u/ul) y 5 pl del amortiguador DNAasa (10X), se incub6 a 37°C x 5 horas en
bafio maria, esta reaccion se detuvo con 5 pl de EDTA 50 mM a 75°C. Para observar la
integridad del ARN extraido, las muestras se analizaron por electroforesis en un gel de
agarosa al 1% adicionado con Gel-Red 3X (Bioline) a 90 V durante 1 h. El ARN separado
en el gel se observd en un fotodocumentador de luz UV (Quantity One V.4.BIO-RAD). Por
otra parte, la cuantificacion de este ARN se llevdé a cabo mediante espectrofotometria
(Nanodrop 2000).

4.2.2. Sintesis del ADN complementario (ADNc)

El ADNc se obtiene a partir de una reaccion denominada como transcripcion reversa. La
mezcla de reaccion fue la siguiente: un tubo fue adicionado con 2.5 ul de ARN purificado
(200 ng/pl) de cada tratamiento, 1 pl (0.5 pg/pl) oligo dT y 9.5 pl de agua tratada con
DEPC. Posteriormente, el tubo se incubd en el termociclador a 65°C durante 5 min y
luego se mantuvo a 4°C por 2 min. Inmediatamente se le agreg6 4 ul de amortiguador de
la transcriptasa reversa (RT) 5X, 2 pl 10 mM dNTPs y 1 pl de la enzima transcriptasa
reversa RervertAid (200 U/ul) (Thermo Scientific). La mezcla se sometié a un ciclo de
sintesis de ADN a 43°C durante 50 min con un paso final de inactivacion y

desnaturalizaciéon de la enzima a 70°C por 10 min.
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4.2.3. Condiciones de reaccion de la PCR punto final y tiempo real

Las condiciones establecidas para lleva a cabo la PCR punto final fueron los siguientes: la
mezcla de reaccién contenia: 1 yl del ADNc como molde; 1 pl del amortiguador PCR 10X
con KCI; 0.8 pl 25 mM MgCl,; 0.75 pl 10 puM iniciador directo; 0.75 pl 10 pM iniciador
reverso; 0.8 pl 200 mM dNTP; 0.3 pl 5 U/ul Tag DNA polimerasa (Thermo Scientific) y H,O
DEPC a un volumen final de 10 pl. El ciclo de amplificacién de los iniciadores disefiados
de la CS fue el siguiente: 1 ciclo de desnaturalizacién inicial a 95°C durante 5 min, 40
ciclos de 95°C durante 40 min, 54°C durante 30 seg y una extensién final de 72°C durante

30 seg.

La mezcla de reaccion de la RT-gPCR fue la siguiente: 1 ug de ADNc como molde; 7.5 pl
de méaxima SYBR Green gPCR master Mix (2X)/ROX, 5 pl de H,O grado biologia
molecular, 0.75 pl 10 uM del iniciador directo de la CS y 0.75 pl 10 uM del iniciador
reverso de la CS hasta un volumen final de 15 pl. El ciclo de amplificacién fue el siguiente:
ciclo de desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 min, y 40 ciclos de 95°C durante 30

seg, 53°C durante 30 seg y una extension final de 72°C durante 30 seg.

4.2.4. Visualizacion de los productos de la PCR mediante electroforesis

Los productos de PCR fueron visualizados en un gel de agarosa al 2% (UltrapureTM
Agarose, Invitrogen), preparado con 1X Tris-acetato-EDTA (40mM Tris-acetato, 1 mM
EDTA) y se tifieron con una solucibn 3X de Gel-Red (Biotium). El volumen de carga
utilizado fue de 4 pl, previamente mezclados con 2 pl del amortiguador de carga (Sigma-
Aldrich) y 2 pl del producto de PCR. La electroforesis se realizé a 90 V durante 60
minutos. La visualizacion del gel se realizé en un transiluminador de luz UV (Ultralum,
Claremont, CA, USA). Las bandas separadas se compararon con un marcador de peso

molecular de 1 Kb (Bioline).
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4.2.5. Disefio de los iniciadores para la amplificacion del gen que codificaala CS

Para el disefio de los iniciadores, se tomé como base la secuencia del gen que
codifica a la cafeina sintasa (CS o CSS1) de C. arabica (GenBank, AB086414.1)
(Figura 4.1). Tomando en cuenta dicha secuencia, se realiz6 un alineamiento de
secuencias de nucleétidos (BLAST) con la base de datos de SOL Genomics
Networks que cuenta con el genoma de C. canephora. El alineamiento de
nucleétidos demostro la presencia de diez genes que presentaron un alto porcentaje
de identidad al de la CS (Cuadro 4.1). Estas secuencias de nucleétidos se
convirtieron a secuencias de aminodcidos, y en base a estas, se generd un arbol
filogenético de aminoacidos (Figura 4.2), el cual permitié seleccionar a los genes que
codifican a las enzimas de mayor similitud, para disefiar los iniciadores especificos
de la CS en base a las secuencias no conservadas. La ubicacion de los iniciadores
disefiados en la secuencia parcial del gen de la CS en C. arabica L. se muestra en el
cuadro 4.2. Se disefiaron 5 pares de iniciadores denominados como FCCS1/RCCS1,
CCSFW/CCSRV, CCSF-1/CCSR-1, CCSF-2/CCSR-1, CCSF-3/CCSR-3, los cuales

amplifican fragmentos de 131, 68, 225, 211, 177 pb, respectivamente (Cuadro 4.3).

1 at ggagct cc aagaagtcct gcatatgaat ggaggcgaag gcgat acaag ctacgccaag
61 aactcatcct acaatctgtt tctcatcagg gtgaaacctg tccttgaaca atgcatacaa
121 gaattgttgc gggccaactt gcccaacatc aacaagtgct ttaaagttgg ggatttggga
181 tgcgcttctg gaccaaacac attttcaaca gttcgggaca ttgtacaaag tattgacaaa
241 gttggccagg aaaagaagaa tgaattagaa cgtcccacca ttcagatttt tctgaatgat
301 cttttccaaa atgatttcaa ttcggttttc aagttgctgc caagcttcta ccgcaatctt
361 gagaaagaaa atggacgcaa aataggatcg tgcctgatag gcgcaatgcc cggctctttc
421 tacagcagac tcttccccga ggagtccatg cattttttac actcttgtta ctgtttgca
481 tggttatctc aggttcccag cggtttggtg actgaattgg ggatcagtgc gaacaaaggg
541 tgcatttact cttccaaagc aagtggtccg cccatcaaga aggcatattt ggatcaattt
601 acgaaagatt ttaccacatt tcttaggatt cattcggaag agttgatttc acgtggccga
661 atgctcctta ctttcatttg taaagaagat gaattcgacc acccgaattc catggactt

721 cttgagatgt caataaacga cttggttatt gagggacatc tggaggaaga aaaatt ggat
781 agcttcaatg ttccaatcta tgcaccttca acagaagaag taaagcgcat agttgaggag
841 gaaggttctt ttgaaatttt atacctggag actttttatg ccccttatga tgctggcettc
901 tctattgatg atgattacca aggaagatcc cattcccctg tatcctgcga tgaacatgct
961 agagcagcgc atgtggcatc tgtcgttaga tcaatttacg aacccatcct cgcgagt cat
1021 tttggagaag ctattttacc tgacttatcc cacaggattg cgaagaatgc agcaaaggtt
1081 ctccgctcgg gcaaaggctt ctatgatagt gttatcattt ctctcgccaa aaagccggag
1141 aaggcagaca tgtaaaagtt tgtttttagt tggtttttgt gttgtggttt gtttttagat
1201 atg

Figura 4.1 Secuencia del gen que codifica a la CS (GenBank, AB086414.1).
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Cuadro 4.1 Alineamiento de la secuencia de nucleétidos de la CS (GenBank,

AB086414.1) con la base de datos del genoma de C. canephora reportado en SOL

Genomics.
3. T-dimetilcanting M- metitransferasa Ccl1_gOoT20 95,39
Teobroming sintasa 2 Cc09_gDEIsn 91.45
Putativo de cafeina sintasa 4 (CCE-L4) Cel9 ghBESSD B0.55
Monometixaniina melifransferasa Ce00_g24720 Ba.7
T-metixaniosing sintasa Ce09 gOesrn 9324
7- metilxantosina siniasa CeD9 gheaTo 8846
Putativo de la cafeina sintasa 3 (CC5-13) Cc02_gD%3sn 6.4
Putativa de la caleina sintasa 3 (CCS-L3) CeQ2_g0%asn B3.33
3,7-gmetllxantna M- meliitransfarasa Cels_go7000 8999
Putativo de |a cafeina sintasa 3 (CCS-L3) Cc09_go6ago 8673

LES

yoo Cafeing sintasa 1 (ABOEGL14 1), C. aratuca
A | _l 3, T-chimstibcarting N-metifransferssa (Col gD0T20), C. canephora
4— Calpina sintasa 1 (SNGE-LIIS02EL), C. arabica
Teobromina simasa 2 (Cel% gO&I60), C. canephora

.

|

- T-matilxaniosing sintasa 1 [Celd glGETH), . canephoes
_-"‘-"I Putativo de ta cafeing sintasa 4{CclA gl6S50), C. cansphora
160 ]—L 1, 7= dimetilxantong M- melftrahsferasa (Col gOT000), C. canophora
B — Putityo de la caleina simtesa 3 (Col gle330), C. canephora

Putilve de |2 caleing sintasa 3 (Ced2 giF3as0), C. canephara
Caleing sintasa (BAETHT30.1), Theobrama cacss
I I [ Tecbroming sintass [BAETITER 1), Camelia plilophyila
ol Cafeina sintasa (BAB122TE.1).Canellis sinersis
Pulstive de la cafeina smiasa 3 {Celd gldT30), €. canephoss

Putatva de bs caleina sirfasa 3 (Ccll gl2230), C. cansphora
- 35— Plutativa de la catelna sintasa 4 (CcO0 g28010), T, canaphara
El '-— Putativo de la cafeina sintasa 4 {Ccl gl04E0), C. caneaphora
41-1!‘_‘ Putativo de | cafeing sintasa 4 (Ccl g02900), C. canephofa
41 e Pt die b catfeina sidieia d (Col g0EAST), C. canephora
———

50

Figura 4.2 Arbol filogenético de secuencias de aminoéacidos de proteinas con
actividad N-metiltransferasa. EI marco en color rojo indica las tres proteinas con
mayor similitud al de la CS de interés. El arbol filogenético se realiz6 con el software
MEGA version 6.0, en el cual se compararon las secuencias de aminodacidos

mediante un método de tipo méaxima parsimonia con un bootstrap de 1000 réplicas.
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Cuadro 4.2 Ubicacion de los iniciadores disefiados que corresponde al

dominio N-metiltransferasa de la CS, se utilizé6 el software FastPCR

version 6.5 para verificar la factibilidad de los iniciadores.

Iniciador Ubicacion

FCCS1 673-702
RCCS1 T77-803
CCSFW 404-4713
CCSRW 445-471
CCSF1 926-948
CC5R-1 1130-1150
CCSF-2 940-959
CCSF-2 1130-1150
CCSF-3 §37-956
CC5R-2 1092-1113

4.2.6. Disefio de los iniciadores del gen que codifica a la tubulina

Para la evaluacion de los cambios en los niveles de expresion del gen CCS1 en células

tratadas con aluminio, era necesario elegir un gen que tuviera un perfil de expresion

constante para la realizar la normalizacién de los datos. El gen de referencia utilizado en

este estudio fue la tubulina y los iniciadores se disefiaron en base a la secuencia
reportada por SOL Genomics Network (>Cc07_g03260 (TUBa2) Tubulin alpha chain).

Este gen se expresa constitutivamente en todas la células y es utilizado comunmente

como control en estudios de amplificacion a través de PCR en tiempo real (RT-gPCR)

(Zhang et al., 2000). Los oligonucleétidos disefiados fueron resuspendidos en H,O-DEPC

a una concentracion de 100 uM y fueron almacenados a -20°C hasta su uso (Cuadro 4.3).
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Cuadro 4.3 Iniciadores utilizados para la amplificacion del gen de la CS y el

gen de la tubulina por la PCR en este estudio.

niciadores ecuencia i m amano
(*C) asperado
a0 55

TTCATTTGTAAAGAAGATGAATTCGACCAC -
RCCS1 GCATAGATTGGAACATTGAAGCTATCC 27 54.3 o
CCSFW CAATGCCCGGCTCTTTCTAC 20 559
CCSRV GTAACAAGAGTGTAAAARATGCATGGA 27 53.9 =
CC5F-1 TAAGATCCCATTCCCCAGAATAC 23 53.1
CCSR-1 CTGACTTCTCTGGTTTTTTIGG 21 51.9 “
CCSF-2 CCAGAATACAGCGATGAACA 20 51.7
CCSF-2 CTGACTTCTCTGGTTTITTTGG 21 51.9 “
CCS5F-3 CCTGTATCCTGCGATGAACA 20 53.7

177

CCSR-3 AACACTATCATAGAAGCCTTTG 22 49.8

TuBa-FW GTGCCCAACTGGGTTCAA 18 55.8
209
TuBa-RV CCTTCCTCCATACCTTCACC 20 54.6
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4.3. RESULTADOS
4.3.1. Extraccion del ARN total

La obtencion del extracto de ARN total en las muestras de suspensiones celulares de C.
arabica L. mantenidas en luz, se llevdé a cabo como se describié en la secciéon 4.2.1 de
Materiales y Métodos. El resultado demostré la separacion de las subunidades 28S, 18S'y
5S del ARNIr, indicando que el ARN extraido de las muestras fue de buena calidad (Figura
4.3,A); sin embargo, estos extractos de ARN tuvieron que ser tratados con la enzima
DNAasa para eliminar la contaminacion del ADN gendémico, el cual pudo causar

interferencia en la obtencion del ADNc (Figura 4.3,B).

Los extractos de ARN obtenidos de células fueron cuantificados y se demostré que
estaban a una concentracion entre 1200 y 2000 ng/ul. La proporcion de la calidad
espectral en los extractos fue de 2, de esta manera también se comproboé la obtencion de

un ARN con buena pureza.

A == B[

285 —3 i
188 —>|
58 —>

Figura 4.3 Extraccién de ARN total en suspensiones celulares de C. arabica L. de 14 dias

de ciclo de cultivo mantenidas en luz (8.3W/m2). Los extractos de ARN fueron analizados
mediante electroforesis. El resultado muestra la separacion de las subunidades 28S, 18S,
5S ribosomales. A) Extraccion de ARN, (1-2) muestras de ARN (duplicados); B) Muestras
de ARN sometidas a tratamientos con DNAasa | por 5 horas. Los geles se prepararon al

1% con agarosa y se tifieron con solucion Gel Red 3X (Biotium).
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4.3.2. Seleccion del iniciador especifico para la amplificacion del gen CS

Con el objetivo de evaluar la utilidad de los pares de iniciadores disefiados para amplificar
el gen de la CS, se desarroll6 una reaccion de PCR, en la cual se utilizé el ADNc que fue
sintetizado del ARN extraido en células de C. arabica L., mantenidas en radiacion
luminosa. Los pares de iniciadores que fueron probados en esta reaccion, son los
enlistados en el Cuadro 4.1. El ciclo de amplificacion de estos iniciadores por PCR punto
final y tiempo real, es el que se describi6 en la seccion 4.2.3. Los productos de
amplificacién fueron separados en una electroforesis en gel de agarosa al 2% y se

visualizaron como se menciond en la seccion 4.2.4.

El resultado del experimento descrito en el parrafo anterior, se muestra en la Figura 4.4.
El producto de amplificacion por PCR del gen CS, obtenido con el uso del par de
iniciadores FCCS1/FCCS2, demostré la separacion de una banda cercana a los 250 pb,
mismo que no estuvo de acuerdo al tamafio esperado de 131 pb. Los pares de iniciadores
CCSFW/CCSRV, CCSF1/CCSR1, CCSF2/CCSR1 y CCF3/CCSR3 amplificaron un
producto de PCR que se separé de acuerdo al tamafio esperado de 68, 225, 211y 117 pb
respectivamente. Los iniciadores del gen de referencia Tuba-FW/ Tuba-RV amplificaron
un producto de PCR del tamafio esperado a 209 pb. Este primer resultado demostré la
amplificacién exitosa del gen de la CS; sin embargo, al observar el gel se observa que
algunas reacciones de PCR amplificaron hasta 3 bandas, sugiriendo que no todos los

iniciadores fueron especificos.

Para demostrar cuales eran los pares de iniciadores ideales para la amplificacién del gen
de la CS, estos también fueron probados mendiante RT-qPCR. El resultado mediante este
andlisis indico que de todos los iniciadores disefiados para amplificar el gen de la CS, solo
el par CCSFW/CCSRV y CCS-F3/CCS-R3 fueron especificos y no formaron dimeros
entre ellos durante la reaccion de amplificacion. Entre estos dos pares de iniciadores, el
par CCS-F3/CCS-R3 fue el que presentd mayor eficiencia durante la reaccion de PCR,
por eso para llevar a cabo la amplificacion del gen que codifica la CS y analizar el nivel de

sus transcritos, se decidio utilizar este par de iniciadores.
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Figura 4.4 Amplificacion del gen de CS a partir del ADNc obtenido de suspensiones celulares de
Coffea arabica L. En el carril 1: Marcador de peso molecular de 1Kb. El producto de amplificacion
del gen de la CS con el uso del par FCCS1/FCCS2: carril 2 y 3; CCSFW/CCSRV: carril 4 y 5;
CCSF1/CCSR1: Carril 6 y 7; CCSF2/CCSR1: carril 8 y 9; CCSF3/CCSR3: carril 10 y 11. La

amplificacion del gen de referencia con el uso de los iniciadores TubaFW/TubaRV: carril:12.

4.3.3. Andlisis de los niveles de trascritos de la CS mediante PCR punto final

Después de seleccionar el par de iniciadores CCSF3/CCSR3 para amplificar el gen de la
CS; se analizé el efecto que genera el AICI; en los niveles de transcritos de este gen,
mediante la reaccién de PCR punto final. En esta reaccion se utilizd el ADNc obtenido de
células de C. arabica L. que fueron tratadas en ausencia o presencia de 555 pM de
teobromina por 14 dias y que fueron sometidas al tratamiento con 500 uM de AICI; por 10

horas.

El resultado de la separacion de los productos de PCR punto final, mediante electroforesis
en gel de agarosa al 2%, se realiz6 como se describidé en la seccion de Materiales y
Métodos. En la Figura 4.5 se muestra la separacion de los fragmentos correspondientes al
marcador molecular de 1Kb. Entre el segundo y el cuarto carril se muestra la separacion
de un fragmento con un tamafio esperado de 177 pb para el gen de la CS y entre el quinto
carril al sexto se muestra el fragmento del gen de referencia de la Tuba con una tamafio

esperado de 209 pb, observado en cada uno de los tratamientos.
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El resultado demostré un incremento en los niveles de transcritos de la CS en las células
gue fueron tratadas con 500 uM de AICl; y que no fueron adicionadas con teobromina.
Este mismo nivel de expresion causado por el AlCI; se observo en las células adicionadas
con teobromina, y bajo estas condiciones no se observé cambios causados por el
tratamiento con AICl;. El resultado indicé que las células en presencia del precursor
(teobromina) mantienen altos los niveles de expresion del gen de la CS, por lo cual no es

necesario activar un mecanismo de respuesta frente al estrés causado por el AICls.

i
WM 5 M qe0 o . . 1ootP

pb

1000

Figura 4.5 Efecto del AICI; en el nivel de transcritos de la CS en células de C. arabica L. Las
células fueron tratadas sin o con teobromina y luego fueron mantenidas por 14 dias en radiacion
luminosa (8.3 W/m?), después de este tiempo se llevaron a cabo los tratamientos con 500 pM de
AICl; por 10 horas. Para la amplificacion del gen de la CS y el gen de referencia por PCR, se utilizé
el par de iniciadores CCS-F3/CCS-R3 y TuboFW/TubaRV respectivamente. MM: marcador de
peso molecular de 1 Kb. El producto de PCR se analizé en cada tratamiento. T: testigo; Al: AICI;
(500 uM); Teo: teobromina (555uM); Teo + Al: teobromina (555 pM) y AICI; (500 uM).

4.3.4. Andlisis de los niveles de trascritos de la CS mediante RT-qPCR

Se evalud el nivel de transcritos de la CS mediante RT-qPCR para comprobar los
resultados obtenidos por PCR punto final. Para determinar el efecto que genera el
tratamiento con AICIl; en los niveles de transcritos de la CS en células, se disefié un

experimento similar al descrito anteriormente, en el cual se extrajo ARN y se obtuvo el
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ADNCc de células de C. arabica L. tratadas en presencia o ausencia de teobromina 555 uM
y mantenidas en radiacion luminosa durante 14 dias de ciclo de cultivo; estas fueron
expuestas con 500 uM de AICI; durante 10 horas, también se generd un tratamiento
testigo al que solo se le adiciond un volumen proporcional de agua destilada. Las
muestras se utilizaron para obtener el cDNA de los diferentes tratamientos como se
describié en la seccion 4.2.2 y se llevé a cabo la reaccion de la RT-gPCR como se indico

en la seccién 4.2.3.

El resultado obtenido se muestra en la figura 4.6. Las células que fueron tratadas con
AICl; o teobromina, incrementaron 2.6 veces los niveles de trascritos de la CS, en
comparacion con el testigo. Este incremento se mantuvo en las células tratadas con
teobromina y AICls, lo cual demostré que el tratamiento de las células con AICl; no generé
cambios en los niveles de expresion de la CS en presencia de la teobromina. El resultado
sugirié que la teobromina y el AICI; actian en un mecanismo de sefializacion cruzada que
regula positivamente la expresion de la CS. Esto traeria como consecuencia que las
células expuestas con la teobromina se vuelvan insensibles al tratamiento AICl; en la

sobreexpresion de la CS.

F =
—

[ ]

—
T
|

Expresion relativa de la CS

%7/}

0
Figura 4.6 Andlisis de expresion del gen de la CS mediante RT-gPCR. Las células de C. arabica L

fueron tratadas sin o con teobromina y mantenidas por 14 dias en luz (8.3 W/mz), después de este
tiempo se llevaron a cabo los tratamientos con 500 uM de AICI; por 10 horas. Para la amplificacion
del gen de la CS y el gen de referencia por PCR, se utilizo el par de iniciadores CCS-F3/CCS-R3
y TubaFW/TubaRV respectivamente. El producto de PCR se analiz6 en cada tratamiento. [ :
testigo;l : AICI; (500 pM); [l : teobromina (555uM); @: teobromina (555 pM) y AICl; (500 pM). La
grafica representan el resultado de dos experimentos por duplicado + DE. La expresion relativa se

calculé en base al método 22°T (Livak y Schmittgen, 2001).
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4.4 DISCUSION

Para llevar a cabo el estudio del transcrito del gen que codifica a la CS en C. arabica L.,
se buscé la secuencia del gen de la CS reportada por Mizuno et al. (2003b) y que se
encuentra en la base de datos de Gen Bank. Esta secuencia se comparé con el genoma
de C. canephora y se encontraron 10 secuencias de genes que codifican enzimas N-
metiltransferasas con un alto porcentaje de identidad al del gen de la CS (Cuadro 4.1). La
presencia de todos estos genes en el genoma sugirid hacer un andlisis comparativo de la
secuencia de aminoacidos que codifican (Figura 4.2), teniendo como objetivo encontrar
las proteinas de mayor similitud. Entre las secuencias de genes que codificaron las
proteinas de mayor similitud al de la CS, se buscaron las secuencias no conservadas

para el disefio de los iniciadores especificos (Cuadro 4.3).

Para amplificar el gen de la CS se utilizo el método de la PCR. En esta reaccion se utilizd
el ADNc, el cual se obtuvo con el ARN de buena calidad extraido en las células de C.
arabica L. (Figura 4.3). Los iniciadores especificos para amplificar el gen de la CS y el
ADNc fueron utilizados para llevar a cabo la PCR punto final, los productos de esta
reaccién fueron observados mediante electroforesis en un gel de agarosa (Figura 4.4.), en
el cual se muestra la separacion del gen que codifica a la CS; por otra parte, mediante la
RT-gPCR se demostré que solo el par de iniciadores CCSF3/CCSR3 fue eficiente en la

reaccion para amplificar este gen y no generé dimeros entre los iniciadores.

Luego de establecer las condiciones para amplificar el gen de la CS, se observo el efecto
que produce el tratamiento con 500 pM de AICl; en el nivel de transcritos del gen que
codifica a la CS en células de C. arabica L., que fueron tratadas con o sin teobromina. El
resultado de la PCR punto final se analiz6 mediante electroforesis en un gel de agarosa y
se demostro que las células tratadas con AICl; incrementaron los niveles de expresion de
la CS (Figura 4.5). El resultado sugirié que el incremento en la acumulacion de cafeina en
las células tratadas con AICI; (Figura 2.7), es dependiente en la expresion del gen de la
CS. Esto puede ser correlacionado con lo reportado por Perrois et al., (2014), en donde se
indic6 que la acumulacién de cafeina en especies de Coffea, se modula por una

regulacién a nivel transcripcional.

El experimento que se describié en el parrafo también se comparé mediante RT-gPCR y

se observé en el resultado que las células tratadas con AICl; y/o en presencia de
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teobromina incrementaron hasta 2.6 los niveles de transcritos (Figura 4.6). Estos datos
demostraron que la regulacion de la biosintesis de la cafeina bajo el estrés del AICI;, fue a
nivel transcripcional. Este incremento en el nivel de expresion del gen de la CS también
fue dependiente con el aumento en la actividad enzimética de la CS (Figura 3.1), lo cual
ocasiond la induccion de la cafeina (Figura 2.7). Los resultados sugieren un cruzamiento
entre las cascadas inducidas por AICl; y teobromina, las cuales regulan a nivel
transcripcional la acumulacién de la cafeina en células. Los datos obtenidos pudieron ser
correlacionados con lo reportado por otros autores, los cuales indicaron que la regulacién
transcripcional es uno de mejores pasos regulatorios en la acumulacion biolégica de la
cafeina; entre estos autores, Kumar y Giridhar, (2015) demostraron que el tratamiento de
plantulas de cafeto con 50 y 500 uM de &cido salicilico (AS) incrementaron la expresion
de los genes que codifican enzimas N-metiltransferasas involucradas en la biosintesis de

cafeina.

En otro estudio llevado a cabo en el endospermo del café se demostré6 que los
tratamientos con 50 uM de AS reprimieron el nivel de trascritos de la CS; sin embargo, los
tratamientos con 500 UM indujeron el nivel de sus transcritos, y fue consistente con lo
obtenido en este estudio bajo el tratamiento de 500 uM de AICI; en las células. El estrés
gue genera el aluminio podria afectar la maquinaria transcripcional y traduccional lo que
ocasionaria una mayor expresion y sintesis de la enzima como mecanismo de defensa.
Esta respuesta podria ser similar al efecto que producen otros factores de estrés como la
salinidad y la sequia que generan una respuesta transcripcional de los genes N-
metiltransferasas las primeras 24 horas de tratamiento en el endospermo de café (Kumar
et al., 2015b).

Los resultados obtenidos en este capitulo, permitieron demostrar que el estrés por AlCl3
regula positivamente el nivel de transcritos del gen que codifica la CS en células de C.

arabica L.
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CAPITULO V
DISCUSION GENERAL

Las plantas tienen la habilidad de reconocer sefiales ambientales especificas como el
ataque bidtico y pueden promover rutas de transduccion de sefiales que le permiten la
biosintesis de compuestos de defensa (Okada et al., 2015); entre estos, se encuentran los
alcaloides que son uno de los grandes grupos de metabolitos secundarios en plantas
econOmicamente relevantes. En las plantas, los alcaloides tienen actividad biolégica de
gran importancia y poseen propiedades farmacéuticas. El estudio de los mecanismos de
percepcion ambiental y la transduccion de estas sefiales externas que activan la ruta de
biosintesis de alcaloides, permite entender el papel ecolégico de estos compuestos
(Pasquali et al., 2006). En la actualidad, poco se sabe acerca del efecto que genera el
estrés por metales en la ruta del metabolismo secundario en plantas. Por lo cual, en este
estudio se evalud la relacion entre el estrés por AICI; y la ruta de biosintesis de cafeina en

suspensiones celulares de C. arabica L.

En estudios previos, se ha demostrado que el estrés ambiental como el ataque de
patégenos, la radiacion luminosa, los iones metdlicos, la deficiencia de nutrientes y la
temperatura frecuentemente incrementan la acumulacion de metabolitos secundarios. Por
lo cual, la elicitacidon se ha utilizado como una estrategia para inducir la sintesis de novo
de metabolitos secundarios en cultivos in vitro de plantas (Ramakrishna y Ravishankar,
2011; Karuppusamy et al., 2009). Se ha determinado que el ién metalico Cu** tiene un
efecto estimulatorio en la acumulaciéon de betaninas en cultivos de callos de Amaranthus
caudatus. También se ha observado que el tratamiento con 25 yuM de AICl; incrementé el
contenido de hiosciamina en raices de Datura innoxia (Angelova et al., 2006; Karimi y
Khataee, 2012). Estos reportes pudieron ser correlacionados con los resultados
obtenidos en este estudio, en donde se logré demostrar que el tratamiento con 500 uM de
AICl; incrementd los niveles de cafeina en las células de C. arabica L., observando el pico
de acumulacion de cafeina a las 10 horas del tratamiento durante la evaluacion de un

curso temporal (Figura 2.7).

Se ha reportado que el pico de acumulacién de la cafeina, se correlaciona con el punto de
mayor actividad de la CS en semillas inmaduras de guarana (Schimpl et al., 2014). En

este estudio también se demostré que el incremento de la actividad enziméatica de la CS
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en células tratadas con 500 uM de AICI; (Figura 3.2), esta correlacionado positivamente
con el aumento en la acumulaciéon de la cafeina. En adicién, el incremento de la actividad
de la enzima también se observé en las células adicionadas con teobromina, sin embargo;
en estas condiciones, el tratamiento con AICl; no gener6é cambios en la actividad de la CS.
Los resultados sugirieron que las células tratadas con AICl; activaron una ruta de
sefalizacién que indujo reacciones de defensa, por lo cual se indujo actividad de la
enzima que cataliza la produccién de cafeina. Por otra parte, la teobromina y el AICl;
podrian actuar como moléculas de sefializacion en la ruta que regula positivamente la
biosintesis de cafeina; esto explicaria porque las células en presencia de la teobromina
son insensibles al tratamiento con AICls, en el incremento de la actividad enzimatica de la

CS y en los niveles de expresion de esta enzima.

Por otra parte, los cambios en los niveles de expresion del gen que codifica a la CS
(Figura 4.6), fueron correlacionados coordinadamente con el efecto generado por AICI; en
la actividad enzimatica de la CS, bajo las mismas condiciones experimentales. Esto indico
gue el estrés por AICl; puede actuar en una ruta de transduccion de sefiales que regula a
nivel transcripcional la biosintesis de cafeina. La regulacién transcripcional de la CS
también se ha observado en semillas inmaduras de guarand, en las cuales se determiné
el nivel mas elevado de expresion del gen que codifica la CS, el punto de mayor actividad

de la enzima y también la mayor acumulacion de la cafeina (Schimpl et al., 2014).

En la literatura se ha indicado que el estrés por metales y el estrés bidtico pueden
compartir moléculas de sefializacion en comun. Esta relacion ha sugerido que existe un
mecanismo de defensa que involucra la activacién de rutas de sefalizacion cruzada en
respuesta a ambos tipos de estrés, los cuales pueden incrementar la concentracién de
Ca?* citoplasmatico y las especies reactivas de oxigeno (ROS). Estas ultimas podrian
actuar en una ruta de sefalizacibn que responde a la biosintesis de metabolitos
secundarios como mecanismo de defensa (Ramakrishna y Ravishankar, 2011;
Poschenrieder et al., 2006). En nuestro grupo de laboratorio, recientemente se ha
demostrado que el estrés por AICl; increment6 la produccion de las ROS en células de C.
arabica L. (datos no publicados). Es por ello que en este estudio, se sugiere que las ROS
pudieran ser moléculas de sefalizacion que inducen positivamente la ruta de biosintesis

de cafeina en respuesta al estrés por AICl;.
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Los resultados obtenidos en este estudio fueron integrados en un modelo (Figura 5.1) que
muestran el modo de accion que tiene el estrés por AICI; en la ruta de biosintesis de

cafeina en células de C. arabica L. Se puede observar que el AP**

regula positivamente la
ruta de biosintesis de la cafeina. Se sugiere que esta regulacion pudiera llevarse a cabo
mediante la activacion de una ruta de transduccién de sefales, a través de moléculas de

I** como los iones de Ca*" y ROS. La relacion

sefializacién inducidas por el estrés del A
entre el estrés por aluminio con la ruta de biosintesis de cafeina, indic6 que este metal
puede ser utilizado por las plantas para activar rutas del metabolismo secundario como

mecanismo de defensa.
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Figura 5.1 Modelo propuesto del efecto que produce el estrés por A** en la ruta de biosintesis de
cafefna en células de C. arabica L. El AI** puede entrar al citoplasma de la célula a través de un
receptor especifico del aluminio (Nratl). Una vez dentro de la célula, el Al® puede activar una ruta
de transduccién de sefiales que regula positivamente los niveles de expresion del gen que codifica
a la cafeina sintasa (CSS1). Esta respuesta se relaciona coordinadamente con el incremento en la
actividad enzimatica de la CS y con el aumento en los niveles enddgenos y exdgenos de cafeina.
Por otra parte, el precursor de la biosintesis de cafeina (teobromina) también pudiera activar un
mecanismo de sefializacion similar al generado por el A**, lo cual implica una regulacién positiva
en la ruta de biosintesis de cafeina. El AI** puede inhibir canales de calcio (VDCC), esto genera un
incremento en la concentracion de Ca®* citoplasmatico, este ion y las especies reactivas de
oxigeno (ROS) se sugiere que actian como moléculas de sefalizacion que estan relacionados con

la regulacion positiva en la ruta de biosintesis de cafeina.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
6.1. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio demaostraron que el estrés producido por el AICl;
incremento la acumulacion de la cafeina en células de C. arabica L. Este incremento
puede deberse a que el AICl; actia como inductor de la CS, porque se observd un
aumento en la expresion del gen y en la actividad de esta enzima. En este estudio se
logré entender que el control transcripcional de la CS, es un mecanismo clave que esta
involucrado en la regulacion de la biosintesis de la cafeina, cuando las células estan en

condiciones de estrés por AlCls.

También se puede concluir que la acumulacion de la cafeina es regulada a nivel

transcripcional.
De los resultados generados en este estudio se obtuvieron las siguientes conclusiones:

El estrés generado por AICl; en las células de C. arabica L. incrementa los niveles

enddgenos y exogenos de la cafeina.

La regulacién de la acumulacion de la cafeina en las células de C. arabica L. cultivadas en
presencia de teobromina fue a nivel transcripcional, debido a que sinérgicamente
incremento el nivel del transcritos del gen que codifica a la CS, la actividad enzimatica de

esta enzima y el nivel de acumulacion de la cafeina.

La teobromina y el AICl; en las células de C. arabica L., actiGan en un mismo mecanismo
de sefalizacién involucrado en el incremento de la actividad enzimética de la CS y en el

aumento de los niveles de expresion del gen que codifica esta enzima.

La teobromina exdgena generd insensibilidad al tratamiento con AlICl; en las células, tanto
en la actividad enzimatica de la CS, como en el nivel de los transcritos del gen que

codifica a la enzima.
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CAPITULO VI

6.2. PERSPECTIVAS

Este estudio permitié entender el tipo de regulacion transcripcional que se lleva a cabo en
la ruta de biosintesis de cafeina, como respuesta al estrés de 500 uM AICI; en células de
C. arabica L. Los resultados sugieren que las células inducen la biosintesis de cafeina
como un mecanismo de defensa. Sin embargo, después de obtener estos resultados aun
se proponen llevar a cabo otros experimentos que permitan entender los mecanismos de
respuesta que involucran la induccién de la cafeina. Por lo tanto se han sugerido llevar a

cabo los siguientes experimentos:

Determinar si otras concentraciones de AICl; inducen la biosintesis de cafeina, por lo cual
se evaluaria el tratamiento dosis-respuesta de diferentes concentraciones de AICI; en la

acumulacion de la cafeina en suspensiones celulares de C. arabica L.

Determinar cudl de las cafeinas sintasas presentes en el genoma de C. arabica. L.,
responde positivamente en la ruta de biosintesis de cafeina, por lo cual se debera purificar

a la proteina.

Estudiar el trascriptoma y el proteoma de células de C. arabica L. bajo el estrés del AlCI3,
para observar cuales son los genes y proteinas clave que son regulados en la induccién

de la cafeina.

Evaluar si la concentracion de compuestos fendlicos estan involucrados en la retencién o

exudacion de la cafeina en células de C. arabica L. en respuesta al estrés por AlCls.
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