)

\

>
Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C.

Posgrado en Ciencias Bioldgicas

Analisis fisiologico, bioquimico y molecular del
desarrollo y maduracion del embrién somatico de

Musa
Adrian José Enriquez Valencia
En opcion al titulo de
DOCTOR EN CIENCIAS
(Ciencias Bioldgicas: Opcion Bioguimica y Biologia Molecular)
Mérida, Yucatan, México

2019






CENTRO DE INVESTIGACION CIENTIFICA DE YUCATAN, A. C.

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

RECONOCIMIENTO

Por medio de la presente, hago constar que el trabajo de tesis del M.C. Adrian José
Enriguez Valencia titulado “Analisis fisiol6gicos, bioquimicos y moleculares de la
maduracion del embrién somatico de Musa”, fue realizado en los laboratorios de la Unidad
de Bioquimica y Biologia Molecular de Plantas del Centro de Investigacion Cientifica de
Yucatan, A.C., bajo la direccién de la Dra. Rosa Maria Escobedo Gracia-Medrano, dentro
de la opcién de Biogquimica y Biologia Molecular, perteneciente al Programa de Posgrado

en Ciencias Biolbgicas de este Centro.

Atentamente.

Dra. Clelia de la Pefia Seaman

Directora de Docencia

Mérida, Yucatan, México, 01 de febrero del 2019







DECLARACION DE PROPIEDAD

Declaro que la informacion contenida en la seccibn de Materiales y Métodos
Experimentales; asi como los Resultados y Discusion de este documento proviene de las
actividades de experimentacion realizadas durante el periodo que se me asigné para
desarrollar mi trabajo de tesis, en las Unidades y Laboratorios del Centro de Investigacion
Cientifica de Yucatan, A.C., y que a razon de lo anterior y en contraprestacién de los
servicios educativos o de apoyo que me fueron brindados, dicha informacion, en términos
de la Ley Federal del Derecho de Autor y la Ley de la Propiedad Industrial, le pertenece
patrimonialmente a dicho Centro de Investigacion. Por otra parte, en virtud de lo ya
manifestado, reconozco que de igual manera los productos intelectuales o desarrollos
tecnolégicos que deriven o pudieran derivar de lo correspondiente a dicha informacion, le
pertenecen patrimonialmente al Centro de Investigacién Cientifica, A.C., y en el mismo
tenor, reconozco que si derivaren de este trabajo productos intelectuales o desarrollos
tecnolégicos, en lo especial, estos se regirdn en todo caso por lo dispuesto por la Ley
Federal del Derecho de Autor y la Ley de la Propiedad Industrial, en el tenor de lo expuesto

en la presente Declaracion.

Firma:

Nombre: M. en C. Adrian José Enriquez Valencia







Este trabajo se llevd a cabo en la Unidad de Bioquimica y Biologia Molecular de Plantas del
Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, Titulado “Analisis fisiolégico, bioquimico y
molecular del desarrollo y maduracion del embriéon somatico de Musa” bajo la direccion del

Dra. Rosa Maria Escobedo Gracia-Medrano.







AGRADECIMIENTOS

Agradezco al CICY por darme la oportunidad de realizar mis estudios de posgrado a lo largo
de estos afios, agradezco de manera especial a la unidad de Bioquimica y Biologia
Molecular de plantas (UBBMP) por haberme proporcionado las instalaciones para el

desarrollo del trabajo de investigacion.
Al CONACYT por la beca otorgada No. 378177.

De manera especial agradezco a la Dra. Rosa Maria Escobedo Gracia-Medrano por
haberme brindado la oportunidad de realizar el trabajo de investigacidon en su grupo de
trabajo, de igual manera por darme su apoyo a lo largo de estos afios y en los cuales tuvo

mucha paciencia y confianza en mi.

Al comité tutoral conformado por la Dra. Rosa Maria Escobedo Gracia-Medrano, Dra.
Elizabeth Ortiz Vazquez, Dr. Felipe Vazquez Flota, Dr. Santy Peraza Echeverria por sus

observaciones durante mi formacién académica.

Al comité evaluador para la obtencion del grado constituido por la Dra. Rosa Maria
Escobedo Gracia-Medrano, Dra. Elizabeth Ortiz Vazquez, Dr. Felipe Vazquez Flota, Dr.
Santy Peraza Echeverria, Dr. Gregorio Godoy Hernandez, Dr. Victor Manuel Aguilar
Hernandez, Dr. Luis Alfonso Saenz Carbonell.

Al Dr. Enrique lbarra Laclette por brindarme su apoyo y consejos a lo largo del proceso de

analisis bioinformatico de datos.

Al M. en C. Emanuel Villafan de la Torre por el apoyo con los programas para el andlisis del

transcriptoma.

Al técnico M. en C. José Roberto Ku Cauich por su apoyo durante el proceso de
embriogénesis somética, colecta de material en campo, mantenimiento de las lineas

celulares y todos los experimentos realizados a lo largo del proyecto.

A la técnica M. en C. Lucila Aurelia Sdnchez Cach por el apoyo proporcionado durante los

experimentos realizados para el andlisis de proteinas.







A la técnica M. en C. Rosa Maria Galaz Avalos por su apoyo en la realizacion de los

experimentos para el andlisis de parametros bioquimicos.

A la técnica M. en C. Miriam del Socorro Monforte Gonzélez por el apoyo brindado para la

preparacion de muestras para enviar a secuenciacion.

A mis amigos de laboratorio 22, Maharshi, Guadalupe, los cuales hicieron ameno mi

estancia en el laboratorio
A mis comparieros del CICY por su amistad brindada durante todo este tiempo.

A mis amigos del INECOL, Yoselin, Josué y Anahi por hacer amena mi estancia.







DEDICATORIAS

A Dios por darme fortaleza durante esta travesia, el cual fue un camino dificil, pero sin
embargo me dio la fuerza para poder acabar. Por brindarme la luz a lo largo de mi vida y

ensefiarme el buen camino.

A la Dr. Rosa Maria Escobedo G-M por darme todas las herramientas para poder seguir mi
propio camino, por tenerme mucha paciencia a pesar de todo mis retrasos, pero sobre todo

por apoyarme en todo momento a lo largo de este camino.

A mi esposa Yamily Yazmin Burgos Canul por tenerme paciencia durante este camino,
darme todo el amor durante las noches y darme fuerza para sacar adelante mi trabajo, te
dedico esta tesis con todo el corazén y gracias por todo el apoyo incondicional. Por ultimo,
agradezco por darme la excelente noticia que seremaos padres de una hermosa bebe, por
lo que a mi angelito en camino solo te puedo decir que te esperamos con ansias.

A mi madre, por darme amor y ensefiarme los valores los cuales me han permitido alcanzar

mi meta, gracias por darme todo el carifio durante esta etapa, te quiero mucho Mama.

A mi papé por animarme a lo largo de estos afios, por ensefiarme los valores y sobre todo

por estar conmigo incondicionalmente.

A mi hermana por escucharme, por darme animos, consejos, carifio y sobre todo su apoyo

a lo largo de este camino, gracias Dianey por estar conmigo.

A mis suegros por brindarme sus consejos y el apoyo a lo largo de este camino, de igual

manera a mi cufiadas y cufiado.







INDICE

INTRODUGCCION ...ttt e ettt e e e e e et ettt e e e e e e e eeetbb e e e eaeeeenennnnnes 1
(07N =1 o 011X 1 ISR 5
ANTECEDENTES ..ottt e e ettt et e e e e e e et e ettt e e e e e e e eenebeanes 5
L1 GENERO MUSA ...t 5
1.1. CLASIFICACION TAXONOMICA DEL GENERO MUSA. ...cciuviieiiiiieiiieeeiieesteessieeeasneaeenneee e 6
1.2. DESCRIPCION BOTANICA DE MUSA .....uiiiiiiiieetieeestee et e siteaesnteaeateaeataeeaseaeesnseeennseee e 6
1.3. PRODUCCION MUNDIAL DE BANANO .....ceeiutiteatereaseeeasseeeeasseseansessaseseasssssassseesssseessseesnnes 7
1.4. ENFERMEDADES DEL BANANO ... ..ueteiteteasteeeateeessseseesseesaassesaansessassseanssssassssesssseessssessnnes 9
1.5. PROPAGACION IN VITRO Y REGENERACION DE ESPECIES VEGETALES ....vvveeiviieeiiieeesiieens 10
1.5.1. EMBRIOGENESIS SOMATICA ....utiteiutieeateeeateesassaeeassseeeasseseansessaseseansssessssesssssesssssenans 10
1.5.2. MADURACION DEL EMBRION SOMATICO.....cuvvteitieeesieieessieeesseeeaseaesnseeesnsnesssssessssnenans 13

EMBRION SOMATICO EN CULTIVO IN VITRO ..uuiiiiieiiieeeiiee it e et e e eee e st e et e e et e e aneesannaeaneeenns 16
1.7. TRANSCRIPTOMICA EN PLANTAS. ... ctttttueetettieeeeetnseesestaeesestnaessatnnseesesnnaesesnnaeeesnnnaees 20
1.8, RNACSEQ ittt ittt 22
HIPOTESIS ..ottt ettt ettt et e et et e et e e ereeae et et essaneareeaens 26
OBJIETIVO GENERAL. ..cceii ettt e e e e 26
OBJETIVOS ESPECIFICOS. ..ottt ettt 26
ESTRATEGIA EXPERIMENTAL ...ttt e e 27




2.2.1. INDUCCION DE CALLO EMBRIOGENICO A PARTIR DE FLORALES MASCULINAS INMADURAS,

PROLIFERACION DEL CALLO E INDUCCION DE SUSPENSIONES CELULARES........coeevevvieereennnnnn. 38
2.2.2. MADURACION DE ES .. .ottt e e et e e e e e e s 39
2.3. GERMINACION DE ES MADUROS ... .cctuuieiiitteeeett e aeeetaaeeeatiseaesttsaaeestaaaeestn e aessaaaaenes 39
G T o] =11 U 7Y T 1 40

LOAY Y/ 7. 72 N TN 40
2.3.2. EXPERIMENTO DE MADURACION DEL EMBRION SOMATICO ....iiiviiieieiiiieeeeeiieeeeeiinneaaees 42
2.3.3. GERMINACION DE EMBRIONES SOMATICOS ...cvtuuiiiiiiiieeiiiiseeeettneeseaieeeeesnnseaeesnnneaeees 48
A I 1= o U ] ] 49
BIBLIOGRAFIA ..o e ettt e e e et e e e e b e e e e e e eenrena s 52
107N I 11101 L 1 PP PP PP 55

CAMBIOS FISIOLOGICOS Y BIOQUIMICOS EN EL EMBRION SOMATICO DE BANANO
CV. MANZANO (AAB, SUPGRUPO SILK) DURANTE SU PROCESO DE DESARROLLO-

MADURACION. ..ottt ettt ettt ettt ettt et et e et e e reeaeeteete s aneareeeens 55
3.1 INTRODUGCCION .....viviiiieeeete ettt ettt ettt teeae s e s eneaneanes 55
3.2. MATERIALES Y METODOS ...t 56




3.2.1. DETERMINACION DE CONTENIDO DE AGUA Y PORCENTAJE DE PESO SECO (PS) EMBRIONES
SOMATICOS DE PLATANO CV. MANZANO. ....ciiiiiiiiiiiiia e e e ettt e e e e e ettt a e e e e e e eereba e e e e 56

3.2.2. EXTRACCION DE CARBOHIDRATOS TOTALES Y ALMIDON DE EMBRIONES SOMATICOS..... 56

3.2.3. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS SOLUBLES Y ALMIDON DE
EMBRIONES SOMATICOS .. tuituttuteu et tatet st st ssseaseaseaetteassse st ta et eat e stassassasensenrenrennsrnes 57

3.2.4. DETERMINACION DE PERFILES DE CARBOHIDRATOS EN EMBRIONES SOMATICOS DE MUSA

LS ], [ PN 58
3.2.6. CUANTIFICACION DE PROTEINAS SOLUBLES DE EMBRIONES SOMATICOS .......cccvuueeeennnn. 59
3.2.7. ANALISIS ESTADISTICO .uutitueiiiieeie ettt e et e et e e e e et e e e e e et e e eaa e e et e e et eeannaaesnnaeannaaes 60
G TR B =L W 7Y 1 1N 60

3.3.1. CONTENIDO DE AGUA Y PORCENTAJE DE PS DE ES DURANTE SU DESARROLLO-
7m0 =Y [ ] 60

3.3.2. NIVELES DE CARBOHIDRATOS SOLUBLES TOTALES Y ALMIDON, Y PERFILES DE
CARBOHIDRATOS DE EMBRIONES SOMATICOS ....ciitttuieiiiteeeeetieeeeeiiaeeeetiseeeesneeeeasnaaeenenns 63

3.3.3. NIVELES DE ABA EN EMBRIONES SOMATICOS EN DESARROLLO ......cuuvevviiiieeeeiineeeenenns 67

3.3.4. NIVELES DE PROTEINAS TOTALES DURANTE LA MADURACION DE EMBRIONES SOMATICOS

........................................................................................................................................ 68
.4 DISCUSION ...ceiitiiiieeeeeeee ettt ettt ettt ettt ettt ettt e ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt eeteeeeeeeeeeeeeeeeeeees 69
BIBLIOGRAFF A e ettt e ettt e e e et e et et e e e e e e e e aaa s 75
CAPITULO IV ettt ettt e e et e e ettt e e e e et e e aeataaeaaees 79

ANALISIS DEL TRANSCRIPTOMA DURANTE LA MADURACION DE EMBRIONES




SOMATICOS DE BANANO .......cviuiiuiitiitiieiete ettt sttt et sttt ebe st st eneavesans 79

4. 1. INTRODUGCCION ...ttt e e e et e et a e e e e e e e e eereba e e e e 79
4.2. MATERIALES Y METODOS ...ttt 79
4.2.1. EXTRACCION DE ARN TOTAL .etttttiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiie ittt e et e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeees 79
4.2.2. ANALISIS DEL ARN TOTAL EN GEL DE AGAROSA .....cottiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeseeeeeeeeeeeeeeees 80
4.2.3. ANALISIS DE LA CONCENTRACION DEL ARN TOTAL ..ccviiiiiiiiiiiiiiiiiieiceeeeeeeeeeeeeeee e 81
4.2.4. TRATAMIENTO CON DNASA Y PURIFICACION DEL ARN .....ccuiiiiiiiiiesiieeiee e 81
4.2.5. SECUENCIACION DE NUEVA GENERACION USANDO LA PLATAFORMA ILLUMINA .............. 82
4.2.6. ANALISIS DEL TRANSCRIPTOMA. ....eeititeatteeessteeesseesesssesesnsesesnsessanseeeassseessssesssssesesnsens 82
4.2.6.1. ANALISIS DE CALIDAD Y FILTRADO DE LAS SECUENCIAS CRUDAS. ......cccveeirieeeiiieeennnns 82
4.2.6.2. ENSAMBLADO DE LAS SECUENCIAS CON TRINITY. ..ecuvireiiieesiieeeiieeessieeesseeeessneeenneeas 83
4.2.6.3. IDENTIFICACION DE ORFS Y CDS (SECUENCIAS CODIFICANTES) ...eeevvveeieeeesieeeenneas 83
4.2.6.3. ANOTACION DE UNIGENES. ....cutieiiueeeeiueeeasseeeesseesesseseasesessssssansseeassseessssesssssesssses 84

4.2.6.4. CATEGORIZACION ONTOGENICA DE UNIGENES DE LA MADURACION DEL EMBRION
SOMATICO DE CV. MANZANO ....iiieiii ettt e e e et e e e e e e e e e et e e e e e et e e et e e ann e e st eeannaaes 84

4.2.6.5. ANALISIS DE EXPRESION DIFERENCIAL DE GENES IMPLICADOS EN EL TRANSCRIPTOMA
DEL EMBRION SOMATICO ..vuitittuteet ettt et et s st st st e et e e e e sa s et e st s easeaseaeasasesensensensenaernes 85

4.2.6.6. VALIDACION DE LA EXPRESION GENICA DIFERENCIAL DURANTE LA MADURACION DEL

EMBRION SOMATICO et tttetee et ettt e e et et et e ettt e et e e e ee s e ee s et eateaeeaeeaesesenrensensenaenes 85
A 3. RESULTADOS. .. ettt ettt et oo e et e e e et e et e e e e e e e e e e e e e e eenaae 87
4.3.1 EXTRACCION DE ARN DE LOS EMBRIONES SOMATICOS ....uieieeeeee e eaeeaeenaees 87




4.3.2 ANALISIS DEL TRANSCRIPTOMA ...t ttttttttteses ettt et ssstsssssenseasessssstnssastasensereneeraees 88
4.3.2.1. ANALISIS DE LA CALIDAD, FILTRADO Y ENSAMBLADO DE LAS SECUENCIAS.......c.cvvvvn.e. 88

4.3.2.2. ANOTACION FUNCIONAL Y CLASIFICACION DE ONTOLOGIA DE GENES (GO) DE LOS
UNIGENES. .. etttttt et e e ettt ettt oo e ettt et oo e e e et ettt b oo e e e e et e e et et e e e e e e e et e ebbba e e e e e aeeeeteban e e eeaaas 90

4.3.2.3. ANALISIS DE EXPRESION DIFERENCIAL EN ESTADIOS DE MADURACION DEL EMBRION

SOMATICO DE MUSA CV. MANZANO ......cciiiiiiiiiiiiiiiiie ettt 93
4.3.2.4. VALIDACION DE GENES DEL TRANSCRIPTOMA POR REAL-TIME PCR (QPCR) ........... 100
A DISCUSION ..ctuueeeeit ettt e e et e et e e e ettt e e e e et e e e e et e e e e et e e e eeb e eeeeb e eaeetnaeaesbanaeaaees 101
BIBLIOGRAFIA . e e ettt e ettt e e e e et e e e e et e e e eaaans 105
CapItUulo V.. 111
5.1 CONCLUSIONES ..ottt e et a et eeaa s 111
5.2, PERSPECTIVAS .. ttttiutiteetteeastteeassteeaasteaaastaaeasseaaasseeeanseeeanssseaseeeasseeaasseeessseeeanseeennsens 112




vi



LISTADO DE FIGURA

Figura 1.1.- Distribucién geografica de las secciones de Musa...........ccccccceeeeeeeeeeveeeiinnnnnn. 5
Figura 1.2.- Morfologia de MUSA .........cuuuiiii i e e e ea s 7
Figura 1.3.- Proceso de embriogénesis SOMALICaA. ...........ccceurviiiiiieeeeiiciiiee e 12

Figura 1.4.- Mecanismo de interaccion de los genes involucrados en la embriogénesis

somatica en Arabidopsis thaliana .............ooouuiiiiii i 18
Figura 1.5.- Estrategia eXperimental. ...........ccoooviiiiiiiii e 27

Figura 2.1.- Formacion de diferentes tipos de callo a partir de flores masculinas inmaduras
iNAUCIAas €N MEIO MAL.......e e e ettt e e e e e e e e e e e e eeenennes 40

Figura 2.2.- Callos embriogénicos obtenidos a partir de la induccion de flores masculinas

T = o (U] = TSR oV Y =T o - Y g Lo HO PP 41
Figura 2.3.- Suspensiones embriogénicas de Musa spp. cv. Manzano. ................cccuu..... 42

Figura 2.4.- Maduracibn de embriones sométicos de manzano expuestos a dos

LRz e 10 011 ] (0 T TP 43

Figura 2.5.- Embriones sométicos a 60 dias de maduracion bajo dos tratamientos de

(0= 1o [ = Yol lo ] o FUUT TR UPRUPTPT 43

Figura 2.6.- Maduracion de embriones somaticos, de platano cv. Manzano, expuestos a

(o [T = =10 4[] 01 (0 LTSRN 44

Figura 2.7.- Porcentaje de embriones soméaticos inmaduros y maduros de platano del cv.

Manzano desarrollados bajo dos tratamientos (MM1y MM2). .......coooiiiiiiiiiiieien. 46
Figura 2.8.- Estadios de desarrollo del embrion somético Musa spp. AAB cv. Manzano. 47

Figura 2.9.- Estadios de desarrollo del embrion de Manzano observado a través del

mMicroscopio electronico de Darrido.........ccooeee oo 48

vii



Figura 2.10.- Tasa de germinacion de embriones sométicos del cv. Manzano................ 49

Figura 3.1.- Contenido de agua de embriones somaticos en estadios globular (Glo), Pera,
Coleoptilar temprano (CTem) y coleoptilar tardio (CTar), colectados a los 90 y 120 dias de

cultivo, los medios de maduracidon MML Y MM2.........ccooviiiiiie e 61

Figura 3.2.- Porcentaje de peso seco (%PS) de embriones sométicos, globular (Glo), Pera,
Coleoptilar temprano (CTem) y coleoptilar tardio (CTar) colectados a los 90 y 120 dias, en

los medios de maduracion MML Y MM2........cooooiiiiiiiiii e 62

Figura 3.3.- Contenido carbohidratos solubles totales de embriones somaticos, globular
(Glo), Pera, Coleoptilar temprano (CTem) y coleoptilar tardio (CTar) colectados a los 90 y
120 dias, en los medios de maduracion MM1y MM2 ...........c.ouviiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 63

Figura 3.4.- Contenido de almidon de embriones somaéticos, globular (Glo), Pera,
Coleoptilar temprano (CTem) y coleoptilar tardio (CTar) colectados a los 90 y 120 dias, que
se desarrollaron en el medio de maduracion MM1y MM2. .........cccveiiiiiiiiiiiiiiiiiceeeeees 64

Figura 3.5.- Niveles de carbohidratos solubles en embriones somaéticos, globular (Glo),
Pera, Coleoptilar temprano (CTem) y coleoptilar tardio (CTar) colectados a los 90 y 120
dias, que se desarrollaron en el medio de maduracion MM1. ..........ccccccvvvvvviviiiiiiiieeennnn, 66

Figura 3.6.- Niveles de carbohidratos solubles en embriones somaticos, globular (Glo),
Pera, Coleoptilar temprano (CTem) y coleoptilar tardio (CTar) colectados a los 90 y 120

dias, en el medio de MaduraCion MIM2. ... ... 67

Figura 3.7.- Niveles de acido abscisico (ABA) en cuatro estadios de maduracion del

embriéon somatico bajo los tratamientos MML Yy MM2.........cccooiiiiiiiiiiiiiiiie e 68

Figura 3.8.- Niveles de proteinas totales en cuatro estadios de maduracion del embrién

somatico durante un curso temporal de 90 dias en los tratamientos MM1 y MM2. .......... 69

Figura 4.1.- A) Electroforesis en gel de agarosa de los extractos de ARN 1% tefiido con
bromuro de etidio de los embriones globular (1, 2), tipo pera (3, 4), embribn CTem (5, 6),

embrién CTarg (7, 8). B) Electroferograma del ARN de embriones tipo globular............. 88

viii



Figura 4.2.- Distribucion de tamafio de unigenes expresado en embriones soméaticos de

Musa en diferentes estados de deSAITOI0O...........viuiiieee e e e 90

Figura 4.3.- Anotacion funcional del transcriptoma de Manzano usando nueve genomas

como referencia empleando el algoritmo de BLASTP. ..ccuvviiiiiiieiiieeceee e 91

Figura 4.4.- Anotacién funcional de los unigenes del transcriptoma de Musa cv. Manzano

bajo las tres categorias de GO. ........ouuiiiiii i 92

Fig 4.5.- Reconstruccién del mapa metabdlico del transcriptoma de Musa cv. Manzano a
través de la base de datos del KEGG. ..........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiirieensnenennnnennnsrnennennnn. 93

Figura 4.6.- Genes expresados presentes en cuatro estadios de desarrollo del embrién
SOMAtICO de MUSA CV. MANZANO. ........ceiviiiiiiiiiieiiieiiieieeeeee e e e et et et e eeeeee e e e e e eeeaereeeaaaaraeaaeaeees 94

Figura 4.7.- MA plot y Volcano plot de genes expresados diferencialmente entre el estadio
globular y pera. logFC (logaritmo del valor de cambio (fold change)), logCounts (logaritmo
del NUmero de CUEeNtas O IECIUIAS). ...cooiiuuiiiiiiiie e a e 95

Figura 4.8.- Mapa de calor de los perfiles de expresion de cuatro estadios de maduracion
del embrion somatico de Musa CV. MAZANO. ..........ccuviiiiiiiiee e 96

Figura 4.9.- Unigenes expresados diferencialmente asociados a las categorias del GO en

4 estadios de maduracion el embridn SOMALICO. .. ...uveeeieee e 99

Figura 4.10.- Expresion relativa de genes candidatos validados por tiempo real (qPCR) del

transctriptoma de CV. MANZANO0. ...........oouiiiiiiiii e e e e e e e e e aa e e e e e aeaeaanes 101







LISTADO DE CUADROS
Cuadro 1.1.- Principales estados productores de banano y platano en México................. 8
Cuadro 1.2. Genes identificados durante el desarrollo/maduracion de ES en plantas..... 19

Cuadro 4.1.- Genes candidatos para la validacion del transcriptoma de la maduracién del

embrion SOMALICO el CV. MANZANO. ... ...iieiieee et r e e e e e e aans 86

Cuadro 4.1.- Contenido pureza (Cociente A260/280) del ARN extraido de cuatro estadios

(o [ =10 U] = Yo (o] o PR TP 87

Cuadro 4.2- Lecturas generadas por secuenciacion del ARN obtenido de embriones
somaticos de Musa en diferentes estados de desarrollo. ...........ccccvvvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee, 89

Cuadro 4.3.- Genes expresados diferencialmente en embriones somaticos de Musa cv.
Manzano durante el proceso de MaduracCion ............ccooeeeeeieeii i 97

Xi



Xii



ABREVIATURAS

ABA: Acido abscision
BO: Blanco-opaco

BT: Blanco-traslucido
CE: Callo embriogénico

ES: Embrién somatico

M.a x M.b: Musa acuminata x Musa balbisiana

PF: Peso fresco

PS: Peso seco

PVC: Paquete de volumen celular

UE: Unidades experimentales

RFO'’s: Rafino-oligosacaridos

AlA: Acido indolacético

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARN: Acido ribonucleico

CTem: Coleoptilar temprano

CTemeo: Coleoptilar temprano de 60 dias
CTemgo: Coleoptilar tardio de 90 dias
CTemizo: Coleoptilar tardio de 120 dias

LECL1: Leafy cotyledon 1

Xiii



LEC2: Leafy cotyledon 2
BBM: Baby boom

TAR2: Triptéfano aminotransferasa

XV



RESUMEN

La embriogénesis somatica es un proceso mediante el cual una célula o grupos de células
sométicas es inducida a formar un embrion somatico (ES) que se desarrolla en una nueva
planta. Al igual que en otras especies, en Musa spp. la maduracion del embrion es un paso
limitante de los protocolos de embriogénesis existentes. En este trabajo desarrollamos y
optimizamos un protocolo de embriogénesis somatica indirecta de platano Musa spp. (AAB)
cv. Manzano, logrando tasas del 95% germinacion de los ES y 100% de conversion a planta.
Utilizando dicho modelo, investigamos el como se modula la pérdida de agua, la ganancia
de biomasa, la acumulacion de reservas de carbohidratos solubles, almiddn, proteinas, y el
acido abscisico ABA durante el desarrollo y la maduracion del embrién. Para identificar las
caracteristicas moleculares involucradas en el desarrollo y la maduracion del ES, se generé
(llumina-RNAseq) y ensamblo el transcriptoma de 4 estadios de desarrollo por los que
transita el ES, identificandose por gendmica comparativa un total de 87,556 unigenes, de
estos se encontraron expresados diferencialmente 1,468 genes entre los estadios globular
(Glo) y tipo pera (TP), 925 genes entre los estadios TP y coleoptilar temprano (CTem), 2,120
entre el CTem y coleoptilar tardio (CTar), y 5,080 entre el estadio CTar y Glo. Los andlisis
por tiempo real (RT-PCR) confirmaron la expresion de genes relacionados a factores de
transcripcion, a la ruta de sintesis de oligosacaridos (rafinosa sintasa y estaquiosa sintasa)
y a sintesis de auxinas (triptéfano aminotransferasa 2 (TAR2). Nuestros datos sugieren que
el estrés osmdético debido al aumento en la concentracion de gelificante en el medio de
cultivo induce la expresion de genes relacionados al desarrollo y maduracién del embrion
somatico. Los resultados de este trabajo de investigacién proporcionan un panorama
acerca de los mecanismos implicados en la maduracién del embrién somatico, informacion
de utilidad para generar nuevas estrategias en sistemas de mejoramiento biotecnoldgico en

Musa.







ABSTRACT

Somatic embryogenesis is a process by which single somatic cells or groups of somatic cells
can be induced experimentally to form somatic embryos (SEs), which can develop into new
plantlets. In Musa spp., as in other species, the maturation of the SEs is a limiting step of
the existing embryogenesis protocols. In this work, we developed and optimized a protocol
of indirect somatic embryogenesis in banana, Musa spp. (AAB) cv. Manzano, achieving
rates of 95% germination of the SE and 100% plant conversion. Using this model, we
investigate the water loss, biomass gain, and the accumulation of soluble carbohydrate
reserves, starch, proteins, and abscisic acid (ABA) modulation during the development and
maturation of the SEs. To identify the molecular characteristics involved in the growth and
maturation of ESs, we generated (lllumina-RNAseq) and assembled a transcriptome of the
four stages of development throughout which the SEs passes. A total of 87,556 unigenes
were identified by comparative genomics, of these 1,468 genes were differentially expressed
between the globular (Glo) and pear (TP) stages, 925 genes between the early stages of
PT and coleoptilar (CTem), 2,120 between the CTem and late coleoptilar (CTar), and 5,080
between the CTar stage and Glo. Real-time analyzes (RT-PCR) confirmed the expression
of genes related to transcription factors, and enzymes of the oligosaccharide (raffinose
synthase and stachyose synthase) and auxin (tryptophan aminotransferase 2 (TAR2))
biosynthetic pathways. Our data suggest that the osmotic stress caused by the increase in
the concentration of gelling agent in the culture medium, induces the expression of genes
linked to the development and maturation of the somatic embryo. The results of this research
provide an overview of the mechanisms involved in the maturation of the somatic embryo;

this information can be used to design new strategies for banana genetic improvement.







INTRODUCCION

INTRODUCCION

El platano (Musa spp.) es un frutal de gran importancia a nivel mundial, que es afectado por
diversas adversidades biodticas (patdégenos) y abidticas que generan grandes pérdidas
econdmicas al cultivo. Su mejoramiento genético es un foco de atencién con el fin de
obtener variedades resistentes a plagas y enfermedades causadas por patdgenos, y a
diversos tipos de estrés abibtico. Sin embargo, su mejoramiento se ha visto limitado dada
la naturaleza poliploide, la partenocarpia y la esterilidad parcial o total de la mayoria de las
variedades cultivadas; asociado a ello, la propagacion vegetativa del platano, mediante
hijuelos, puede ser un factor limitante para la obtencion de semilla agronémica libre de

patdgenos.

En platano, la embriogénesis somatica (ES) es una valiosa herramienta para la
multiplicacibn masiva de plantas libres de patdgenos, y para su mejoramiento
biotecnolégica mediante mutagénesis y transformacién genética. No obstante, la
maduracién del embrién somatico representa un paso limitante de los protocolos de ES
indirecta (ESI) existentes. En este sentido en el presente trabajo, primero nos avocamos a
desarrollar y optimizar el protocolo de ESI de platano Musa spp. (AAB) cv. Manzano, y en
segundo lugar se utiliz6 la ES como modelo para estudiar el proceso de desarrollo y
maduracion del embrién somatico con el objetivo de identificar marcadores fisiologicos
(perdida de agua y ganancia de biomasa), bioquimicos (acumulacion de carbohidratos
solubles, almidén, proteinas y acido abscisico) y moleculares (Secuenciacion masiva, RNA-

seq) de dicho proceso biolégico.

En la presente tesis el capitulo 2 describe el desarrollo del protocolo de ESI a partir de flores
masculinas inmaduras del cv. Manzano, y la optimizacion de dicho protocolo para obtener
altas tasas de germinacién y conversion a planta de los embriones sométicos derivados de
suspensiones embriogénicas. Para ello, probamos la hip6tesis de que el estrés osmético
inducido experimentalmente (uso de diferentes concentraciones de gelificante en el medio)
sobre las células embriogénicas y pro-embriones promueve el correcto desarrollo y
maduracion del embrion, evitando la proliferacion de masivos embriogénicos vy
embriogénesis secundaria sobre los embriones. Para ello partiendo de suspensiones

embriogénicas, el desarrollo y la maduracion del embrion se dio en ausencia de reguladores




de crecimiento (RG) en un medio semi-sélido bajo dos concentraciones de gelificante (0.2
y 0.3% pl/v), tratamiento MM1 y MM2, respectivamente. El desarrollo del embrién se
monitoreo desde la inoculacion de la suspensién en el medio MM1 y MM2 de maduracion,
tiempo 0, hasta 120 dias del desarrollo en el mismo medio. Se identificaron cuatro estadios
del embrién, globular (Glo), tipo pera (TP), coleoptilar temprano (CTemp) y tardio (CTar).
Como resultado, de evaluar el efecto del gelificante del medio sobre la maduracién de los
embriones somaticos, encontramos que el tratamiento MM2 fue el mas adecuado para la
maduracion y para lograr una mayor tasa de germinacion (95%) de los embriones del
estadio CTar, alos 90 y 120 dias de maduracion, sin embargo, para los embriones CTar de
120 dias de maduracion en el tratamiento MM1, el porcentaje disminuyé significativamente
(72%), resultados publicados Enriquez-Valencia et al. (2018).

El capitulo 3 describe los resultados de evaluar aspectos fisioldgicos y bioquimicos de los
embriones durante los estadios de desarrollo (Glo y TP) y maduracion (CTem y CTar). El
andlisis de resultados mostré que bajo el tratamiento MM2 (0.3% de gelificante) se logra
una mayor ganancia de biomasa (mayor peso seco), una mas temprana desecacion
(perdida de agua) del embrion maduro (CTar), una mayor acumulacion de compuestos de
reserva (carbohidratos solubles, almidén y proteinas) y de ABA (en estadio pera y
coleoptilar temprano y tardio) en comparacion con el tratamiento MML1, los datos anteriores
aportaron evidencias sobre el papel del estrés osmatico, promovido por la concentracién de

gelificante en el medio, durante la maduracion del embrién somético.

El capitulo 4 presenta evidencias de la generacion y ensamblado del transcriptoma de
cuatro estadios de desarrollo del embridbn somatico del cv. Manzano, usando un enfoque
de secuenciacion por RNAseq. El transcriptoma de los cuatro estadios incluye un total de
465,643 unigenes, estos fueron anotados mediante genémica comparativa con ayuda de
nueve genomas de referencia, identificAandose un total del 87,556 unigenes con alguna
funcion putativa. El analisis bioinformatico mostro la expresion diferencial de 1,468 genes
entre los estadios Glo y TP, 925 genes entre los estadios TP y CTem, 2,120 entre el CTem
y CTar, y por ultimo se identificaron 5,080 genes expresados diferencialmente entre el
estadio CTar y Glo. Finalmente fue posible correlacionar los perfiles de expresion diferencial
y validar cinco genes considerados genes marcadores de suma importancia en el proceso

de maduracién del embrién somatico. Este estudio aporta nuevos conocimientos sobre los




mecanismos fisioldgicos, bioquimicos y moleculares del desarrollo del embrién somatico, y
sugiere estrategias que pueden utilizarse para regular el proceso de desarrollo/maduracién
del ES.
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ANTECEDENTES
1. Género Musa

El género Musa L. (familia Musaceae Juss.) esta representado por cerca de 75 especies
nativas a los bosques tropicales hiumedos del sureste asiatico. Las especies del género se
subdividen en dos secciones: Musa y Callimusa con numeros cromosomicos x=11 y
x=7,9,10, respectivamente. Esta subdivision en secciones esta sustentada por estudios con
marcadores moleculares tipo AFLPs (Wong et al. 2002) y filogenéticos que utilizan
secuenciacién de ADN nuclear vy cloroplastico ((Hakkinen 2013; Christelova et al. 2011;
Wong et al. 2002).

La distribucién geogréfica y centro de origen primario del género Musa comprende la India,
las islas del Océano Pacifico, Nepal, extendiéndose hasta el norte de Australia (Figura 1.1)
(INIBAP, 2006).

Eumusa - Rhodochlamys

~ \ L AN ‘\ r

: \6._ r~{
\ \ allimusa
U\- Q| 1

g <, A

Figura 1.1.- Distribucion geografica de las secciones de Musa (De Langhe et al.
2009).

La seccion Musa posee gran diversidad, incluye 33 especies diploides (2n= 2x=22

cromosomas), entre las cuales se encuentran Musa acuminata y Musa balbisiana,




consideradas progenitores de los cultivares comestibles que conocemos hoy en dia
(Hakkinen 2013) denominados bananos o platanos en América Latina. El platano es de gran

importancia econémica como cultivo.

Los platanos comestibles se clasifican en cultivares de M. acuminata (clonas de M.
acuminata X M. acuminata) y cultivares hibridos (clonas de M. acuminata (AA) x M.
balbisiana (BB)) (Soto 1985). Entre los cultivares de M. acuminata se distinguen tres grupos:
AA, AAA, AAAA, las letras se refieren a su composicién gendmica (Pillay et al. 2006). La
cruza intraespecifica de los diploides silvestres AA dieron lugar a los triploides AAA tras un
evento de restitucion cromosomica durante la meiosis, siendo los AAA los bananos
comestibles que mas se comercializan a nivel mundial (Karamura 1999). Las clonas de

origen hibrido se clasifican en cuatro grupos: AB, AAB, ABB y ABBB.

1.1. Clasificacién taxondmica del género Musa.

La taxonomia del género Musa es la siguiente segun Tree of Life Web Project, 2015

(http://tolweb.org/tree/phylogeny.html):
Reino: Vegetal
Clase: Angioespermae
Subclase: Monocotiledoneae
Orden: Zingiberales
Familia: Musécea

Los estudios de filogenia molecular soportan la asignacion de la familia Musaceae del orden
Zingiberales, al clado de las commelinidas, comprendiendo tres géneros: Musa, Ensete y
Musella (Christelova et al. 2011).

1.2. Descripcién botanica de Musa

Las formas botanicas de las variedades comerciales de Musa, son muy particulares y
responden al nivel de ploidia que poseen. Las variedades diploides son por lo general

fértiles y de reproduccién sexual, mientras que las formas triploides y tetraploides
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(obtenidos por mejoramiento tradicional), son casi infértiles y partenocarpicos (Soto 1985).
Los poliploides presentan frutos mas grandes y pseudotallos mas robustos. Las plantas de
banano son herbaceas gigantes de 2 a 9 metros con pseudotallos aéreos, que surgen a
partir del tallo verdadero llamado rizoma; o cormo; de los cuales se desarrollan
vegetativamente hijuelos (Nelson et al. 2006) (Figura 1.2). Las hojas tienen una distribucion
helicoidal las cuales envuelven el meristemo apical, nuevas hojas emergen enrolladas y
compactas dando origen al pseudotallo de la planta (Robinson y Galan Saulco 2012). La
hoja mas reciente tiene forma de “cigarro”, surgieron a través del pseudotallo, esta presenta
una coloracion verde, posteriormente al alcanzar la madurez esta conformada por la ldmina
foliar, el peciolo, la nervadura central y el &pice (Ortiz et al. 2001). La inflorescencia surge
a partir del meristemo apical del rizoma y surge en la parte aérea del pseudotallo, este
evento tiene como consecuencia la detencién del desarrollo de hojas foliares. Los frutos de
las variedades comestible se desarrollan por partenocarpia (formacion del fruto en ausencia
de fertilizacion, resultando en frutos sin semilla) dentro los ovarios de las flores pistiladas,
los cuales muestran un aumento de volumen considerable (Robinson y Galan Sauco 2012).

Hojas

Frutos

Pseudotallo

Figura 1.2.- Morfologia de Musa (Robinson y Galan Satco 2012).

1.3. Produccién mundial de banano

La produccién de banano econémicamente activa es a través de los cultivares triploides




partenocarpicos principalmente del subgrupo Cavendish (AAA), dicha produccién ubica al
banano como la fruta de mayor exportacion a nivel mundial en términos de volumen vy;
después de los citricos, el segundo lugar en términos de valor comercial. La quinta parte de

la produccion mundial del cultivo de banano se comercializa internacionalmente (SIAP,

2013).

Segun la FAO en el 2016, se produjeron 148, 344,104 millones de toneladas de platano y
banano en el mundo. Siendo la India, el principal productor con 29,124,000 millones de
toneladas que representan el 20 % de la produccién mundial, seguido por China con una
produccion de 13,066,778 millones de toneladas, lo cual representa el 9 % de la produccion
mundial y posteriormente Indonesia con una produccién de 7,007,125 que es el 6 % de

platanos y banano.

En México el cultivo de bananos triploides del grupo genémico AAA (subgrupo Cavendish)
ocupa una superficie de 80,021 ha que producen 2,384,778 millones de toneladas de fruta
fresca, de las cuales el 95% se destina para el consumo nacional y el 5% restante para
exportacion (SIAP 2016). Los principales estados productores de banano son: Chiapas,
Tabasco, Veracruz, Colima, Jalisco y Michoacén. Yucatan, aunque minoritario, también se

ubica entre éstos (Cuadro 1.1).

Cuadro 1.1.- Principales estados productores de banano y platano en México (SIAP,

2016).

Estado Produccidn (Ton) % de produccion

Chiapas 716285.84 30.04%
Tabasco 610744.79 25.61%
Veracruz 325563.9 13.65%
Colima 195193.97 8.18%
Jalisco 163079.97 6.84%
Michoacéan 155951.94 6.54%
Guerrero 73893.3 3.10%
Oaxaca 67246.17 2.82%
Nayarit 33952.11 1.42%
Puebla 32065.7 1.34%
Quintana Roo 7536 0.32%
Campeche 1491.09 0.06%
Yucatan 1118.87 0.05%

Total 2384778.25




CAPITULO |

En nuestro pais se cultivan nueve variedades de platanos: Dominico (AA), Valery (AAA),
Tabasco conocido como Roatan y Enano gigante (AAA grupo Cavendish), y Pera y Morado
(AAA), ademas del platano Macho (AAB subgrupo Plantain), Manzano (AAB subgrupo Silk),
y Cuadrado o Cuatrofilos (ABB, subgrupo Bluggoe), las ultimas seis variedades se cultivan
en parcelas pequefias o traspatios por pequefios productores para el consumo regional y
nacional. Todas estas variedades cultivadas son susceptibles a diversas plagas y

enfermedades.

1.4. Enfermedades del banano

Las cultivares triploides comestibles poseen un acervo genético reducido debido
principalmente a su esterilidad, y disminuida variabilidad genética, ello ocasiona cierta
susceptibilidad al ataque de diversos fitopatégenos, los cuales son los responsables en gran
medida del elevado costo de produccién del cultivo debido al uso de agroquimicos fingicos

para erradicarlos (Almodovar et al. 2001).

Entre las enfermedades fungicas que afectan al banano destacan: sigatoka negra
(Pseudocercospora fijiensis, sin6nimo: Mycosphaerella fijiensis) sigatoka amarilla
(Pseudocercospora musae, sinénimo: Mycosphaerella musicola); marchitez del platano o
Mal de Panama (Fusarium oxysporum f. sp. cubense); mancha foliar (Cordana musae);

punta de cigarro o “cigar-end rot” (Verticillium theobromae).

Entre las enfermedades bacterianas que afectan al banano se cuentan la enfermedad del
moko (Ralstonia solanacearum raza 2 = Pseudomonas solanacearum); pudricion blanca del
pseudotallo y cormo (Erwinia carotovora); y entre las principales enfermedades virales: virus

del mosaico del pepinillo y enfermedad del rayado de Guineo (Almoddévar et al. 2001).

La susceptibilidad al ataque de patégenos ha incrementado los costos de produccion del
banano de exportacion tipo Cavendish en las zonas productoras del mundo. Asi mismo, el
platano macho y manzano son apreciados a nivel nacional, sin embargo, estos son
susceptibles a patégenos. El subgrupo Silk (AAB) incluye clonas que producen un fruto con
alto valor econdmico, cuyo sabor dulce-acido es parecido a la manzana, por lo que se le

denomina platano manzano (México) y en otros paises se conoce como Nanjangud Rasbale




(syn. ‘Rasthali’, India), Figue Pome y Maca (Brasil) y Latundan (Panama). Su susceptibilidad
a Fusarium oxysporum f. sp. Cubense (Foc) race 1 causal del mal de Panama ha contribuido
a la declinacién del cultivo de este tipo de platano, mismo que esta en peligro de extincion
en su habitat natural y donde antes se explotaba. Sin embargo, hoy en dia existen
herramientas para la propagacion in vitro de especies de importancia econémica y
alimentaria, una de ellas es la embriogénesis soméatica (ES) de gran utilidad para el
mejoramiento biotecnoldgico por mutagénesis y transformacion genética (Suprasanna y
Bapat 2006).

1.5. Propagacion in vitro y regeneracion de especies vegetales

La propagacion in vitro puede llevarse a cabo a través del cultivo de tejidos, el cual es el
conjunto de técnicas para la multiplicacion o propagacion de especies vegetales. El cultivo
de tejidos puede iniciar a partir de un tejido o célula vegetal, la cual es transferido a un
medio de cultivo rico en nutrientes y bajo condiciones de crecimiento controladas (George
et al. 2008). El cultivo de tejidos y regeneracion in vitro puede llevarse por dos vias: la
organogénesis y la embriogénesis somatica. La primera como su nombre lo indica es la
formacion de 6rganos o brotes a partir de un explante o tejido donador, esto se da por la
concentracion de reguladores de crecimiento vegetal adicionados al medio de cultivo. En el
caso de la embriogénesis somatica las células que tienen capacidad embriogénicas o
totipotencia celular dan lugar a embriones somaticos los cuales posteriormente daran lugar
a un planta completa (Bhatia y Bera 2015; George et al. 2008).

El cultivo de tejidos es de interés en estudios de division celular, fisiolégicos, bioquimicos,
mutagénesis, transformacién genética entre otros. Este sistema ha sido de gran utilidad en
Musa, ya que se obtenido material libre de patdgenos se ha conservado una gran variedad
de genotipos in vitro y se ha promovido el uso de plantulas provenientes de cultivo de tejidos
para las plantaciones comerciales, ahorrando tiempo y disminuyendo los costos de
produccion. Biodiversidad internacional antiguamente llamada INIBAP y en la actualidad
conocido como Bioversity International, conserva mas de 1100 accesiones de especies
silvestres y cultivares de Musa, esto con ayuda del cultivo in vitro, por lo que gracias a estos

avances es posible conservar la diversidad genética de una especie (Panis 2009).

1.5.1. Embriogénesis somética

10
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La embriogénesis somatica es el proceso de desarrollo de un embrién somatico a partir de
una célula somatica sin la fusion de células gaméticas (Tisserat et al. 1979). Esto ocurre en
un medio sintético, bajo condiciones in vitro, las células somaticas diferenciadas son
inducidas a retornar a un estadio meristematico basal caracteristico de células

embriogénicas (Quiroz-Figueroa et al. 2006; Komamine et al. 2005; Schmidt et al. 1997).

Este proceso ocurre en plantas superiores debido a su “totipotencia celular’, la cual hace
referencia a la capacidad que poseen las células somaticas para regenerar una planta
completa (Namasivayam 2007; Reinert 1959). Cabe seialar, que el término “célula
embriogénica” se limita a las células que han completado el proceso de transicion, desde
un estadio soméatico a un estadio donde no requiere mas estimulos endogenos, tales como
la aplicacién de reguladores de crecimiento, esenciales para el desarrollo de ES (Komamine
et al. 2005; de Jong et al. 1993).

El proceso de embriogénesis somatica in vitro se divide en dos fases: induccion y expresion
(Jimenez 2001). La mayoria de las células somaticas no son naturalmente embriogénicas,
por lo que es necesario la induccion de la desdiferenciacién celular para alcanzar la

competencia embriogénica (Namasivayam 2007; Dodeman et al. 1997).

En la fase de expresion la célula embriogénica desarrolla competencia embriogénica y se
diferencia para formar el embrién somatico (Jimenez 2001). El embriébn somatico atraviesa
estadios morfolégicos similares al embrién cigético, estos estadios son: el globular, el
oblongo, el acorazonado, el torpedo y el cotiledonario en dicotiledéneas (Figura 1.3)
(Nakamura et al. 1992). En el primer estadio, el embrién globular inicia su diferenciacién
celular y el establecimiento de la estructura basica de la futura planta, en este estadio se
observa la formacién de protodermo, el cual posteriormente permite que los embriones
sigan con la transicién hacia el siguiente estadio de diferenciacion llamado acorazonado.
Posteriormente en el estadio acorazonado se observa la formacion del procambium; tejido
gue dara lugar a la formacién de los ejes vasculares de la planta (Ramakrishnan et al. 2005).
En el estadio torpedo se forman pequefias protuberancias en el meristemo apical, lo cual
da lugar a los cotiledones (Quiroz-Figueroa et al. 2006). Por ultimo, en el estadio
cotiledonar, los cotiledones se expanden debido a la deposicién de sustancias de reserva

gue promoveran la posterior germinacion del embrién somatico (Joshi y Kumar 2013).
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Figura 1.3.- Proceso de embriogénesis soméatica (Zimmerman 1993).

Los estadios de morfogénesis y desarrollo del embrién somético en monocotiledéneas
ocurren de manera diferente al de especies dicotiledéneas. Los estadios en
monocotiledéneas son el estadio globular, acorazonado y por altimo el coleoptilar (George
et al. 2008) (Figura 1.3).

La embriogénesis somatica es una herramienta valiosa para la propagacién in vitro de
plantas, siendo que a través de esta se pueden realizar estudios bioquimicos, fisioldgicos,
morfolégicos y moleculares, los cuales ayudaran a desarrollar tecnologias para el

mejoramiento genético de cultivos de interés comercial (Aguilar 2008).

En Musa se ha logrado la regeneracion de diversos cultivares a través de la embriogénesis
somatica indirecta con la formacion la formacion de un tejido desdiferenciado o callo. Novak
et al. (1989) fue de los primeros en obtener la regeneracion in vitro via embriogénesis
somética empleando hojas y rizoma de cultivares AA, AA y AAB. Por su parte Grapin et al.
(1996) empleo flores masculinas inmaduras para la formacion de callo embriogénico de un
genotipo AAB, obteniendo una tasa de regeneracion del 10 al 40%. Remakanthan et al.
(2014) utilizaron brotes para la regeneracion in vitro via embriogénesis somatica de enano

gigante (AAA) y obtuvieron una tasa de regeneracion del 3%. Youssef y colaboradores
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recurrié a la embriogénesis somatica para la regeneracion de plantulas de los cultivares
enano gigante (AAA) y cavendish (AAA), obteniendo una tasa de regeneracion del 35%
(Youssef et al. 2010). Sin embargo, ademas de la respuesta a la formacion de callo
embriogénico, una de las etapas limitantes fue la maduracién del embrion somatico. Se ha
observado que una deficiente maduracion del embrién soméatico, puede generar embriones
con anormalidades morfoldgicas y de igual manera impacta en la tasa de germinacion y

conversion a plantula (Peran-Quesada et al. 2004; Ammirato 1986).

1.5.2. Maduracién del embrién somatico

La maduracién del embriébn somatico es una etapa critica en los sistemas de regeneracion
in vitro (Grapin et al. 1996). Esta etapa se caracteriza por la expansion celular, la
diferenciacion; que implican que los cotiledones se expandan e inicien el almacenamiento
compuestos de reservas en compartimientos subcelulares para su posterior movilizacion y
uso (Merkle et al. 1995; Thomas 1993); la desecacién y la acumulacién de substancias de
reserva promueven la correcta germinacion de los embriones sométicos (Vale et al. 2014).
Cuando son acumulados compuestos de reservas entre ellos el almidén, los embriones
visiblemente pueden cambiar su morfologia con una transicién de un color blanco-trasltcido

a blanco-opaco, dependiendo de la especie (Marquez-Martin et al. 2011).

Uno de los factores importantes durante la maduracion es el estrés hidrico al que estan
sometidos los embriones somaticos (Attree y Fowke 1993), esto da como resultado un
estado de “desecacioén’, el cual estimula la acumulacion de proteinas, carbohidratos, lipidos
entre otros compuestos de reserva (Vale et al. 2014; Klimaszewska et al. 2000). La
desecacion induce la quiescencia metabdlica de los embriones; dependiendo del tiempo de
exposicion a estd, lo que promueve la pérdida gradual de agua dando como respuesta la
activacion de mecanismos de tolerancia a la desecacion favoreciendo el desarrollo de los
embriones para su posterior germinacion (Dekkers et al. 2015; Bewley et al. 2013; Bomal
et al. 2002). Se ha observado que, en respuesta a la pérdida gradual de agua, la célula es
capaz de realizar cambios estructurales con la finalidad de recuperar su estado natural
posterior al ser sometida a un estrés por déficit de agua, de igual manera durante esta
etapa se acumulan compuestos los cuales actian como agentes protectores (Bomal et al.
2002). Entre estos se encuentra la prolina, los azucares no reductores como la sacarosa,

trehalosa y oligosacéridos de la familia de la rafinosa tales como la rafinosa y estaquiosa;
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los cuales interactian con los grupos funcionales hidrofilicos de los componentes
estructurales de la membrana, ayudando mantener la integridad y que el dafio sea

reversible (Bewley et al. 2013).

Para inducir la tolerancia a la desecacién en condiciones in vitro se han empleado diversas
estrategias que impactan sobre la disponibilidad de agua presente en el medio de cultivo o
en el potencial osmotico intracelular del embrién; entre ellas estan: 1) la adicion de
compuestos de bajo peso molecular, tales como sales organicas, aminoacidos y azlcares
(sacarosa); 2) la adicion de compuestos de alto peso molecular, como el polietilenglicol
(PEG) entre otros (Marquez-Martin et al. 2011).

Una de la estrategias empleadas para la maduracién del embrion somatico es el uso de
sacarosa, que se incluye como fuente de carbono en el medio de cultivo (Iragi y Tremblay
2001) pero que puede como agente osmotico de bajo peso molecular (Tremblay y Tremblay
1995). En gimnospermas, como las coniferas, las altas concentraciones de sacarosa
promueve la produccién de embriones somaticos (Finer et al. 1989). En un trabajo en que
se evaluaron cuatro concentraciones de sacarosa (1, 3, 6 y 12%) durante el desarrollo de
embriones somaticos de Pinus strobus L., Picea Mariana (Mills) y Picea rubens Sarg, se
obtuvieron embriones somaticos viables en el tratamiento que contiene 6% (175 mM) de
sacarosa, los autores sugieren que altas concentraciones de sacarosa actian como agente
osmoético promoviendo la acumulacion de compuestos de reserva favoreciendo el desarrollo
de los embriones somaticos (Tremblay y Tremblay 1991). Resultados similares obtuvieron
Tremblay y Tremblay (1995) quienes observaron que en una concentracion del 6% de
sacarosa se obtienen un mayor nimero de embriones somaticos maduros en Picea
marianis (Mills), sugiriendo que la sacarosa actlla como un agente osmotico favoreciendo
el desarrollo de embriones somaticos de esta especie. En Picea abies (L.) Karst se encontré
que una concentracién de 3% (87.64 mM) de sacarosa fue capaz de promover la
acumulaciéon de carbohidratos y proteinas, siendo estos compuestos de reserva

favoreciendo la germinacién de los embriones soméatico (Businge et al. 2013).

Por su parte el (polietilengligol) PEG es un agente osmotico no permeable al ser adicionado
al medio del cultivo simula un ambiente a déficit de agua promoviendo el proceso de
desecacion, lo cual se ha observado favorece el desarrollo de los embriones sométicos
(zZhang et al. 2007).
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Uno de los reguladores de crecimiento que intervienen en el proceso de desecacion del
embrion es el acido abscisico (ABA), cuya biosintesis ocurre por la via de los carotenoides.
Si bien es cierto que auln no se conoce el mecanismo de accion de este regulador, existen
evidencias que apuntan que este regula la expresion de genes relacionados con el proceso

de maduracién (Fischerova et al. 2008).

Otro compuesto que acta como agente osmotico es el gelificante, el cual restringe la
disponibilidad de agua presente en el medio de cultivo (Klimaszewska et al. 2000),
ayudando a promover la acumulacion de lipidos, carbohidratos y compuestos de reserva
para una correcta maduracion de los embriones somaticos, pero a diferencia de la sacarosa
este no es un agente osméticamente activo debido a que no interactda con la membrana
celular (Ali et al. 2010; Peran-Quesada et al. 2004). Diversos estudios se han realizado
enfocados a analizar el papel del agente gelificante durante la maduracién del embrion
somatico. Klimaszewska y Smith (1997) evaluaron 5 concentraciones de gelificante (0.45,
0.6, 0.8, 1 y 1.2%) (Phytagel) en Pinus strobus L., los autores observaron que una
concentracion de 1% de gelificante presente en el medio de cultivo es favorable para la
maduracion de embriones somaticos de esta especie, sin embargo, este efecto es variable

dependiendo la especie y el genotipo usado.

Resultados similares fueron obtenidos por Garin et al. (2000), quienes evaluaron dos
concentraciones de gelificante (0.6 y 1%) (Gelrite), observando una mayor poblacion de
embriones sométicos presentes en un medio de maduracién suplementado con 1% de
gelificante, concluyendo que el agente gelificante juega un papel critico durante la
maduracion de los embriones somaticos en Pinus strobus L. Asi mismo un estudio méas
reciente en la especie Pinus pinaster Ait, a la concentracion de 0.9% de agente gelificante
promovié la acumulacién de compuestos de reservas, la ganancia en peso fresco y seco
teniendo un efecto favorable en la maduracion de los embriones sométicos. Los autores
sugieren gque altas concentraciones de gelificante tiene un impacto en la disponibilidad de
agua presente en el medio de cultivo promoviendo el proceso de maduraciéon (Morel et al.
2014)

En estudios realizados en angiospermas se han reportado de igual manera el uso de
agentes gelificantes como estrategia para promover la maduracion de embriones

somaticos. Peran-Quesada et al. (2004) analizaron el efecto de dos concentraciones de
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gelificante (0.34% y 0.68%) en la maduracion de embriones somaticos con un fenotipo
blanco-opaco en Persea americana; sus resultados indican que el embrién acumula
compuestos de reserva; el mayor numero de embriones sométicos blancos-opacos en el
medio de cultivo suplementado con 0.68% de agente gelificante. Ali et al. (2010) evaluaron
cuatro concentraciones de gelificante y de PEG adicionado a un medio de cultivo durante
la embriogénesis somatica de Juglans regia, obteniendo una mejor respuesta en la

maduracién de embriones somaticos con la concentracion del 3 gL-* de gelificante.

En Musa existen pocos trabajos enfocados a la maduracion del embrion somatico. En un
estudio realizado por Khalil y Elbanna (2004), observaron el efecto de 4 tratamientos en la
maduracion del embrién somatico del cv. Dwarf Brazilian, obteniendo como resultado que
el tratamiento SK13, el cual contiene sales y vitaminas MS (vitaminas Murashige and
Skoog), extracto de malta, glutamina, &cido naftalenacético y zeatina, alcanza una tasa de
germinacion del 90 al 96%. Sholi et al. (2009) evaluaron el efecto de ABA durante la
maduracion del embrién del cv. Spambia (AAB), observando que al adicionar 2.5 pM de
ABA en combinacién con 1.25 uM de bencilaminopurina (BAP), se alcanza una tasa de
germinacion del 85%, lo cual indica que el ABA induce favorablemente el desarrollo de los

embriones somaticos, asi como la adicién de citoquinina exégena.

A pesar de las estrategias empleadas para promover las condiciones adecuadas para
alcanzar la maduracién de los embriones somatico aln hay preguntas por responder, de
igual manera aun no se han elucidado los mecanismos involucrados en el proceso de
maduracién y el cual posteriormente impacta en la germinacién de los embriones
somaticos, por lo gue es importante los estudios de genes y proteinas relacionadas a este

proceso.

1.6. Genes expresados durante la embriogénesis y desarrollo/maduracién del
embrion somatico en cultivo in vitro

Durante la iniciacion de la embriogénesis se da la reprogramacion de la expresion de genes,
para que las células diferenciadas transiten hacia el estadio de célula meristematica,
recuperando su totipotencia celular. Dicha reprogramaciéon de genes ocurre durante el
proceso transcripcional o post-transcripcional, por lo que es clave identificar aquellos
protagonistas que estén involucrados en estos procesos. Entender dichos procesos nos

ayudaria a comprender de mejor manera los factores que interactian durante el cultivo in
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vitro en plantas (Fujimura y Komamine 1980).

Se han identificado diferentes genes que participan en las etapas de la embriogénesis de
Daucus carota y Arabidopsis thaliana. Algunos de los genes son: WUSCHEL (WUS),
SHOOT MERISTEMLESS (STM), SCARECROW (SCR), SHORTROOT (SHR), HOBBIT
(HBT) y LEAFY COTILEDON (LEC) (Park y Harada 2008); los cuales codifican para
factores de transcripcion involucrados en diferentes etapas de la embriogénesis somatica
(Yang y Zhang 2010). De igual forma se han identificado a las proteinas LATE-
EMBRYOGENIC ABUDANT (LEA), cuya expresion se encuentra regulada por el factor de
transcripcion ABA INSENSITIVE 3 (ABI3) (Ikeda et al. 2006).

Los factores de transcripcién son proteinas regulatorias altamente conservadas y las cuales
juegan un papel importante en la regulacion de la expresion génica asi como en otros
procesos biolégicos (Shivani et al. 2017). Se han reportado factores de transcripcion
involucrados en la embriogénesis somatica de Arabidopsis thaliana y los cuales interacttan
con genes claves en dicho proceso (Figura 1.4).

En el primer grupo se encuentran genes leafy cotiledon (LEC) que incluye a LEC1, LEC2 y
FUSCAS. LEC1 codifica para una subunidad HAP3 con factor de unién a la caja CCAAT
mientras que LEC2 y FUSCAS3 codifican para una proteina con dominio B3 (Pelletier et al.
2017; Junker y Baumlein 2012). Estos factores de transcripcién intervienen en diferentes
funciones durante la embriogénesis y desarrollo del embrién como: 1) el mantenimiento del
suspensor, 2) la sintesis y la acumulacion de reservas durante la maduracién para el
proceso de desecacién del embrién, y 3) la inhibicion de la germinacion (Harada et al. 2001).
Debido a la importancia de estos genes en la regulacién de la etapas tempranas de la
embriogénesis somatica, se han aislado de diferentes especies, como maiz (Zea mays)
(Zhang et al. 2007), Zanahoria (Daucus Carota) (Yazawa et al. 2004), y cacao (Theobroma
cacao L.) (Alemanno et al. 2008).

LEC1 regula positivamente genes implicados en las rutas de sintesis de auxinas como
YUCCA10 (YUC10), por otro lado, LEC2 estimula la activacion de genes YUCCA2 (YUC2)
y YUCCA4 (YUC4) lo cual favorece la acumulacion enddégena de auxinas durante la
embriogénesis somatica (Figura 1.4) (Guan et al. 2016; Novak et al. 1989). Se ha reportado
que la perdida de funcién de LEC1 en mutantes de Arabidopsis thaliana tiene como

consecuencia una deficiente acumulacion de compuestos de reserva como lipidos y
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proteinas, déficit para adquirir tolerancia a la desecacion y por Gltimo impacta en el proceso
de germinacion (Pelletier et al. 2017; Harada 2001). Por otro lado, la perdida de funcién de
LEC2 tiene un efecto en la formacion de los cotiledones, malformacién del suspensor celular
del embrién e intolerancia a la desecaciéon (Wojcikowska et al. 2013; Gaj et al. 2005; Harada
2001).

En el segundo grupo se encuentra el factor de transcripcion AGL15 que codifica para una
proteina con dominio MADS, acumulandose en etapas tempranas de la embriogénesis y
manteniendo los niveles durante la morfogénesis y maduracion del embrién (Harding et al.
2003). Se ha reportado que AGL15 promueve la expresion del gen GA20x6 que codifica
para una giberelina oxidasa, la cual inhibe la sintesis de &cido giberélico (Figura 1.4) (Nowak
y Gaj 2016). En el tercer grupo se encuentra el gen BABY BOOM (BBM) el cual codifica
para un factor de transcripcion AP2/ERF, cuya expresion se detecta en cultivos de
micrésporas y en etapas tempranas de desarrollo del embrién (Guan et al. 2016; Boutilier
et al. 2002).

MIB118
X LECs genes
LEC1

YUC10 ez Ji .".. 14430 GA2ox6 GA3ox2 GA3oxl
\ AT i
v N <
Embriogésis somatica Grorrrrnnsnnnnnnsssnnnsessnnnssssnannssaes :

Figura 1.4.- Mecanismo de interaccion de los genes involucrados en la

embriogénesis somatica en Arabidopsis thaliana (Guan et al. 2016).

Proteinas cinasas como las proteinas receptoras de la embriogénesis somética (SERK,
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somatic embryogenesis receptor kinases) se les ha identificado también durante la
embriogénesis temprana (Becraft 1998), estas proteinas estan involucradas en numerosos
procesos de sefalizacion y transduccion de sefales, las cuales son percibidas desde la
membrana plasmatica hasta el sitio de accién, regulando de manera negativa a los

transductores de sefiales (Yang y Zhang 2010).

Durante el proceso de desarrollo/maduracion se han identificado genes los cuales estan
involucrados en el proceso de tolerancia a la desecacién (Cuadro 1.2), sin embargo, ain

hace falta mas estudios a fondo para comprender de mejor manera este proceso.

Cuadro 1.2. Genes identificados durante el desarrollo/maduracion

de ES en plantas.

Genes Especie Proceso putativo Referencias
ERD 15 Pinus pinaster Ait Respuesta temprana a estrés (Morel et al. 2014)
LEAs Pinus pinaster Ait estrés/maduracion (Morel et al. 2014)
MYB Gossypium hirsutum cv. YZ1 FT inducido por estrés (Jin et al. 2014)
WRKY Gossypium hirsutum cv. YZ1 FT en respuesta a estrés (Jin et al. 2014)
LEAs Gossypium hirsutum cv. YZ1 estrés/maduracion (Jin et al. 2014)
ERDs Gossypium hirsutum cv. YZ1 Respuesta temprana a estrés (Jin et al. 2014)
RDs Gossypium hirsutum cv. YZ1 Respuesta a deshidratacion (Jin et al. 2014)
EDGP Gossypium hirsutum cv. YZ1 Respuesta a estrés osmético (Jin et al. 2014)
GDH1 Gossypium hirsutum cv. YZ1 Respuesta a estrés osmético (Jin et al. 2014)
ERD Musa acuminata ssp. malaccensis Respuesta temprana a estrés (Maldonadz%-f:;rges etal

En la especie Pinus pinaster Ait., se identificaron transcritos expresados diferencialmente
(TFs) relacionados a genes en respuesta a estrés (Morel et al. 2014) (Cuadro 1.2); se
evaluaron embriones somaticos en etapa temprana de maduracion; encontrando TFs de
ERD 15 (genes de respuesta temprana a la deshidratacion los cuales se han reportado
Ccomo genes en respuesta temprana a estrés en Solanum pennellii y en otras especies (Ziaf
et al. 2011). Asi mismo encontraron genes LEA del grupo 1y grupo 6, lo del grupo 1 se
encuentran implicados en la proteccion osmaética durante el déficit de agua y las del grupo

6 aun no se han identificado su funcién (Hong-Bo et al. 2005).
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Jin y colaboradores realizaron una comparativa del transcriptoma de embriones soméaticos
versus embriones cigéticos de Gossypium hirsutum cv. YZ1, identificando la expresion
diferencial de transcritos que derivan de genes en respuesta a estrés e implicados en el
desarrollo de ES (Jin et al. 2014) (Cuadro 1.2), dichos autores identificaron TFs de 5 LEAs
que pertenecen al grupo 3 y un LEA que forma parte del grupo 2. Las LEA del grupo 3 se
ha visto que estan implicados en el enriquecimientos de iones durante la deshidratacion
(Hong-Bo et al. 2005) y las del grupo 2 han sido llamadas dehidrinas, las cuales son
inducidas durante un evento de deshidratacion protegiendo la membrana celular durante
este proceso (Wang et al. 2007). Se han reportado factores de transcripcion (FT) del tipo
MYB y WRKY lo cuales se ha visto estan implicados en procesos de estrés (Lata et al.
2011).

En un estudio realizado en la especie Musa acuminata spp. malaccensis durante el proceso
de maduracion del embridon somético, se identificaron TDFs implicados en la embriogénesis
somética, asi como en el proceso de maduracion del embridn, entre los cuales se identificd
un ERD (Repuesta temprana a deshidratacion) los cuales tienen una respuesta rapida antes
condiciones de estrés (Maldonado-Borges et al. 2013).

A pesar de los esfuerzos realizados aun faltan muchos mecanismos por elucidar, sin
embargo, en la actualidad existen herramientas que nos podria ampliar el panorama acerca

de los genes implicados en el proceso de maduracién del embrién somatico.

1.7. Transcriptémica en plantas

La transcriptébmica se encarga del estudio del conjunto de transcritos generados por un
evento determinado en una célula, siendo esto de importancia en estudios de gendémica
funcional (Wang et al. 2009). Los datos obtenidos a partir de un transcriptoma puede
proporcionar gran informacién para generar estrategias para el descubrimientos de genes
de interés y marcadores moleculares, los cuales complementar estudios de protedmica
funcional en un futuro (Zhuang et al. 2014; Wolf 2013; Ali et al. 2010).

Entre las herramientas que se han empleado en el estudio del transcriptoma se encuentran
los microarreglos a partir de cDNA, el analisis serial de la expresion génica (SAGE),
hibridacion sustractiva por supresion (SSH), polimorfismo de la longitud de fragmentos de

amplificados usando como templado ADN complementario (cDNA-AFLP) y polimorfismo
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amplificado de secuencias relacionadas a partir de ADN complementario (CDNA-SRAP).
Sin embargo estas herramienta se encuentran limitada debido al bajo rendimiento, al alto
costo, la baja sensibilidad y que se debe tener informacion del genoma (Strickler et al.
2012). En la actualidad gracias al avance cientifico se han desarrollado nuevas técnicas de
secuenciacibn (NGS, Next Generation Sequencing), las cuales generan grandes
cantidades de informacién por lo que se la ha considerado una tecnologia de alta eficiencia
(Tiwary 2015).

Las plataformas actualmente disponibles para la secuenciacion del ADN y ARN se
encuentran: Roche/454, Solexal/illumina, lon Torrens y SOLID/Life Techonologies. Cada
plataforma cuenta con sus ventajas y desventajas, sin embargo las mas utilizadas para el

analisis del transcriptoma son Roche/454 y Solexa/illumina (Strickler et al. 2012).

Roche/454 fue la primera tecnologia de nueva generacion, la cual se basa en la
pirosecuenciacion por emulsion. En la pirosecuenciacion se genera una cadena doble de
ADN a partir de una cadena sencilla, este proceso ocurre por la adiccién de nucleétidos lo
cual genera una reaccién luminiscente siendo posteriormente detectados por la emisién de
luz que genera, dicho proceso ocurre en un perla (Tiwary 2015; Egan et al. 2012). El tamafio
de lecturas o “reads” que género en su primera version es de 100 a 150 pares de bases y
posteriormente los equipos fueron actualizados generando lecturas con un tamafio de 700

pb que a su vez genera una base de datos de 0.7 Gigabites (Liu et al. 2012).

La plataforma de illumina utiliza el principio de secuenciacion por sintesis. EI cDNA
generado a partir del ARNm o ARNt, es utilizado para ligar adaptadores en los extremos 5
y 3" de la cadena, la secuencia de los adaptadores es complementarios a secuencias que
se encuentran en una plataforma que contiene la celda de flujo, los adaptadores tendran la
funcién de cebadores. Durante el proceso de secuenciacion las lecturas o secuencias
generadas adheridas a la celda de flujo formaran un puente lo cual generada millones de
lecturas durante todo el proceso, posteriormente seran desnaturalizados y se iran
integrando nucleétidos marcados, lo cuales emitiran fluorescencia y sera captado por una
camara especial, terminado el primer ciclo se eluye la celda de flujo liberando la cadena

sintetizada y comienza otro ciclo (Egan et al. 2012; Sedano y Carrascal 2012).

En la actualidad se ha generado la secuenciacion del RNA o también llamada RNA-seq, la
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cual hace uso de las nuevas tecnologias de secuenciacion, por lo que se puede generar

secuencias masivas de RNA para el estudio del transcriptoma (Ward et al. 2012).

1.8. RNA-Seq

El RNA-Seq es una herramienta transcriptomica que utiliza las nuevas tecnologias de
secuenciacion ayudando a caracterizar transcriptomas y comprender los procesos de la
expresion génica (Sedano y Carrascal 2012). Durante la secuenciacién del ARN por RNA-
Seq se puede obtener informacién acerca de todos los RNA de una muestra, asi mismo
otra ventaja de esta tecnologia es que se puede descubrir nuevos exones, sitios de
empalme, fusién de genes y de igual manera la expresion un gen de interés (Vikman et al.
2014). De manera experimental el RNA-Seq se basa en la secuenciacién del ARNm o ARNt
de una muestra o tejido. Unos de los pasos claves para que esta tecnologia funcione
correctamente es la obtencién de ARNm o ARNt de buena calidad (Strickler et al. 2012).
Posteriormente se realiza la fragmentacién del ARN obtenido, la mayoria de las plataformas
de secuenciacion necesitan fragmentos con tamafios aproximados de 200 a 500 pares de
bases. Es importante mencionar que asi mismo se puede sintetizar el cDNA y
posteriormente fragmentarse. Posteriormente se sintetiza la doble cadena de cDNA y son
ligados adaptadores en los extremos 3" y 5 de los fragmentos obtenidos. Para la
secuenciacion de los fragmentos pueden ser por sintesis o ligacion dependiendo de la

plataforma que se utilizara para secuenciar la muestra (Wang et al. 2009).

Para la realizacion del RNA-seq se necesitan considerar varios aspectos como el disefio
experimental que se utilizara, el trabajo experimental que se desarrollara en el laboratorio,

la plataforma a usar y el ensamblado del transcriptoma.

Dentro del disefio experimental se pueden considerar los siguiente puntos: disefio
estadistico y condiciones controladas para el experimento, en este punto se considera las
réplicas biolégicas para reducir los errores experimentales y poder alcanzar el objetivo
planteado (Wolf 2013). El tejido o explante a usar y la especie, dentro de este punto se tiene
gue considerar el origen del tejido o explante, en el caso que provenga de cultivo in vitro es
importante considerar la etapa de desarrollo en el que se encuentre, a su vez es importante
tener informacion del genoma a usar, si ya se encuentra disponible o liberado en una base

de datos y por ultimo si nuestra especie a usar tiene duplicacion de genes o tiene poliploidia
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para considerar las variantes alélicas en el analisis de datos (Strickler et al. 2012). Para el
trabajo en el laboratorio se consideran los siguientes puntos: la colecta del material
biolégico, la secuenciacién y el ensamblado. La colecta del material es de suma
importancia, ya que realizar una colecta en condiciones no favorables puede conllevar a la
degradacion del ARNt (Wang et al. 2009). En la actualidad existe sustancias que previenen
la degradacién del material genético, entre ellos esta el RNAlater de la compania Life
Techologies. Extraccién del RNA y calidad, en este punto se debe adecuar un protocolo de
extraccion de ARN dependiendo de la especie a usar o recurrir al uso de kit de extraccion
gque se adecue a nuestras necesidades.

Para la de secuenciacibn y ensamblado es importante definir la plataforma de
secuenciacion. En esta etapa es importante considerar parametros como costo total de la
secuenciacion, el tamafio de las lecturas, los errores de secuenciacion y el numero total de
lecturas deseadas, por lo que dependiendo del tipo de estudio a realizar se elegira la mejor
plataforma (Wolf 2013). Para el procesamiento de las lecturas y ensamblado es importante
la verificacion de la calidad de las lecturas o reads obtenidos y el tamafio de éstas, sin
embargo, existen herramientas como Fastqc para verificar estos parametros (Strickler et al.
2012). Posteriormente se remueven las secuencias de los adaptadores usados para la

secuenciacién, para ello se usan programas como Seqclean, entre otros.

Realizados los pasos anteriores se procede al ensamblado del transcriptoma, para esto se
puede usar dos estrategias, la primera es realizar el ensamblado con ayuda del genoma de
referencia (genoma secuenciado) y la segunda es realizar un ensamblado de novo (sin

genoma de referencia) (Martin y Wang 2011).

Para el ensamblado con un genoma de referencia de primera instancia se hace un
alineamiento de empalme de las lecturas sobre el genoma descargado previamente, este
paso se lleva a cabo con ayuda de programas como el TopHat, Splice Map, Mapsplice, o
GSNAP. Posteriormente cada lectura empalmada en el genoma es agrupada para construir
una gréfica que pueda representar todas las isoformas o transcritos, por ultimo se resuelven
dichas graficas generadas para dar como resultados las isoformas individuales (Martin y
Wang 2011).

Otra estrategia usada en caso de que no se cuente con el genoma secuenciado de la
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especie de interés es el uso del ensamblado de novo, el cual se basa en el solapamiento
de la lecturas cortas para generar una lectura con mayor longitud (llamado contigs) y
posteriormente dos contigs son solapados generando un super contigs (llamados scalfos)
para al finalmente generar transcritos (Martin y Wang 2011). Existen estrategias para
realizar un ensamblado de novo, una de ellas es usar el método de
superposicion/disposicion/consenso (OLC, por sus siglas en ingles
overlap/layout/consensus). En éste se usa una grafica de superposicion en el cual consta
de 3 fases, en la primera fase se pretende encontrar o revelar superposiciones que
contengan a todos contra todos y a su vez comparando lecturas por pares, en la segunda
fase se hace una construccion o manipulacion del grafico de superposicion que conduzca
a una disposicién aproximada, y en la ultima fase se utiliza el alineamiento mdltiple de
secuencias (MSA, por sus siglas en inglés Multiple sequence alignment) para determinar la
disposicién precisa y a su vez determinar la secuencia consenso (Miller et al. 2010). Entre
los ensambladores que utilizan este método podemos mencionar a Celera assembler
(Myers et al. 2000), Arachne (Batzoglou et al. 2002), CAP3 (Huang y Madan 1999) y el
Newbler. Otro método usado para realizar un ensamblado de novo es a través de los
graficos de Brujin, los cuales se basan en la relacion de la superposicion de los K-mers y
de los nucleétidos adyacentes (Li et al. 2011). Entre los programas de ensamblado que
usan este método esta el Velvet (Zerbino y Birney 2008), ABySS (Simpson et al. 2009) y
SOAPdenovo (Li et al. 2010).

El uso de herramientas de secuenciacibn masiva como el RNA-seq en procesos
embriogénicos como la maduracion del embriébn somatico en Musa, proporcionaria
informacién para elucidar mecanismo de respuesta a embriogénesis, diferenciacion celular
y maduracion del embrién, creando estrategias a futuro para el mejoramiento genético de

esta especie.

La presente tesis se encuentra organizada por capitulos, los capitulos 2, 3 y 4 contienen
una introduccion, materiales y métodos, los resultados, la discusién y su respectiva
bibliografia. El capitulo 1 presenta los antecedentes, el capitulo 2 describe los resultados
sobre el sistema de regeneracion in vitro, el capitulo 3 esta enfocado en la evaluacién de
los parametros fisiol6gicos y bioquimicos, el capitulo 4 presenta los resultados acerca del

analisis molecular el proceso de maduracion del embriéon somatico por dltimo el capitulo 5
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CAPITULO |

muestran las conclusiones y perspectivas.
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HIPOTESIS

Si el embrién somético (ES) de Musa spp., se desarrolla y madura bajo condiciones
limitantes de disponibilidad de agua que promuevan la acumulacion de reservas y la
ganancia en peso seco, incrementando su tasa de germinacion y su conversion a planta,
entonces mediante el andlisis de su transcriptoma se identificaran los genes cuya expresion

diferencial son clave para dicho proceso del desarrollo.

OBJETIVO GENERAL.

Evaluar parametros fisiolégicos, bioquimicos y moleculares durante la maduracion del

embrion somatico de Musa

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Desarrollar el protocolo de regeneracion a través de embriogénesis soméatica

indirecta a partir de flores masculinas inmaduras de Musa spp. (AAB) cv Manzano.

2. Determinar los parametros fisiol6gicos peso fresco, peso seco y contenido de agua

de embriones somaticos durante 30, 45, 60, 90 y 120 dias de cultivo.

3. Analizar los niveles de carbohidratos totales, almidén, proteinas y ABA en
embriones somaticos de Musa spp. (AAB) cv Manzano. durante 30, 45, 60, 90y 120
dias de cultivo bajo condiciones limitantes de agua, y definir su relaciéon con los

estadios de ES inmaduro y maduro.

4. Analizar los transcriptomas de cuatro estadios (globular, pera, coleoptilar temprano
y coleoptilar tardio) de desarrollo de embriones somaticos de Musa spp. (AAB) cv

Manzano.
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CAPITULO |

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental planteada para alcanzar los objetivos fue la induccién de la
embriogénesis somatica del cv. Manzano y promover la maduracion de los embriones
somaticos. A partir de la identificacion de cuatro estadios de maduracion se determinaron

parametros fisioldgicos, bioquimicos y moleculares.

-
Induccion de la embriogénesis somatica cv. Manzano ]-’ [ Proliferacion de callo embriogénico }

\

[ Induccion de suspensiones celulares ]

[ Maduracion de embriones somaticos ]

!

Parametros fisiologicos Parametros bioquimicos
1.- Peso seco 1.- Contenido de carbohidratos [ Andlisis del transcriptoma A
2.- Peso fresco 2.- Contenido de ABA )
3.- Contenido de agua 3.- Contenido de proteinas

Figura 1.5.- Estrategia experimental.

CTem: Coleoptilar temprano

CTar: Coleoptilar tardio
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CAPITULO I

CAPITULO Il

EMBRIOGENESIS SOMATICA DE MUSA ssp cv. MANZANO (AAB, subgrupo
Silk)

2.1. INTRODUCCION

Las variedades cultivadas de platano (Musa spp.) son poliploides, con frutos
partenocarpicos que carecen de semillas, por lo que su propagacion se lleva acabo de
manera vegetativa mediante brotes axilares, denominados hijuelos de espada, que surgen
del cormo (tallo verdadero). Por ello, el cultivo in vitro de tejidos vegetales es una alternativa
biotecnologica para la clonacion, el mejoramiento genético y la conservaciéon de
germoplasma existente de platano. En particular, la embriogénesis somatica indirecta de
platano es un instrumento poderoso para la clonacién y generacién de semillas sintéticas
libres de enfermedades y patdégenos y la regeneracion de plantas con una alta fidelidad
genética a la planta original (Escobedo-GraciaMedrano et al. 2016; Lopez-Gomez P et al.
2016).

En platano, como otras especies de angiospermas y gimnospermas, uno de los principales
cuellos de botella en la propagacion in vitro mediante embriogénesis somatica, es la baja
tasa de germinacion de los embriones formados. Estudios realizados con el cultivar Enano
Gigante (AAA, subgrupo Cavendish), entre otros, muestran tasas de geminacion que van
desde un 3 a 35%. Esto ultimo se ha logrado mediante variaciones en la concentracion de
reguladores de crecimiento utilizados durante la germinacion (Youssef et al. 2010; Navarro
et al. 1997; Cbte et al. 1996). Estudios realizados en Pinus indican que un factor clave es
el estrés hidrico al que son sometidos los embriones durante su maduracion, que conlleva
a un estado de desecacion, durante el cual se promueve la acumulacion de compuestos de
reservas como proteinas, lipidos y carbohidratos (Vale et al. 2014; Klimaszewska et al.

2000), condicion que no ha sido estudiada en platano.

En este capitulo se describe el desarrollo de un protocolo de embriogénesis somatica
indirecta a partir de flores masculinas inmaduras de platano, Musa spp. AAB cv Manzano,
y su optimizacion mediante el desarrollo/maduracion de los embriones derivados de
suspensiones embriogénicas tipo Il en un medio con 0.3% p/v de gelificante y sin

reguladores del crecimiento. Para ello se realizaron dos tratamientos de maduracion y se
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evaluaron el nimero total de embriones maduros obtenidos por tratamiento y la tasa de

germinacion de los embriones.

2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Induccion de callo embriogénico a partir de florales masculinas
inmaduras, proliferaciéon del callo e induccion de suspensiones celulares
Para la induccién del callo embriogénico, se partié de florares masculinas inmaduras segun
el siguiente procedimiento: la bellota de la inflorescencia masculina se redujo a un tamao
de 6 a 8 cm, y se aislaron manos de las posiciones 8 a 12 con flores inmaduras de 2 a 3
mm (como posicion 0 se considerd el meristemo apical de la inflorescencia). Las flores
fueron inoculadas en medio de induccion MA1 (Ma 1991), cuya composicion fue: sales y
vitaminas MS (Murashige y Skoog 1962), suplementando con 5.71 uM de IAA, 18 uM de 2,
4-D, 5.4 uM de NAA, 4.1 uM de biotina, 87 mM de sacarosa, el pH del medio se ajusto6 a
5.7, se afor6 y afiadieron 2 gL* del gelificante Gelrite (GelzanVR, Sigma-Aldrich). El medio
se dosifico en volumenes de 25 mL en frascos de 100 mL. Los frascos se cubrieron con
tapas de plastico y fueron esterilizados en la autoclave a 120 ° C por 20 min. Los cultivos
se mantuvieron a 27 + 2°C en oscuridad completa durante tres meses y fueron examinados

dos veces por semana para observar la formacion de callo embriogénico.

Tras haber transcurrido tres meses, se observo la formacién de callo embriogénico y éste
fue proliferado en medio a la mitad de la fuerza i6nica de MA1. La composicion del medio
incluye las sales y vitaminas del medio MS (Murashige y Skoog 1962), suplementando con
2.85 UM de IAA, 9 uM de 2, 4-D, 2.7 uM de NAA, 4.1 uM de biotina, 87 mM de sacarosa y
2 gL de gelificante, ajustando pH del medio a 5.8. Los frascos se cubrieron con tapas de
plastico y fueron esterilizados en autoclave a 120°C por 20 min. Las condiciones de cultivo
fueron a 27 £ 2°C en oscuridad. Los callos fueron resembrados cada mes hasta alcanzar la

masa embriogénica para la posterior induccion de las suspensiones celulares.

Las suspensiones se iniciaron partir del callo embriogénico, partiendo de 1.0 g que se
transfirié a un matraz Erlenmeyer de 250 mL, conteniendo 50 mL de medio M2 (Céte et al.
1996); compuesto por vitaminas y minerales del medio MS, suplementado con 87 mM de
sacarosa, 4.52 uM de 2-4 D, 4.1 uM de biotina, 680 uM de glutaminay 100 mgL* de extracto

de malta. El pH del medio se ajusté a 5.3 y las suspensiones se mantuvieron en agitacion
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a 90 rpm a 27 °C en oscuridad, renovando el medio cada semana. Transcurridas tres
semanas, las suspensiones celulares se mantuvieron ajustando el paquete de volumen
celular (PVC) a 3%.

2.2.2. Maduracion de ES

Previo al desarrollo del experimento de maduracion de los embriones, las suspensiones
celulares son filtradas a través de una malla de 250 um, dejando sedimentar las células que
cruzaron a través del poro y posteriormente se ajusté el PVC al 3%, a su vez aquel material
biol6gico que fue retenido por la malla fue transferido a un matraz de 250 mL para continuar
con el mantenimiento de la suspension madre y su proliferacion. Transcurridas dos
semanas de resiembra semanal, las células del filtrado fino fueron lavadas con medio M2
sin fitorreguladores y ajustadas a una densidad a 3% de PVC, para inocular un volumen de
500 pL en los medios semisélidos MM1 y MM2. Ambos medios contenias sales y vitaminas
del medio MS, 131.2 mM de sacarosa (pH es 5.7), y 2 o 3 gL de Gelrite, M1 y M2,
respectivamente. Los medios se dosificaron en cajas Petri de 9 cm diametro conteniendo
un volumen de 25 mL. Las condiciones de cultivo fueron en oscuridad a 27 + 2 °C. Se
realizaron dos experimentos independientes, cada uno constd de dos tratamientos con 2 6
3 gL de Gelrite, con 10 réplicas cada uno, haciendo un total de 40 unidades experimentales

(UE), representadas por cajas Petri.

2.3. Germinacion de ES maduros

Los embriones somaticos de 60, 90 y 120 dias sometidos a los tratamientos de maduracién
MM1 y MM2; aquellos que presenten una morfologia blanco-opaco; fueron seleccionados
y transferidos al medio de germinacién. Se transfirieron ocho embriones por vial de cristal
(frasco Gerber), el cual contenia 25 mL de medio semisélido MG, el cual incluye las sales
y vitaminas del medio MS suplementado con 87 mM de sacarosa 'y 200 mgL* de KH2PO..
El pH del medio se ajustdé a 5.8 y se adicionaron2.5 gL de Gelrite. Las condiciones de
cultivo fueron en oscuridad a 27 £+ 2 °C durante 8 dias y posteriormente se transfirieron a
fotoperiodo (16 h:8 h, luz: oscuridad). Se evalu6 el porcentaje de embriones somaticos que

germinaron en cada tratamiento de maduracion.
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2.3. Resultados

2.3.1. Induccion de callo a partir florales masculinas inmaduras de Musa spp.
AAB cv. Manzano

Después de tres meses de haber iniciado el experimento de induccién de callo sobre las
flores masculinas jovenes en medio MAL, se observo la formacion de diferentes tipos de
callos, i.e., callo embriogénico (35 + 6.9%), callo no-embriogénico (27.5 + 5.11%), callo
diferenciado translucido (11.6 + 2.6%) y callo oxidado (11.1 + 4.6%) (Figura 2.1).

50+

404

ab

304

204

Porcentaje de respuesta (%)

104

CE NE CT co

Tipos de callos

Figura 2.1.- Formacion de diferentes tipos de callo a partir de flores masculinas
inmaduras inducidas en medio MA1l. CE= callo embriogénico, NE= callo no
embriogénico, CT= callo translucido, CO= callo oxidado.

El callo no-embriogénico (NE) consiste en una mezcla de callo compacto blanco y amarillo
intenso. Los callos embriogénicos friables (CE), cuya caracteristica es una coloracion
amarillenta clara, con presencia de algunos embriones globulares, incremento su masa
después de dos meses de proliferacion, y mostraron la formacion de numerosos embriones
en estadios globulares y més avanzados. Este tipo de callo constituye el ideal para iniciar

suspensiones celulares (Figura 2.2).

40



CAPITULO I

Figura 2.1.- Callos embriogénicos obtenidos a partir de la induccion de flores
masculinas inmaduras cv. Manzano. A) Callo embriogénico con presencia de

embriones globulares inmaduros, B) callo embriogénico con embriones globulares.

Con la proliferacién del callo embriogénico se observo la formacién de embriones sométicos
en un estadio de transicion de globular a tipo pera, con apariencia blanco-translucido,
siendo ésta una caracteristica de un embrién inmaduro (Figura 2.2 A, sefialado con una
flecha blanca). De igual manera se observaron embriones diferenciados en estadios mas
avanzados de desarrollo con una coloracion blanco-opaca, caracteristica de los embriones
maduros (Figura 2.2 B, sefialado con una flecha negra). Los embriones en estadios
avanzados (coleoptilar tardio), fueron removidos del callo en cada resiembra para prevenir
su oxidacion. Después de tres meses de proliferacion, de este tipo de callos y cuando se

conto con el material necesario, se iniciaron las suspensiones celulares embriogénicas.

Dos semanas después de haber inducido las suspensiones celulares, éstas formaban un
sedimento con aspecto de arenilla en el fondo del matraz, siendo un indicativo de la
presencia de pequefios agregados celulares, células embriogénicas y embriones
bicelulares y globulares en activa division celular. Esto se vio reflejado en el PVC (paquete
de volumen celular) durante cada resiembra. Para evitar oxidacion de la suspension por el
incremento del PVC, éste se ajustd a 3% en cada resiembra, para posteriormente ser
filtradas. Se obtuvieron dos tipos de suspensiones celulares; las suspensiones madre
(Figura 2.3 A), compuesta por células de mayor tamafio, agregados heterogéneos y una
coloracion amarillenta; e hija, la cual contiene agregados embriogénicos de menor tamafio,
siendo observados en forma de arenilla, caracteristico de células embriogénicas y
embriones globulares pequefios (Figura 2.3 B). Esta ultima corresponde a la suspension

ideal para realizar los experimentos de maduracién de embriones somaticos.
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Figura 2.2.- Suspensiones embriogénicas de Musa spp. cv. Manzano. A)
Suspension madre con agregados heterogéneos, B) suspension embriogénica fina.
Fotografia tomada desde el fondo del matraz Erlenmeyer.

2.3.2. Experimento de maduracién del embrién somatico

Después de 30 dias de haber inoculado la suspension celular en los medios de maduracion
MM1y MM2, se observo un incremento en la masa embriogénica, asi como el tamafio de
los embriones (Figura 2.4). En el medio MM1 se observ6 una mayor poblacién de embriones
inmaduros en un estadio globular (Figura 2.4 A, sefialado con una flecha naranja). De igual
manera se observaron embriones en el estadio pera con una morfologia blanca-opaca,
siendo un indicativo de la acumulacion de almidén (Figura 2.4 A, sefialado con una flecha
blanca). A su vez, en el medio MM2 se percibi6 la presencia de los embriones en estadio
globular, pero en menor proporcion que en MML1. Sin embargo, fue mas notoria la presencia
embriones de tipo pera (Figura 2.4. B, sefialados con una flecha verde). Estos resultados

sugieren que el medio MM2 promueve mas rapido la maduracion de embriones somaticos.
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Figura 2.3.- Maduracion de embriones somaticos de manzano expuestos a dos
tratamientos. A) Embriones somaticos a 30 dias en MM1, B) embriones somaticos
a 45 dias en MM1, C) embriones soméaticos de 45 dias en MM2, D) embriones

somaticos a 45 dias en MM2.

Después de 45 dias se observaron embriones en un estadio globular mas desarrollados en
comparacion a los de 30 dias. Esto ocurri6 para ambos tratamientos. En esta etapa se
observaron embriones en estadio tipo pera con una morfologia blanca-opaca. Sin embargo,
a simple vista el este tipo de embriones estuvieron presentes en menor proporciéon en el
tratamiento MM1 (Figura 2.4 C, sefialado con una flecha negra) que en MM2 (Figura 2.4
D).

Figura 2.5.- Embriones somaticos a 60 dias de maduracién bajo dos tratamientos
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de maduracion. A) Tratamiento MM1, B) Tratamiento MM2.

A los 60 dias los embriones soméaticos expuestos a los tratamientos de maduracién
alcanzaron el estadio coleoptilar temprano (CTem). Para MM1 se observaron embriones en
diferentes etapas, desde globular hasta CTem (Figura 2.5 A, sefialado con una flecha
amarilla). A su vez, en MM2 se observaron embriones en etapa peray CTem (Figura 2.5 B,
sefialado con una flecha blanca), estos ultimos tienen una morfologia blanca-opaca con
expuesto la hendidura cotiledonaria expuesta, por lo que fueron seleccionados para su

posterior germinacion.

Figura 2.6.- Maduracion de embriones somaticos, de platano cv. Manzano,
expuestos a dos tratamientos. A) Embriones somaticos a 90 dias en MM1, B)
embriones somaticos a 120 dias en MM1, C) embriones somaticos de 90 dias en

MM2, C) embriones somaticos a 120 dias en MM2.

Finalmente, a los 90 y 120 dias se observaron embriones en estadios coleoptilar tardio de
90 dias (CTarg) y de 120 dias (CTarizo). En el medio MM1 se visualizaron embriones tipo
CTarg (Figura 2.6 A, sefialado con una flecha negra) pero aun eran visibles numerosos
embriones en estadios mas tempranos (globular y tipo pera), siendo mayor la asincronia en
la maduracién en este tratamiento. Este comportamiento se observé de igual manera a los
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120 dias de maduracién y, a su vez se observaron embriones con una tonalidad café-vitrea
con tendencia a la fenolizacion (Figura 2.6 B, sefialado con una flecha roja), lo que
posiblemente pueda ser ocasionado por deficiencia de nutrientes. En el caso de MM2 se
observd una mayor poblacion de embriones en estadios CTarg Y CTariz (Figura 2.6, C-D,
sefalados con una flecha blanca), en los cuales era visible la hendidura cotiledonaria, asi
como una morfologia blanca opaca. Es importante mencionar que durante el transcurso del
experimento el medio de cultivo no fue renovado, asi como que se mantuvo sin reguladores
de crecimiento vegetal, tanto para MM1 como MMZ2., Esto es algo novedoso en
comparacion con otros protocolos reportados para Musa.

Durante el proceso de diferenciacién y desarrollo del embrion se analizaron las poblaciones
de embriones sométicos en los estadios globular, tipo pera, coleoptilar temprano y
coleoptilar tardio. Para ello, se cuantificd el nimero total de embriones, el nimero por cada
estadio en los diferentes tiempos de cultivo, y se calculo el porcentaje de embriones en
diferenciacion (embriones inmaduros) y embriones en desarrollo/maduracion (embriones
maduros). Se designaron como embriones inmaduros al conjunto de embriones en estadio
globular y tipo pera, y como maduros aquellos que se encontraban en estadio coleoptilar
(Figura 2.7).

El nimero promedio del total de embriones somaticos desarrollados a partir de 0.5 mL de
suspension fue de 9,836 + 346 (CV= 3.5%) para el tratamiento MM1, lo que hace un total
de 9.83 x 10° ES por matraz de 50 mL. En tanto que para el tratamiento MM2 fue de 11,952
+ 278 (CV=2.33%) lo que hace un total de 1.2 x 10° ES por matraz de 50 mL.

El porcentaje de embriones inmaduros (globulares y tipo pera) fue significativamente mayor
para los tratamientos MM1 (48.6%) que en el MM2 (36.8%), (Figura 2.7). A su vez se
observaron diferencias significativas en el porcentaje de embriones maduros para el
tratamiento MM1 (51.4%) respecto del tratamiento MM2 (63.2%), (Figura 2.7). Los
resultados indican que los embriones en desarrollo bajo el tratamiento MM2 alcanzan su
maduracién en menor tiempo de manera mas sincronica, y que en el tratamiento MM2 se

desarrollan/maduran en promedio 1.2 veces mas que aquellos del tratamiento MML1.
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Figura 2.7.- Porcentaje de embriones sométicos inmaduros y maduros de platano
del cv. Manzano desarrollados bajo dos tratamientos (MM1 y MM2). Las barras
representan el error estandar (n=3). Valores con diferentes letras tiene diferencia

significativa (p < 0.05) de acuerdo con la prueba de Tukey.

En la Figura 2.8 se observan los estadios del embrion somatico de Musa spp. AAB cv
Manzano durante su desarrollo en medio de maduracion. A los 30, 45, 60 y 90 dias se
observaron respectivamente los estadios globulares, con apariencia blanca transparente;
tipo pera de mayor tamafio, coleoptilar temprano, con formacion del escutelo (érgano en el
cual se almacena los compuestos de reserva del embrién) y coleoptilar tardio, con una
apariencia blanco-opaco completa y un mayor tamafio en comparacion con los estadios

anteriores.
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Figura 2.8.- Estadios de desarrollo del embrién somatico Musa spp.

AAB cv. Manzano.

El analisis morfolégico de los embriones sométicos mediante microscopia electronica de
barrido (MEB) permitié definir cuatro estadios (Figura 2.9). Se observo de primera instancia
un embrién en estadio globular, con forma esférica y con un grupo de embriones globulares
pequefios en la base inferior (Figura 2.9 A). La Figura 2.9 B, presenta un embrion tipo pera,
de mayor tamafio comparado con el estadio anterior, en el cual se observan los ejes polares
(apical y radicular). A los 60 dias se observo la formacion del estadio coleoptilar temprano,
con una clara hendidura cotiledonaria (sefialado con una flecha Figura 2.9 C) y con
desarrollo del escutelo, el tejido encargado de la acumulacién de nutrientes. Finalmente, a
los 90 dias se observGé el completo desarrollado de los embriones somaticos,
correspondientes al estadio coleoptilar tardio. También se logra observar el mayor tamafio

la hendidura cotiledonaria y la emergencia la plumula (Figura 2.9 D).
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Figura 2.9.- Estadios de desarrollo del embriébn de Manzano observado a través del
microscopio electronico de barrido. A) Embrion globular, B) embrién tipo pera, C)

embrion coleoptilar temprano, D) embridn coleoptilar tardio.

2.3.3. Germinacién de embriones soméaticos

Cuando se estudid el efecto de la maduracién de los embriones sobre la tasa de
germinacion de éstos, se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) entre los
embriones en estadio coleoptilar colectados a los 60, 90 y 120 dias de los tratamientos MM1
y MM2 (Figura 2.10).

48



CAPITULO I

ab a

100+ ab MM
ab

90+ b

- VM2
80+
70+
60+
50 -
404
30-

204

Porcentaje de germiancion (%)

104

Coleoptilar (60d) Coleoptilar (90d) Coleoptilar (120d)

Estadios de maduracion

Figura 2.10.- Tasa de germinacion de embriones sométicos del cv. Manzano. Los
embriones en estadio coleoptilar se colectaron a los 60, 90 y 120 dias de su
desarrollo en los medios de maduracion M1 y M2 (2 y 3 gL! de Gelrite),
respectivamente. Letras diferentes indican diferencias significativas, p < 0.05, de

acuerdo con la prueba de Tukey.

Los embriones en estadio coleoptilar de 60 dias provenientes de MM2 presentaron un
mayor porcentaje de germinacién (80 + 5%) en comparacién con los de MM1 (57.5 £ 5%).
Los embriones somaticos de 90 dias de maduracién alcanzaron una mayor tasa de
germinacion, observandose un maximo de 95 + 3.06% para MM2 y un menor porcentaje
para MM1 con 92.5 £ 3.06% (MML1), sin mostrar diferencias significativas entre tratamientos.
Por otra parte, los embriones de 120 dias mostraron diferencias significativas en su tasa de
germinacion, 77 = 2.5% en los embriones desarrollados en MM1, mientras que aquellos del
tratamiento MM2 mostraron un 90 + 2.5% de germinacion, valor que no fue

significativamente diferente de los 90 dias para este mismo tratamiento.

2.4 Discusion

Aqui se describe el desarrollo de un protocolo optimizado de embriogénesis soméatica de

platano AAB cv. Manzano. La formacion de callo embriogénico ideal, cuya respuesta de
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formacion reportada aqui fue del 36%, resultd ser superior a lo previamente reportado para
otras variedades comerciales de platano (Escalant et al. 1994). Las suspensiones celulares
embriogénicas tipo I (Domergue et al. 2000) obtenidas de este callo embriogénico
resultaron adecuadas para inducir el desarrollo y diferenciacibn de los embriones
soméaticos. A lo largo del periodo de desarrollo-maduracion de los embriones se
identificaron y definieron claramente cuatro estadios, (Figura 2.8), i.e., globular, tipo peray
coleoptilar temprano y tardio, mismos que no han sido descritos con claridad en la literatura
analizada. Una de las fases criticas en la regeneracion in vitro de platano se relaciona
precisamente con la maduracion del embrion, ya que el inadecuado desarrollo del embrion
durante las etapas inmaduras (estadio globular y tipo pera) a maduras (coleoptilar temprano
y tardio) causa una baja tasa de germinacion de este (Grapin et al. 1996).

En el presente trabajo se encontrd que la reduccion de la disponibilidad de agua en el medio
de cultivo, al aumentar la concentracion del gelificante, y la ausencia de reguladores de
crecimiento en el medio, aunado con el tiempo que permanecio la masa embriogénica en
el medio durante el desarrollo-maduracion del embrion, tuvieron un papel significativo en el
namero total de embriones desarrollados por mililitro de suspension en el porcentaje de
embriones maduros (Figura 2.7), asi como en el aumento de la tasa de germinacion (>90%).
Esto fue notable al comparar los porcentajes de embriones en estadio coleoptilar
desarrollados en 0.2 y 0.3% (p/v) de gelificante (Figura 2.10). En realidad, aunque todos
los embriones germinados mostraron una completa conversién a plantas, las plantas
provenientes de embriones desarrollados con menor concentracién de gelificante, MM1
(0.2%), fueron menos vigorosas durante la aclimatacién ex-vitro. En general, la germinacién
de embriones en el banano AAB, cv. Manzano fue mayor que los reportados para otros
genotipos del mismo grupo gendémico (AAB), como los cultivares Rasthali, Spambia, y
Rajeli, cuyas tasas de germinacién varian de 9, 85 y 15%, respectivamente (Kulkarni y
Bapat 2013; Sholi et al. 2009; Ganapathi et al. 1999). Cabe sefialar que los reguladores del
crecimiento se incluyeron en el medio para la germinacion de embriones en dichos estudios,

en contraste con nuestro trabajo.

En este trabajo se obtuvieron tasas de germinacion superiores a lo reportado en otros
sistemas de regeneracion in vitro de Musa (entre el 30 al 50 %), destacando que no se

emplearon reguladores de crecimiento vegetal durante la maduraciéon y germinacion del
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embrién somético, siendo algo novedoso para platano.
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CAPITULO I

CAPITULO Il

CAMBIOS FISIOLOGICOS Y BIOQUIMICOS EN EL EMBRION SOMATICO DE
BANANO CV. MANZANO (AAB, SUPGRUPO SILK) DURANTE SU PROCESO
DE DESARROLLO-MADURACION.

3.1. INTRODUCCION

La embriogénesis somatica in vitro es reconocida no solo como un método de clonacion
para la regeneracion de plantas completas, sino también como un modelo para el estudio
de los procesos fisioldgicos y bioquimicos que ocurren durante el de desarrollo del embrién,
y la regulacion de la expresion de sus genes. Ademas, es un sistema con mucho potencial

para el mejoramiento genético y la conservacion de germoplasma de platano (Musa spp).

Existen numerosos reportes de protocolos de embriogénesis somatica indirecta en
variedades comestibles de banano, mismos que difieren basicamente en el tipo de explante
que utilizan para la formacién de callo embriogénico como flores masculinas o femeninas
inmaduras, yemas florales en proliferacion (Curps) o meristemos en proliferacion
(Escalpos). No obstante, los trabajos encaminados para hacer mas eficientes los protocolos
de embriogénesis y lograr altos tasas de germinacion del embrién y regeneracion de plantas
son escasos. Estos principalmente han evaluado el efecto de reguladores del crecimiento
durante el cultivo in vitro, y carecen de informacién sobre posibles marcadores fisiolégicos
y bioguimicos durante el desarrollo-maduracion del embrién, y su relacién con la tasa de
germinacion del embrién que serian de gran utilidad para definir un sistema eficiente de

regeneracion.

El presente trabajo tuvo como objetivo general desarrollar un sistema eficiente de
embriogénesis somatica en Musa spp. AAB, cv. Manzano, el cual puede ser empleado para
la micropropagacion a gran escala, asi como en estudios fisiolégicos y bioquimicos
(Capitulos 2 y 3).

Para ello, se evaluaron parametros bioldgicos (contenido de agua, y peo seco (PS) y
bioquimicos (contenido endégeno de carbohidratos solubles totales, almidén y proteinas
totales), asi como los perfiles de carbohidratos y acido abscisico (ABA) en cuatro estadios
desarrollo del embrién somatico de platano cv. manzano (AAB, subgrupo Silk) durante su

proceso de desarrollo-maduracién en medios que difieren en la concentracién de gelificante
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(0.2 'y 0.3% p/v).

3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Determinacion de contenido de agua y porcentaje de peso seco (PS)
embriones soméaticos de platano cv. Manzano.

Para la determinacion del porcentaje de PS y contenido de agua, se colectaron embriones
sométicos de los tratamientos MM1 y MM2 (Capitulo 2) en los estadios globular, tipo pera,
coleoptilar temprano, coleoptilar tardio y coleoptilar tardio (30, 45, 60, 90 y 120 dias,
respectivamente). Se tomaron, 100 mg de peso fresco (PF)del material colectado en cada
estadio y se transfirieron a tubos Eppendorf de 1.5 mL previamente tarados. Las muestras
se liofilizaron durante 12 horas y transcurrido el tiempo los tubos fueron pesados para
determinar por diferencia el PS (peso seco) de cada estadio. Para determinar el porcentaje
de peso seco se uso la razén PS/PF x 100. Con los resultados obtenidos del PS y PF se

determiné el contenido de agua con la siguiente ecuacion:
Contenido de agua= (PF — PS)/(PS)
El contenido de agua se expresé en unidades de mgH20/mg PS (Dronne et al. 1997).

3.2.2. Extraccion de carbohidratos totales y almiddn de embriones somaticos

Para la extraccion de carbohidratos totales se siguié el protocolo reportado por Verspreet
et al. (2012) y para la extraccion de almidén se siguid el protocolo de McCready et al.
(1950). Se pesaron 10 mg embriones somaticos (de los cinco estadios mencionados)
previamente liofilizados y posteriormente fueron pulverizados con nitrégeno liquido y un
mortero.El material obtenido se transfirié a un tubo Eppendorf de 2 mL y se le adicion6 1
mL de etanol al 80% (v/v), incubando a 85 °C durante 30 min.. Transcurrido el tiempo los
tubos fueron centrifugados a 9000 x g durante 10 min y el sobrenadante fue transferido a
un tubo de vidrio de 10 mL (S1) afiadiendo a la pastilla 1 mL de agua bidestilada, e
incubando a 50 °C durante 30 minutos. Posteriormente los tubos fueron centrifugados9,000
X g y el sobrenadante se transfiere al tubo S1 (previamente mencionado) y la pastilla
resultante se conservé para la extraccion de almidon. Cabe mencionar que el tubo S1 es
liofilizado de primera instancia antes de realizar la determinacion de los perfiles de

carbohidratos.
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Para la extraccién de almiddn, la pastilla obtenida mencionada en el paso anterior se le
agrega 200 pL de agua bidestilada y se incub6 a 85 °C por 15 min con agitaciones
periddicas y disolviendo el precipitado con la ayuda de un pistilo. Posteriormente se dejan
a temperatura ambiente durante 10 min, seguidamente se le adiciona 200 pL de solucién
de &cido perclorico 9.2 M (55 % v/v) dejando a temperatura ambiente durante 15 min, con
agitaciones por inversion cada 5 min. Terminado el tiempo se ajusta el volumen a 1 mL;
adicionado 600 pL; y los tubos fueron centrifugados a 9000xg durante 15 min a 4 °C,
inmediatamente se colecto el sobrenadante en un tubo Eppendorf de 2 mL (S2). La pastilla
resultante es tratada con 200 pL de &cido perclérico 4.6 M a temperatura ambiente y
agitando por inversion cada 5 min, al finalizar el tiempo se ajusta el volumen a 1 mL
(adicionando 800 pL de agua bidestilada) seguido de una centrifugaciéon a 9,000xg por 15
min a 4 °C, el sobrenadante obtenido fue transferido al tubo S2, el cual contiene el primer
sobrenadante colectado y obteniendo un volumen final de 2 mL.

3.2.3. Determinacién del contenido de carbohidratos solubles y almidon de
embriones sométicos

Para la determinacién del contenido de carbohidratos totales y almidon se realizé el
siguiente procedimiento (McCready et al. 1950): En tubos de vidrio de 10 mL, se transfieren
460 uL de agua bidestilada y se adicionaron 40 uL de extracto obtenidos de carbohidratos
totales y almidén hasta un volumen de 500 uL. Posteriormente los tubos fueron colocados
en hielo y se afadié antrona- &cido sulfarico (2 g de antrona en 100 ml de H,SO.), dejando
gue la solucion corra por las paredes y agitando lentamente, seguidamente los tubos son
colocados en bafio maria a temperatura de ebulliciobn durante 15 min; para evitar la
condensacion de la solucién se colocan canicas de cristal en la parte superior de los tubos;
transcurrido el tiempo los tubos son transferidos a hielo durante 5 minutos y finalizado el
tiempo los tubos se dejan a temperatura ambiente durante 10 min. Cada muestra se hace

por triplicado.

La cuantificacién de carbohidratos solubles y almidén se realizdé en un espectrofotometro
Jenway (modelo GENOVA), utilizando una celda de cuarzo y la absorbancia se midi6 a una
longitud de onda de 630 nm. El contenido de carbohidratos solubles y almidon se determin6
utilizando una curva estandar con concentraciones de D-glucosa (0.0275 puM, 0.55 uM, 0.11
MM, 0.1375 pM, 0.165 pM, 0.22 pM, 0.275 uM).
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3.2.4. Determinacion de perfiles de carbohidratos en embriones sométicos
de Musa

Las muestras de cada estadio de maduracién previamente extraidas y liofilizadas
(Materiales y métodos 3.2.2) fueron disueltas en 1 mL de agua grado HPLC y se hicieron
pasar a través de un filtro Phenomenex-NY de con tamafio de poro de 0.20 um. Se realiz6

tres réplicas técnicas por muestra y tres experimentos independientes.

Para el analisis de carbohidratos, se utilizd el método de cromatografia de liquida de alta
resolucion (HPLC), en un cromatdgrafo Agilent serie 1100® con un detector de indice de
refraccion (RID) acoplado y usando una columna Phenomenex® (Rezex, RCM-
Monosaccharide). Las condiciones de corrida utilizadas: fase mévil de agua grado HPLC
previamente filtrada y desgasificada, a un flujo de 0.5 mL/min y una temperatura de 75°C,

con un tiempo de corrida de 30 min por muestra.

Para la cuantificacién de los distintos carbohidratos, se utiliz6 el método de estandar
externo, por lo que se realizaron curvas de calibracion a partir de concentraciones
conocidas de los estandares de glucosa (0.2 uM, 0.4 uM, 0.7 uM, 0.9 uM, 1.1 uM), fructosa
(0.2 uM, 0.4 puM, 0.7 uM, 0.9 pM, 1.1 pM), sacarosa (0.12 UM, 0.23 uM, 0.35 pM, 0.47 pM,
0.58 pM), rafinosa (0.12 uM, 0.23 pM, 0.35 uM, 0.47 uM, 0.58 uM), estaquiosa (0.06 pM,
0.12 uM, 0.18 uM, 0.24 puM, 0.30 uM) y kestosa (0.08 uM, 0.16 pM, 0.24 uM, 0.32 uM, 0.40
UM).

Las concentraciones de los carbohidratos se estim6 con la ecuacion reportada por L’homme
et al. (2001):

CDVMr
1000 PS

Contenido del carbohidrato (UM g* PS)=

Donde C es la concentracion del carbohidrato presente en la muestra estimado a través de
la curva de calibracion, D es la dilucion que se utilizé, V es el volumen del extracto total, Mr

es el peso molecular del carbohidrato a analizar y PS es el peso seco de la muestra.

3.2.5. Determinacién de acido abscisico (ABA) en diferentes estadios del
embrién somético

La determinacion de ABA se llevd a cabo en 2 réplicas técnicas de 2 experimentos
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independientes de cada uno de los 4 estadios de desarrollo del embridn somatico (Quiroz-
Figueroa et al. 2010). Para la extraccion de ABA se pesaron 150 mg (peso fresco) de cada
estadio de desarrollo del embrion. El tejido fue pulverizado con un mortero y nitrégeno
liguido, y seguidamente se afiadié 1 mL de HTB (hidroxitolueno butilado) y 1 mL de agua
acida pH de 2.8. La mezcla resultante se transfirié a un vial de cristal de 10 mL y se adicion6
2 mL de acetato de etilo, se agito vigorosamente por 1 min. A continuacion, se centrifugo a
2,000 rpm (430 xg) por 5 min a 4°C, después de lo cual se aislo la fase organica que se
encuentra en la parte superior, y a esta se le adiciono 1 mL de acetato de etilo, se centrifugo
nuevamente a 2,000 rpm (430 xg) por 5 min a 4°C, este paso se realizdé dos veces. La
mezcla resultante es secada con nitrdgeno gaseoso aproximadamente por 1 hora.
Finalmente, las muestras se suspendieron en 1 mL de la solucién de la fase movil del

sistema (70% acetonitrilo: 30% agua y 0.5% de &cido acético).

Para la cuantificacion de los niveles de ABA se utilizé un equipo Agilent Technologies 1200,
que esta compuesto por una bomba cuaternaria conectada a un inyector automatico. Para
el analisis se us6 una columna Phenomenex Cis de fase reversa. Se inyectaron 20 pL de
cada muestra extraida y se sometieron a cromatografia por elucién isocratica con un flujo
de 0.6 ml min, para finalmente ser analizadas con el detector de fluorescencia; acoplado
al sistema cromatografico; usando una longitud de excitacién de 240 nm y de emisién de
280 nm. Para determinar la concentracién de ABA en las muestras se empled el método de
patrén externo. Se construyo una curva estandar de calibracién a partir de concentraciones
conocidas de ABA (0.0475 nM, 0.25 nM, 0.3562 nM, 0.95 nM, 1.9 nM y 4.75 nM).

3.2.6. Cuantificacion de proteinas solubles de embriones somaticos

La extraccion de proteinas solubles se bas6 en el protocolo reportado por Baud et al. (2002).
Para ello, se maceraron con nitrégeno liquido ~50 mg de embriones soméaticos en mortero
pre-enfriado, el polvo fino se transfiere a tubo Eppendorf de 2 mly se pone en cama de
hielo para evitar su descongelamiento, y se le adicionan 200 pyL del amortiguador de
extraccion que contiene 50 mM HEPES, 5 mM MgCI2, 5 mM de DTT, 1 mM PMSF, 1 mM
EDTA, 10 % Glicerol y 2 % PVPP con un pH 7.5, se agito con ayuda del vortex y se
centrifugd a 17,530xg durante 10 minutos a 4°C, trascurrido el tiempo se recuperé6 el
sobrenadante y este se guardd a -80 °C. Para la cuantificacion de las muestras se siguio el

método reportado por Peterson (1977). Se realiz6 una curva estandar de albumina sérica
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bovina en un rango de 10 a 50 mg mL™ y posteriormente con ayuda de la ecuacion obtenida
se determiné la concentracién de proteina de cada estadio de maduracion. Se realiz6 3

réplicas técnicas por estadio de maduracion y tres experimentos independientes.

3.2.7. Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos del contenido de peso seco, contenido de agua, contenido de
carbohidratos, almidon, contenido de ABA y perfiles de carbohidratos fueron sometidos a
un analisis de varianza de una via (ANOVA) (P < 0.05) y seguido de una prueba de
comparacion de medias con Tukey usando el programa Minitab® Statistical Software (
Version 18.0, Minitab °.)

3. Resultados

Diversos parametros biolégicos, como el peso seco (PS), y contenido de agua, asi como
otros datos bioquimicos cuantitativos (como los contenidos de carbohidratos solubles
totales, de almiddn, y de proteinas totales) y los perfiles de carbohidratos y acido abscisico
(ABA) fueron evaluados a lo largo del periodo de desarrollo-maduracion de los embriones
sométicos de platano cv. Manzano., Con estos resultados se logré definir las condiciones
de cultivo in vitro bajo las cuales se logra un mejor desarrollo y maduracion del embrion

somatico.

3.3.1. Contenido de agua y porcentaje de PS de ES durante su desarrollo-
maduracion

El contenido de agua y % de PS de los embriones somaticos de platano cv. Manzano
durante su desarrollo-maduracion en los medios MM1 y MM2 fueron evaluados a los 30,
45, 60, 90y 120 dias (Figura 3.1y 3.2).

Durante los primeros 30 dias de cultivo, los embriones en estadio globular (Glo) no
presentaron diferencias significativas en cuanto al contenido de agua, con valores de 6.38
a 6.5 mg H.O mg* PS (Figura 3.1). El porcentaje de PS tampoco varié y se mantuvo en 14
+ 0.9 % (Figura 3.2) en ambos tratamientos. Conforme prosiguié el desarrollo, de 45 a 120
dias se observo una marcada disminucion en el contenido de agua, asi como el aumento
en porcentaje PS en ambos tratamientos. Sin embargo, los embriones en el medio MM2

alcanzaron una mayor biomasa, observable como un menor contenido de agua (Figura 3.1)
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y un mayor porcentaje de PS (Figura 3.2). De hecho, a partir del estadio de pera (45 dias)
se presentd una pérdida significativa (p < 0.5) del contenido de agua (Figura 3.1),
alcanzando valores de hasta 3.8 y 2.9 mg H.O mg? PS a los 120 dias de tratamiento en
los medios MM1 y MM2, respectivamente. Asimismo, es interesante sefalar que el
incremento en el porcentaje de PS fue mas marcado en los estadios tardios de desarrollo,
coleoptilar temprano (CTem) y tardio (CTar), en ambos tratamientos, siendo

significativamente (p < 0.5) mayor para los embriones desarrollados en MM2.

Estos resultados evidencian que a lo largo del proceso de maduraciéon ocurre una
desecacion parcial de los embriones, siendo mas significativa en aquellos sometidos al
tratamiento MM2.debido a que desde el estadio globular hasta el CTari20 hay una pérdida
del 54.68% del contenido de agua en comparacién con MM1, el cual pierde un 40.62%.

MM

Il vM2

Contenido de agua (mg H,O g-1 PS)

Glo (30d) Pera (45d) CTem (60d) CTar (90d) CTar (120)

Estadios de maduracion

Figura 3.1.- Contenido de agua de embriones somaticos en estadios globular (Glo),
Pera, Coleoptilar temprano (CTem) y coleoptilar tardio (CTar), colectados a los 90
y 120 dias de cultivo, los medios de maduracion MM1 y MM2. Las barras
representan el promedio con el error estandar (n=3). Valores con diferentes letras

tiene diferencia significativa (p < 0.05) de acuerdo con la prueba de Tukey.

Es claro que el contenido de agua es un marcador fisiol6gico de la maduracién de los
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embriones somaticos y que va de la mano con la ganancia de PS que ocurre por

acumulacion de compuestos de reserva durante el proceso de maduracion.

El porcentaje de PS de embriones somaticos increment6 de manera significativa (p > 0.05)
a partir del estadio pera (45 dias), siendo del 18 £ 0.6 % para el tratamiento MM2 y 16 +
0.10 % para MML1. Es notorio que los embriones en estadio CTem provenientes de MM2,
tienen un incremento significativo del PS en comparacion con el estadio pera, sin embargo,
para el tratamiento MML1 no se observa diferencia significativa (Figura 3.2). Estos resultados
se observaron en el estadio CTargo bajo ambos tratamientos. Para finalizar, el incremento
en PS de los embriones en estadio CTarix del tratamiento MM2 fue significativo, ya que
alcanzaron un valor de 26 %, que representa un incremento de casi 1.9 veces respecto al
embrién en estadio globular. Mas aun, fue mayor en comparacion con el tratamiento MM1,
en el cual fue de 21 %. Claramente se observé que con el incremento de agente gelificante
en el tratamiento MM2 se favorecié el incremento de PS y la perdida de agua a partir del

estadio pera.

30+
MM

VM2

% Peso seco

Glo (30d) Pera (45d) CTem (60d) CTar (90d) CTar (120)

Estadios de maduracién

Figura 3.2.- Porcentaje de peso seco (%PS) de embriones somaticos, globular
(Glo), Pera, Coleoptilar temprano (CTem) y coleoptilar tardio (CTar) colectados a
los 90y 120 dias, en los medios de maduracion MM1y MM2. Las barras representan

los promedios con el error estandar (n=3). Valores con diferentes letras tiene
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diferencia significativa (p < 0.05) de acuerdo con la prueba de Tukey.

3.3.2. Niveles de carbohidratos solubles totales y almidon, y perfiles de
carbohidratos de embriones somaticos

La Figura 3.3 a 3.6 presentan los datos de acumulacion de azucares solubles totales (Figura
3.3), almidén (Figura 3.4), y la variacion en los perfiles de carbohidratos solubles de los

embriones que se desarrollaron bajo los tratamientos MM1 y MM2 (Figuras 3.5y 3.6).

Bl v

 vm2

d cd

Cotenido de carbohidratos solubles (uM g™ PS)
B
L

Glo (30d) Pera (45) CTem (60d) CTar (90) CTar (120)

Estadios de maduracion

Figura 3.3.- Contenido carbohidratos solubles totales de embriones somaéticos,
globular (Glo), Pera, Coleoptilar temprano (CTem) y coleoptilar tardio (CTar)
colectados a los 90 y 120 dias, en los medios de maduracion MM1 y MM2. Las
barras representan los promedios con error estdndar (n=3). Valores con diferentes

letras tiene diferencia significativa (p < 0.05) de acuerdo con la prueba de Tukey.

El contenido de carbohidratos totales mostré variaciones a lo largo del periodo de
maduracion de los embriones (Figura 3.3). En el tratamiento MM1 la mayor acumulacion
fue en el estadio CTariz (5.48uM g* PS) y la menor para el estadio globular (0.506 uM g*
PS). En el tratamiento MM2 el mayor y contenido de carbohidratos se observaron en los
estadios CTarg (6.834) y tipo pera (1.261 g* PS), respectivamente. Sin embargo, en

general el contenido de carbohidratos solubles fue mayor en embriones Glozg, y CTempso Y
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CTargo del tratamiento MM2 que los MM1, con diferencias significativa (p>0.05).

Por otra parte, la acumulacién de almidon podria considerarse un marcador fisiol6gico
durante el proceso de maduracion de los embriones ya que permitié discriminar que el
tratamiento MM2 promovié la mayor acumulacién de este carbohidrato no-soluble en los

embriones (Figura 3.4).
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Figura 3.4.- Contenido de almidén de embriones somaticos, globular (Glo), Pera,
Coleoptilar temprano (CTem) y coleoptilar tardio (CTar) colectados a los 90 y 120
dias, que se desarrollaron en el medio de maduracion MM1 y MM2. Las barras
representan los promedios con error estandar (n=3). Valores con diferentes letras
tiene diferencia significativa (p < 0.05) de acuerdo con la prueba de Tukey.

El contenido de almidén en los estadios inmaduros del embrién somatico, globular y pera,
fue bajo en tanto los tratamientos MM1 y MM2, y se increment6 progresivamente hasta su
valor méximo en el estadio coleoptilar tardio de 90 y 120 dias, encontrdndose diferencias
significativas entre tratamientos (Figura 3.4). Los embriones del tratamiento MM2,
mostraron alrededor de 2.9y 2.4 veces mayor acumulacién de almidén en el estadio CTargo
(12.27 vs 4.28 uM gt PS de MM1) y en el estadio CTariz (13.25 vs 5.57uM g* PS),

respectivamente. Estos resultados indican que bajo el tratamiento MM2 se favorecié una
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CAPITULO I

mayor acumulacion de almidon en los embriones.

Por otra parte, la Figura 3.5 presenta del perfil de los diferentes carbohidratos; sacarosa,
fructuosa y glucosa, rafinosa y estaquiosa, de los embriones somaticos desarrollados bajo
el tratamiento MML1. La sacarosa fue el carbohidrato con mayor acumulaciéon en los cuatro
estadios de maduracién, con un menor contenido en el estadio pera (1.48 uM g* PS) y una
mayor acumulacion en el estadio CTariz (3.87 uM g* PS). Cabe sefialar que este fue el
unico carbohidrato soluble detectado en el estadio globular. En el estadio pera se observo
la acumulacion de una pequefia cantidad de fructosa y glucosa y también estuvieron
presentes los oligosacéridos rafinosa y estaquiosa. El contenido de rafinosa en el estadio
pera fue de 0.139 uM g* PS y se incrementé en los estadios CTem, CTarg, alcanzando el
mayor contenido en el CTarizocon 1.138 uM g PS. En el caso de la estaquiosa, se observo
un menor contenido en el estadio pera con 0.107 +uM g* PS y una mayor acumulacién en
el estadio CTarg con 0.447 uM g* PS. En general, se observé que el perfil de acumulacién
de carbohidratos en el estadio CTarg y CTarizo se acumulé una mayor diversidad de
carbohidratos, lo que sugiere que en este estadio existe un mayor nimero de compuestos

de reservas bajo el tratamiento MM1.
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Figura 3.5.- Niveles de carbohidratos solubles en embriones sométicos, globular
(Glo), Pera, Coleoptilar temprano (CTem) y coleoptilar tardio (CTar) colectados a
los 90 y 120 dias, que se desarrollaron en el medio de maduraciéon MM1. Las barras

representan los promedios con el error estandar (n=3).

La Figura 3.6 presenta el perfil de carbohidratos solubles, sacarosa, fructuosa y glucosa, y
los oligosacaridos rafinosa y estaquiosa, asi como el fructano 1-kestosa, presentes en los

estadios de maduracion de los embriones somaticos bajo el tratamiento MM2.

En el tratamiento MM2 la fructuosa y sacarosa fueron los Unicos carbohidratos presentes
en el estadio globular, siendo la sacarosa el mas abundante en dicho estadio, asi como en
los otros tres estadios (Figura 3.6). La sacarosa mostré un menor contenido en el estadio
pera (1.003 uM g PS), incrementandose en el estadio CTarg (5.35 uM g* PS). En el caso
de la fructosa, presente en los estadios inmaduros (globular y pera), mostr6 mayor
contenido en el estadio globular (0.34 uM g* PS) y disminuyé en el estadio pera (0.046 uM
gl PS). En el estadio pera se observo la acumulacion de rafinosa y estaquiosa, que también
se observaron en el tratamiento MML1. El nivel de rafinosa detectada desde el estadio pera
(0.099 uM g PS) se incrementd durante los siguientes estadios para alcanzar su mayor
acumulacion en el estadio CTarg (0.86 + uM g PS). La estaquiosa se observé en un menor

contenido en el estadio pera con 0.049 uM g PS, alcanzando su mayor contenido en el
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CAPITULO I

estadio CTargo, con valores de 0.350 uM g* PS. Cabe sefialar que rn en embriones en el
tratamiento MM2, se detectd la presencia del fructano 1-kestosa sélo en el estadio CTarizo,

siendo el primer reporte de la acumulacién de este carbohidrato durante la maduracion del

embrion.
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Figura 3.6.- Niveles de carbohidratos solubles en embriones sométicos, globular
(Glo), Pera, Coleoptilar temprano (CTem) y coleoptilar tardio (CTar) colectados a
los 90 y 120 dias, en el medio de maduracibn MM2. Las barras representan

promedios con el error estandar (n=3).

3.3.3. Niveles de ABA en embriones somaticos en desarrollo

Se encontraron niveles endégenos de acido abscisico (ABA) en los embriones durante su
desarrollo-maduracién tanto en los tratamientos MM1 y MM2, aunque con diferencias
significativas entre los tratamientos (Figura 3.7). En el estadio globular no se detect6 ABA
y el pico de mayor acumulacion se presenté en el estadio pera, encontrando casi dos veces
mas contenido de ABA en el tratamiento MM2 (4.2nM g?) que el tratamiento MM1 (2.2 g**
PF). En el estadio CTems se dio una disminucion del contenido de ABA en ambos
tratamientos, que fue de 2.07 y 3.06 nM g* PF para MM1 y MM2, respectivamente. Por

altimo, en el estadio CTarg, Sse observé un ligero incremento en ABA tanto para MM2 y
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MM1 (3.45y 1.74nM g* PF, respectivamente). Es importante sefialar que la acumulacién

de ABA fue siempre mayor para los embriones desarrollados en MM2.

- MM1
- MM2
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Estadios de desarrollo

Figura 3.7.- Niveles de &cido abscisico (ABA) en cuatro estadios de maduracion del
embrion somatico bajo los tratamientos MM1 y MM2. Las barras representan
promedios con el error estandar (n=3). Valores con diferentes letras tiene diferencia

significativa (p < 0.05) de acuerdo con la prueba de Tukey.

3.3.4. Niveles de proteinas totales durante la maduracion de embriones
somaticos

Los niveles de proteinas totales incrementaron con la progresion del desarrollo de los
embriones en MM1 y MM2 (Figura 3.8). El contenido de proteinas de los embriones
desarrollados en MM1 varié de 10.83 a 17.19 ug mg™* PF del estadio globular a al CTarzo.
Para el tratamiento MM2 dicho contenido fluctu6é de 10.21 a 18.74 ug mg* PF del estadio
globular a 18.742 y 18.316 a los estadios CTemeo Y CTargg, para disminuir ligeramente a
16.86 ug mg?! PF en el estadio CTarize. En ambos tratamientos no hubo diferencias
significativas en los contenidos de proteinas en el estadio globular. Sin embargo, durante
el estadio tipo pera 'y CTemso hubo un incremento significativo en el nivel de proteinas en

los embriones MM2, valor que se mantuvo hasta los estadios tardios.
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Figura 3.8.- Niveles de proteinas totales en cuatro estadios de maduracion del
embridon somético durante un curso temporal de 90 dias en los tratamientos MM1 y
MM2. Las barras representan promedios con el error estandar (n=3). Valores con
diferentes letras tiene diferencia significativa (p < 0.05) de acuerdo con la prueba de

Tukey.

3.4 Discusion

La maduracion del embriébn somatico es una etapa critica del desarrollo, marcada por un
periodo de expansion celular y acumulacién de sustancias de reserva (carbohidratos,
almidén, aminoacidos, proteinas y lipidos), después de la histodiferenciacion. Esto
determina la calidad del embrién, el éxito de su germinacion, y la regeneracion a plantula
(Businge et al. 2013; Marquez-Martin et al. 2011).

En el presente trabajo se estudio el efecto de modificar la concentracién de gelificante del
medio de desarrollo-maduracién sobre la perdida de agua, el incremento en biomasa (PS),
y la acumulacion de reservas de almacenamiento en cuatro estadios del desarrollo del
embrién somatico de platano, Musa spp. AAB cv. Manzano. Para ello, se evaluaron los
cambios cuantitativos en parametros fisioldgicos (contenido de agua y biomasa, PS) y

bioquimicos (carbohidratos, almidén, proteinas, y niveles endégenos de ABA) a lo largo del
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proceso, desde el estadio globular (Glob)del embrién hasta el estadio coleoptilar tardio
(CTari20). Los resultados aqui reportados pueden explicar las diferencias en la calidad de

los embriones CTari0, €n cuanto a su vigor y capacidad de germinacion (Capitulo 2).

Es sorprendente notar que con so6lo maodificar la concentracion de gelificate del medio, (0.2
y 0.3% p/v medios MM1 y MM2 respectivamente), se logré6 promover en embriones
somaticos de una misma linea celular de platano AAB cv. Manzano cambios en el contenido
de agua y PS. Asimismo, los niveles enddgenos de carbohidratos solubles totales, almidén
y proteinas totales y los perfiles de carbohidratos y acido abscisico (ABA) variaron respecto

del tratamiento a que estuvieron sujetos los embriones.

El contenido de agua de embriones desarrollados en MM1 y MM2 disminuy6 de manera
gradual. Sin embargo, para el tratamiento MM2 la pérdida de agua fue mayor y se dio en
un periodo mas temprano; esto es desde el estadio pera hasta el estadio CTari2o, respecto
del MM1. Estos datos sugieren que probablemente existe una rapida perdida de agua para
activar el mecanismo de tolerancia a la desecacion (Dronne et al. 1997). En embriones
cigéticos de Arabidopsis thaliana, la pérdida gradual de agua desde la etapa de maduracion
temprana alcanza su méxima disminucion en el estadio de maduracioén tardio es un proceso

natural hacia la adquisicion de la tolerancia a la desecacion de la semilla.

Por otra parte, nuestros resultados evidenciaron que en ambos tratamientos ocurrié una
ganancia en biomasa (peso seco) del embrién. Sin embargo, en embriones del tratamiento
MM2 dicha ganancia fue mayor, desde el estadio pera hasta el estadio CTariz, con
diferencia significativa respecto al tratamiento MM1 (Figura 3.2). Estoque sugiere que este
tratamiento, ademas de potenciar la desecacién, favorecié una mayor acumulacién de

biomasa (PS) como consecuencia de la acumulacion de compuestos de reserva.

Nuestros resultados apoyan las observaciones de otros autores con relacion a que la
concentracion de gelificante es capaz de modular la toma de agua del medio, generando
un ambiente de desecacion, lo que a su vez, tiene un efecto positivo en la maduracion de
los embriones somaticos (Morel et al. 2014; Teyssier et al. 2011). Teyssier et al. (2011)
encontraron que el aumento de concentracion de gelificante) resulté en una reduccion de
la disponibilidad de agua del medio para los embriones en cultivo de Larix x eurolepsis

(hybrid larch), mismos que después de ocho semanas presentaron valores menores
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potencial osmaético y de contenido de agua, asi como mayor peso seco mayor. De estos
concluyen que esta condicién promovié la desecacion de los embriones y favorecio su

maduracion.

El estatus de carbohidratos totales enddgenos del embrion somético de platano en
desarrollo oscilé de acuerdo con el estadio de maduracion y el tratamiento (Figura 3.3). Bajo
el tratamiento MM1, los carbohidratos incrementaron desde 0.5 hasta 5.48 uM gt PS del
estadio Glo al CTarizo, respectivamente. Mientras que bajo del tratamiento MM2, los niveles
fluctuaron, esto es, en estadio pera se produjo una disminucién de 3.3 veces respecto del
estadio globular, y de alli se incrementd 5.4 veces hasta el estadio CTarg para volver a
disminuir en el estadio CTarizo; s posible que las disminuciones sea reflejo de que estos
fueron dirigidos a la ruta glucolitica para el crecimiento del embrion, y a la biosintesis y
acumulacion de almidén. Se ha sugerido que los carbohidratos juegan un papel significativo
no solo como fuente de carbono, sino también como agente osmético y traductores de
sefales que favorece la maduracion de los embriones sométicos (Navarro et al. 2017; Juan
et al. 2012; Lipavska et al. 2000).

La acumulacién de almidén (Figura 3.4) en los embriones somaticos se incrementd desde
los estadios tempranos hasta los estadios tardios en ambos tratamientos. Sin embargo, la
acumulacién de este carbohidrato no soluble fue siempre mayor en los embriones del
tratamiento MM2, particularmente del estadio globular al de pera cuando hubo un
incremento de 3 veces mientras que éste fue de sbélo 2.2 veces para el tratamiento MML1.
La diferencia fue de 2.9 veces mayor almidén acumulado en el estadio CTar90 del
tratamiento MM2 respecto a MML1. Se ha sugerido que el almidén acumulado en los estadios
tempranos podria ser catabolizado para la formacién de compuestos como lipidos (Baud et
al. 2002). Navarro y colaboradores (Navarro et al. (2017) observaron que la acumulacién
de almidén inicia en los estadios tempranos de proliferacion del embrién cigético vy
somaticos de Araucaria angustifolia, alcanzando su mayor acumulacion en los estadios
tardios de maduracion, como se observé en nuestro caso, especialmente en el tratamiento
MM2. Se ha reportado que el almidén actia como reserva de energia, promoviendo el

crecimiento y el desarrollo en plantas (Yu et al. 2018; Juan et al. 2012).

Los reportes de la literatura indican que los perfiles de carbohidratos ayudan a identificar

lineas celulares que son capaces de producir embriones de alta calidad. Tanto la sacarosa,
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principal sacarido como la presencia de oligosacéaridos de la familia de la rafinosa (ROFs)
tienen un papel fundamental durante la maduracién y desecacion del embrion (Hudec et al.
2016; Iraqi y Tremblay 2001; Lipavska et al. 2000).

Este es el primer trabajo que presenta evidencias de la dinamica de los perfiles de
carbohidratos durante la maduracién de los embriones somaticos de platano (Figuras 3.5y
3.6). Es notoria la prevalencia de mayores concentraciones de sacarosa a lo largo del
desarrollo/maduracion del embrion y la presencia de ROFs (rafinosa y estaquiosa) que se
incrementaron a partir del estadio pera y hasta el CTard 120 Las bajas concentraciones de
glucosa y fructosa encontradas en este trabajo coinciden con lo reportado por Businge et
al. (2012). En dicho reporte, los autores determinaron que la acumulacién de metabolitos
especificos durante el desarrollo de embriones de Picea abies, promueva la maduracién de
estos y se observé que la acumulacién de fructosa durante los estadios de diferenciacion

conllevé a la produccién de embriones con deformidades.

Por otra parte, en el presente trabajo se determind que la sacarosa es el carbohidrato mas
abundante en los estadios de maduracion. La sacarosa acumulada puede tener un papel
importante en vias de sefializacion, como regulador transcripcional, en el control de
almacenamiento y en procesos de diferenciacion (Smeekens et al. 2010; Gutierrez et al.
2007; Smeekens 2000). Asi mismos la acumulacion de sacarosa tiene papel clave para la
adquisicion del mecanismo de tolerancia a la desecacion, esto fue observado en semillas

en desarrollo de Medicago truncatula (Buitink et al. 2006).

Concomitante a la acumulacién de sacarosa, también se detect6 la acumulacion de rafinosa
y estaquiosa en los estadios tardios de maduracion (Figuras 3.5 y 3.6). Los ROFs juegan
un papel como osmoprotectores durante eventos de estrés, como estabilizadores de la
membrana celular asi como depuradores de especies reactivas de oxigeno (Navarro et al.
2017; ElSayed et al. 2014; Van den Ende y Valluru 2009; Lipavska y Konradova 2004). Sin
embargo, algo que en nuestro trabajo llamo la atencién es la detencion de 1-kestosa en el
estadio CTarizo del tratamiento MM2. Este carbohidrato de la familia de los fructanos puede
actuar como un estabilizador de membrana durante eventos de estrés e interactuar con
otros carbohidratos para mantener la integridad de la célula (Valluru y Van den Ende 2008).
La presencia de 1-kestosa, adicional a la de sacarosa y de ROFs posiblemente tenga algin

papel en el mantenimiento de la viabilidad de los embriones CTari2o del tratamiento MM2.
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Este es el primer reporte de la presencia endégena de ABA en embriones somaticos de
platano. Su acumulacién se observo a partir del estadio pera; en donde se detect6 la mayor
acumulacién, decreciendo durante los estadios tardios (Figura 3.7). Los altos contenidos
de ABA en estadios tempranos de maduracion, sugieren que este regulador tiene la funcién
de prevenir la germinacién precoz y promover la acumulaciéon de compuestos de reservas.
Esto se ha observado en embriones cigoticos de alfalfa (Fujii et al. 1990). Existen reportes
de las posibles funciones de ABA como intermediario en la tolerancia a la desecacion, en
la acumulacion de compuestos de reservar, como inhibidor de la germinacién precoz y para

favorecer la maduracion de la semillas (Rai et al. 2011).

Concomitante con la acumulacion de ABA, se observo la acumulacion de oligosacaridos
desde el estadio pera. Se ha sugerido que la presencia de ABA en embriones puede activar
la ruta de sintesis de oligosacéaridos como rafinosa y estaquiosa (Navarro et al. 2017). En
un reporte publicado por Blochl et al. (2005), se investigé la posible relacién de ABA con la
acumulacién de oligosacaridos en embriones soméaticos de Medicago sativa L. Se evalu6
la adicibn exégena de ABA (0.05a 50 uM). Los autores encontraron que al adicionar 5 uM
de ABA ocurri6 la acumulacion de rafinosa y estaquiosa, siendo 6.9 y 3.7 veces mayor que
en el control. Estos resultados sugieren que este efecto se esta llevando a cabo durante el
desarrollo/maduracion de embriones somaticos de platano cv. Manzano, debido a que se
promueve la sintesis enddgena de ABA y a su vez se acumulan compuestos implicados en

los eventos de maduracién como los oligosacaridos.

En el presente trabajo se observé que la acumulacién de proteinas totales vari6 de acuerdo
con el estadio de maduracion de los embriones, mostrando diferencias significativas entre
los tratamientos MM1 y MM2 a partir del estadio de pera hasta el coleoptilar tardio CTargo
(Figura 3.8). En el tratamiento MM2 el mayor contenido se alcanz6 en el estadio coleoptilar
temprano CTemgo, y estos valores se mantuvieron hasta los estadios CTar g0y Ctarize.En
contraste, para el tratamiento MM1 dicho valor se alcanza en el estadio CTariz. De los
reportes en la literatura se sabe que la acumulacion de proteinas totales esta relacionado
con el estado desarrollo del embrién, incrementdndose desde estadios de proliferacion
hasta estadios tardios (Jimenez 2001) Esta variacion se ha observado en embriones

somaticos de Acca sellowiana (Cangahuala-Inocente et al. 2009).
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En resumen, este es el primer trabajo donde se analizaron parametros fisiolégicos y
bioguimicos en embriones somaticos de platano cv. Manzano durante sus cuatro estadios
de desarrollo. De los resultados obtenidos, se observo contrastes en el estrés osmotico
causado por la reduccion en disponibilidad de agua del medio de cultivo para el desarrollo
del embrién bajo los tratamientos MM2 y MM1, ya que en el primero se promovié una mayor
desecacion del embrién (Capitulo 2), y a su vez, una mayor acumulacion de compuestos
de reserva, i.e., sacarosa, almidén, y proteinas, y de ABA y oligosacéridos. De hecho, las
evidencias sugieren que el estrés osmotico y la acumulaciéon de ABA promovieron la
adquisicion de la tolerancia a la desecacion en ambos tratamientos. Sin embargo, fue a més
temprana etapa del desarrollo en MM2 que MM1. La presencia de ABA Yy de oligosacéridos,
incluso fructanos en embriones de platano no ha sido reportado anteriormente, ni para los
embriones cig6ticos en especies seminiferas ni en embriones sométicos de cultivares

comestibles de platano.
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CAPITULO IV

ANALISIS DEL TRANSCRIPTOMA DURANTE LA MADURACION DE
EMBRIONES SOMATICOS DE BANANO

4.1. INTRODUCCION

La transcriptomica es el estudio del conjunto de genes expresados durante una etapa
determinada, abriendo ventanas a estudios sobre la funcionalidad de los genes, la
cuantificacion de la expresién y de gendmica comparativa (Garg y Jain 2013). Gracias a
esta herramienta se han podido realizar estudios durante la embriogénesis somatica en
diversas especies (Cao et al. 2017; Jin et al. 2014; Yang et al. 2012), sin embargo, hasta

hoy no existen reportes en Musa.

La falta de conocimiento sobre el proceso de desarrollo y maduracion del embrién somatico
de Musa, suscitd la pregunta ¢, Cuales son los genes involucrados en el desarrollo del
embrién somatico y los cambios en su expresion? Nuestra hipétesis plantea que el estrés
experimental debido a la desecacion parcial promueve el desarrollo y maduracion del
embrién mediante la regulacion de la expresion de genes relacionados con el estrés y evita

la proliferacion de callo embriogénico.

Para dilucidar los mecanismos moleculares que subyacen al desarrollo y maduracion del
embrién somatico de platano (AAB, cv. Manzano, subgrupo Silk), se evaluaron los cambios
en la abundancia de transcritos mediante secuenciacion masiva (RNA-seq) de los estadios
de desarrollo del embrion globular (30 dias posteriores a la inoculacion de suspension
embriogénica en medio de desarrollo-maduracién MM), pera (45 d), coleoptilar temprano
(CTemp 60d) y coleoptilar tardio (CT 90 y CT120d). Luego de generar el transcriptoma, se
obtuvo la informacién molecular del proceso embriogénico. Este estudio aporta nuevos
hallazgos en la regulacién del desarrollo/maduracién del embrién somatico de Musa AAB

cv. Manzano.

4.2. MATERIALES Y METODOS
4.2.1. Extraccion de ARN total

Para la extraccion de ARN total se siguid la metodologia de Chomczynski y Sacchi

(Chomczynski y Sacchi). Se pesaron 100 mg de embriones somaticos provenientes del
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tratamiento MM2 en los estadios globular, pera, Ctemeo, CTargy y CTarizo, Y se transfirieron
a tubos Eppendorf estériles de 1.5 ml, se congelaron en nitrdgeno liquido y se almacenaron

a -80°C hasta su posterior uso.

La extraccion de ARN se inici6 pulverizando el material biolégico en un mortero con ayuda
de nitrégeno liquido. Se adicionaron 200 uL de TRIZOL al tejido pulverizado y se continué
macerando. La mezcla se transfirié un tubo Eppendorf y se adicionaron 200 uL de Trizol,
se mezcld vigorosamente con ayuda del vortex y se incubd en hielo durante 30 minutos.
Transcurrido el tiempo, los tubos fueron centrifugados a 13000 rpm (16060 g) y 4°C durante
15 minutos. El sobrenadante fue transferido a un tubo Eppendorf de 1.5 mL y se le
adicionaron 2/10 volumenes de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), posteriormente se
agitoé vigorosamente con ayuda del vortex y la mezcla se centrifugd a 13000 rpm (16060 g)
a 4°C durante 20 minutos. El sobrenadante obtenido se transfiere con mucho cuidado a un
tubo Eppendorf de 1.5 mL y se adicioné 1 volumen de isopropanol frio; se agité por inversion
con gentileza; y se incub6 a -80 °C durante 30 minutos. Finalizado el tiempo los tubos fueron
colocados en hielo durante 5 minutos, posteriormente se centrifugaron a 13000 rpm (16060
g) a 4°C durante 25 minutos. El sobrenadante se desecho y la pastilla formada en la parte
inferior del tubo se lavd con 300 pL de etanol 70% (v/v); se agit6é por inversion gentilmente
y se centrifugd a 13000 rpm (16060 g) a 4°C durante 5 minutos. Este paso se realizé dos
veces. Posteriormente se deseché el sobrenadante y se adicionaron 300 uL de etanol
100% frio, se centrifugd a 13000 rpm (16060 g) a 4°C durante 15 minutos. Finalmente se
decant6 el sobrenadante con precaucion y los tubos fueron colocados de manera invertida
sobre un papel estéril a temperatura ambiente. La pastilla se disolvié en 50 yL de agua
ultrapura y se almacené a -20°C para su posterior uso. Todo el material de uso, como los
morteros, pistilo, puntas y tubos se esterilizaron previamente, por autoclave y por UV para

degradar a las nucleasas.

4.2.2. Analisis del ARN total en gel de agarosa

El andlisis de la integridad del ARN total fue realizado en un gel de agarosa al 1 % (p/v) con
TBE 10X (890 mM de Tris-base, 890 mM de &cido bérico, 20 mM de EDTA) en condiciones

desnaturalizantes.

Las muestras de ARN fueron preparadas de la siguiente manera: 1 pL del extracto de ARN
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total se mezcl6 con 4 uL de agua con DEPC y se adicionaron 17 pL del buffer
desnaturalizante (2.77 M de formamida, MOPS 10X, 12.3 M de formaldehido). La mezcla
se incub6 a 65 °C durante 5 minutos yfueron después transferidas a un bafio de hielo.
Posteriormente se afiadieron 2 pL de buffer de carga (50% de glicerol, 1 mM de EDTA,
0.025% de azul de bromofenol, 10 mg/mL de bromuro de etidio) (Rodriguez-Garcia et al.
2010). Las condiciones de corrida del gel de agarosa fueron 90 volts durante 30 min. Para
analizar la integridad ARN, las bandas fueron observadas con ayuda de un foto-

documentador Biorad.

4.2.3. Andlisis de la concentracion del ARN total

Para determinar la concentracién de ARN total se us6 un equipo Nanodrop (modelo 2000).
Se cargaron 2 pL de las muestras y se anotaran las lecturas arrojadas por el equipo a
longitudes de onda de 230, 260 y 280 nm. Para verificar la pureza del ARN total se
analizaron las relaciones 260/230, 260/280 y la concentracion de ARN total en ng/uL

presente en la muestra.

4.2.4. Tratamiento con DNasa y purificacion del ARN

La secuenciacion del ARN total se realiz6 utilizando plataformas de nueva generacion. Para
ello, se requiere un ARN libre de ADN gendmico. Por ello, el ARN fue tratado con DNasa
libre de RNasa (Deoxiribonucleasa |, grado amplificacion, de Invitrogen Cat. No. 18068-
015). La reaccién se llevé a cabo en un volumen final de 10 pL, el cual contenia 1 pg de
RNA total, 1 puL del amortiguador de reaccion 10X DNase | (1X final), 1 U/uL de DNase | y
agua libre de DNasa/RNasas. La reaccion se incub6 a temperatura ambiente durante 15
min, y posteriormente se adicion6 1 uL 25 mM EDTA (2.5 mM) y se incub6 a 65°C durante
10 minutos para detener la reaccion. Un total de 5 ug de RNA de cada estadio de

maduracion fue tratado como una réplica biolégica.

La purificacion del ARN se llevé a cabo a partir de 5 pg tratados con DNAsa. Como paso
inicial se realiz6 una extraccion con un volumen de fenol:cloroformo (1:1)(v/v), se mezcld
vigorosamente con un vortex y se centrifugd a 13000 rpm (16060 g) a 4°C durante 20
minutos. Posteriormente, se recuperé el sobrenadante y se adicionaron 1/10 volumen de
acetato de sodio 3M (pH 5.2), asi como 2.5 volumenes de etanol absoluto, dejando incubar

las muestras a -20 °C durante 2 horas. Al finalizar el tiempo, las muestras fueron
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centrifugadas a 13000 rpm (16060 g) a 4°C durante 20 minutos, se deseché el
sobrenadante y la pastilla obtenida se lavo con 300 uL de etanol al 70% y las muestras se
centrifugaron a 13000 rpm (16060 g) a 4°C durante 5 minutos. Este paso se realiz6 tres
veces Yy finalmente las muestras se dejaron secando sobre un papel estéril. EI ARN

purificado se disolvio en 40 uL de agua ultrapura.

4.2.5. Secuenciacion de nueva generacion usando la plataforma lllumina

Para la secuenciacién del ARN total se requirié 3 ug de los cuatro estadios de maduracion
de embriones del tratamiento MM2, con una dos réplicas bioldgicas por estadio dando un
total de ocho muestras. La secuenciacion se realiz6 a través de la empresa Macrogen
(Japon), quienes emplearon el kit TruSeq SBS Kit v3 para la elaboracion de las bibliotecas
de cDNA vy estas ultimas fueron secuenciadas en un equipo Hiseq 2000, el cual genera
lecturas cortas de 100 pb (pares de bases) con extremos pareados (R1 y R2). Los datos
crudos nos fueron enviados a través de la pagina de la empresa para el andlisis del

transcriptoma.

4.2.6. Andlisis del transcriptoma.
4.2.6.1. Analisis de calidad y filtrado de las secuencias crudas.

Para realizar los analisis bioinformaticos correspondientes se empled el cluster de
supercomputo (Huitzilin) del Instituto de Ecologia, A.C., INECOL (Xalapa, Veracruz), este

equipo cuenta con 200 procesadores y 5,000,000 gigabites de memoria ram.

Las secuencias pareadas (2x100 pb, forward (R1) y reverse (R2)) generadas por la
plataforma de Hiseq2000 fueron analizadas con ayuda del programa Fastx (Version 0.013);
el cual analiza su calidad. La calidad se evalu6 en formato Phred con un minimo de Q>30
(Q>30: nos indica que hay un error de secuenciacion por cada 1000 pb secuenciadas) y los

resultados fueron visualizados en graficas de cajas (boxplot).

Las secuencias para R1 y R2 fueron filtradas empleando un script de Phyton
(https://github.com/Czh3/NG STools/blob/master/qualityControl.py), para descartar
secuencias de que no cumplan con un Q>30 en formato Phred. Los pardmetros usados
son: -q 30 (valor de 30 minino de calidad en formato Phred), -p 90 (porcentaje minino de

pares de bases de la secuencia que deben tener calidad) y -a 30 (calidad promedio
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estimada para lo largo de la secuencia), por lo que toda aquella secuencia que no cumpliera

con los parametros se descarto.

Obtenidas las secuencias pareadas de R1 y R2 se procedié a formar contigs con las
lecturas de R1y R2 (sobrelapamiento de secuencias pareadas de R1y R2) con el programa
Seqprep (https://github.com/jstjohn/SeqPrep), el cual tiene como finalidad converger las
secuencias con extremos pareados R1 y R2 para dar como resultado una secuencia de
mayor longitud. Los parametros usados fueron que las secuencias convergentes tuvieran
una homologia de 20 pb y un tamafio minimo de 30 pb., Todas aquellas que cumplieron
con dichos parametros fueron almacenadas en una ubicacion y aquéllas que no, fueron

descartadas.

4.2.6.2. Ensamblado de las secuencias con Trinity.

Las secuencias generadas por el Seqprep sirven para el ensamblado del transcriptoma, el
cual se realizé con el programa Trinity (Grabherr et al. 2011).Este programa se ha empleado
para el ensamblado de transcriptomas de novo usando algoritmos de graficos de Brujin (Li
et al. 2011).

Los datos generados por el ensamblador Trinity (unigenes) fueron procesados por el
programa Deconseq (http://deconseq.sourceforge.net/), el cual elimina secuencias
contaminantes provenientes de bacterias, virus y hongos que pueden estar presentes
durante la extraccion del ARN. Se gener6 una base de datos con secuencias de bacterias,
hongos y virus Y se descartaron unigenes que compartian un porcentaje de cobertura del

90% y una identidad del 90% con secuencias provenientes de esas bases de datos.

Los unigenes que cumplieron con el paso anterior se ingresaron al programa Seqclean
(https://sourceforge.net/projects/seqclean/files/), para descartar unigenes que contengan
bases de baja complejidad o extremos N’ de baja calidad, asi como colas de poli A/T. Las
secuencias resultantes de un tamafio de 200 pb o mayor fueron almacenadas para analisis

posteriores y aquéllas que no cumplieron con estos parametros fueron descartadas.

4.2.6.3. Identificacién de ORFs y CDS (secuencias codificantes)

Para la identificacibn de marcos de lecturas abierto (open reading frames; ORFs) y

secuencias codificantes (CDS) de los unigenes se utilizé un script de Python
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(https://github.com/peterjc/pico_galaxy/tree/master/tools/get_orfs_or_cdss). Este programa
genera la secuencia codificante de mayor tamafio para cada unigen, analizando la
presencia de un coddén de inicio (ATG), asi como de los codones de paro (TGA, TAA 'y
TAG). Se empleé como pardmetros que cada CDS traducido a secuencia de aminoacidos
tenga una longitud minima de 90 aminoacidos. La salida del programa generé diferentes
archivos que contenian los ORFs, los CDS en nucleétidos y la traduccion de la secuencia

del CDS en aminoacidos, siendo este Gltimo el que se empled para los andlisis posteriores.

4.2.6.3. Anotacién de unigenes.

Para la anotacién del transcriptoma generado, se descargd el genoma secuenciado y
disponible de 8 plantas monocotiledéneas las cuales fueron Musa acuminata DH Phang
(D'Hont et al. 2012), Musa balbisiana PWK (Davey et al. 2013), Musa itinerans (Wu et al.
2016), Brachypodium distachyon (Vogel et al. 2010), Oryza sativa grupo Japonica (Goff et
al. 2002), Setaria itdlica (Zhang et al. 2012), Sorghum bicolor (Paterson et al. 2009) y Zea
mays (Schnable et al. 2009), e incluyendo una planta dicotiledénea la cual fue Arabidopsis
thaliana (The Arabidopsis Genome 2000), siendo la primera angiosperma en ser
secuenciada y siendo la mejor caracterizada hasta el momento. Para la anotacion se usé

el algoritmo de BLASTp con parametro un valor de e-value de 10°.

4.2.6.4. Categorizacién ontogénica de unigenes de la maduracion del

embrion somatico de cv. Manzano

Posterior a la anotacion de los unigenes, se asignaron los términos de ontologia de genes
(GO: gene ontology;(The Gene Ontology et al. 2000), los cuales fueron identificados a
través de las proteinas homologas de Musa acuminata Phang con ayuda de la base de
datos de Agrigo (http://bioinfo.cau.edu.cn/agriGO/). Para analizar y visualizar los términos
GO asignados del conjunto global de unigenes del transcriptoma de Musa cv. Manzano, se
utilizé la herramienta WEGO (http://wego.genomics.org.cn/), la cual usa una prueba de chi-
cuadrada de Pearson para el conjunto de GO ingresados y finalmente se seleccionaron
aquéllos que fueron estadisticamente significativos p < 0.05. Concomitante a la busqueda
de los términos GO, se busco los agrupamientos de ortélogos (KOG) en la base de datos
del KASS-KEGG (https://www.genome.jp/kegg/kaas/), usando el método del mejor acierto
en el BLAST bidireccional. Obtenidos lo identificadores KOG se hizo la busqueda de las

vias metabolicas del conjunto de unigenes del transcriptoma, en la base de datos KEGG
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(https:/iwww.kegg.jp/kegg/tool/map_pathway2.html).

4.2.6.5. Analisis de expresion diferencial de genes implicados en el
transcriptoma del embrién somatico

Para el andlisis de expresién deferencial se utilizé el programa RSEM ((Li y Dewey 2011),
el cual se encarga de estimar los niveles de expresidn de los genes a partir de las lecturas
pareadas. Como primer paso, se realizé un mapeo de las lecturas pareadas (R1 y R2) de
cada estadio maduracion contra al transcriptoma obtenido. Esto se llevé a cabo con el
programa Bowtie2 (http://bowtie-bio.sourceforge.net/bowtie2/index.shtml). Finalizado lo
anterior, se estimé la abundancia relativa de los transcriptos mapeados en cada estadio de
maduracién (http://deweylab.biostat.wisc.edu/rsem/rsem-calculate-expression.html).
Obtenidos los niveles de abundancia, los datos fueron normalizados para de obtener las
cuentas en términos de FPKM (fragmentos kb por millén de lecturas mapeadas), lo cual se
utiiza como entrada para el analisis de expresion diferencial a través de DESeq
(https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeq.html). Para dicho proceso, se
realizaron comparaciones entre los diferentes estadios de maduracion (globular vs pera,
pera vs Ctemeo, CTemsy Vs CTarg, CTarg vs CTarizo, etc). Para distinguir los genes
expresados diferencialmente entre los estadios de maduracion analizados, se
seleccionaron aquéllos que tuvieran un logaritmo de fold change (log2FC) = 1y un valor de
P-value < 0.05. Aquéllos que no cumplieron con estos parametros fueron descartados. Con
los datos asi obtenidos se construyeron graficas de volcano-plot (grafico de volcan), Ma-

plot (grafico MA) y heatmaps (mapas de calor) con la paqueteria de Trinity.

Los genes expresados diferencialmente que fueron seleccionados se categorizaron a través
de la plataforma de Agrigo (http://bioinfo.cau.edu.cn/agriGO/) y se visualizaron en WEGO
(http://wego.genomics.org.cn/). Por otro lado, se analizé el agrupamiento de genes
expresados diferencialmente en cuatro estadios de maduracion y fueron representados por

medio de un diagrama de Edwars-Venn (http://www.interactivenn.net/).

4.2.6.6. Validacion de la expresion génica diferencial durante la maduracién
del embrién somético

Para la validacion del transcriptoma se seleccionaron genes que tuvieran una expresion
diferencial en cada estadio de desarrollo. A partir del RNA extraido de cada condicion de

desarrollo, se realizé la sintesis de cADN de cadena sencilla usando el paquete
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SuperScript™ |l Reverse Transcriptase (Invitrogen ™). El disefio de oligonucledtidos
(Cuadro 4.1) se realiz a partir de la secuencia de los unigenes seleccionados, empleando
para ello el portal del NCBI (https://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/) (Ye et al.
2012). La gPCR se llevo a cabo a partir de 100 ng de ADNc como templado y empleando
el pagquete Maxima SYBR Green/ROX gqPCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific™. La
reaccion de PCR contenia 1X de la mezcla Maxima SYBR Green/ROX (2x), 0.5 uM de los
cebadores, 100 ng de ADNc y agua ultrapura, en un volumen final de 10 pL. La amplificacion
se realizé en un equipo StepONe (Applied Biosystems™) siguiendo como programa de
amplificacién un primer paso incubando a 50 °C durante 2 minutos, seguido de un ciclo a
95 °C durante 10 minutos; para la activacion de la enzima Maxima Hot Start Taq
(polimerasa) y posteriormente 40 ciclos a 95 °C por 30 s, Tm (dependiendo de los
cebadores) durante 60 s y 72 °C por 30 s cada uno para la desnaturalizacién del ADN,
alineacion de cebadores y amplificacion, respectivamente. Para finalizar se realiz6 un ciclo
a 72 °C por 10 minutos. Se realizaron tres réplicas biol6gicas con cuatro réplicas técnicas
para cada gen por estadio de maduracion. La cuantificacion de la expresion relativa se llevé
a cabo empleando el método 222 (Livak y Schmittgen 2001) utilizando la actina como gen
constitutivo y el estadio globular como control.

Cuadro 4.1.- Genes candidatos para la validacion del transcriptoma de la
maduracion del embrion somatico del cv. Manzano. TAR: triptofano

aminotransferasa, LEC: leafy cotyledon 1, LEC: leafy cotyledon 2.

Unigen Funcion Secuencias Tm (°C)

5'-CGAGATCGAGCCTGTCTACC-3'

TRINITY_DN82573_c¢3_gl_i4 Galactinol sintasa 1 62.5

5'-GCGTCCAGGTACACCATCTT-3'
5-AAGTTCGGGTGGTGTACCTG-3'

TRINITY_DN95427_c1 gl i6 Rafinosa sintasa 1 62.5

5'-GATTCATGCCTTCCTCATCC-3'
5-ACTCGCTAGGCAAGTTCAGC-3'

TRINITY_DN101673 cO_gl i4 Estaquiosa sintasa 62.5

5'-GGGAAGGAGGAGAACGTAGG-3'
5'-ACCCACAATTTTGCTCTTGG-3'

TRINITY_DN83040_c0_g1_il AP2/B3 62.5

5-GTCTCCTTCCTGCGACACTC-3'

. 5-GCAAGTTCACTGGGGAGAAGA-3'
TRINITY_DN101838_c0_g2_i1 TAR2 57
5'-CACCAGCCCCCTTCTAGTTTA-3'

. 5'-CAAGCCGAACTCCGAGAACT-3'
TRINITY_DN91032_c0_g1_il LEC1 57
5'-AGCTACAGACCGATCGCATG-3'

5-CATGCGATCGGTCTGTAGCT-3'

TRINITY_DN91032_c0_g1_i7 LEC2 62.5

5-TGACGCTTCGGAACAATGGA-3'
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Tub 5-TGTTGCATCCTGGTACTGCT-3' 60
5-GGCTTTCTTGCACTGGTACAC-3'

4.3. Resultados
4.3.1 Extraccion de ARN de los embriones somaticos

La extraccion del ARN se realizé en embriones de los cuatro estadios de maduracion cv
provenientes del tratamiento MM2. El cociente de las absorbancias 260nm/A230nm
A280nm de los ARN extraidos van esta acorde con los parametros establecidos de pureza
(~2.0), fueron entre 1.8 y 2, indicando la mientras que la absorbancia 260/230nm (>2.0 -
2.2), es una medida secundaria de la pureza de los acidos nucleicos en términos de; que el
contenido de polisacaridos y polifenoles y proteinas (Tabla 4.2). concentracién. Los
contenidos de ARN fueron 229 y 1827.1 ng uL-1, lo cual sugiere que el protocolo de
extraccion fue eficiente para nuestro modelo de estudio.

Cuadro 4.1.- Contenido y pureza (Cociente A260/280) del ARN

extraido de cuatro estadios de maduracién de embriones somaticos

de platano cv. Manzano.

Relacion
No. Muestra Concentracién (ng/uL) 260/280 260/230
1 Globular_1 1827.1 2.0 2.3
2 Globular_2 1868.3 2.0 2.2
3 Pera_1 929.0 2.0 2.3
4 Pera_2 880.8 2.0 2.3
5 CTem_1 639.5 2.0 2.1
6 CTem_2 757.9 2.0 2.1
7 CTareo_1 412.0 1.9 2.1
8 CTargo_2 229.9 1.9 2.0

Una vez corroborada la pureza del ARN extraido, asi como el contenido, se evalud la

integridad mediante un gel de agarosa al 1%.
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255
18S

Figura 4.1.- A) Electroforesis en gel de agarosa de los extractos de
ARN tefido con bromuro de etidio de los embriones globular (1, 2),
tipo pera (3, 4), embrion CTem (5, 6), embriébn CTarg (7, 8). B)

Electroferograma del ARN de embriones tipo globular.

En la Figura 4.1 A, se observan las bandas correspondientes a los ARNr 25S y 18S, que se
encuentran integras y sin rastros de ADN gendmico o de degradacion. De igual manera fue
posible observar que la banda correspondiente al ARN 25S tuvo una mayor intensidad
respecto a la banda 18S, indicativo de la buena calidad para la posterior secuenciacion.
Cabe sefalar que el RNA fue separado en un gel de agarosa en condiciones
desnaturalizantes, lo que increment6 la definicion de las bandas y se pudo observar con
claridad la intensidad de éstas. Estos datos fueron corroborados a través de un
bioanalizador 2100 (Agilent), el cual nos arroja como resultado un electroferograma (Figura
4.1 B), correlacionado la concentracion de ARN con la fluorescencia detectada, siendo
visibles los ARN ribosomales 18S y 25S en forma de picos (sefaladas por un rectangulo).
Concomitante al electroferograma, el equipo arroja un numero de integridad (RIN: number
integrity), el cual se considera un valor de integridad del ARN. Para secuenciacion por
RNAseq el valor de RIN debe tener valores entre 8-10. En este trabajo se obtuvieron valores
de RIN superiores a 8 (datos proporcionados por la empresa de secuenciacion).

4.3.2 Analisis del transcriptoma

4.3.2.1. Analisis de la calidad, filtrado y ensamblado de las secuencias.

Se generaron un total de 652,066,489 secuencias pareadas de al menos 100 pb (2x100

pb). Estas cubrieron el rango entre 32,610,803 y 48,385,688 de lecturas pareadas (Cuadro
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CAPITULO IV

4.2). Previo al ensamblado, las secuencias que no cumplieron los parametros minimos de

calidad fueron depuradas.

Cuadro 4.2- Lecturas generadas por secuenciacion del ARN obtenido de embriones
somaticos de Musa en diferentes estados de desarrollo. La secuenciacion se realizo

en un equipo Hiseq 2000. *Valores de calidad Q>30 en formato Phred.

. Lecturas Lecturas Lecturas Lecturas no Lecturas
Estadio :
crudas filtradas pareadas pareadas descartadas
Glob1l_1_1 (R1) 36,977,537 36,051,979 24.115.554 10,852,699 10,413
Globl_1_2 (R2) 39,936,001 39,061,995 ' ' 12,055,486 11,052
Glob2_2_1 (R1) 38,941,669 38,109,413 26 659 566 9,921,798 13,850
Glob2_2 2 (R2) 41,673,796 40,888,922 A 10,925,870 14,576
Peral 1 1 (R1) 32,610,803 31,947,167 22 788.461 7,664,343 12,284
Peral 1 2 (R2) 34,902,671 34,279,263 ' ' 8,407,211 12,894
Pera2_2 1 (R1) 36,851,539 36,122,652 25 744 962 8,700,518 13,662
Pera2_2 2 (R2) 39,361,435 38,675,465 o 9,549,483 14,274
CTem1_1_1 (R1) 45,508,326 44,191,313 30.628.206 8,459,985 11,375
CTeml_1_ 2 (R2) 48,300,954 46,955,933 ' ' 9,140,328 11,817
CTem2_2_1 (R1) 46,022,727 43,898,337 27 148,446 13,285,400 11,750
CTem2_2_2 (R2) 50,571,040 48,385,688 ' ' 14,720,282 12,407
CTar90_1_1 (R1) 36,650,937 35,712,625 23 684.723 10,995,132 10,664
CTar90_1_2 (R2) 39,442,357 38,565,716 ' ' 12,116,677 11,324
CTar90_2_1 (R1) 40,693,529 39,320,867 25 761.984 12,068,948 20,696
CTar90_2_2 (R2) 43,621,168 42,306,226 ' ' 13,282,131 22,483

Posterior al filtrado se depur6 un total el 2.7% de secuencias de baja calidad, obteniendo al
final un total de 634,473,561 secuencias, con las cuales se prosiguié para el traslapado de
las secuencias mediante el programa SeqPrep. Estas secuencias fueron usadas para
converger los extremos pareados de cada biblioteca, asi como para las réplicas. Esto
género un total de 206,531,902 de secuencias fusionadas, 172,146,291 secuencias no
fusionadas y se descartaron un total de 215,521 de secuenciasque no cumplieron con los

parametros aplicados. Una vez realizado lo anterior se prosiguié con el ensamblado.

El ensamblado se llevé a cabo mediante el paquete Trinity, que generé un total de 467,555
unigenes, con tamafio de entre 200 y 10,000 pb observando, un mayor nimero de los

menores en comparacion con los de mayor tamafio (Figura 4.2).
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Figura 4.2.- Distribucion de tamafio de unigenes expresado en embriones
somaticos de Musa en diferentes estados de desarrollo. El ensamblaje se realiz6
mediante el paquete Trinity. El histograma muestra una distribucion de tamarfos
oscilan entre 200 a 10,000 pb.

4.3.2.2. Anotacion funcional y clasificacién de ontologia de genes (GO) de

los unigenes.

De los 467,555 unigenes generados por Trinity, y filtrados a través de los programas
Deconseq y Seqclean, se obtuvo un total de 465,643 unigenes. Con estos Ultimos se realizd
la busqueda de secuencias codificantes (cds), con la ayuda de un script de Pythondando
como resultado un total de 143,189 unigenes (305 del total), los cuales presentaron
codones de inicio y de término. Estos resultados pueden deberse a que los unigenes del
ensamblado, presentaron regiones no codificantes o codones de paro en la region
intergénica (situadas entre los genes), por lo que al ser traducidas generaron secuencias

proteicas incorrectas.
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Brachypodium distachyon
Musa acuminata

Musa balbisiana

Musa itinerans

Arabidopsis thaliana

Especies

Setaria italica
QOriza sativa
Zea mays

Sorghum bicolor:
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Unigenes anotados

Figura 4.3.- Anotacion funcional del transcriptoma de Manzano
usando nueve genomas como referencia empleando el algoritmo de
BLASTp.

Para la anotacion funcional de los unigenes, se usaron nueve genomas de referencia y el
algoritmo BLASTp (Figura 4.3). De los 143,189 cds representando los unigenes obtenidos,
sé6lo 87,556 (61.14%) identificaron con alguna funcién de la especie de referencia (e-value
de 10°®). De los 87,556 unigenes anotados, 83,907 mostraron homologia con genes de
Musa balbisiana, 81,926 con M. acuminata, seguido de M. itinerans con 80,227. Estos
resultados eran de esperarse debido a que el cv. Manzano contiene un genoma AAB. De
igual manera, se anot6 un numero significativo de unigenes basados en los genomas de
Zea mays (87.30%), Setaria itélica (87.60) y Brachypodium distacyon (87.48%). Por ultimo,
se encontré un menor numero de unigenes anotados con el genoma de referencia de
Arabidopsis thaliana (85.27%), lo cual puede deberse a la distancia filogénica entre las dos

especies.
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Figura 4.4.- Anotacion funcional de los unigenes del transcriptoma

de Musa cv. Manzano bajo las tres categorias de GO.

WEGO

Para asignar los términos de ontologia de genes (GO) y rutas representadas en el
transcriptoma, se empleé el portal del Agrigo (http://bioinfo.cau.edu.cn/agriGO/) y los
en el

resultados fueron procesados y visualizados
(http://wego.genomics.org.cn/)(Figura 4.4). Los términos GO se clasificaron en 36 grupos
funcionales, distribuidos en tres categorias; componente celular, funcion molecular y
proceso biolégico. Dentro de la categoria de componente celular se encontraron con mayor
representacion las subcategorias de cell (célula), cell part (parte celular) y membrane
(membrana). Para la categoria de funcion molecular se encontraron las subcategorias de
union y actividad catalitica como las mas las representadas. Finalmente, en la categoria de
proceso biolégico se encontraron los procesos metabdlicos, procesos celulares y respuesta

a estimulos se encuentran mas representadas en comparacion con las otras subcategorias.
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CAPITULO IV

Fig 4.5.- Reconstruccion del mapa metabdlico del transcriptoma de

Musa cv. Manzano a través de la base de datos del KEGG.

Mediante la base de datos del KEGG se realizé la reconstruccién del mapa metabdlico del
transcriptoma ensamblado del cv. Manzano (Figura 4.5). Se obtuvo un total de 11,371
unigenes, anotados, y que se encuentran asociados a 2,472 vias metabdlicas referenciadas
a 763 términos KEGG (Tabla 1). Entre las vias mas representada se encuentran la
biosintesis de metabolitos secundarios, con 1316 secuencias asociados a 363
identificadores (ids) KEGG, transduccion de sefiales de hormonas con 438 secuencias
distribuidos en 38 ids, metabolismo de carbohidratos con 347 secuencias asociadas a 92
ids, biosintesis de aminoacidos con 318 secuencias relacionadas con 97 ids y metabolismo

de almidén y azucares con 212 secuencias asociadas a 30 ids.

4.3.2.3. Analisis de expresion diferencial en estadios de maduracién del
embrion somatico de Musa cv. Manzano

El andlisis de expresion diferencial se realiz6 con el mapeo de las lecturas pareadas hacia
el transcriptoma obtenido previamente. Este mapeo se llevo a cabo usando las repeticiones
bioldgicas de cada estadio de maduracion, con el fin de conocer la abundancia relativa de

los transcritos correspondientes a los genes de interés. El total de lecturas mapeadas fueron
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65,536, con las posteriormente se generé la matriz con los perfiles de expresién de cada
estadio. Los valores de abundancia fueron estimados con el programa RSEM, en el cual
cada uno de los unigenes esta relacionado con el nimero de lecturas asignadas en cada
estadio de maduracién, con su respectiva replica. Finalmente, los valores de expresiéon
normalizados de fragmentos por kilobase por millon de lecturas mapeadas fueron
calculados (FPKM)(Tabla2).

374 591
132

170 2078

1065 6344
10 287

75

96 569

280 100

1272

Figura 4.6.- Genes expresados presentes en cuatro estadios de

desarrollo del embriéon somaéatico de Musa cv. Manzano.

Se determiné los genes expresados durante cuatro estadios de maduracion (Figura 4.6),
observando que algunos son expresados de modo estadio-especifico a lo largo del proceso
de maduracién. En el estadio globular se expresaron 1065 genes, seguido del estadio pera
con 374, 591 en CTem y por Ultimo en el estadio CTarg Se expresaron 6344. Estos
resultados indican que existen genes con participaciones definidas en cada estadio de
maduracion, lo que probablemente permitira comprender los procesos que se llevan a
durante la diferenciacion de cada estadio. Asi mismo, se observaron los genes expresados
de manera compartida entre los diferentes estadios de maduracién, asi, los estadios

globular y pera se comparten 170 genes, entre los estadios pera y CTem ocurrieron 132
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CAPITULO IV

genes expresados de modo compartido y, entre el CTem y el CTarg se compartieron 2078

genes.

De los resultados anteriores, y por medio del bioconductor DESeq, se determinaron los
genes expresados diferencialmente en cada estadio de desarrollo. Para determinar esto,
se hizo un filtrado con los parametros del log2FoldChange > 1 y P-value < 0.05. Para
visualizar estos genes se realizaron gréficas del tipo MA-plot, volcano-plot y asi como un
mapa de calor, cuya finalidad es representar graficamente los genes expresados

diferencialmente en funcién del log2FoldChange.
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Figura 4.7.- MA plot y Volcano plot de genes expresados
diferencialmente entre el estadio globular y pera. logFC (logaritmo
del valor de cambio (fold change)), logCounts (logaritmo del nimero

de cuentas o lecturas).

En la Figura 4.7 se observan genes expresados diferencialmente en los estadios globular y
pera. Los puntos de color rojo representan los genes con una expresion diferencial
significativa (P < 0.05) mientras que los de color negro corresponden a genes cuya

expresion fue similar en ambos casos.

La Figura 4.8 representa un agrupamiento de los estadios de desarrollo de los embriones,

acuerdo a los perfiles de expresion génica. Se observa que los estadios globular y pera se
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agrupan en el mismo clado, debido a que son los primeros estadios de diferenciacion
(divisién celular y elongacién celular). Por otra parte, los estadios CTem y CTar también se
agrupan en un mismo clado, diferente del anterior, ya que sus perfiles de expresion son
similares en ambos estadios y en los cuales se ha observado que existe una acumulacién

de compuestos de reserva durante la maduracién del embrion.
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Figura 4.8.- Mapa de calor de los perfiles de expresion de cuatro estadios de
maduracién del embribn somético de Musa cv. Mazano. Los colores amarillo y
morado representan valores elevados y bajos de expresion génica diferencial de los
estadios CTem (Coleoptilar temprano), CTar (Coleoptilar tardio de 90 dias),

respectivamente.
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CAPITULO IV

Posteriormente, con ayuda de la Bioconductor DESeq, se identificé el nUmero de genes
expresados diferencialmente en cada estadio de maduracion. Los pardmetros de corte
fueron el logaritmo del valor de cambio fuera mayor a 1 (log2FoldChange > 1) y el valor de
P ajustada (padj) fuera < 0.05. Se identificaron un total de 1468 genes expresados
diferencialmente entre el estadio globular y pera, mientras que para el estadio pera se
identificaron 925 genes expresados diferencialmente, 2120 entre el estadio CTem y CTar,
y por ultimo se identificaron 5080 genes expresados diferencialmente entre el estadio CTar

y globular (Tabla 3).

Cuadro 4.3.- Genes expresados diferencialmente en embriones somaticos de
Musa cv. Manzano durante el proceso de maduracion; 1: Globular, 2: Pera, 3: CTem,
4: CTar

log2FoldChange

(logaritmo del Padj (p

Ids unigen valor de cambio) ajustada) Anotacion funcional
TRINITY_DN104557 c1 g3 il 1.02621679 0.00940039 starch synthase 3, chloroplastic/amyloplastic
TRINITY_DN92036_c3 g2 _i6 1.180732464 0.01506799 Auxin response factor 9
TRINITY_DN59760_c0_g1_i2 4543171087 0.00223205 Heat shock 70 kDa protein
TRINITY_DN60527 c0 g1 il 3.622812466 8.2663E-10 Dehydration-responsive element-binding protein 2C
TRINITY_DN59533 c0_g2_il 2.390669607 0.00150075 Sucrose synthase 1
TRINITY_DN100059_c1_g1_i6 1.823799322 0.00133521 Galactinol-sucrose galactosyltransferase
TRINITY_DN74512_c0_g2_i3 2.524729506 0.00380513 Ser/Thr receptor-like kinase, putative, expressed
TRINITY_DN100010 _cO_g1_i4 8.706745431 2.3849E-05 Myb-related protein Myb4
TRINITY_DN101673 c0_gl_i4 2.074287332 0.04984269 Stachyose synthase
TRINITY_DN82573 c3 gl _i4 2.43226136 1.282298263 Galactinol synthase 1
TRINITY_DN103425 _c5 _gl1_il1 1.09759779 0.00119005 DEAD-box ATP-dependent RNA helicase 53
TRINITY_DN83040_c0_g1_il 2.903094527 0.00447173 AP2 domain containing protein, expressed
TRINITY_DN95427_cl1 g1_i6 1.875972173 0.00071296  Probable galactinol--sucrose galactosyltransferase 1
TRINITY_DN91389 cl1 g1 _i5 3.18346994 0.0331238 stress-induced protein, putative, expressed
TRINITY_DN96858 c2_g1l_i4 3.689367933 0.00023058 Naringenin,2-oxoglutarate 3-dioxygenase
TRINITY_DN98807_cl1 g1l_i2 1.487577368 0.00391472 Starch synthase 2, chloroplastic/amyloplastic
TRINITY_DN105353_c1_g1_i7 2.155360256 0.03556791 starch synthase 4, chloroplastic/amyloplastic
TRINITY_DN82570_c1_g1_il 4.930567054 1.9702E-41 Chalcone-flavonone isomerase
TRINITY_DN101838 c0 g2 il 5.239249824 0.00072692 Tryptophan aminotransferase-related protein 2
TRINITY DN101673 cO gl i4 2.074287332 0.04984269 Stachyose synthase

En el cuadro 4.3. se observan los genes expresados diferencialmente en los a lo largo de
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los estadios de maduracién. En el estadio globular se encuentra el factor de respuesta a
auxinas 9, el cual esté implicado en la regulacion de la division celular. De igual manera se
encuentra la rafinosa sintasa 1 (galactinol-sucrose galactosyltransferase 1), que patrticipa
en la sintesis de rafinosa y otros genes responsivos a deshidratacion como proteinas de
choque térmico, elementos responsivos a la deshidratacién entres otros (Cuadro 4.3). En
el estadio pera se encontré6 nuevamente la rafinosa sintasa 1 y la sacarosa sintasa 1,
implicada en la hidrolisis de la sacarosa cuyos productos son fructosa y UDP-glucosa, que
tienen un papel clave en el metabolismo de carbohidratos. En el estadio CTem, se
encuentran genes interesantes, como una proteina con un dominio AP2 y otras proteinas
inducidas por estrés, que se expresan en etapas avanzadas de la maduracion de
embriones. Por Ultimo, en el estadio CTarg se expresan genes implicados en la ruta de
sintesis de almidén, como el almiddn sintasa 1y 4 (starch synthase 2 y 4). De igual manera,
se encontr6 la chalcona sintasa (Chalcone-flavonone isomerase), que esta implicada en la
ruta de sintesis de flavonoides. Dentro de los genes expresados diferencialmente en el
estadio CTar se encontré el triptéfano aminotransferasa 2, que participa en la sintesis de
acido indolacético por la via dependiente de triptéfano.
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Figura 4.9.- Unigenes expresados diferencialmente asociados a las categorias del
GO en 4 estadios de maduracion el embrion somatico. Prueba de chi-cuadrada con
un p-value < 0.0.5. CTem (Coleoptilar temprano), CTar (Coleoptilar tardio de 90

dias)

Se identificaron los términos GO de los unigenes expresados diferencialmente en los cuatro
estadios de desarrollo del embrion somético (Tabla 4). Para ello, se empled la herramienta
WEGO, que hace una prueba de chi-cuadrada de Pearson para organizar las categorias
mas significativas (Figura 4.9). La categoria de proceso biologico es la mas representada,
en general. En el estadio globular los procesos mas representados fueron las respuestas a
guimicos, a estrés, a estimulos abioticos y del desarrollo de la anatomia estructural. Para el
estadio globular los términos mas representados fueron respuesta a estrés, procesos de
organizacion multicelular, de desarrollo y metabolicos. Para el estadio CTem se encontro
que los términos con mayor representacion fueron de respuestas al estrés, al deficit de

agua, a estimulos ambientales y del metabolismo primario. Finalmente, para el estadio
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CTargo los términos con mayor representatcion fueron los involucrados en la regulacion de
procesos biologicos, en las respuestas a estimulos y al estrés y con participacién en

procesos metabolicos.

4.3.2.4. Validacion de genes del transcriptoma por real-time PCR (gPCR)

Se seleccionaron siete genes para validar el transcriptoma, en funcion del proceso de
maduracion de los embriones somaticos. La validacion del transcriptoma en la comparacion
de los niveles de transcritos por gPCR con respecto a lo obtenido por el andlisis de
expresion diferencial obtenido por el programa RSEM. Los genes seleccionados fueron los
correspondientes a galactinol sintasa 1 (GS1), rafinosa sintasa 1 (RF1), estaquiosa sintasa
(SS), Leafy cotyledon (LEC1), Leafy cotyledon (LEC2), triptéfano aminotransferasa 2
(TAR2) y AP2/B3 (Figura 4.10). De los siete genes seleccionados, Unicamente cinco
mostraron niveles de expresion acorde a la abundancia encontrada en el transcriptoma.
Estos fueron los correspondientes RF1, SS, LEC2, TAR2 y AP2/B3. De este modo, los
niveles de expresion de los genes correspondientes a GS1 y LEC1 no coincidieron con la
abundancia encontrada en el transcriptoma. Esto puede deberse a la diferencia en la

sensibilidad entre RNA-seq vy la técnica de tiempo real.

Durante el estadio CTem se observd una mayor expresion del gene rafinosa sintasa 1
respecto del control, representado por el embridon globular (Figura 4.10). El resultado
obtenido del nivel de expresion de la rafinosa sintasa 1 y la acumulacion de rafinosa en el
estadio CTem obtenido previamente, nos confirma que durante la maduracién del embrion
se incrementa los niveles de ARNm del gen para la rafinosa sintasa 1 promoviendo una

mayor acumulacién de rafinosa.

Por su parte, la estaquiosa sintasa tuvo el maximo nivel de expresion, casi de 3 veces el
control durante el estadio CTarg. Los genes AP2/B3 y LEC2 tuvieron una expresion entre
1-1.5 mayor comparado con los controles, lo cual indica que ambos juegan un papel
importante durante el desarrollo etapas tardias de maduracion del embrién somatico. Por
ualtimo, se observo que el gen de TAR2 tuvo una expresion tres veces mayor en el estadio
CTargo con respecto al estadio control (globular), TAR2 se relaciona con la biosintesis de
acido indolacético (AlA). Esto sugiere que la acumulacion endégena de AlA en el embrion

pudiera ocurrir por la via dependiente de triptéfano, siendo el primer reporte en nuestra
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especie de estudio.
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Figura 4.10.- Expresion relativa de genes candidatos validados por tiempo real
(gPCR) del transctriptoma de cv. Manzano. Las barras representan el error estandar
(n=3), GS1: galactinol sintasa 1, RF1: rafinosa sintasa 1, SS: estaquiosa sintasa,
LECL1: leafy cotyledon 1, LEC: leafy cotyledon 2, TAR: triptofano aminotransferasa
2. CTem: coleoptilar temprano, CTar: coleoptilar tardio (90 dias). Las barras indican
error estandar (n=3).

4.4 Discusion

Las técnicas de secuenciacion masiva de acidos nucleicos han promovido la identificacion
de genes de interés en especies de interés agricola. Un transcriptoma representa el
conjunto de transcritos expresados bajo una etapa o condicion definida. Esto permite tener

una nocién acerca de los procesos moleculares por lo que pasa una célula (Wang et al.
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2009). Si bien esta herramienta ya ha sido usada para entender los procesos moleculares,
bioguimicos vy fisiol6gicos durante la embriogénesis somatica en diferentes plantas, los
trabajo previos se han enfocados en las etapas de tempranas, como las correspondientes
a la diferenciacion celular (Cao et al. 2017), la generacion de callo embriogénico (Xu et al.
2013), o bien, en analisis comparativos entre embriones sométicos y cigéticos (Jin et al.
2014).En este trabajo se analizaron los cambios transcripcionales implicados en cuatro
estadios de maduracion del embrion somético de Musa cv. Manzano, lo que representa el
primer reporte de este tipo en esta especie. La herramienta RNA-seq permitio la
secuenciacion del ARN de embriones de los estadios globular, pera, CTem y CTar, con
repeticiones bioldgicas. La secuenciacion se llevo a cabo por la plataforma Hiseq 2000, que
genero entre 32,610,803 y 50,571,040 lecturas crudas. El ensamblado de novo se realizé
por el programa Trinity, dando como resultado un total de 467,555 unigenes.

De los unigenes detectados mediante la plataforma Trinity, nicamente 143,189 incluyeron
codones de inicio y de paro. A partir de éstos se realizé la anotacién, obteniéndose un total
de 87,556 unigenes con presuntos marcos de lectura completos y que permitiera identificar
al menos una posible funciéon con alguna de las nueve especies de referencia. Los
resultados obtenidos se asemejan a los observados en otros trabajos, en los que el
promedio de CDS anotados fue entre el 40 al 60% (Shi et al. 2016; Ibarra-Laclette et al.
2015; Wu et al. 2015). Se identificaron un total de 9,593 genes expresados
diferencialmente, siendo el estadio CTarg el cual hay un mayor nimero de genes
expresados diferencialmente, seguido del estadio CTem, globular y por ultimo el estadio

pera.

En el estadio globular se observé la expresion del unigen starch synthase 3, involucrado en
la sintesis de almidén (Miao et al. 2017; Zhang et al. 2008). Esto concuerda con lo
observado a nivel morfolégico (Figura 2.4), ya que s los embriones globulares presentan
una morfologia blanca-opacaque sugiere la acumulacién de almidén. De igual manera, se
encontré la expresién de un gen relacionado a un factor de respuesta a auxina 9, que
corresponde a un factor transcripcional que modula la expresion de genes responsivos a
las auxinas (Li et al. 2016).En Solanum lycopersicum este gen se encuentra implicado en
la regulacion de la divisién celular del fruto, placenta, ovarios y células apicales (de Jong et
al. 2015).
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Durante el estadio pera se identificaron genes relacionados con rutas metabolicas de los
oligosacéridos, incluyendo la galactinol sintasa 1 y rafinosa sintasa 1, favoreciendo la
acumulacién de los metabolitos rafinosa y estaquiosa durante el proceso de desarrollo del
embrion cigético (Baud et al. 2002), podrian estar asociados a procesos de desecacion
(Sengupta et al. 2015). La expresion de la rafinosa sintasa 1 concuerda con presencia la
rafinosa durante el estadio pera (Figura. 3.6) que se incrementa significativamente en el
estadio CTem. Esto se confirmé analizando la expresion relativa de este gen, durante el
proceso de embriogénesis cuando se observé una expresion tres veces mayor, respecto al

control que fue el estadio globular (Figura. 4.10).

Es interesante observar que se logré identificar el gen de estaquiosa sintasa durante el
estadio CTem. La estaquiosa es un oligosacarido que puede sintetizarse durante eventos
de estrés, ayudando a estabilizar las membranas (Lipavska et al. 2000). De igual manera,
se pudo observar la mayor expresion de este gen durante el estadio CTar, en el que se
observé una expresion de tres veces mayor, respecto a los controles (Figura. 4.10) y que
se correlacion6 con la acumulacion de rafinosa en este estadio (Figura.3.6).

Los genes AP2/B3 y LEC2 son factores de transcripcion homoélogos que presentan un
dominio B3. Estan involucrados en modular la acumulacion de compuestos de reservas y
en eventos de la maduracion en semillas (Roscoe et al. 2015; Feeney et al. 2013). Shivani
y colaboradores analizaron la expresiéon de gen LEC2 en etapas tempranas de la
embriogénesis somatica de enano gigante (AAA), observando una mayor expresion de
LEC2 en callo no embriogénico y una menor expresion en suspensiones celulares (Shivani
et al. 2017). En este trabajo no se observé un incremento en la expresion de LEC2 durante
la maduracién del embrién. Se ha observado que la ausencia de expresion de LEC2 puede
conllevar a un déficit en la acumulacién de compuestos de reserva, lo que afectaria el

mecanismo de tolerancia a la desecacién (Stone et al. 2008).

En este trabajo se identificé el gen relacionado a triptéfano aminotransferasa (TAR2) en el
estadio CTarg en donde mostré una expresion tres veces mayor respecto al control (Figura.
4.10). TAR2 convierte el L-tript6fano en acido indol3-pirtvico (IPyA) como parte de la
biosintesis del &cido indol-3-acético (IAA) (Won et al. 2011). Las auxinas tienen un papel
importante en el ciclo de vida de las plantas y se encuentran involucradas en los procesos

de diferenciacion celular, elongacion, senescencia y abscision de tejidos, al igual que en la
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floracion (Suzuki et al. 2015; Teale et al. 2006). En Arabidopsis thaliana se han identificado
cuatro genes relacionados con TAA1L; cual es homologo a TARL/TAR2, y que corresponden
a triptéfano aminotransferasas 1 a 4, todas relacionadas con el desarrollo de las plantas
floracion, la simetria del embrion y la formacién de raices laterales (Stepanova et al. 2008;
Tao et al. 2008). Por lo anterior es de suma importancia la expresiéon de TAR2 durante la
maduracién del embrién somatico. La expresion de TAR2 en el estadio CTarg sugiere la
acumulacién de AIA enddgena, esta Ultima se ha reportado que promueve la formacion de
los ejes polares (meristemo apical y meristemo radicular)(Berleth y Sachs 2001),
favoreciendo el proceso de germinacion, que en nuestro se logré alcanzar una tasa de
germinacion del 95%. La generacién del transcriptoma del proceso desarrollo del embridn
somético de cv. Manzano abre la posibilidad de posteriores estudios de expresion de genes

y genémica comparativa.
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CAPITULO V

CAPITULO V
5.1 CONCLUSIONES

En el presente trabajo se defini6 un protocolo eficiente de regeneracién in vitro via
embriogénesis somatica indirecta de platano AAB cv. Manzano (subgrupo Silk). Bajo dicho
sistema los embriones somaticos en estadio coleoptilar de 90 dias de desarrollo-
maduracioén, en un medio con 0.3% de gelificante y carente de reguladores de crecimiento
exdgenos, alcanzan tasas de germinacion superiores al 92%, y un 100 % de sobrevivencia
de las plantulas en invernadero. El potencial de multiplicacion masiva del sistema de
embriogénesis aqui reportado es 1.2 x 10° ES para 50 mL de suspensién embriogénica por

matraz.

Se observo que el aumento de gelificante 0.3% tiene un efecto favorable en el proceso de
maduracion y favoreciendo la acumulacion de compuestos de reserva, como sacarosa,

almidén, proteinas y ABA, siendo visible en la morfologia de los embriones sométicos.

En el tratamiento MM2 se acumulé una mayor concentracién de carbohidratos en
comparacion con el tratamiento MM1. Estos resultados sugieren que el aumento de
gelificante promueve una pérdida gradual de agua promoviendo el mecanismo de tolerancia
a la desecacion lo cual conlleva a la sintesis y acumulacion de compuestos como la rafinosa

y estaquiosa.

Con el analisis de perfiles de carbohidratos fue posible identificar la acumulacién de kestosa
en el tratamiento MM2, la cual posiblemente juegue un papel en la regulacion osmética
durante la maduracién del embrion, siendo el primer reporte de la presencia de este

carbohidrato durante la regeneracion in vitro.

Este trabajo es el primer reporte 6mico en la especie de Musa, en el cual se generd un
transcriptoma del proceso de maduracion del embriébn somatico del cv. Manzano, siendo
posible realizar la anotacion funcional de 87,556 unigenes, y de los cuales se identificaron

un total de 9,593 genes expresados diferencialmente.

Se validaron 5 genes candidatos expresados en diferentes estadios de maduracion, los

cuales estan implicados en el metabolismo de carbohidratos, aquellos que actian como
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factores de transcripcion y relacionados a sintesis de auxinas.

Este es el primer trabajo en el que se identifica TAR2, el cual esté involucrado en la sintesis
de auxinas, teniendo un papel clave en la maduracion del embrion somatico y abriendo
ventanas a nuevas investigaciones acerca de la acumulacién endégena de auxinas en

Musa.

5.2. Perspectivas

Secuenciar el tratamiento 0.2% para comparar genes expresados diferencialmente versus
al tratamiento 0.3%, para analizar los patrones de expresion y conocer genes claves para

la maduracién del embrién.

Seleccionar genes candidatos del transcriptoma implicados en procesos de interés, con la
finalidad de identificar rutas metabdlicas de interés para posteriormente caracterizar su

funcién a nivel de proteina.

Realizar un analisis de ortélogos entre el transcriptoma del cv. Manzano con respecto a los
genomas secuenciados hasta el momento de Musa, con la finalidad de identificar genes

gue Unicamente se expresen durante la maduracion del embrién somético.

Realizar analisis prote6micos y metabolémicos, con el fin de complementar y validar lo
analizado en este trabajo, lo cual daria una perspectiva mas amplia acerca de los procesos

implicados en la maduracion del embrion somético de Musa.
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