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RESUMEN

Debido a la naturaleza partenocarpica de los cultivares de platano comestibles su
reproduccion se ha visto limitada, por lo que se ha requerido del desarrollo de estrategias
biotecnoldgicas para su propagacion. Una de las estrategias es el uso de la embriogénesis
somatica (ES), ya que esta técnica permite de forma in vitro la generacion de un gran
namero de plantas, sin embargo, una de sus principales limitantes es la generacion de
embriones con una alta capacidad de germinacion. En previos trabajos se ha demostrado
gue la induccién de un estrés hidrico en los embriones favorece su maduracion, esto se ha
relacionado a la acumulacion carbohidratos solubles, las cuales actian como moléculas
osmoprotectoras, generando tolerancia a la desecacion y entre las que se encuentran los
oligosacaridos de la familia de la rafinosa (RFO’s). En este trabajo se describe el desarrollo
de un protocolo de embriogénesis somatica indirecta de platano macho cv. “Curraré enano”,
donde el desarrollo-maduracion de los ES se llevo a cabo en un medio de maduraciéon con
potenciales hidricos diferentes, generado por el uso de dos concentraciones de gelificante
Gelrite (MM1 0.2% y MM2 0.3% p/v). Utilizando dicho modelo, investigamos el cémo se
modula la pérdida de agua, la ganancia de biomasa y la acumulacién de reservas de
carbohidratos solubles durante el desarrollo-maduracion del embrion. La cromatografia
liguida de alta resolucion acoplado a un detector de indice de refraccion (HPLC-RID)
demostro la presencia de los RFO’s, rafinosa en los estadios tipo pera (TPera), coleoptilar
temprano (CTem) y coleoptilar tardio (CTar), asi como de estaquiosa en el estadio
coleoptilar tardio en el MM2 y observando Unicamente a la rafinosa en el estadio (CTar) del
MML1. Los andlisis realizados por PCR tiempo real (RT-PCR) confirmaron la expresion del
gen galactinol sintasa 1 (GolS1), el cual esta relacionado con la ruta de biosintesis de los
RFQO’s (rafinosa y estaquiosa). Nuestros datos sugieren que una disminucién en el potencial
hidrico del medio, por un aumento en la concentracion de gelificante induce la expresién
del gen GolS1, el cual esta relacionado en la biosintesis de moléculas osmoprotectoras
(RFQ’s), las cuales influyen en el desarrollo y maduracion del embrién soméatico. Los
resultados obtenidos en el trabajo de investigacion proporcionan un panorama acerca de
los mecanismos implicados en la maduracion del embrion somatico y con lo cual se pueden

generar nuevas estrategias en sistemas de mejoramiento genético en Musa.
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ABSTRACT

Due to the parthenocarpic nature of edible plantain cultivars, their reproduction has been
limited, which has required the development of biotechnological strategies for their
propagation. One approach is the use of somatic embryogenesis (SE), as this technique
allows the generation of a large number of in vitro plants; however, one of its main limitations
is the generation of embryos with a high capacity of germination. In previous studies, it has
been shown that the induction of water stress in embryos favors its maturation, this has been
related to the accumulation of soluble carbohydrates, which act as osmoprotective
molecules, generating tolerance to desiccation and among which are the oligosaccharides
of the raffinose family (ROF's). In this paper, the development of an indirect somatic
embryogenesis protocol of male banana cv. "Curraré enano" where the development-
maturation of the ES was carried out in a maturing medium with different water potentials,
generated by the use of two Gelrite gelling concentrations (MM1 0.2% and MM2 0.3% wi/v).
Using this model, we investigated how, water loss the biomass gain and the accumulation
of soluble carbohydrate reserves is modulated, during the development-maturation of the
embryo. High resolution liquid chromatography coupled to a refractive index detector
(HPLC-RID) demonstrated the presence of RFO's, raffinose in the pear like (TPear), early
coleoptilar (CTem) and late coleoptilar (CTar) stages, as well as stachyose in the late
coleoptilar stage in MM2, and observing only raffinose in stage (CTar) in MM1. The analysis
carried out by real-time PCR (RT-PCR) confirmed the expression of the galactinol synthase
1 (GolS1) gene, which is related to the biosynthesis pathway of RFO's (raffinose and
stachyose). Our data suggest that a decrease in the water potential of the medium, due to
an increase in the concentration of gelling, induces the expression of the GolS1 gene, which
is related to the biosynthesis of osmoprotective molecules (RFO's), which influence the
development and maturation of the somatic embryo. The results obtained in the research
work provide an overview of the mechanisms involved in the maturation of the somatic
embryo and with which new strategies can be generated in systems of genetic improvement

in Musa.
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INTRODUCCION

Los bananos, llamados platanos en América Latina, son plantas monocotiledoneas de la
familia Musaceae que incluye los géneros Ensete y Musa. Ademas, podria comprender un
tercer género, Musella, cuyo reconocimiento es todavia incierto (Dash y Rai, 2016). Los
bananos actuales, domesticados por el hombre, son originarios de las regiones tropicales
y subtropicales del sureste de Asia que abarca la India, Myanmar, Tailandia, Filipinas y el
Pacifico Occidental, conformado por Malasia e Indonesia. Dichas regiones son
consideradas centros de diversidad por la apariciébn de diversas especies de bananos
endémicos silvestres (Christelova et al., 2017). Desde su centro de origen, Musa spp fue
introducido en los principios de la agricultura al continente africano y posteriormente,
trasportado por los exploradores europeos a las Américas y el resto el mundo (De Jesus et
al., 2013).

Los bananos son uno de los principales cultivos frutales a nivel mundial y se sitia al lado

de otros cultivos de gran importancia alimentaria, como son el arroz, trigo y maiz (Perrier et
al., 2011). Su produccion mundial anual ha alcanzado los 126 millones de toneladas,
mientras en México es de 2, 150,520 millones de toneladas (FAO; 2014), constituyendo un
alimento basico y nutritivo para millones de personas a nivel mundial (Christelova et al.,
2017).

La seccidén Musa, contiene entre otras a dos especies silvestres llamadas Musa acuminata
Colla (Genoma A) y Musa balbisiana Colla (Genoma B), las cuales dieron origen a hibridos
partenocarpicos diploides, triploides y tetraploides con diferentes combinaciones de los
genomas Ay B, como son AA, BB, AB, AAA, AAB, ABB, y mas recientemente a hibridos
AABB, AAAB y ABBB, generados por programas de mejoramiento genético (Dash y Rai,
2016). Los bananos, en general, se clasifican por su consumo en fresco como postres o por
su consumo después de la coccion. Los del tipo postre se comen crudos cuando maduran
y presentan mayormente el genotipo AAA, mientras que los bananos de coccién son
hervidos, fritos, asados o tostados antes de su consumo y son los de composicién gendémica
AAB y ABB (Nayar, 2010).



La reproduccion de los cultivares comerciales se encuentra limitada por la naturaleza casi
estéril y partenocarpica de la planta del banano, lo cual ha requerido del desarrollo de
estrategias biotecnoldgicas alternativas para su propagacion. Ademas de la organogénesis
directa, una de las estrategias con mayor potencial de multiplicacion para platano es el uso
de la embriogénesis somética, ya que permite la generacion de un gran nimero de plantas,
sin embargo, una limitante de los protocolos reportados es la baja frecuencia de formacién
de callo embriogénico durante la induccién y la subsecuente formacion de embriones
somaticos (Uma et al., 2012). Ademas, a menudo se observan bajas tasas de germinacion
y conversion a plantas (Grapin et al., 1996). La embriogénesis somatica ha sido usada como
modelo para entender los eventos fisioldgicos, bioquimicos y moleculares que ocurren
durante el desarrollo de los embriones en vegetales, conocimiento que puede apoyar a
optimizar los sistemas de propagacion in vitro (Jafari et al., 2015; Enriquez-Valencia et al.,
2019).

Uno de los principales eventos fisioldgicos y bioquimicos que se llevan a cabo es la sintesis
de osmoprotectores, moléculas organicas no téxicas que protegen a las células contra
cambios osmoticos durante la respuesta temprana a condiciones de estrés. Entre estos
compuestos se encuentran los oligosacaridos de la familia de la rafinosa (RFO’s) (Pluskota
et al.,, 2015), asi como proteinas protectoras como, las proteinas abundantes durante
embriogénesis tardia (LEA) y las proteinas de choque térmico (HSP’s) (Gonzalez et al.,
2016).

Los RFO’s constituyen un grupo de carbohidratos solubles, no reductores, cuya biosintesis
inicia con la formacion de galactinol (O-a-D-galactopiranosil-(1-1)-L-myo inositol) y uridina-
5-difosfato (UDP) por medio de la enzima galactinol sintasa (GolS), una glicotransferasa de
la familia GT8 que cataliza la transferencia de galactosa desde UDP-galactosa a myo-
inositol (Blochl et al., 2005). El primer miembro de la familia, la rafinosa y los subsecuentes
oligosacéridos (estaquiosa, verbascosa y ajugosa) se sintetizan a partir de la sacarosa por
la adiciébn de una molécula de galactosa donada por el galactinol (Kito et al., 2018). Los
RFO’s estan involucrados en diversas funciones celulares, tales como almacenamiento y
transporte de carbono, transductor de sefales, ademas de proteger al embrién durante la
desecacion que ocurre en la maduracion de las semillas, prolonga la longevidad de la
semilla, produce destoxificacion de especies reactivas de oxigeno (ERO’s) e induce

tolerancia tanto a estrés bidtico como abidtico (Sengupta et al., 2015).




El presente trabajo tuvo como objetivo determinar el papel de los RFO’s durante el
desarrollo y maduracién del embrién somatico de Musa acuminata x Musa balbisiana, cv
“Curraré enano”. Los resultados de desarrollar cuatro objetivos especificos se describen en
los capitulos, 11, 1y IV.

El capitulo Il cubre la informacién referente a la optimizacion del protocolo de maduracién
del embrién somatico (objetivo especifico 1). En dicho capitulo se presentan los resultados
del porcentaje de germinacion de los embriones somaticos maduros formados a partir de
suspensiones embriogénicas, de las cuales los embriones se desarrollaron bajo dos
tratamientos de maduracién (MM1 y MM2), que difieren en la concentraciéon de gelificante

del medio de cultivo y potencial hidrico.

En el capitulo Il la evaluacion en el cambio de peso seco y contenido de agua de los ES
desarrollados bajo dos tratamientos de maduracién, asi como la determinacion de los
niveles de sacarosa, glucosa, fructuosa, myo-inositol, galactosa y galactinol, y los
oligosacaridos rafinosa y estaquiosa en cada estadio de desarrollo de los ES. Por ultimo,
en el capitulo IV, la evaluacién de los perfiles de expresion del gen que codifica a la enzima

GolS1 en cada estadio de desarrollo de los ES.




CAPITULO |
ANTECEDENTES

1. MUSACEAS

La familia de las Muséaceas Juss comprende dos géneros conocidos: Musa L., con cerca de
65 especies y Ensete Horan con 8. Se podria incluir un tercer género, Musella (Fr.) C.Y. Wu
ex H.W.L., pero su registro es todavia incierto. Las especies pertenecientes a esta familia
se encuentran en las regiones tropicales y subtropicales, siendo originarias del sureste

asiatico (Gutiérrez y Burgos, 2012).

Las plantas de banano tienen su centro de origen en la region comprendida desde la India
hasta la Polinesia, mientras que la selva tropical de Malasia e Indonesia ha sido considerada
como el centro de diversidad por la aparicion de diversas especies endémicas de banano

silvestre (Figura 1.1) (Dash y Rai, 2016).
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Figura 1.1. Centro de origen y distribucién geogréfica de la seccion Musa (De Langhe
et al., 2009).

Los bananos son plantas monocotiledoneas, pertenecientes al género Musa. Estudios

filogenéticos recientes subdividen a las especies del género Musa en dos secciones: Musa
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y Callimusa, con numeros cromosémicos x=11 y x=7/9/10 respectivamente. Esta
subdivision en secciones se sustenta en estudios con marcadores moleculares tipo AFLP’s
(Wong et al., 2002) y filogenéticos que utilizan secuenciacion de ADN nuclear (Christelova
et al., 2017) y cloroplastico (Lamare et al., 2017; Hakkinen, 2013).

La mayoria de los cultivares de bananos, denominados platanos en América Latina son
selecciones hechas por los agricultores a partir de dos especies silvestres: Musa acuminata
Colla (Genoma A) y Musa balbisiana Colla (Genoma B), las cuales fueron cultivadas,
multiplicadas y posteriormente, distribuidas por medio de propagacion vegetativa (Heslop-
Harrison y Schwarzacher, 2007). La propagacion vegetativa dio origen a plantas de banano
con diferentes combinaciones entre los genomas Ay B, como son: AA, AB, AAA, AAB, ABB.
La estructura heterocigoética de estos hibridos provocada por re-arreglos cromosémicos, asi
como la generacion de gametos 2n, donde la gametogénesis ha sido modificada por fallas
en la divisibn meidtica, fue el paso crucial en el desarrollo de la partenocarpia de los
bananos comestibles, asi como la esterilidad gamética de las semillas, principalmente en

variedades triploides (Perrier et al., 2011).
1.1. CLASIFICACION TAXONOMICA DEL GENERO MUSA
La clasificacion taxonémica del género Musa es la siguiente (Hakkinen, 2013).

Reino: Vegetal

Clase: Angioespermae
Subclase: Monocotiledonae
Orden: Zingiberales
Familia: Muséaceae
Género: Musa

Secciones: Musa y Callimusa

1.2. MORFOLOGIA DE LA PLANTA DE PLATANO

El banano es una planta herbacea, perenne de gran tamafo, (Figura 1.2). Su pseudotallo
emerge directamente del cormo o tallo subterraneo, el cual es de alrededor de 30 cm de

largo y soporta al tallo aéreo que lleva la inflorescencia. El pseudotallo alcanza una altura
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de 2 a 8 m en variedades cultivadas y de 10 a 12 m en algunas especies silvestres

(Karamura y Karamura, 1995).

Al B o
Pseudotallo

Hijuelos Rizoma

Figura 1.2 Morfologia de la planta de platano.

El sistema radical de las plantas de banano propagadas vegetativamente es carnoso,
adventicio y carece de una raiz principal. El sistema radical se encarga de absorber y
conducir el agua, ademas de transferir los nutrimentos del suelo hacia la planta. Las raices
primarias emergen de la superficie externa del cilindro central del rizoma, las cuales
presentan un didmetro de 5-8 mm y son de color blanco cuando joévenes, tornandose grises
y marrones hasta que mueren (Robinson y Galan, 2012). La planta de banano también
posee grandes hojas aéreas, las cuales varian de tamafio dependiendo de la especie y las
condiciones de crecimiento y van desde los 0.62 m? a los 2.80 m? (Figura 1.2) (Karamura y
Karamura, 1995). Cada hoja emerge desde el centro del pseudotallo como un cilindro
enrollado, por lo que es llamada también hoja cigarro. El extremo distal se contrae para

formar primero el peciolo y posteriormente, la nervadura central. Las hojas en estado




maduro, que se denominan hojas maduras, constan de vaina, peciolo, nervadura central y

limbo.

La inflorescencia es una estructura que contiene las flores que se convertiran en frutos y
esta apoyada en el tallo floral o tallo verdadero. Esta es una espiga que consiste de un
pedunculo corpulento, en el cual se disponen las flores en racimo nodales. Cada nddulo
esta sostenido por una bractea que protege a las flores jévenes. Los nddulos basales
(proximales) portan flores femeninas, normalmente en un nimero de 5 a 18 y los nédulos
superiores (distales) portan las flores masculinas, las cuales permanecen encerradas en
una estructura cénica conocida como bellota (Robinson y Galan, 2012). Los bananos son
vegetativamente partenocarpicos, ya que desarrollan una gran cantidad de pulpa
comestible sin polinizacion. Existen tres I6culos en la cavidad del ovario de los bananos,

desarrollandose la mayor cantidad de pulpa a partir del borde exterior del I6culo.
1.3. PRODUCCION DE BANANO A NIVEL MUNDIAL Y NACIONAL

Hay mas de mil variedades de bananos producidos y consumidos a nivel mundial, pero el
mas comercializado destacan el platano Enano Gigante y Valery del grupo Cavendish, del
cual se producen cerca de 50 millones de toneladas al afio a nivel mundial, lo que

representa cerca del 47% de la produccion mundial.

Los bananos son producidos principalmente en Asia, Latino América y Africa. El mayor
productor es la India produciendo alrededor de 30 millones de toneladas al afio, seguido de
China con 11 millones, Filipinas con 9 millones, y Ecuador y Brasil, ambos con 6 millones
de toneladas (FAO, 2017).

México ocupa el duodécimo lugar en produccién de banano comestible a nivel mundial con
2, 386,195 millones de toneladas (SIAP, 2018). Los principales estados productores son
Chiapas, Tabasco, Veracruz, Colima y Jalisco. Yucatan, ocupa el decimotercer lugar en
produccion (Cuadro 1.1) Entre las variedades de este frutal que se cultivan en México,
destacan el platano Enano Gigante y Valery (AAA, subgrupo Cavendish), el platano tabasco
también llamado Roatan (AAA, subgrupo Gross Michel), el platano macho y dominico (AAB,
subgrupo Plantain), el platano manzano (AAB, subgrupo Silk), ademas del platano morado

y el platano pera, siendo el platano Enano Gigante, el mas importante con una superficie




cultivada de 28 mil hectareas, seguido del platano macho con 18 mil hectareas (SIAP,
2018).

Cuadro 1.1 Principales estados productores de banano en México (SIAP 2018).

Orden Entidad Toneladas
federativa

1 Chiapas 696,298

2 Tabasco 630,097

3 Veracruz 281,513
4 Colima 206,693

B Jalisco 183,904
6 Michoacéan 160,674
7 Guerrero 78,265

8 Oaxaca 68,423

9 Puebla 37,086

10 Nayarit 30,379

11 Quintana Roo 9,600

12 Campeche 1,409

13 Yucatan 1,213

Total 2,385,554

1.4. PRINCIPALES ENFERMEDADES DE LAS PLANTAS DE PLATANO

Ultimamente, la produccién de banano se ha visto limitada por el ataque de enfermedades
fungicas como es el caso de la enfermedad de Panama, causada por (Fusarium
oxysporum), la Sigatoka negra cuyo origen es la infeccién por (Pseudocercospora fijensis
sinbnimo: Mycosphaerella fijiensis) o la sigatoka amarilla (Pseudocercospora musae
sinbnimo: Mycosphaerella musicola) (Dash y Rai, 2016) y las bacterianas, como la

enfermedad del Moko, causada por Pseudomonas solanacearum (Raut y Ranade, 2004).

La generacién de nuevas variedades resistentes a estas enfermedades mediante técnicas
clasicas de mejoramiento ha sido dificil y requiere mucho tiempo, debido a la poliploidia, la
esterilidad y el periodo de generacién prolongado de la mayoria de los cultivares
comestibles, es por ello, que técnicas de cultivo in vitro, como la embriogénesis somatica
fueron desarrolladas para lograr la propagacién masiva de cultivares de banano y platano

libres de enfermedades (Meenakshi et al., 2011).




1.5. TECNICAS BIOTECNOLOGICAS PARA LA PROPAGACION DEL PLATANO

Los bananos son tradicionalmente propagados de manera vegetativa, utilizando cormos,
brotes o hijos, principalmente los hijos de espada como material inicial. EI material
vegetativo, sin embargo, puede albergar patégenos, tales como hongos, nematodos, virus
e insectos, los cuales se pueden transmitir a las nuevas plantaciones de banano. Por ello,
se ha optado por crear material de siembra libre de éstos a través del cultivo de tejidos in
vitro (Kacgar y Faber, 2012).

La regeneracion in vitro puede derivar de tejido meristematico via organogénesis directa
(meristemo apical, puntas de brotes, explantes florales y frutos inmaduros), asi como de
una suspension de células embriogénicas via embriogénesis somatica indirecta (Khalid y
Chin Tan, 2016).

1.5.1. EMBRIOGENESIS SOMATICA

La embriogénesis somatica (ES) es un proceso donde las células somaticas son
programadas hacia un destino embriogénico, resultando en un embrion que se parece,
tanto fisiolégica como morfoldégicamente, a un embrion cigotico (EC). Este proceso es
factible debido a que las plantas poseen totipotencialidad celular; por lo tanto, un embrién
somético puede regenerar una planta completa (Sowmya et al., 2016). El desarrollo del
embridon somatico implica una division celular activa que contribuye a la formacion de un
embridn de forma globular, no diferenciado y con una protodermis definida, seguida de la
diferenciacién celular y la ampliacién del embrién (Figura 1.3). Durante la maduracion, la
cual es la fase final del desarrollo embrionario, hay una expansién del embriéon y una
acumulacion de sustancias de reserva, como son proteinas y carbohidratos en el embrién
antes de su germinacion. En general, en esta etapa, la adquisiciébn de tolerancia a la

desecacion es frecuente (Escobedo et al., 2016).




Estadios de desarrollo ES de platano AAB, cv. Curraré

Foto: Carlos I. Cruz C.

Figura 1.3 Estadios de desarrollo del embrion somético de platano macho cv. “Curraré

enano”. 1) Estadio globular. 2) Tipo pera. 3) Coleoptilar temprano. 4) Coleoptilar tardio.

La embriogénesis somética en Musaceas fue descrita inicialmente por Krikorian y Cronauer,
(1984), quienes produjeron suspensiones celulares embriogénicas (SCE) a partir de apices.
Aunque observaron que sus puntos de brotacion estaban poco desarrollados, el examen
morfolégico mostré que estos grupos de células eran competentes. Poco después, los
embriones somaticos fueron inducidos a partir de flores masculinas inmaduras (Escalant et
al., 1994; Ma, 1991) y meristemos en proliferacion denominados escalpos (Strosse et al.,
2003). Hoy en dia, las flores masculinas inmaduras son el material de induccibn mas
utilizado (Khalid y Chin Tan, 2016); y en el caso de clonas de platano macho que carecen
de bellota con flores masculinas se utilizan las flores femeninas inmaduras (Escobedo et
al., 2018; Grapin et al., 1996).

1.6. MOLECULAS DE RESERVA DURANTE EL DESARROLLO EMBRIONARIO
1.6.1. CARBOHIDRATOS

Durante la fase de maduracién del embrion cig6tico, su crecimiento se detiene, la mitosis
es menos intensa, hay una pérdida de agua y los principales componentes de reserva,
como son proteinas, lipidos y carbohidratos, comienzan a acumularse (Leprince et al.,
2017) (Figura 1.4). Los componentes de reserva en el embrién estan destinados a nutrir al
embridon durante su desarrollo, a inducir tolerancia a la desecacion y garantizar su

germinacion (Businge et al., 2013).
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Figura 1.4 Eventos fisioldgicos y bioquimicos durante el desarrollo del embridn cigético
en Arabidopsis thaliana. La linea punteada indica la perdida de agua durante el
desarrollo embriogénico. TD, tolerancia a la desecacion; EMB, embriogénesis; P50, vida
media; RFO’s, oligosacaridos de la familia de la rafinosa (Leprince et al., 2017).

El andlisis del transcriptoma y proteoma de varias especies vegetales sugiere que existe un
gran namero de genes que participan en el metabolismo de carbohidratos y los cuales son
altamente expresados tanto en la embriogénesis cigética, como en la embriogénesis
somaética (Navarro et al., 2017).

Entre los carbohidratos sintetizados durante el desarrollo del embrién cigético, se encuentra
la sacarosa. La mayoria de las semillas, durante su fase de maduracién y pérdida de agua,
contienen altas concentraciones de sacarosa, (Madeiros y Augusto., 2001). Al mismo
tiempo que la sacarosa, se ha encontrado un contenido importante de oligosacaridos,
particularmente los pertenecientes a la familia de la rafinosa (RFO’s): rafinosa, estaquiosa
y verbascosa, los cuales se forman por la adicién secuencial de unidades de galactosa a la
sacarosa por el donador de galactosa, el galactinol. Tanto la sacarosa como los RFO’s
participan en el mantenimiento de la integridad de las membranas celulares durante la

deshidratacion, asi como en el mantenimiento de la estructura tridimensional de las
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proteinas, con base en su capacidad de formar un estado vitreo, estado solido altamente
viscoso que retrasa la difusibn molecular y ralentiza las reacciones de deterioro celular
(Gurisinghe y Bradford., 2001).

1.6.2. PROTEINAS

Durante el desarrollo del embridn, éste pasa primero por una fase de division celular y
morfogénesis, seguido por una fase de maduracion. Esta fase incluye la acumulacion de
moléculas de reserva, en las que se encuentran los aminoacidos y las proteinas (Angelovici
etal., 2010). Durante la embriogénesis, los aminoacidos actian como componentes basicos
para la sintesis de proteinas. Un incremento en su concentracion, genera la sintesis de
proteinas abundantes en la embriogénesis tardia (LEA), proteinas de choque térmico y
proteinas de reserva que actian protegiendo al embrion de la deshidratacién y funcionan

como fuente primaria de nitrogeno (Bartos et al., 2018).

Entre las principales proteinas de reserva se encuentra la albumina, las globulinas, las
prolaminas y las glutelinas, las cuales fueron clasificadas basados en su solubilidad en una
serie de disolventes (Tan Wilson y Wilson, 2012). Dependiendo de la familia de plantas a
las que pertenecen las semillas generalmente una de ellas predomina, por ejemplo, la
globulina predomina como proteina de reserva en semillas de arroz y avena, mientras que
las prolaminas se encuentran en mayor concentracién en semillas de maiz, trigo y cebada
(Laudencia y Vensel, 2008).

1.6.3. LIPIDOS

Los lipidos de reserva durante la fase de desarrollo y maduracion embrionaria son
mayormente representados como triacilgliceroles (TAGS). Los lipidos se acumulan como
cuerpos lipidicos en el citosol, y estan localizados principalmente en el endospermo y los

cotiledones (Grigova et al., 2007).
1.6.4. OLIGOSACARIDOS DE LA FAMILIA DE LA RAFINOSA (RFO’s)

Durante el desarrollo del embrién cigético, la exposicion a un evento de estrés por
desecacion, desencadena una serie de procesos biolégicos que inducen cascadas de

sefializacion para activar genes de respuesta a estas condiciones. Adicionalmente, se
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presentan interacciones entre productos génicos que originan un importante cambio en la
fisiologia de la planta, influyendo tanto en su crecimiento como en su desarrollo (Gonzalez
etal., 2016). Uno de los principales mecanismos utilizados por las plantas para contrarrestar
el deterioro causado por el estrés por desecacion, es la acumulacion de solutos
compatibles, como son amino&cidos, aminas y varios azucares solubles, como por ejemplo
los oligosacaridos de la familia de la rafinosa (RFO’s) (Dos Santos et al., 2015).

Los RFQO’s constituyen un grupo de carbohidratos solubles, no reductores, utilizados para
transportar y almacenar carbono en las plantas. El almacenamiento de carbohidratos y su
transporte son fendmenos importantes en las plantas para sostener su crecimiento y
desarrollo. De igual manera, los RFO’s se acumulan en las semillas, principalmente durante
su llenado y contintan hasta su maduracién (Leprince et al., 2017; Peterbauer y Richter,
2001). En el proceso de desarrollo-maduracion del embrién cig6tico, los RFO’s participan
en la induccién de la tolerancia a la desecacion, en la destoxificacién de especies reactivas

de oxigeno, asi como confiriendo longevidad en la semilla (Gangola et al., 2014).

La galactinol sintasa (GolS), es la enzima encargada de la biosintesis de galactinol. Esta
molécula es clave en la ruta de biosintesis de los RFO’s. A su vez, las enzimas rafinosa
sintasa (RafS), estaquiosa sintasa (StaS) y vesbascosa sintasa (VerS) estan implicadas en
la biosintesis de rafinosa, estaquiosa y verbascosa respectivamente (Li et al., 2017). Todas
las enzimas estan localizadas en el citosol (Sprenger y Keller, 2000). La rafinosa, el primer
miembro de la familia, se encuentra en mayor concentracién en semillas monocotiledéneas,
mientras que la estaquiosa y verbascosa en semillas dicotiledéneas (Peterbauer y Richter,
2001).

1.7. ESTRUCTURA QUIMICA Y BIOSINTESIS

Los RFO’s consisten en cadenas lineales de residuos de galactosa unidos a la sacarosa,
mediante enlaces glicosidicos a (1 — 6). Su biosintesis comienza por la transferencia de
galactosa desde una molécula donadora a un aceptor que puede ser sacarosa, rafinosa o
sus homologos superiores. Tres tipos de donadores de galactosa estan implicados en su
biosintesis: UDP-galactosa, galactinol y los propios oligosacaridos pertenecientes a los
RFQO’s (Peterbauer y Richter, 2001).
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La biosintesis de los RFO’s involucra al inicio la actividad de la GolS, la cual pertenece a la
familia GT8 glicosil transferasa y que transfiere un residuo de galactosa al myo-inositol a
partir de la UDP-galactosa (galactosa uridil-difosfato) para producir galactinol (a-D-
galactosa-1-L-myo-inositol-O-a-galactopiranosiltransferasa) (Fan et al., 2017). El trisacarido
rafinosa y los subsecuentes RFO’s (estaquiosa, verbascosa) (Figura 1.5) se sintetizan a
partir de la sacarosa por la adicion de unidades de galactosa donadas por el galactinol
(Gangola et al., 2016).

Aparte de su papel como molécula donadora de la galactosa para la sintesis de RFQO’s, no
se le ha asignado otra funcion al galactinol en plantas. De este modo, la sintesis del
galactinol es el cuello de botella para que se dé la ruta de biosintesis de los RFO’s. La
enzima RafS trasfiere una unidad de galactosa desde el galactinol a la sacarosa y sintetiza
la rafinosa, de igual manera la enzima StaS usa al galactinol como donador de una unidad
de galactosa, que se une a la molécula de rafinosa para producir el tetrasacarido

estaquiosa. Ambas reacciones son reversibles (Sengupta et al., 2015).
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Figura 1.5 Ruta bioquimica para la sintesis de RFO’s (Gangola et al., 2016).
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1.8. REGULACION DEL GEN DE LA GALACTINOL SINTASA

La pérdida de agua durante el desarrollo embrionario induce la expresion de genes
regulatorios ya sea a través de una via dependiente de &cido abscisico (ABA) o una
independiente de ABA (Figura 1.6), los cuales participan en la tolerancia al estrés por
desecacion (Chinnusamy et al., 2004). Los productos génicos expresados actlan
principalmente en la acumulacién de moléculas osmoprotectoras, como son aminoacidos,
aminas, carbohidratos como la sacarosa, trehalosa y los oligosacéaridos de la familia de la
rafinosa (RFO’s), especialmente rafinosa y estaquiosa. Los RFO’s se acumulan durante el
desarrollo de la semilla y su biosintesis inicia a partir de la actividad de la enzima galactinol

sintasa (GolS), jugando un papel clave en su regulacion (Finkelstein et al., 2002).

Galactinol sintasa (GolS) es un gen con un gran numero de isoformas en varias especies y
cuya funcion especifica no ha sido demostrada, pero la expresion diferencial de las
isoformas ha sido relacionada a condiciones de estrés y desarrollo en las plantas. En
Arabidopsis thaliana se han identificados siete isoformas del gen GolS siendo Unicamente
tres inducidas por estrés. En las regiones promotoras de los genes inducidos por
desecacion AtGolS1, AtGolS2, asi como por frio AtGolS3, fueron identificados los
elementos de actuacion en cis ABRE (elementos de respuesta a ABA) y DRE/CTR
(elementos de respuesta a deshidratacion) (Taji et al., 2002), indicando una regulacion tanto

dependiente como independiente de ABA.
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Figura 1.6 Via de sefializaciéon dependiente e independiente de acido abscisico (ABA)
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involucradas en la tolerancia al estrés por desecacion durante el desarrollo embrionario
(Chinnusamy et al., 2004). ABA, &cido abscisico; IP3, inositol trifosfato; Ca?*, calcio;
DRE, elemento de respuesta a deshidratacion; DREB2, elemento de union a DRE, CBF,
factor de union a repeticion C; CRT, repeticion en C; ABRE, elemento de respuesta a
acido abscisico; bZIP, region béasica de cierre de leucina; ABI, insensible a acido
abscisico; ABF, factor de unién al elemento de acido abscisico; ABREB, elementos de
union a ABRE.

A su vez, factores de transcripcién de unién a los elementos de activacion en cis DRE/CTR
asi como ABRE se aislaron y se denominaron como DREB1/CBF, DREB2/CBF (proteinas
de union a DRE / factor de union de repeticion C) y ABREB (proteinas de union ha ABRE).
El factor de transcripcion DREB1/CFB tiene un papel muy importante en la regulacion de la
expresion de genes de respuesta a estrés por desecacion, donde en Arabidopsis se
demostré su union a los elementos actuacion en cis DRE/CTR (Seki et al., 2003; Taji et al.,
2002).

1.8.1. REGULACION POR FACTORES DE TRANCRIPCION DE CHOQUE
TERMICO

Otro grupo de proteinas de las cuales se tiene evidencia que actian bajo condiciones de
estrés son las proteinas de choque térmico (HSP’s, por las siglas en inglés Heat Shock
Proteins). Las HSP son moléculas chaperonas cuya funcidén es contrarrestar el efecto de
desnaturalizacion de las proteinas causado por el choque térmico y de esta forma, mantener
la integridad celular (Bush y Schoffl, 2005). La expresion de las HSP’s es regulada a nivel
transcripcional por la activacién de factores de transcripcion de choque térmico (HSF), los
cuales reconocen elementos especificos en cis (HSE’s) en la region promotora de los genes
correspondientes (HS). En Arabidopsis thaliana se identific6 que el gen AtGolS1 es
regulado por ciertas HSF bajo condiciones de estrés por calor. En la region promotora se
encontraron secuencias de elementos cis de choque térmico que corresponden a los sitios
de union de HSF, observando un incremento en las concentraciones tanto de rafinosa como
de estaquiosa después de someter el tejido foliar a un estrés por calor (Panikulangara et
al., 2014).

16




1.8.2. REGULACION MEDIADA POR PROTEINAS WRKY

Los genes WRKY codifican a un gran numero de factores de transcripcion (TF) definidos
por un dominio de 60 aminoacidos, los cuales contienen la secuencia de aminoacidos
WRKY en la region amino terminal y un motivo dedo de zinc en el carboxilo terminal
(Rushton et al., 2010). Bajo condiciones de estrés, los factores de transcripcion WRKY se
unen a los elementos en cis en la region promotora del gen GolS induciendo su expresion.
Zhi Wang y colaboradores (2009) demostraron en Boea hygrometrica que son necesarios
al menos dos elementos en cis W-box para interaccionar con el factor de transcripcion

WRKY en la regién promotora de BhGolS1 y de esta forma activar su expresion.
1.8.3. REGULACION POR RETENCION DE INTRON

En el tejido foliar de Oryza sativa se ha identificado que dos isoformas del gen GolS (GolS1
y GolS2) son regulados por un mecanismo conocido como retencidn de intrén. La presencia
de intrones en el gen GolS se asocia a un tipo de regulaciéon post-transcripcional. Los
intrones conservados, generan un pre-ARNm debido a la presencia de codones de
terminacion prematuros en su secuencia, formando proteinas no funcionales (Figura 1.7 a).
No obstante, cuando el tejido foliar de Oryza sativa es sometido a condiciones de estrés
por desecacion o salinidad, se ha observado un aumento en el niUmero de transcritos
maduros de OsGolS1 y OsGolS2 generando proteinas funcionales (Figura 1.7 b) y con ello
un aumento en la sintesis del galactinol, molécula clave para la biosintesis de los RFO’s,

las cuales participan en la tolerancia al estrés en el tejido foliar (Mukherjee et al., 2019).
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Figura 1.7 Representacién de la regulacién de las isoformas del gen galactinol sintasa
(GolS1 y GolS2) en Oryza sativa. a) Regulacion por retencidén de intrén. b) Generacion

de ARNm bajo condiciones de estrés (Mukherjee et al., 2019).

1.9. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS RFO's

Todas las plantas sintetizan alguna molécula perteneciente a los RFQO’s, en algin punto de
su crecimiento y desarrollo. Estos compuestos se acumulan principalmente en las semillas,
protegiendo al embrién de la desecacion asociada a la maduracion. También se acumulan
en menor cantidad en las hojas. La acumulacién de RFO’s se inicia durante el desarrollo
tardio de las semillas, con su llenado, siendo depositados en el endospermo, el embrién y

la cubierta de la semilla (Peterbauer y Richter, 2001).

Existen diferentes maneras de contrarrestar el efecto causado por la desecacién en las
semillas, siendo un ejemplo de ellos la vitrificacién (creacién de una solucién liquida con la
viscosidad de un solido) del citoplasma. Los RFO’s junto con las proteinas abundantes de
embriogénesis tardia (LEA) y las proteinas de choque térmico (HSP’s) participan en la
generacién de este estado vitreo, preservando la estructura bioldgica de la célula (Pukacka

et al., 2009). Los grupos hidroxilo de los RFO’s son capaces de remplazar las moléculas de
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agua en los sitios hidrofilos de las macromoléculas y membranas, y, por lo tanto, ofrecen
un entorno similar a una solucién acuosa diluida (Sun y Leopold, 1997).

De igual manera, estudios in vitro confirman que los RFO’s se insertan en la bicapa lipidica
de la membrana celular, estabilizandola cuando las condiciones de estrés prevalecen. Su
gran longitud oligomérica puede servir para proteger a los liposomas de la deshidratacion
dada su interaccion con la membrana y actuar contra los radicales libres presentes
(Sengupta et al., 2015).

1.10 RESUMEN DE LOS ANTECEDENTES

De lo anterior podemos recapitular que la regeneraciéon de plantas de forma in vitro, por
medio del empleo de la embriogénesis somatica indirecta (ESI) ofrece ciertas ventajas,
como es, la produccién de un gran niumero de plantas. Aunado a esto, y como se ha
observado en diferentes especies de plantas tanto mono como dicotiled6neas, la
acumulacion de moléculas de reserva como son los oligosacaridos de la familia de la
rafinosa (RFO’s) en los embriones somaticos (ES) favorece su correcta maduracion y
posterior germinacion, ya que existe evidencia de que los RFO’s actian como moléculas
osmoprotectoras durante la maduracion de los ES. Por ello, en este trabajo se propone
establecer un protocolo eficiente de generacion de plantas de platano macho cv. “Curraré
enano” de forma in vitro por medio del empleo de la ESI, y en el cual, se induzca la
acumulacion de los RFO’s en los ES, ya que esto representa una excelente alternativa para

la generacion de embriones somaticos idéneos para la produccién de plantas de calidad.
JUSTIFICACION

Se ha determinado tanto en especies mono como dicotileddéneas que los oligosacéridos de
la familia de la rafinosa (RFQO’s) participan en diversas funciones celulares, como es la
proteccién a la desecacion del embrion cigético durante su fase de maduracion. Esto
sugiere la participacion del gen que codifica a la enzima galactinol sintasa (GolS), la cual
sintetiza al galactinol, molécula que participa al inicio de la biosintesis de los RFO’s. En
Musa spp no existen evidencias sobre la actuacion de los RFO’s en el proceso de
desecacion del embrién, es por ellos que se propone determinar si los RFO’s estan
presentes durante la embriogénesis somatica (ES), asi como determinar el nivel de

expresion del gen GolS1 durante la ES.
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HIPOTESIS

Si el desarrollo y la maduracién del embrion somatico de Musa spp., cv. “Curraré enano” se
lleva a cabo bajo condiciones que conllevan a una lenta desecacion, generado por el
incremento en la concentracion de gelificante en el medio de maduracion, entonces es
posible que se dé un aumento en la acumulacién de moléculas de reserva como son los
oligosacaridos de la familia de la rafinosa (RFO’s) y con ello una expresion diferencial de la

enzima galactinol sintasa (GolS), molécula clave para su biosintesis.
OBJETIVO GENERAL

Analizar el papel de los oligosacaridos de la familia RFO’s y la expresion diferencial de la
GolS1 durante el desarrollo y maduracion de los embriones somaticos de platano macho,
Musa spp., (subgrupo Plantain, tipo Falso Cuerno), cv. “Curraré enano”, en medio

semisolidos con dos concentraciones de gelificante, 0.2 y 0.3% (p/v).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer un protocolo de maduracion de embriones somaticos de platano macho
con altos porcentajes de germinacion.

2. Evaluar el cambio en peso seco y contenido de agua de los ES desarrollado bajo dos
tratamientos de maduracion.

3. Determinar los niveles de acumulacion de sacarosa, glucosa, fructuosa, myo-inositol,
galactosa y galactinol, asi como de los oligosacaridos rafinosa y estaquiosa en cada
estadio de desarrollo de los ES.

4. Evaluar los perfiles de expresion del gen que codifica a la enzima GolS1 en cada

estadio de desarrollo de los ES.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para lograr los objetivos planteados, la estrategia experimental (Figura 1.7) consistié en
cultivar suspensiones embriogénicas finas de platano macho cv. “Curraré enano” en medios
semisolidos con dos concentraciones de gelificante, 0.2 y 0.3% (p/v), para maduracion del
embrion somatico. Estos dos medios generaron diferentes condiciones de potencial hidrico
en el medio. Se analiz6 mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) el
contenido de carbohidratos solubles y RFQO’s, asi como parametros de crecimiento y
acumulacion de biomasa, como el peso fresco, peso seco y contenido de agua en los
estadios globular, tipo pera, coleoptilar temprano y coleoptilar tardio del ES en desarrollo.
Asimismo, se analizaron los niveles de expresion del gen que codifica para la enzima
Galactinol Sintasa (GolS1). Se realizaron tres experimentos independientes para verificar

la reproducibilidad de los resultados.
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Suspensiones celulares de platano macho

cv. “Curraré enano”

' ! !

Experimento No. 1 Experimento No. 2 Experimento No. 3

v v

MADURACION DEL EMBRION SOMATICO

Tratamiento 1 (MM + 0.2% gelrite) y Tratamiento 2 (MM + 0.3% gelrite)

v

40 unidades experimentales (UE)
por tratamiento (cajas Petri).

Disefio completamente al azar

’

Globular (30 dias), Tipo pera (45 d), Coleoptilar temprano (60 d) y tardio (90 d)

)
! !

1. Determinacion de Carbohidratos. Evaluacion del porcentaje de

germinacién de embriones maduros

2. Determinacién de peso fresco,
(90 d)

peso seco y contenido de agua.

3. Determinacion de los niveles de
expresiéon de GolS1

Figura 1.7. - Estrategia experimental.
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DISENO EXPERIMENTAL

Para el desarrollo del trabajo experimental se utilizaron embriones soméaticos (ES), mismos
gue lograron su desarrollo en dos condiciones de medio de maduracién. Para iniciar la
maduracion de los ES se emple6 suspensiones celulares embriogénicas (SCE) finas, las
cuales se obtuvieron después de una doble filtracién, a través de mallas de 0.630, 0.254
mm sucesivas. La suspension se ajusté a una 3% de paquete de volumen celular (PCV).
Después de dos semanas, se tomaron alicuotas de 350 pL de la suspension fina, que
contenia células pro-embriogénicas y embriones en estadio globular, y esparcié sobre los
medios de maduracion con las dos concentraciones de Gelrite (0.2 y 0.3% p/v). Esto con la
finalidad de determinar la influencia de los dos medios de maduracién, con potenciales

hidricos diferentes (0.27 y 0.28 MPa), en la maduracién de los ES.

Pasados los 30, 45, 60 y 90 dias se colectaron tres replicas independientes con 100 mg de
ES de cada medio de maduracion, se congelaron en nitrogeno liquido y almacenaron a -
80°C hasta su uso. Las muestras biolégicas se procesaron para realizar las
determinaciones de perfil de carbohidratos, peso fresco, peso seco, contenido de agua, y
el analisis del nivel de transcritos. El disefio completamente al azar consté de tres unidades
experimentales, cada medio de maduracion con 40 cajas Petri equivalentes cada una a una

unidad experimental (UE) como se describe en el cuadro 1.2.

Cuadro 1.2 Muestras colectadas para el desarrollo del disefio experimental.

Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3
3 réplicas 3 réplicas 3 réplicas
4 estadios 4 estadios 4 estadios 4 estadios 4 estadios 4 estadios
ARN Carbohidratos ARN Carbohidratos ARN Carbohidratos
100 mg 10 mg 100 mg 10 mg 100 mg 10 mg
Total de muestra Total de muestra Total de muestra
1200 mg 120 mg 1200 mg 120 mg 1200 mg 120 mg
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CAPITULO Il

OPTIMIZACION DEL PROTOCOLO DE MADURACION DEL EMBRION
SOMATICO DE PLATANO MACHO CV. “CURRARE ENANO?”

2.1 INTRODUCCION

El mejoramiento genético tradicional del platano (Musa spp.) esta limitado debido a la
poliploidia y la partenocarpia vegetativa que presenta. La propagacion vegetativa
convencional a través del uso de brotes axilares que emergen del rizoma (hijuelos de
espada) no siempre puede satisfacer la demanda de genotipos élite para el cultivo de este
frutal (Escobedo Gracia-Medrano et al., 2016). Debido a esto, es preciso desarrollar
protocolos eficientes para la multiplicacion masiva in vitro de plantas de platano de buena
calidad (Khalid y Tan, 2016). La propagacion in vitro de platano esta establecida y se han
desarrollado protocolos tanto de organogénesis directa como de embriogénesis somatica
indirecta (ESI). Esta ultima, se ha convertido en una importante herramienta para la
generacion de plantas de calidad, debido a la alta proliferacion y a la reducida inestabilidad
genética (Ghag y Ganapathi 2017; Sowmya y Mohandas, 2016). Ademas, es una via
eficiente para la generacion de plantas libres de patégenos, y para impulsar el mejoramiento
biotecnolégico por mutagénesis dirigida y transformacion genética, asi como la

conservacion de los recursos filogenéticos.

En platano, uno de los principales problemas del cultivo in vitro mediante la embriogénesis
somaética es la generacién de embriones con una alta capacidad de germinacién. Protocolos
desarrollados para el cultivar Enano gigante, entre otros, han demostrado poseer una baja
tasa de germinacion, la cual que va del 3 al 35%, dependiente del tamafio de los embriones
transferidos en el medio, asi como de la combinacién de reguladores de crecimiento
utilizados (Youssef et al., 2010; Céte et al., 1996).

En este capitulo se describe la optimizacion del protocolo de maduracién del embrion
somatico (ES) de platano macho cv. “Curraré enano” (Chifle) siguiendo el protocolo
reportado por Escobedo Gracia-Medrano et al. (2018), para lo cual, partiendo de
suspensiones celulares embriogénicas se probd el efecto de utilizar dos medios de

maduracién, tratamiento 1 (0.2% p/v) y 2 (0.3% p/v) de gelificante Gelrite, con diferente
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potencial hidrico (0.27 y 0.28 MPa) respectivamente, para el desarrollo de los ES, ambos
medios sin reguladores de crecimiento. A su vez, se evalué la tasa de germinacion de los

embriones maduros para definir el mejor tratamiento (objetivo especifico 1).

2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 MATERIAL VEGETAL

Se utilizaron callos embriogénicos de platano macho cultivar Curraré enano. El callo
embriogénico fue generado en el laboratorio 22 de la Unidad de Bioquimica y Biologia
Molecular de Plantas del CICY, siguiendo el protocolo reportado por Escobedo Gracia-
Medrano et al. (2018).

2.3 METODOLOGIA

2.3.1 PROLIFERACION DEL CALLO EMBRIOGENICO

El callo embriogénico de platano macho, proveniente de medio MA, se proliferé6 en medio
MAL (Anexo 1). Para ello, se dosificaron 25 mL de medio MA1 en frascos de vidrio con
capacidad de 100 mL, mismos que fueron esterilizados a 120°C por 20 min. Los frascos
con el callo embriogénico (Figura 2.1) se mantuvieron en obscuridad a 24°C + 2°C, y el

medio se renovd mensualmente.

Figura 2.1 Callo embriogénico de platano macho cv “Curraré enano” (90 dias de

cultivo).
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2.3.2 INDUCCION DE LA SUSPENSION CELULAR EMBRIOGENICA

La iniciacion de una suspension celular embriogénica (SCE) de buena calidad depende en
gran medida de la calidad de los callos embriogénicos. Se seleccionaron porciones de
tejidos que presentaban callos embriogénicos, friable y con una gran cantidad de pro-
embriones translicidos (Figura 2.1). Se pesaron 1.5 g del callo embriogénico y se transfirid
a un matraz Erlenmeyer de 250 mL, que contenia 45 mL de medio liquido M2 (Anexo 1)
(Cote et al., 1996) para iniciar la suspension.

2.3.3 SUBCULTIVO Y MANTENIMIENTO DE LA SUSPENSION CELULAR
EMBRIOGENICA

Las suspensiones presentaban células heterogéneas, principalmente pro-embriones,
agregados celulares y pequefios nddulos amarillentos (Grapin et al., 2000). Durante el
primer mes, los nédulos fueron eliminados durante los sub-cultivos semanales. Para cada
sub-cultivo semanal, se conservo el 3% (v/v) del paquete de volumen celular (PVC), asi
como un tercio (15 mL) del medio antiguo pre-acondicionado y se adicioné 30 mL de medio
M2 nuevo. Los matraces con la suspension celular se mantuvieron en agitacién a 90 rpm,

en obscuridad a 24 + 2°C.

Después de tres meses de iniciada la SCE, ésta presentaba agregados de células
embriogénicas proliferantes, pro-embriones y embriones globulares resultantes de la
diferenciacién de las células embriogénicas (Grapin et al., 1996). Los agregados celulares
y embriones globulares grandes fueron removidos cuando se encontraron en grandes
cantidades dentro de la suspension celular. La SCE se tamiz6 a través de una malla de
0.254 mm y con ayuda de un embudo colocado en la boca de un tubo Falcon Corning® de
50 mL estéril. Los pro-embriones y embriones globulares iguales o menores a 0.254 mm se
dejaron sedimentar durante 20 min y después fueron re-suspendidos en medio M2
utilizando 15 mL del medio antiguo y 30 mL de medio nuevo, en un matraz Erlenmeyer de
250 mL. Los matraces se pusieron en un orbitador a 90 rpm, en obscuridad a una

temperatura de 24 + 2°C.

Las suspensiones se mantuvieron entre dos y tres semanas en el medio M2 hasta conseguir
que el PVC fuera el 3% del volumen total para posteriormente iniciar el proceso de

maduracion.
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2.3.4 MEDIO DE MADURACION DE LOS EMBRIONES SOMATICOS

El desarrollo del ES se llevd a cabo en un medio de maduracién MM (Anexo 1), en este
caso se probaron dos concentraciones diferentes de gelificante Gelrite (GelzanMR, Sigma-
Aldrich): Medio de maduracion 1 (MM1 + 2 g/L) y medio de maduracion 2 (MM2 + 3 g/L),
para determinar la influencia de un potencial hidrico diferente (0.27 y 0.28 MPa), en la
maduracion de los ES.

Una vez estériles, se vertieron 25 mL de medio MM en cajas Petri (100 x 15 mm). Se
colocaron sobre las placas 350 yL de la suspension filtrada (M2), misma que constituida
por numerosos pro-embriones y embriones globulares. La suspension fue lavada
previamente (tres veces) con medio M2 sin reguladores de crecimiento y los embriones se
re-suspendieron en 50 mL de este mismo medio. Las cajas Petri fueron selladas e
incubadas en obscuridad a 24 + 2°C durante 90 dias, tiempo suficiente para el desarrollo
de los ES en sus cuatro estadios. Después de 30, 45, 60 y 90 dias se colectaron embriones
en estadio globular, tipo pera, coleoptilar temprano y coleoptilar tardio, respectivamente. La
colecta de cada uno de los estadios embrionarios en el medio de maduracion fue realizada
utilizando el estereoscopio Stemi DV4 bajo campana de flujo laminar. La colecta se realizo

para la posterior extraccion de carbohidratos y ARN.
2.3.5 GERMINACION DE LOS EMBRIONES SOMATICOS

La viabilidad de los embriones en estadio coleoptilar tardio para formar una plantula se
determiné en un medio de germinacion (Anexo 1). Se seleccionaron embriones bien
diferenciados, con una coloracion blanco-opaca y con la presencia de la hendidura
cotiledonaria del medio de maduracion (MM) tanto del tratamiento 1 (MM1), como del
tratamiento 2 (MM2) (Figura 2.2). En frascos con 25 mL de medio de germinacién, se
colocaron cinco embriones por frasco para un total de 20 frascos por tratamiento. Los
frascos fueron mantenidos en oscuridad durante ocho dias a una temperatura de 24°C +
2°C y posteriormente transferidos a un cuarto de cultivo con fotoperiodo (16 h). El porcentaje
de germinacién de embriones somaticos en estadio coleoptilar tardio (90 dias) se determiné
cuando se observaron claramente la emergencia de las primeras dos hojas verdes y dos o
tres raices y la formacién de plantulas pequefias de aproximadamente dos o tres semanas

después del cultivo en medios de germinacion bajo fotoperiodo.
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Figura 2.2 Embriones somaticos de platano macho en dos medios de maduracion. A)

Embriones somaticos de 90 dias en MM1. B) Embriones somaticos de 90 dias MM2.

2.3.6 ANALISIS DE DATOS

Todos los experimentos se repitieron 3 veces independientemente. Cada experimento
consistié de 20 unidades experimentales (UE) con 5 embriones por UE por tratamiento. El
disefio experimental fue completamente al azar. El andlisis estadistico se llevé a cabo
mediante un analisis de varianza (ANOVA) de una via (p < 0.05), seguido de la comparacion
multiple de medias mediante la prueba de significancia de Tukey a un nivel de probabilidad
del 5%, para lo cual se utilizd el programa Minitab® Statistical Software V 18.0 (Minitab

Inc.).

2.4 RESULTADOS

2.4.1 INDUCCION DE LA SUSPENSION CELULAR EMBRIOGENICA A PARTIR
DE CALLO EMBRIOGENICO DE PLATANO MACHO CV. “CURRARE ENANO”

Después de tres meses del mantenimiento y proliferacién del callo embriogénico, se obtuvo
la masa necesaria para la induccion de las suspensiones celulares embriogénicas (SCE).

A las tres semanas de haber inducido las SCE, se observé la presencia de un sedimento
en forma de arenilla en el fondo del matraz (Figura 2.3 A). Esto es indicativo de la presencia
de agregados celulares, células heterogéneas, principalmente pro-embriones y embriones
globulares en division celular activa, lo cual conlleva a un aumento en el paquete del

volumen celular (PVC). Cuando el PVC incrementé su densidad al doble, se procedié a
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filtrar la suspension, obteniéndose un tipo de suspension denominada suspension hija
(Figura 2.3 B), conformada por pequefios agregados celulares, pro-embriones y embriones
somaticos en estadio globular. Esta ultima fue la ideal para inducir el desarrollo/maduracion

de los embriones.

Figura 2.3 Suspensiones celulares embriogénicas de platano macho cv. “Curraré
enano”. A) Suspension celular embriogénica inicial con agregados heterogéneos. B)

Suspension celular embriogénica filtrada.

2.42 DESARROLLO DE EMBRIONES SOMATICOS EN MEDIO DE
MADURACION

A partir del dia 30 de la trasferencia de las suspensiones finas con pro-embriones y
embriones globulares al medio de maduracién (MM), se determind un incremento de la

masa embriogénica, asi como del tamafio de los embriones (Figura 2.4).

En el medio de maduracion 1 (MM1), se registré un gran niumero de embriones inmaduros
en estadio globular (Figura 2.4 A), a diferencia del medio de maduracién 2 (MM2) donde se
observaron embriones en estadio globular, pero también se comenz6 a percibir la presencia
de embriones en estadio tipo pera (flechas rojas figura 2.4 B). Lo anterior sugiere que el

medio MM2 promovié la maduracién de los embriones somaticos en un menor tiempo.
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Figura 2.4 Embriones somaticos de platano macho (30 dias) en dos medios de

maduracion. A) Embriones sométicos en MM1. B) Embriones sométicos en MM2.

En el dia 45, se empiezan a discernir un mayor numero de embriones en estadio tipo pera
en ambos tratamientos (Figuras 2.5 A y B), con la diferencia de que en el medio MM1 hay
indicios en los embriones, tanto globulares como tipo pera, de una coloracion café,
indicativa de un cierto grado de fenolizacion (Figura 2.5 A), posiblemente debido al exceso
de agua en el medio.

Figura 2.5 Embriones somaticos de platano macho (45 dias) en dos medios de

maduracion. A) Embriones sométicos en MM1. B) Embriones sométicos en MM2.

Transcurridos 60 dias en el medio de maduracién, se observé una mayor cantidad de
embriones en estadio coleoptilar temprano (CTeg), mientras que para los 90, la mayoria de
los embriones se estaban en el estadio coleoptilar tardio (CTe). En la figura 2.6 A, se
distinguen los embriones en el MM1 a los 60 dias, en este caso los embriones presentaron
una tonalidad blanca/café relacionada con cierta fenolizacion; sin embargo, la mayoria aun

muestran una apariencia vitrea y aun mantienen una forma globular y tipo pera, algunos
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pocos ya presentan morfologia de CTeso con la hendidura cotiledonaria. Por otra parte, en
la figura 2.6 B, se pueden registrar que los embriones en su mayoria presentaban una
tonalidad blanca/opaca, indicativa de la acumulacién de almidon y pérdida de agua. Era
evidente la presencia de la hendidura y en algunos de ellos, la emergencia de la plumula.

Figura 2.6 Embriones somaticos de platano macho en dos medios de
maduracion. A) Embriones somaticos de 60 dias en MM1. B) Embriones

somaticos de 90 dias MM2.

La eficiencia del cultivo in vitro via embriogénesis somética de platano macho para ambos
tratamientos de maduracién se evalué cuantificando el nimero total de embriones que
alcanzaron el estadio coleoptilar de maduracion bajo ambos tratamientos MM1 y MM2. El
numero promedio de embriones a partir de 1 mL de suspension celular fue de 2,879 + 292
(CV= 12%) para MM1, lo que hace un total de 1.4 x 10° ES por matraz con 50 mL de
suspension. En tanto que para MM2 este namero fue de 7,672 + 538 (CV= 7%) para un
total de 3.8 x 10°ES por matraz de 50 mL. Bajo el tratamiento MM2 se logr6 obtener 2.7

mas embriones coleoptilares maduros que el tratamiento MM1.
2.4.3 GERMINACION

Después de la quinta semana de ser transferidos los embriones coleoptilares tardios (CTgo)
al medio de germinacién, se evidencié la presencia de la radicula y la plumula (Figura 2.7
A). Después de los 60 dias, las plantulas tenian mas de cuatro raices y de una a tres hojas
verdes (Figura 2.7 B). A los 90 dias, las plantulas con mas de cuatro hojas estaban listas

para individualizarse para transferirse a aclimatacion.
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Figura 2.7 Germinacion de embriones sométicos en estadio coleoptilar tardio de
platano macho cv. Curraré enano en medio de germinacion, A) a los 35 dias, B) 60 dias,
C) 90 dias

Cuando se analiz6 el efecto del potencial hidrico de ambos tratamientos (0.27 MPa) y (0.28
MPa), en la maduracion de los ES en estadio coleoptilar tardio CTg sobre la tasa de
germinacion, se encontré una diferencia muy significativa en el porcentaje de germinacion
de los embriones provenientes de los dos diferentes tratamientos (Figura 2.8). Gran nimero
de los embriones del tratamiento MM1 se necrosaron en el medio de germinacion,
observandose un 15% (+ 4.07) de germinacion, mientras que los embriones del tratamiento
MMZ2, alcanzaron un valor del 84.0% (£ 2.8), siendo en este sentido el medio MM2 con 3

g/L* de Gelrite y un potencial hidrico de 0.28 MPa el mejor tratamiento de maduracion.

~ 100+
80
60+
404

204

Porcentaje de germinacién (%

0-
MM1 MM2

Embrién coleoptilar tardio (CTgyg)

Figura 2.8 Porcentaje de germinacion de embriones somaticos en estadio coleoptilar
tardio CTeo de platano macho cv. “Curraré enano” provenientes de los tratamientos en
medio de maduracién MM1 (2 g/L? gelrite) y MM2 (3 g/L™! gelrite). Las barras indican
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error estandar.
2.5 DISCUSCION

La embriogénesis somatica (ES) en bananos y platanos a través de la induccion de
suspensiones celulares embriogénicas (SCE) ha sido descrita en variedades cultivadas
diploides y triploides y es considerada como uno de los mejores sistemas para la generacion
a gran escala de genotipos de interés (Kumaravel, 2017). En nuestro trabajo, las
suspensiones celulares embriogénicas tipo 1Il, como las reportadas por Domergue y
colaboradores (2000), se generaron a partir de callo embriogénico de platano macho cv.
“Curraré enano” formado de yemas en proliferacion de flores femeninas inmaduras. Dichas
suspensiones embriogénicas constituidas en su mayoria por agregados celulares
embriogénicos resultaron ser excelentes para el desarrollo/maduracion de embriones

somaticos individuales.

En el género Picea se ha demostrado que la induccién de estrés hidrico en los embriones
somaticos promueve su maduracién (Shoji et al., 2006; Attree et al., 1991), siendo una
situacion poco probada en Musa spp. En el presente trabajo se demostrd, el incremento del
potencial hidrico en el medio de maduracién por el aumento en la concentracién del
gelificante (de 2 g/L* a 3 g/L}), asi como la ausencia de reguladores de crecimiento en el
medio, a diferencia de lo reportado por Céte et al., (1996), tienen un papel muy importante
tanto en el desarrollo embrionario, como en la tasa de germinacion del embrion y su
conversién a plantula en platano macho cv. “Curraré enano” (Figura 2.9). Nuestros
resultados apoyan las recientes evidencias reportadas por Enriquez y colaboradores (2018)
en un cultivar diferente de platano, el cultivar Manzano (AAB) del subgrupo Silk, en donde
de igual manera, la disminucion de la disponibilidad de agua en el medio por el aumento en
la concentracion de gelificante y la ausencia de reguladores de crecimiento, favorecieron el

desarrollo embrionario y su maduracion, alcanzando tasas de germinacién del 95%.

En el trascurso de 90 dias en el medio de maduracidn, se generaron embriones soméaticos
(ES) en estadio globular, tipo pera, coleoptilar temprano y coleoptilar tardio, los cuales
fueron identificados por sus caracteristicas morfoldégicas descritas para especies
monocotiledéneas. Ademas, los embriones en estadio coleoptilar tardio presentaron una
tasa de germinacion del 84.0%. Estos resultados demuestran que la tasa de germinacién

de embriones de platano macho cv. Curraré enano (AAB) fue mas alto que los reportados
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para otros cultivares con el mismo grupo genémico (AAB), como son los cultivares Rasthali
(66%), Nendran (60-80%) y Rajeli (40%) en los cuales si fue comun en uso de reguladores
de crecimiento (Lekshmi et al., 2017; Kulkarni, y Bapat, 2013; Srinivas et al., 2006). Ademas,
nuestros datos apoyan la observacién que durante la maduracion y la germinacion de los
embriones somaticos no se requiere de la presencia de fitoreguladores en los medios, para
alcanzar altas tasas de germinacion y conversion a planta de platano (Enriquez et al., 2018;
Escobedo Gracia-Medrano et al., 2018) lo cual puede ser un beneficio tanto econémico

como genético, ya que se disminuye la probabilidad de la variacion somaclonal.

En resumen, este es uno de los primeros trabajos donde se logran obtener tasas de
germinacion por arriba del 80% en platano macho cv. “Curraré enano”, debido al favorable
desarrollo y maduracion de los ES en el medio de maduraciéon. De dichos resultados se
puede concluir que la disminucién en la disponibilidad del agua de los ES en el medio de
maduracién por el aumento en la concentracion de gelificante en el medio, propicio el estrés
hidrico necesario para su maduracién, ya que como se menciond anteriormente, este tipo
de estrés favorece la acumulacion de moléculas de reserva y osmoprotectoras como son
las proteinas, lipidos y carbohidratos, principalmente la sacarosa y los RFO’s, siendo estos
ultimos los relacionados con la tolerancia a la desecacion en el embrion. Por este motivo,
es necesario analizar el contenido de carbohidratos en los ES, para poder determinar si

existe una correlacion entre la acumulacién de los RFO’s y su maduracion.
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CAPITULO Il

CAMBIOS FISIOLOGICOS Y BIOQUIMICOS EN EL EMBRION SOMATICO DE
PLATANO MACHO CV. “CURRARE ENANO” DURANTE SU
DESARROLLO/MADURACION

3.1 INTRODUCCION

La embriogénesis somatica in vitro es un modelo utilizado para el estudio de los procesos
fisiologicos y bioquimicos que ocurren durante el desarrollo/maduracién de los embriones
somaticos (ES). Existen diversos protocolos para la induccion de la embriogénesis somatica
en variedades comestibles de platano, los cuales difieren en el tipo de explante que utilizan
para la formacion del callo embriogénico, como el uso de flores masculinas o flores
femeninas inmaduras, yemas en proliferacion (curds) o meristemos en proliferacion
(escalpos). Sin embargo, son pocos los trabajos enfocados en mejorar los protocolos para

incrementar la tasa de germinacion de los ES y la generacion de plantas.

Como ha sido reportado en diferentes especies como Arabisopsis thaliana, Oryza sativa,
Medicago truncatula y Medicago sativa, la pérdida de agua durante la maduracién del
embrion, favorece la acumulacion de moléculas osmoprotectoras y de reserva, como son
los carbohidratos y entre los que se encuentran los oligosacaridos de la familia de la rafinosa
(RFQO’s), estando estos relacionados con la tolerancia al estrés por desecacion del embrién

y el aumento en su capacidad germinativa (Leprince et al., 2017; Bloch et al., 2005).

Por ello, en el presente trabajo analicé los cambios fisiol6gicos y bioquimicos del embrion
somatico durante su desarrollo en dos medios de maduraciéon (MM1 - 2 g/Lty MM2 - 3 g/L
1) con potenciales hidricos diferentes (0.27 MPa y 0.28 MPa), donde se evalu6 el cambio
en peso seco y contenido de agua (objetivo especifico 2) de los ES de platano macho cv.
“Curraré enano”, asi como los niveles de sacarosa, glucosa, fructuosa, myo-inositol,
galactosa y galactinol, y los RFO’s rafinosa y estaquiosa (objetivo especifico 3) durante un

curso temporal de 90 dias.
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3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE AGUA Y PORCENTAJE DE PESO
SECO EN LOS EMBRIONES SOMATICOS DE PLATANO MACHO CV.
“CURRARE ENANO”

El material biol6gico procedio de los experimentos de maduracion de los ES, material que
fue colectado como se describe en el capitulo Il. La determinacion del peso fresco, peso
seco y contenido de agua se llevé a cabo en los estadios, globular, tipo pera, coleoptilar
temprano y coleoptilar tardio, tanto del tratamiento 1 (MM1) como del tratamiento 2 (MM2).
Para peso fresco, se colectaron aproximadamente 100 mg de tejido embrionario en tubos
Eppendorf de 1.5 mL previamente etiquetados y pesados, los cuales se almacenaron a -
80°C. Posteriormente, se liofiliz6 y peso el contenido del tubo para obtener el porcentaje de

peso seco de la siguiente manera:
Peso seco = (Peso fresco del tejido — Peso del tejido liofilizado) X 100%

Para la determinacion del contenido de agua se utilizo la formula de Teyssier (et al., 2011).
Contenido de agua = Peso seco (mg) — Peso fresco (mg) / Peso seco (mg)

El contenido de agua se expresdé como mg H»O/g peso seco (Dronne et al., 1997).

3.2.2 EXTRACCION DE CARBOHIDRATOS TOTALES

La extraccion de carbohidratos totales se realizé en embriones en cada uno de los estadios
de desarrollo de platano macho cv. “Curraré enano”. Para la extraccion se empled el
protocolo de Vespreet et al. (2012). Se utilizaron aproximadamente 10 mg de cada estadio
de los embriones somaticos previamente liofilizados, los cuales fueron pulverizados con
nitrégeno liquido en tubos Eppendorf de 1.5 mL. Al polvo fino se le afiadié 1 mL de etanol
al 80% (v/v) y se incubd a 80°C en seco durante 30 min. Transcurrido este tiempo, se
centrifugaron los tubos a 9000 x g durante 10 min, se decanté el sobrenadante en un tubo
de vidrio de 10 ml (S1), mientras que a la pastilla resultante se le agreg6 1 mL de agua ultra
pura y se dejé incubando 30 min a 50°C en seco. Al término de la incubacion, 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
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50°C durante 30 minutos. Posteriormente los tubos fueron centrifugados a 9,000 x g y el
sobrenadante se transfiere al tubo S1 (previamente mencionado) y la pastilla resultante se
desechd. Cabe mencionar que el contenido del tubo S1 se liofilizé6 antes de realizar la
determinacioén de los perfiles de carbohidratos.

El material liofilizado se re-suspendié en 1 mL de agua grado HPLC y se filtré, primero a
través de una membrana MILLEX™ de 0.45 pym seguido con filtros Phenex-NY de 0.20 um
y se almacenaron en viales ambar a -20°C hasta que se realizaron los andlisis de

carbohidratos totales y perfiles de carbohidratos.

3.2.3 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS SOLUBLES
POR HPLC-RID

La determinacion de los carbohidratos solubles se realizé por medio de cromatografia
liguida de alta resolucién (HPLC), empleando un cromatografo Agilent 1100®, equipado con
un detector de indice de refraccién (HPLC-RID) y utilizando una columna Rezex™ RCM-
monosaccharide (300 x 7.8 mm), con un sistema de cartucho de guardia Carbo-Ca (4 x 3

mm) (Phenomenex, Torrance, CA, USA).

Para el analisis, se utilizé agua grado HPLC como fase movil, la cual se filtr6 con una
membrana Millipore® de 0.45 um y se desgasifico al vacio durante 30 min. Las condiciones
de corrida fueron: fase mavil, agua grado HPLC a un flujo de 0.5 mL/min, temperatura de
75°C y presién de 30 bares. En el equipo se inyectaron 20 uL de cada una de las diluciones
de los estandares (3 réplicas por dilucién), asi como las muestras de cada estadio

embrionario (3 réplicas por estadio) con un tiempo de corrida de 30 minutos.
3.2.4 ESTANDARES Y CURVAS DE CALIBRACION

Para realizar la cuantificacion de los distintos carbohidratos se empledé el método del
estandar externo, para lo cual, se realizaron diluciones seriadas (2, 4, 6, 8 y 10 mg/mL) a
partir de un stock de 50 mg de cada uno de los carbohidratos para generar una curva de
calibracion para cada estandar (Anexo 2). Para su preparacion se pesaron 50 mg de cada
uno de los carbohidratos, disolvieron y se aforaron a 5 mL con agua grado HPLC y

posteriormente, se filtraron utilizando membranas MILLEX™ de 0.45 um y Phenex-NY de
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0.20 um. Las diluciones de cada uno de los estdndares se almacenaron en viales color
ambar a -20°C hasta su andlisis.

Los estandares utilizados fueron: galactinol, estaquiosa, sacarosa, glucosa, myo-inositol,
fructosa, galactosa, rafinosa y manitol (todos de Sigma-Aldrich®).

3.2.5 PORCENTAJE DE RECUPERACION

Para determinar el porcentaje de recuperacion (%R) (Gangola et al., 2014), se utilizé una
concentracion conocida inicial (0.5 mg/ml) de un estandar interno (manitol), durante el
proceso de extraccion de carbohidratos en cada uno de los estadios embrionarios de

platano macho cv. “Curraré enano”.
% R = (Concentracion inicial x 100) / (Concentracion final)

Concentracion final: Concentracion del estandar interno después del proceso de

extraccion.
3.2.6 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizaron tres réplicas de los andlisis para cada carbohidrato por estadio embrionario
de los dos tratamientos de cada experimento independiente. Los datos obtenidos fueron
registrados y analizados mediante un analisis de varianza (ANOVA) de una via, seguido
por una prueba de Tukey de comparacion multiple de medias utilizando el programa
Minitab® Statistical Software V 18.0 (Minitab Inc.). Las medias fueron consideradas

significativamente diferentes con una p < 0.05.
3.3 RESULTADOS

3.3.1 PORCENTAJE DE PESO SECO Y CONTENIDO DE AGUA DURANTE EL
DESARROLLO-MADURACION DE LOS EMBRIONES SOMATICOS

El contenido de agua y el porcentaje de peso seco (PS) en cada uno de los estadios de
desarrollo del ES se evalué en embriones colectados a los dias 30, 45, 60 y 90 dias de

permanecer en los medios de maduracién MM1 o MM2.
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Durante los primeros 30 dias, los embriones en estadio globular desarrollados en ambos
medios (MM1 y MM2) no presentaron diferencias significativas (p < 0.05) en el contenido
de agua (alrededor de 10 mg H,O g* PS) (Figura 3.1). Entre 45 y 90 dias (del estado tipo
pera a coleoptilar tardio) hubo una gradual pérdida del contenido de agua y un incremento
en el porcentaje de PS en cada uno de los estadios en ambaos tratamientos, sin embargo,
los embriones en MM2 presentaron el menor contenido de agua (Figura 3.1), lo que se
traduce en una mayor biomasa visto por el aumento en el porcentaje de PS (Figura 3.2). En
el estadio coleoptilar tardio (90 dias), fue donde se observo la mayor diferencia significativa
(p < 0.5) en contenido de agua (5.27 mg y 2.75 mg H.O g PS) entre los ES de los
tratamientos MM1 y el MM2 (Figura 3.1).

Los presentes resultados demuestran que, durante la maduracion del embrién globular al
estadio pera, y al coleoptilar tardio hubo una desecacioén parcial, siendo mas significativa al
dia 90, cuando los embriones coleoptilares tardios en MM2, presentaron el menor contenido

de agua (Figura 3.1).

E MM1
. MM2

Contenido de agua (mg H,0 g'PS)

Glob(30d) T.Pera(45d) CTem(60d) CTard(90d)

Estadios embrionarios

Figura 3.1 Contenido de agua en los embriones somaticos en los estadios, globular,
tipo pera, coleoptilar temprano y coleoptilar tardio, desarrollados en el medio de
maduracion 1 (MM1) y el medio de maduracion 2 (MM2). Las barras representan el error
estdndar (n=3). Valores con diferentes letras tiene diferencia significativa (p < 0.05;

prueba de Tukey).

49




Por otra parte, se observo un incremento significativo en el porcentaje de peso seco (p>
0.05) a partir del estadio coleoptilar temprano (60 dias) en el MM2 con valores de 16.02%,
en comparacion con el estadio globular (30 dias) de 9.24% (Figura 3.2). En MM1, el
incremento significativo (p> 0.05) se observo hasta el estadio coleoptilar tardio (90 dias),
con valores de 15.96%, en comparacion con el estadio globular 9.01% (Figura 3.2). A pesar
de que el incremento en el porcentaje de PS se dio en diferentes estadios embrionarios, al
final, el estadio con mayor porcentaje de PS, en ambos tratamientos, fue el estadio
coleoptilar tardio. Como resultado, los embriones en estadio coleoptilar tardio del MM2
fueron los que presentaron el mayor porcentaje de PS (26.77%) lo cual equivale en un
incremento del 33.65% en PS comparado con el estadio globular. Esto nos muestra que
una disminucion de la presion osmética ocasionada por el incremento del agente gelificante
en el tratamiento MM2, se favorece la pérdida de agua y el incremento de PS en los estadios

embrionarios de platano macho.

30- d
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8 15+
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Estadios embrionarios

Figura 3.2 Peso seco de embriones en los estadios globular (30 dias), tipo pera (45
dias), coleoptilar temprano (60 dias) y coleoptilar tardio (90 dias) desarrollados en el
medio de maduracion 1 (MM1) y el medio de maduracién 2 (MM2). Las barras
representan el error estdndar (n=3). Valores con diferentes letras presentan diferencias

significativas (p < 0.05), de acuerdo con la prueba de Tukey.
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3.3.2 TIEMPOS DE RETENCION Y PORCENTAJE DE RECUPERACION

El uso del intercambio i6nico para la separacion de los carbohidratos y su deteccion
mediante el método de HPLC-RID permitié la deteccién de los carbohidratos de interés
durante el desarrollo del embrién somatico. En el cuadro 3.1 se presentan los resultados
de los tiempos de retencion de los estandares individuales. El cromatograma de la mezcla
de carbohidratos, que comprendié a todos los estandares del cuadro 3.1 mostré una buena
separacion entre todos los carbohidratos analizados, excepto el galactinol y glucosa, cuyos
valores de retencion no fueron iguales a los de su respectivo estandar individual, en su lugar
aparece un pico con mayor amplitud a un tiempo de retencion 14.252 min, que corresponde
a un valor intermedio entre ambos carbohidratos, asi como en la deteccion de los
carbohidratos extraidos en los cuatro estadios embrionarios de platano macho. A su vez, el
porcentaje de recuperacion para cada estadio embrionario fue de 85, 92, 96 y 86 % para
los estadios globular, tipo pera, coleoptilar temprano y coleoptilar tardio, respectivamente.

Esto nos indica la eficiencia del protocolo de extraccion de carbohidratos empleado.

Cuadro 3.1 Tiempos de retencion de los estandares de carbohidratos. Condiciones de

corrida (fase movil agua grado HPLC, flujo de 0.5 mL/min, temperatura 75°C y presion

30 bar).
Tiempo de retencién

Estandares (min)
Estaquiosa 10.55
Rafinosa 11.22
Sacarosa 12.23
Galactinol 14.18
Glucosa 14.46
Galactosa 16.34
Myo-inositol 18.37
Fructosa 18.77
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3.3.3 CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS SOLUBLES TOTALES

El cuadro 3.2 presenta los resultados de los niveles de sacarosa, glucosa, fructosa,
galactosa, myo-inisitol, asi como de la rafinosa y estaquiosa, oligosacéridos de la familia de
la rafinosa (RFQO’s), encontrados en los cuatro estadios de desarrollo del embridon soméatico
bajo ambos tratamientos.

Durante el proceso de maduracion, la sacarosa present6 la mayor acumulacion en ambos
tratamientos (Cuadro 3.2). En general, este carbohidrato mostr6 diferencias significativas
entre tratamientos, existiendo mayores niveles en el tratamiento MM1 y siendo los estadios
globular (30 dias) y coleoptilar temprano (60 dias) los que mostraron la mayor y menor
acumulacion, respectivamente (2,194.4 y 10,733.9 ug g* PS). En el caso del tratamiento
MM2, la sacarosa también revelé el menor contenido en el estadio globular, mientras que
la mayor acumulacién se dio en el estadio tipo pera (45 dias) (1,481.8y 5,531.88 ug g* PS),

respectivamente.

Cuadro 3.2 Contenido de carbohidratos (ug.gr* PS) solubles en embriones somaéticos (ES) de

platano macho cv. “Curraré enano”, sometidos a dos tratamientos de maduracion durante 90 dias.

Tratamiento | Estadios Sacarosa Glucosa | Fructuosa | Galactosa | Myo-inositol Rafinosa Estaquiosa
del ES*
1 2,194.4e 472.3c 160.75b 225.25¢ 122.24b 0.00e 0.00
2 6,966.7b 835.0a 123.45cd 186.03d 93.87cd 0.00e 0.00
MM1 3 10,733. 9a 829.42 163.28b 236.05b 124.15b 0.00e 0.00
4 3,655.0d 641.5b 162.97b 249.48a 123.92b 304.39d 0.00
5 1,481.9f 219.7d 133.53hc 127.28e 101.53bc 0.00e 0.00
6 5,532.0c 480.0c 442.70a 248.30a 336.602 855.8b 0.00
MM2
7 3,776.8d 185.3d 91.07e 187.97d 69.25e 972.96a 0.00
8 3,737.0d 0.0e 100.32de 112.21f 76.28de 480.80c 72.53
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Desviacion estandar 160.11 16.86 11.01 3.80 8.34 14.43
agrupada

2.11

*Estadios 1y 5: Globular, 2y 6: Tipo pera, 3y 7: Coleoptilar temprano, 4 y 8: Coleoptilar
tardio. Los valores con diferentes letras tienen diferencia significativa (p < 0.05) de
acuerdo con la prueba de Tukey.

Con relacion a los monosacéaridos glucosa y fructosa, se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos y los estadios embrionarios. El tratamiento MM1 mostro,
en general, mayores niveles que MM2 (Cuadro 3.2). En el tratamiento MM1, los niveles de
glucosa para los estadios tipo pera y coleoptilar temprano (45 y 60 dias) no mostraron
diferencias significativas, siendo los que presentaron el mayor contenido, alrededor de 835
ug gt PS, seguido, en orden descendiente por el coleoptilar tardio y el globular (641.5y
(472.3 ug g* PS), respectivamente. En el caso del tratamiento MM2, los niveles de glucosa
fueron menores respecto de MM1, con el valor mas alto para el estadio tipo pera,
disminuyendo en el globular y el coleoptilar temprano (480, 219.7 y 185.3 ug g* PS) y
estando ausente en el coleoptilar tardio. En cuanto a los niveles de fructosa se encontraron
diferencias significativas entre ambos tratamientos y estadios. Este carbohidrato mostré un
rango que va desde 91.07 a 442.7 ug g PS, siendo el estadio tipo pera del tratamiento

MM2 el que mostro el valor mas alto.

Por su parte, las moléculas que participan en la sintesis del galactinol, como es la galactosa
y el myo-inositol, estuvieron presentes en todos los estadios embrionarios, alcanzando los
valores maximos de acumulacién en el estadio Coleoptilar tardio (249.48 ug g* PSy 123.9
ug g PS) del tratamiento MM1, y en el estadio tipo pera del tratamiento MM2 (248.30 ug g
1 PS y 336.63 pug gt PS), respectivamente. En relacién a los RFO’s, (nicamente estuvo
presente la rafinosa en el estadio coleoptilar temprano del tratamiento MM1 con un valor de
(304.38 ug g-1 PS), mientras que en el tratamiento MM2, se encontraron valores de rafinosa
a partir del estadio tipo pera (855.8 ug g* PS), aumentando su concentracion en el estadio
coleoptilar temprano (972.96 ug g* PS) y disminuyendo en el coleoptilar tardio (480.82 g
gl PS) Otro oligosacarido detectado fue la estaquiosa, el cual estuvo presente Gnicamente
el estadio coleoptilar tardio del tratamiento MM2, con una concentracion de 72.52 ug gt PS
(Cuadro 3.2). En general, se observé que la mayor acumulacion de carbohidratos, pero

fundamentalmente de los RFO’s se da en los estadios tipo pera y coleoptilar temprano del

53




MM2, lo que sugiere que en estos estadios muy probablemente inicie la tolerancia a la
desecacion.

3.4 DISCUSCION

En el presente trabajo se evalud el efecto que tendria el cambio de la presién osmatica del
medio sobre la pérdida de agua y la ganancia de biomasa, resultado de la acumulacién de
moléculas de reserva de los embriones somaticos de platano macho cv. “Curraré enano”
en desarrollo. Para ello, se determinaron los cambios en el contenido de agua, el peso seco,
asi como los niveles de carbohidratos solubles en cada uno de los estadios embrionarios

(globular, tipo pera, coleoptilar temprano y coleoptilar tardio).

Los resultados obtenidos muestran diferencias en todos los parametros medidos en los
embriones somaticos desarrollados en diferentes medios a pesar que estos provienen de
la misma suspension celular. Estas influyen significativamente en la capacidad del embrion
para germinar, como se observa en el capitulo dos (Figura 2.8). La pérdida gradual de agua
ocurri6 en ambos tratamientos (Figura 3.1), sin embargo, en el medio con el potencial
hidrico mayor (0.28 MPa), los embriones en el estadio coleoptilar tardio presentaron el
menor contenido de agua. Esto concuerda con lo reportado en embriones cigoticos de
Arabidopsis thaliana, en los que en la fase de maduracién tardia se observa el menor

contenido de agua y comienza la tolerancia a la desecacion (Leprince et al., 2017).

Existe evidencia de que los oligosacaridos de la familia de la rafinosa (RFO’s) se acumulan
bajo diferentes condiciones de estrés, tanto bidtico como abiético, en diferentes tejidos de
las plantas, pero especialmente en la semilla, durante el desarrollo del embrién cigético,
donde tanto la sacarosa como los RFO’s juegan un papel importante en la generacion de
tolerancia al estrés por desecacion (Sengupta et al., 2015). Klimaszewska y Smith (1997)
mostraron que un potencial osmético menor, producto de una alta concentracién de
gelificante en el medio, promueve la maduracion de los embriones somaticos en Pinus
strobus. Los autores lo atribuyeron a la reduccién de la disponibilidad del agua en el medio.
Los mismos resultados fueron reportados por Malabadi et al., (2004) para Pinus kesiya, o
por Lelu-Walter et al., (2018) para Pseudotsuga menziessi donde demostraron que la
reduccion en la disponibilidad del agua por un aumento en la concentracion de gelificante

(Phytagel) en el medio, promueve la maduracién de los embriones somaticos. Esto sugiere
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gue con la pérdida gradual de agua durante el desarrollo embrionario se promueven
cambios fisiologicos en el embrién, necesarios para su correcta maduracion, siendo uno de
ellos la sintesis de carbohidratos solubles. Si por el contrario, los embriones son sometidos
a una rapida desecacion, no desarrollaran las caracteristicas indicativas de una buena

maduracién, como demostraron Adams y Rinne (1983) en semillas de soya.

Son pocos los trabajos en los cuales se analiza la presencia de los compuestos claves para
la sintesis de los oligosacéaridos de la familia de la rafinosa, myo-inositol, galactosa, y
sacarosa, asi como los RFO’s, rafinosa y estaquiosa, en cada uno de los estadios
embrionarios. Uno de ellos, es el reportado por Horbowicz et al., (1995), quienes
identificaron y cuantificaron a los carbohidratos en ES de Medicago Sativa. En el estadio
globular, tipo pera y coleoptilar, la presencia de glucosa, myo-inositol y sacarosa, se
relacion6 con mis resultados, no asi su concentracion, las cuales fueron entre 5y 6 veces
mayores en el caso de la sacarosa y el myo-inositol. Con relacién a los RFO’s, reportaron
la presencia de rafinosa y estaquiosa en cada uno de los estadios embrionarios, los cuales
alcanzaron sus valores maximos en el estadio coleoptilar. A diferencia de los embriones de
platano macho, donde la rafinosa fue identificada en los estadios tipo pera, coleoptilar
temprano y coleoptilar tardio, alcanzando sus valores maximos en el estadio tipo pera. A su
vez, la estaquiosa unicamente fue identificada en el estadio coleoptilar tardio. Cabe
destacar que debido a la cercania de los picos del tiempo de retencion de los estandares
de galactinol y glucosa (14.18 y 14.46 min), y que cuando se analizaron las muestras
experimentales correspondientes, el rango los picos de retencion detectados varid entre
1422 y 14.46 min, fue imposible discriminar con certeza la presencia de ambos
carbohidratos en los estadios embrionarios. Por ello, se excluyé del analisis el galactinol.
Por lo anterior es recomendable realizar el andlisis del galactinol y glucosa mediante

cromatografia de gases para poder hacer una distincién entre ambas moléculas.

La sacarosa fue el carbohidrato con mayor acumulacién en los embriones somaticos de
platano macho, lo cual fue demostrado por Gangola et al., (2014) y Xiaoli et al., (2008) en
semillas de garbanzo y en semillas de soya (Giannoccaro et al., 2008), donde la
concentracion de sacarosa se encontrd en un rango entre 5y 10% del total de carbohidratos
cuantificados. Se ha determinado que las concentraciones de sacarosa aumentan durante
la maduracion de los embriones y su funcion ha sido relacionada con la expansion celular,
la morfogénesis y la sintesis de almidon (Khan et al., 2015; Gibson, 2005).
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Con respecto a los RFO’s, la rafinosa fue el oligosacarido que presentd la mayor
concentracion durante el desarrollo/maduracion de los embriones somaticos, pero
principalmente en los estadios tipo pera y coleoptilar temprano del MM2 (Cuadro 3.2), esto
se relaciona con la gradual perdida de agua en los embriones (Figura 3.1) y probable
adquisicion de tolerancia a la desecacion del embrién. Estos resultados concuerdan con lo
reportados por Peterbauer y Richter (2001), ya que la rafinosa es el oligosacarido
predominante durante el desarrollo de semillas monocotiledoneas. Ademas, se ha
reportado que existe una correlacion entre el contenido total de RFO’s y la proporcion de
RFO’s /Sacarosa, y no la cantidad individual de RFO’s, en la adquisicién de tolerancia a la
desecacion durante el desarrollo embrionario y el vigor de la semilla (Li et al., 2017). Los
RFO’s presentes, posiblemente participan en la generacibn de un estado vitreo
condensado, esto para evitar la completa desecacion del embrion y evitar la formacién de
solutos cristalinos que puedan dafiar a la célula. A su vez, actia protegiendo a las
membranas celulares y permitiendo el flujo molecular necesario para que se lleven a cabo
las reacciones quimicas (Poonam et al., 2016; Rosental y Fait, 2014). En el caso de los ES
desarrollados en el tratamiento MM1, no hubo un cambio significativo en la concentracion
de los carbohidratos identificados, observando uUnicamente una disminucion en la
concentracion de sacarosa en el estadio coleoptilar tardio, lo cual se puede relacionar con

la presencia de la rafinosa, ya que la sacarosa es un precursor para su biosintesis.

El presente trabajo es uno de los primeros donde se evalla la presencia y el contenido de
carbohidratos solubles y de RFO’s en los embriones somaticos de platano macho cv.
“Curraré Enano”. De hecho, el haber encontrado rafinosa en mayor cantidad en los
embriones de estadios mas avanzados de maduracién del tratamiento MM2, y en menor
cantidad la estaquiosa en solo el estadio coleoptilar tardio, sugiere de la presencia de
galactinol, por ser precursor de rafinosa. Siendo que platano es una monocotiledonea,
nuestros resultados apoyan lo encontrado en maiz de que la rafinosa contribuye mas a la
posa de RFO’s en monocotiledéneas, a diferencia en las dicotiledoneas donde se ha
reportado que la estaquiosa y verbascosa son las que contribuyen mas a dicha posa de que
la rafinosa (Li et al. 2017).

En resumen, este es el primer trabajo donde se analizan parametros fisioldégicos y
bioquimicos en embriones somaticos de platano cv. “Curraré enano” en sus cuatro estadios

de desarrollo/maduracion. De dicho analisis se puede concluir que existen diferencias en el
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estrés osmoético ocasionado por la reduccion en la disponibilidad de agua en ambos
tratamientos (MM1 contra MM2), siendo en el segundo donde se promovié una mayor
desecacion del embrién y a su vez hubo una mayor acumulacién de compuestos de reserva,
como es la sacarosa y los RFO’s. Esto a su vez nos puede sugerir, que el aumento en el
potencial hidrico y la relacién en la acumulacién de sacarosa/RFO’s promovieron la
adquisicion de la tolerancia a la desecacion en los ES del tratamiento MM2, generando

embriones viables, y con una mayor capacidad de germinacion.
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CAPITULO IV

EXPRESION DEL GEN GALACTINOL SINTASA EN CUATRO ESTADIOS DE
DESARROLLO EMBRIONARIO DE PLATANO MACHO CV. “CURRARE
ENANO”

4.1 INTRODUCCION

Los oligosacéaridos de la familia de la rafinosa (RFO’s), especialmente rafinosa y
estaquiosa, juegan un importante papel en la tolerancia al estrés por desecacion. Estas
moléculas son sintetizadas y almacenadas principalmente en semillas, protegiendo al
embrién de la desecacion asociada a la maduracidon (Sengupta et al., 2012), aunque
también se acumulan en otros tejidos. Galactinol sintasa (GolS), es la enzima clave para la
biosintesis de los RFQO’s, sintetizando galactinol a partir de la UDP-galactosa y el myo-
inositol, y la cual actia como molécula donadora de unidades de galactosa, para la sintesis

de rafinosa y estaquiosa (Panikulangara et al., 2004).

Han sido identificados un gran namero de isoformas del gen GolS en diferentes plantas,
con funciones especificas y expresiones localizadas. En Arabidopsis thaliana, Boea
hygrometrica, Coffea arabica y Zea mays, se ha demostrado que la sobre expresion del gen
GolS, bajo condiciones de estrés, induce la acumulacién de grandes cantidades de
galactinol, asi como de rafinosa y estaquiosa, lo que ocasiona mayor tolerancia de las
plantas al estrés. De igual manera, se ha detectado un aumento en el nimero de transcritos
del gen GolS durante el desarrollo de las semillas, posiblemente aminorando la condicién
de estrés por desecacion (Krasensky y Jonak, 2012; Dos santos et al., 2011; Tajin et al.,
2002).

Es por ello que en el presente trabajo se utilizé la PCR tiempo real (RT-gPCR) para evaluar
el comportamiento de la expresion del gen galactinol sintasa (GolS1) en cada uno de los
estadios de desarrollo/maduracion del embrién somatico de platano macho cv. “Curraré

Enano” sometidos a dos condiciones de presion hidrica en el medio de maduracion.
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4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 EXTRACCION DE ARN

La extraccion se realiz6 empleando la metodologia de Chomcynski y Sacchi (1987). Se
pesaron aproximadamente 100 mg de embriones sométicos (ES) previamente
almacenados a -80°C. Se transfirié el tejido embrionario a un mortero pre-enfriado y se
pulverizé vigorosamente. Una vez obtenido un polvo fino, se adicionaron 200 pL de
TRIzol™ Reagent (Invitrogen™) al mortero, y se continué con la molienda. El
homogenizado final se transfirié a un tubo Eppendorf de 1.5 ml y se le adicionaron 200 uL
de TRIzol™ Reagent. El tubo se agité vigorosamente con ayuda del vortex y se incub6 en
hielo durante 30 min. Pasado este tiempo, se centrifugd a 13 000 rpm (16,060x g) a 4°C
durante 15 min. El sobrenadante resultante se transfiri6 a un tubo Eppendorf nuevo
(midiendo previamente su volumen) y se le adicionaron 2/10 partes de cloroformo: alcohol
isoamilico (24:1), se agit6é vigorosamente con ayuda de vortex y se centrifugé a 13000 rpm
(16,060x g) a 4°C durante 20 min. El sobrenadante resultante se transfirié a un nuevo tubo
Eppendorf de 1.5 ml y se le adicioné un volumen de isopropanol frio, se agit6é por inversiéon
e incubo6 a -80 °C durante 30 min. Después se dejo descongelar en hielo 5 min y se
centrifugd a 13 000 rpm (16 060 x g) a 4°C durante 25 min. Luego se decant6 el
sobrenadante cuidadosamente para evitar la pérdida de la pastilla presente en el fondo del
tubo. La pastilla se lavé dos veces con 300 uL de etanol al 70% (v/v), se agit6 por inversion
gentilmente y se centrifugo a 13 000 rpm (16060 x g) a 4°C durante 5 min (este paso se
realizé dos veces). Finalmente, se decant6 el sobrenadante y se lavé la pastilla con 300 pL
de etanol al 100% y se centrifugé a 13 000 rpm (16 060 x g) a 4°C durante 15 min. Se
eliminé el sobrenadante con mucho cuidado para no perder la pastilla y el tubo se colocé

invertido sobre un papel estéril para dejar secar la pastilla a temperatura ambiente.

La pastilla se re-suspendié en 50 yL de agua ultra pura libre de ARNasas y se almacené a

- 20°C para su posterior cuantificacion.
4.2.2 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE ARN TOTAL

La determinacion de la concentracion de ARN total se realizO por medio de
espectrofotometria, utilizando el NanoDrop™ 2000. Se colocé en el sensor del equipo 1 uL

de muestra y se realizaron las lecturas. Para determinar la pureza del ARN total se
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emplearon los datos de las relaciones AzsoA2s0y Aze0/A280. La concentracion de ARN total se
reportd en ng/pL.

4.2.3 DETERMINACION DE LA CALIDAD DEL ARN TOTAL EN GEL DE
AGAROSA

El andlisis de la calidad del ARN se llevé a cabo utilizando un gel de agarosa al 1% en
condiciones desnaturalizantes. Para su preparacion se utilizé TBE 10X (890 mM Tris-base,
890 mM acido borico y 20 mM EDTA).

Antes de la corrida, las muestras de ARN se prepararon de la siguiente manera: se realizé
una dilucién del ARN total a una concentracion de 1ug/10uL en tubos Eppendorf de 0.60
mL, se le adicionaron 17 pL de buffer desnaturalizante (2.77 M formamida, MOPS 10X,
12.30 M formaldehido) y se incubaron a 65°C durante 5 min. Después los tubos fueron
colocados en hielo. Posteriormente se afiadieron 2 pL de buffer de carga (50% glicerol, 1
mM EDTA, 0.025% de azul de bromofenol y 10 mg/mL de bromuro de etidio) y se cargaron
en el gel 5 pL. Las condiciones de corrida fueron 80 volts durante 45 min. Para poder

observar la integridad del ARN en el gel se utilizé el foto documentador Biorad.
4.2.4 DIGESTION DE ADN CONTAMINANTE

Para la sintesis del ADNc se requiere de un ARN libre de ADN, debido a que éste puede
amplificar e interferir con futuras reacciones. Para su eliminacion, se utilizé el protocolo de

Deoxyribonuclease |, Amplification Grade de Invitrogen™.

El ARN total fue cuantificado mediante el uso del espectrofotometro NanoDrop™ 2000.
Posteriormente, se realizé una dilucién del ARN total a 1 pg/10uL de cada uno de los

estadios embrionarios en tubos Eppendorf de 0.6 mL.

A la dilucion se afiadieron:
e 1 pL 10X buffer de reaccion DNAsa |
e 1 L DNAsa, 1U/uL
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Posteriormente se incubaron los tubos durante 15 min a temperatura ambiente.
Transcurrido el tiempo, se inactivo a la enzima adicionando 1uL 25 mM EDTA e incubando

a 65°C durante 10 minutos.
4.2.5 SINTESIS DE LA PRIMERA HEBRA DE ADNc
Para la sintesis de la primera hebra de ADNc se utilizo el protocolo SuperScript™ Reverse

transcriptase de Invitrogen™.

En tubos Eppendorf de 0.6 mL se afadieron por reaccién:

Oligo(dT) luL
ARN (100 ng/uL) 2.5uL
dNTP mix (10mM) luL
H-O libre de ARNasas 7.5uL
Volumen final = 12uL

El contenido del tubo se mezclé e incub6 a 65°C durante 10 minutos. Al término, se coloco

en hielo y afadieron:

First-strand buffer 5X 4uL
0.1MDTT 2uL
ARNasa OUT (40 U/pL) luL

Se mezclé el tubo gentilmente y se incub6 a 42°C durante 2 min. Después se adicioné 1uL
de SuperScript™ Il RT, se mezclé gentiimente e incubd a 42°C durante 50 min. Al final, se
detuvo la reaccion calentando el tubo a 70°C durante 15 min y se procedié a su

cuantificacién por medio de espectrofotometria utilizando el NanoDrop™ 2000.
4.3 DISENO DE CEBADORES PARA LA ENZIMA GALACTINOL SINTASA

Se disefiaron cebadores para su amplificacion en gRT-PCR con base en las secuencias

obtenidas en el transcriptoma de platano manzano para el gen galactinol sintasa 1 (GolS1).

63




Su disefio se realiz6 utilizando el programa Primer 3 (Rozen y Skaletsky, 2000). Los factores
que se tomaron en cuenta fueron: la seleccion del dominio conservado galactosil
transferasa 8, una temperatura de alineamiento de 60°C, el numero de nucleotidos por
cebador (15-28 nucledtidos) y un porcentaje de guanina, citosina de 50% (Thornton y Basu,

2010). Las secuencias seleccionadas de oligonucle6tidos se muestran en el cuadro 4.1.

Cuadro 4.1 Cebadores disefiados para la validacion del gen que codifican a la enzima

GolS1y Tubl en platano macho cultivar “Curraré Enano”.

» Producto Tm )
Nombre Gen Region %GC . Secuencia
(pb) (°C)
GolS 1-F | Galactinol 60 59.97 | 5 CGAGATCGAGCCTGTCTACC 3’
] 228-353 126

Gols 1-R | Sintasal 55 60 | 5 GCGTCCAGGTACACCATCTT 3’
Tub 1-F 50 60 5 TGTTGCATCCTGGTACTGCT 3

Tubulina 110
Tub 1-R 55 60 5" GGCTTTCTTGCACTGGTACAC 3

4.4 PCR TIEMPO REAL

Para la cuantificacién del contenido de transcritos del gen GolS1 en cada uno de los
estadios embrionarios se utilizé el método de cuantificacion relativa AACt. Las reacciones
de amplificacion se realizaron en el equipo de PCR tiempo real StepOne (Applied
Biosystem™) utilizando Maxima SYBR Green/ROX gqPCR Mater Mix 2X (Thermo
Scientific™). El volumen total por reaccién fue de 10 L, los cuales contenian: 100ng/uL
ADNCc, 1X SYBR Green/ROX Master Mix, 0.30uM de cada cebador y el volumen final fue
ajustado con agua destilada estéril. Las condiciones de corrida de la gRT-PCR fueron; un
periodo de corrida a 95°C, 10 min, seguido de 40 ciclos a 95°C, 15 s, 62.5°C, 60 s y 95°C,
15 s para desnaturalizacion, alineamiento y extension respectivamente. La especificidad del
amplicén fue verificada por una curva de alineaciéon a 60°C y 95°C después de los 40 ciclos.
La cuantificacion de la expresion relativa del gen GolS1 se llevo a cabo utilizando el método
2-24Ctdonde —AACt = (Ct blanco — Ct tubulina) tiempo x— (Ct blanco — Ct tubulina) tiempo 0
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(Livak y Schmittgen 2001). Como testigo interno para la normalizacion se utilizo el gen
constitutivo de tubulina y el estadio globular como control. Cada anélisis se realiz6 cuatro
veces para cada una de las muestras biologicas.

4.5 RESULTADOS
4.5.1 EXTRACCION DE ARN

Se realiz6 la extraccion de ARN de los cuatro estadios de desarrollo embrionario de platano
macho cv. “Curraré enano” colectados del medio de maduracién 1 (MM1) y medio de
maduraciéon 2 (MM2). De cada una de las muestras, se determind su concentracion, asi

como la presencia de contaminantes.

Para determinar la pureza de las muestras se utilizaron las relaciones entre las
absorbancias AzsoAzs0 Y Azs0/A280. La primera indica la presencia de contaminantes como
polisacaridos o fenoles y su rango aceptable debe ser = 2 y la segunda, la presencia de
contaminantes proteicos y cuyo rango aceptable esta entre 1.8 y 2 para ADN y ARN

respectivamente.

Con base en los datos presentados (Cuadro 4.2), se puede concluir que las muestras de

ARN extraidas se encuentran en los rangos 6ptimos para la sintesis de ADNc.

Cuadro 4.2 Concentracion y pureza del ARN extraido en cada estadio de maduracion.

Estadio Concentracion Ase0/A 280 A30/A280
(ng/uL)

Globular (MM1) 1328 2.04 2.08
Tipo pera (MM1) 596 2.03 2.1
CTemp (MM1) 552 2.09 2
CTardio (MM1) 214.13 2 1.35
Globular (MM2) 1568.2 2 2
Tipo pera (MM2) 962.4 2.01 2
CTemp (MM2) 255.4 1.98 1.99
CTardio (MM2) 238.3 1.99 1.61
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Para determinar la integridad de las muestras de ARN, se corrié un gel de agarosa al 1%
(Figura 4.1). En él, se observo la presencia de las dos bandas mayoritarias de ARNr, sin
rastros de ADN genomico y la ausencia de barridos que indicarian la degradacion del ARN.

Figura 4.1 ARN en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Carriles 1)
Globular (MM1) 2) Tipo pera (MM1) 3) Coleoptilar temprano (MM1) 4) Coleoptilar tardio
(MM1) 5) Globular (MM2) 6) Tipo pera (MM2) 7) Coleoptilar temprano (MM2) 8)
Coleoptilar tardio (MM2). MM1 (MM + 2 gL! gelrite), MM2 (MM + 3 gL"! gelrite).

A partir del ARN extraido se realiz6 la sintesis de la primera hebra de ADNc, la cual se
utilizé como molde para los posteriores analisis de expresién. En el Cuadro 4.3 se muestran

las concentraciones de los ADNc sintetizados.

Cuadro 4.3 Concentracion de la primera hebra de ADNc sintetizada.

Estadio Concentracion Ase0/A280 A30/A280
(ng/uL)
Globular (MM1) 753.10 1.74 1.92
Tipo pera (MM1) 743.70 1.72 1.70
CTemp (MM1) 747.20 1.73 1.67
CTardio (MM1) 734.20 1.70 1.61
Globular (MM2) 746.70 1.70 1.78
Tipo pera (MM2) 748.90 1.73 1.70
CTemp (MM2) 724.20 1.70 1.60
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CTardio (MM2) 753.90 1.74 1.73

4.5.2 VALIDACION DE LA EXPRESION DEL GEN DE LA GALACTINOL
SINTASA 1 (GOLS1) EN EMBRIONES SOMATICOS DE PLATANO MACHO,
MEDIANTE PCR PUNTO FINAL

Para determinar la funcionalidad de los cebadores disefiados de GolS1 y Tubl se realizo
una PCR punto final, utilizando como molde el ADNc de cada uno de los estadios
embrionarios de platano macho, de los embriones desarrollados en ambos tratamientos de
maduraciéon MM1 (Figura 4.2) y MM2 (Figura 4.3). El volumen total por reaccion fue de 10
uL, los cuales contenian; 100 ng/uL de ADNc, 1X Buffer PCR, 1.5mM MgCl,, 0.20 mM
dNTP’s, 0.20 uM de cada cebador y 1 U TaqgPol. El volumen final fue ajustado con agua
destilada estéril. Las condiciones de termociclador fueron 5 min a 94°C para
desnaturalizacion inicial, seguido de 30 ciclos de 40, 30 y 60 s a 94, 62.5y 72 °C para la
desnaturalizaciéon, alineamiento y extension, respectivamente y un Gltimo periodo de

extension de 10 min.

Tratamiento 1 (MM + 2 g/L-1 gelrite)

1 2 3 4 5

b) 110 pb Tubl

Figura 4.2 Los transcritos de la galactinol sintasa 1 se amplificaron de ADNc de
diferentes estadios embrionarios de platano macho desarrollos en el medio de
maduracion MM1 (0.2% p/V gelificante). Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de
etidio, a) GolS1 (MM1). Carril 1.-Glob 2.-T. Pera 3.-CTemp 4.-CTard 5.-CN (H20) b)
Gen Tubl (MM1). Carril 1.-Glob 2.-T.Pera 3.-CTem 4.-CTard 5.- CN (Hz20).

67




Tratamiento 2 (MM + 3 g/L-1 gelrite)

1 2 3 4 5

b) 110 pb

Figura 4.3 Transcritos de la Galactinol sintasa 1 se amplificaron de ADNc de diferentes
estadios embrionarios de platano macho desarrollos en el medio de maduracién MM2
(0.3% p/v de gelificante). Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio, a) GolS1
(MM2). Carril 1.-Glob 2.-T.Pera 3.-CTemp 4.-CTard 5.-CN (H20) b) Gen Tubl (MM2).
Carril 1.-Glob 2.-T.Pera 3.-CTem 4.-CTard 5.-CN (Hz20).

Las figuras 4.2 y 4.3 exhiben las fotografias de los geles donde se presentan las bandas
correspondientes al fragmento de tamafo esperado de 126pb del gen GolS1 y al de 110pb
del gen de tubulina para cada estadio embrionario (Figura 4.2 y 4.3). En el tratamiento MM1
se observa una mayor expresién del gen GolS1 en el estadio globular, a diferencia del
tratamiento MM2, en el cual la mayor expresién se presenta en el estadio tipo pera, y va

disminuyendo en los estadios coleoptilar temprano y coleoptilar tardio.

4.5.3 EXPRESION RELATIVA DEL GEN DE LA GALACTINOL SINTASA 1 (Gol
S1) DURANTE LA MADURACION DEL EMBRION SOMATICO MEDIANTE PCR
TIEMPO REAL

Con la PCR punto final, se observé como se expresa el gen GolS1 en los embriones
somaticos desarrollados bajo los dos tratamientos de maduracion, sin embargo, dichos
resultados no proporcionan un valor cuantitativo, por ello se determiné el nivel de expresién
del gen GolS1 mediante PCR cuantitativa (QPCR) en cada uno de los estadios
embrionarios, utilizando como testigo del proceso, el estadio globular (Figura 4.4).

En el tratamiento MML1, se determiné que el estadio globular utilizado como muestra control
tiene el nivel de expresion 1 (Figura 4.4 a) y la expresion de los tres estadios restante

disminuyendo respecto de dicho control, esto se relaciona con lo observado en la PCR
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punto final (Figura 4.2), donde la banda de mayor intensidad corresponde al estadio

globular.
MMA1 MM2 B GolST
54 5
B GolS1
S 4 2 4
k= 5
o 34 @ 3
c c
0 ©
g 24 3 24
s s
ai 1 - & 1
0- 0-

Glob3o T.Perass CTemso CTardso Glob3o T.Perass CTemeo CTardoo

Estadios embrionarios Estadios embrionarios

Figura 4.4 Nivel de expresion relativa del gen GolS1 en los cuatro estadios del embrién
somatico de platano macho cv. “Currare enano” a) MM1 y b) MM2. La expresion fue
normalizada utilizando el gen de tubulina como testigo interno y el estadio globular como
control. Las barras denotan el valor promedio de incremento en expresién respecto del

control (estadio globular) + el error estandar (n=3).

En el caso del tratamiento MM2, el aumento en el nivel de expresion de GolS 1 es apreciable
a partir del estadio tipo pera siendo 3.0 veces el valor del control (estadio globular), e
incrementa 4.5 veces al valor control hacia los estadios coleoptilar temprano y tardio (Figura
4.4 b), respectivamente. Si comparamos estos resultados con los de la PCR punto final, se
observdé que existe una concordancia con el aumento en la intensidad de banda
correspondiente al transcrito de GolS1 en el estadio tipo pera del MM2 (Figura 4.2 b). El
hecho de que en el tiempo real (Figura 4.4 b) se observaron mayores niveles de transcritos
en los estadios coleoptilares temprano y tardio respecto del control y el tipo pera, y en el
caso del punto final no fue asi, ya que la intensidad de las bandas disminuye incluso en el
control de tubulina (Figura 4.2 b), sugiere que se pudo haber cometido un error de cargado

en el gel.

4.6 DISCUSION

En el presente capitulo se detecto por primera vez la expresion diferencial del gen galactinol
sintasa (GolS1) durante el desarrollo del embrién somatico de platano macho cv. “Curraré

Enano” bajo dos tratamientos, con potenciales hidricos diferentes. El analisis por RT-qPCR
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demostré que en el tratamiento MM1, la expresion del gen GolS1 en el estadio globular, el
cual fungié como control, fue el mas alto, disminuyendo en los estadios tipo pera, coleoptilar
temprano y coleoptilar tardio. Estos resultados se relacionan con lo observado en el gel
(Figura 4.2), donde la banda con mayor intensidad corresponde al estadio globular. Sin
embargo, el perfil de expresion del gen GolS1, no se relaciona con la acumulacion de los
RFO’s, debido a que la rafinosa se observé Unicamente en el estadio coleoptilar tardio
(Cuadro 3.2).

A diferencia del MM1, en el tratamiento MM2 hubo un incremento (2 veces mayor) en la
expresion del gen GolS1 en el estadio tipo pera con respecto al estadio globular, pero se
observaron los niveles mas altos de expresion (4.5 veces mayor) en los estadios coleoptilar
temprano y coleoptilar tardio con respecto al control (Figura 4.4). El aumento en la expresion
del gen GolS1 en los estadios tardios de maduracion se relacion6 con la disminucién en el
contenido de agua en el embriéon (Figura 3.1) y el aumento en la concentracion de los
RFQO’s, rafinosa y estaquiosa (Cuadro 3.2). Estos resultados concuerdan con lo reportado
por (Gojlo etal., 2015 y Taji et al., 2002) donde la mayor expresion del gen GolS1 se observd

en semillas de Vicia hirsuta y Arabidopsis thaliana bajo condiciones de desecacion.

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis nos demuestran la necesidad de identificar
al galactinol en cada estadio embrionario, y de esta manera poder determinar la relacién
entre el nivel de expresion del gen GolS1 y la acumulacion de los RFO’s en los ES de
platano macho. De igual manera es necesaria la identificacion del gen que codifica a la
enzima rafinosa sintasa (RafS), para evaluar su expresiéon y tener un panorama mas claro
sobre el papel de los oligosacaridos en el desarrollo y maduracion de los ES de platano

macho cv “Curraré enano”.
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CAPITULO V

5.1 CONCLUSIONES
A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis, provienen las siguientes

conclusiones:

e La pérdida de agua durante el desarrollo y la maduracién del embrién somatico de
Musa spp, favorece la acumulacion de moléculas de reserva como son la sacarosa

y los RFO’s.

e Se identifico por primera vez la presencia de rafinosa y estaquiosa en embriones
somaticos de platano macho cv. “Curraré Enano”, lo que puede ser un parteaguas
para encaminar investigacion basica del porque la presencia de estos oligosacaridos

y cual podria ser su posible papel en la maduracion del ES.

e Se corrobor6 la presencia del gen que codifica a la enzima galactinol sintasa
(molécula clave para la sintesis de RFO’s) y fue posible evaluar su nivel de

expresion en los estadios embrionarios de platano macho.

5.2 PERSPECTIVAS

e Utilizar métodos mas sensibles de deteccion como es la cromatografia de gases,

para poder discriminar la presencia de los carbohidratos glucosa y galactinol.

e Evaluar la expresion de los genes que codifican a la enzima rafinosa sintasa y
estaquiosa sintasa, para validar el papel de los oligosacaridos en el desarrollo

embrionario de Musa spp.

e Medir la actividad enzimatica de la enzima galactinol sintasa y rafinosa sintasa.
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ANEXOS

Anexo 1. Composicién de los medios de cultivo utilizados para el establecimiento y desarrollo de los

embriones sométicos de platano macho cv. Currare enano (Chifle).

Componentes MPF Induccion Proliferacion | Suspensiones | Maduracion Germinacion
de CE (MA) | CE (MA1) celulares (M2) | (MM)

Macroelementos | MS MS Y5 MS MS MS MS

Microelementos | MS MS MS MS MS MS

KH2PO4 (mM) 1.25 1.25 1.25

Vitaminas MS MS MW MS MW MS

Biotina (uM) 4.1 4.1 4.1

REGULADORES DE CRECIMIENTO

2,4-D (UM) 18 45 45

NAA (M) 5.4

IAA (UM) 1 5.7

TDZ (uM) 25

SUPLEMENTOS

Extracto de 100 50

malta (mg L)

L-glutamina 684

(UM)

Sacarosa (mM) 87.6 87.6 87.6 131 131 87.6

Gelrite (g L) 2 2 2 3 3

pH 5.8 57 57 5.3 5.8 5.8

CE: Callo embriogénico, MS: Murashige y Skoog (1962); MW: Morel y Wetmore (1951)
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Unidades de indice de refraccion

A

Anexo 2. Curvas estandar para myo-inositol (A), galactinol (B), fructosa (C), glucosa

(D), rafinosa (E), estaquiosa (F), galactosa (G) y sacarosa (H). Condiciones de corrida

(fase movil agua grado HPLC, flujo de 0.5 mL/min, temperatura de 75°C y presion 30

bar)
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