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RESUMEN

Los embriones somaticos de la especie Capsicum chinense Jacq. presentan anomalias en
su desarrollo, lo cual impide que se conviertan en plantas. Aunque la naturaleza de este
fendmeno no ha sido completamente dilucidada, diversos estudios a nivel molecular han
revelado que el proceso esta gobernado por una intrincada red genética, en la que los genes
son regulados en respuesta a sefiales hormonales, destacandose el rol de las auxinas
durante todo el proceso. Conociendo la funcion de los factores de transcripcion BABY
BOOM (BBM) y LEAFY COTYLEDON (LEC) en la induccion de la embriogénesis y la
regulacién de la sintesis de auxinas durante esta, asi como la de los genes PIN FORMED
(PIN1 y PIN7) que codifican para transportadores de esta fitohormona, en el presente
estudio se analizé el patrén de expresion de estos genes. Los resultados mostraron que el
patrén de BBM, LEC y de PIN1 en los ES fue completamente opuesto al de EC, mientras
gue PIN7 mostr6é el mismo patrén con una mayor acumulacién de transcritos en ECs, lo
cual implica que existen afectaciones en el establecimiento de la homeostasis de auxinas
en embriones somaticos que pueden dar lugar a las malformaciones observadas en estas

estructuras en Capsicum chinense Jacq







ABSTRACT

Somatic embryos of Capsicum chinense Jacq. present anomalies in their development,
which prevents them from becoming plants. Although the nature of this phenomenon has
not been fully elucidated, various studies at the molecular level have revealed that the
process is governed by an intricated genetic network, in which genes are regulated in
response to hormonal signals, highlighting the role of auxins during the whole process.
Knowing the role of transcription factors BABY BOOM (BBM) and LEAFY COTYLEDON
(LEC) in the induction of embryogenesis and the regulation of auxin synthesis during it, as
well as that of the PIN FORMED genes (PIN1 and PIN7) that code for transporters of this
phytohormone, in the present study the it was analyzed the expression pattern of these
genes. The results indicate that the pattern of BBM, LEC and PIN1 in the ES are completely
opposite than those observed in the ZE, while the PIN7 shows the same pattern with a
greater accumulation of transcripts in the ZE, which implies that there are affectations in the
establishment of the auxin homeostasis in somatic embryos that can give rise to the

malformations observed in these structures in Capsicum chinense Jacq.
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INTRODUCCION

El género Capsicum goza de gran popularidad a nivel mundial. Sus frutos, conocidos como
pimientos o chiles, son altamente consumidos en la gastronomia por sus propiedades
organolépticas caracteristicas de cada especie (do Rego, 2016). Estos presentan un alto
contenido de compuestos antioxidantes, vitaminas, antimicrobianos y anticancerigenos, asi
como de carotenoides, flavonoides y capsaicinoides (Whayuni et al., 2013; Antonio et al.,
2018). Dichas caracteristicas hacen de Capsicum un género de gran importancia
econémica, muy demandado por las industrias alimenticia, farmacoldgica y cosmética (Kim
et al., 2014). Capsicum chinense (chile habanero) es una de las 5 especies mas cultivadas
de este género debido a su aromaticidad y pungencia conferida por el alto contenido de
capsaicinoides (Canto-Flick et al., 2008; Sosa-Moguel et al., 2017). México es uno de los
principales productores de chile habanero en América Latina, destacandose la peninsula
de Yucatan como centro de diversidad genética de esta especie (Tun-Dzul, 2001).
Contradictoriamente, los cultivares de habanero de esta regiéon presentan un bajo
rendimiento, frutos pequefios y una alta variabilidad en sus poblaciones (Santana-Buzzy et
al., 2016). Ademas, su produccién esta seriamente afectada por la incidencia de plagas y
enfermedades virales (Berny-Mier et al., 2013).

Estas deficiencias que afectan el rendimiento, asi como la gran demanda de este fruto han
impulsado la creacién de programas de mejoramiento genético encaminados a la obtencion
de variedades mas productivas (Latournerie et al., 2002; Santana-Buzzy et al., 2016). Las
técnicas basadas en cultivo de tejidos vegetales (CTV) representan una alternativa eficaz
para la micropropagacion de las plantas mejoradas. Entre los procesos morfogénicos que
se dan en el CTV, destaca la embriogénesis somatica (ES) como uno de los métodos mas
eficientes para la produccion masiva de plantas in vitro (Avilés-Vifias et al., 2013). La ES en
este género fue descrita por primera vez en C. annum con una baja eficiencia en la
induccion y poca reproducibilidad de la técnica (Harini y Sita, 1993). Para C. chinense, se
han reportado varios trabajos de ES por via directa e indirecta con una alta produccion de
embriones y buena reproducibilidad (Loyola-Vargas, 2016). Sin embargo, este género se
caracteriza por la baja tasa de conversion de los embriones en plantas, dado por anomalias
en el proceso de histodiferenciacion que conducen a la deformacion del meristemo apical
(Steinitz et al., 2003; Zapata-Castillo et al., 2007; Kothari et al., 2010). Este problema limita
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la utilizacion de la ES para la propagacion de variedades in vitro, por lo que su estudio se
ha vuelto de especial interés para la ciencia.

La transicibn de células somaticas a células embriogénicas competentes implica la
reprogramacion genética extensiva en respuesta a sefiales de induccién. Aungue no se
conocen por completo las bases moleculares de este proceso, se sabe que la induccién de
la embriogénesis es un proceso multifactorial regulado por una intrincada red de genes
(Valle-Gough et al., 2015). Muchas investigaciones se han enfocado en la identificacion de
genes clave en este proceso para varias especies (Valle-Gough et al., 2015; Regla-Méarquez
et al., 2019). Sus resultados han mostrado que la respuesta a la embriogénesis puede ser
dependiente del genotipo, por lo que es preciso estudiar las diferentes respuestas a la
induccion para comprender su naturaleza.

Las auxinas son una de las fitohormonas més importantes en el proceso de embriogénesis.
La acumulacién de auxinas en areas especificas esta asociada a zonas de division celular
activa, asi como con la reprogramacion celular, estos eventos se reflejan en la reorganizacion
de la cromatina en células sujetas a su accién. Sin embargo, las altas concentraciones del
regulador del crecimiento en el medio de cultivo (especialmente 2,4-D) o prolongada
exposicion al mismo, puede bloquear el desarrollo normal del embrién (Vondrakova et al.
2011), debido a desajustes en la regulacion de la expresibn de algunos genes.
Recientemente se ha reportado que factores de transcripcion pertenecientes a las familias
BABY BOOM y LEAFY COTYLEDON, actian en la regulacién de una misma red
transcripcional ejerciendo su control sobre la expresion de genes implicados en la sintesis
de auxinas en Arabidopsis (Horstman et al., 2017). Otro factor determinante en el proceso
de embriogénesis es el establecimiento de un transporte polar de auxinas, en el que juegan
un papel primordial los transportadores de la familia PIN (Krecek et al., 2009).

Debido a esto, el propésito del presente estudio fue determinar los niveles de transcritos de
los genes BBM, LEC, PIN1 y PIN7 en embriones somaticos y cigoticos en Capsicum
chinense y analizar sus diferencias y semejanzas. Esto puede contribuir a un mejor
entendimiento del proceso de ES a nivel molecular, asi como proporcionar algunas pistas

de la influencia de estos genes en la incapacidad de regeneracion de esta especie.
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ANTECEDENTES
1. IMPORTANCIA AGRONOMICA DEL GENERO Capsicum

El género Capsicum, pertenece a la familia Solanaceae y es uno de los mas cultivados y
consumidos a nivel mundial. Los representantes del género son plantas herbaceas,
diploides, autbgamas o con bajos niveles de polinizacion cruzada, de las cuales se consume
el fruto popularmente conocido como pimiento o chile (Kim et al., 2014). Este presenta un
alto contenido de compuestos antioxidantes, vitaminas, antimicrobianos vy
anticancerigenos, asi como de carotenoides, flavonoides y capsaicinoides, que le dan
propiedades organolépticas singulares (Kantar et al., 2016; Hulse-Kemp et al., 2016). Estas
caracteristicas hacen de Capsicum un género de gran importancia econémica, muy
demandado por las industrias alimenticia y farmacolégica principalmente (Antonio et al.,
2018; Mestre Moreno et al., 2017). El contenido de nutrientes, asi como el perfil quimico
general del fruto, su tamafio y color, varian entre las diferentes especies del género e
incluso entre las variedades de una misma especie, dandole propiedades Unicas que han
dotado a algunos cultivares de mayor popularidad (Kantar et al., 2016; Hyano-Kanashiro et
al., 2016; Antonio et al., 2018). El género comprende alrededor de 26 especies, con una
amplia variacién genética. De estas, Capsicum annuum L., Capsicum frutescens L.,
Capsicum baccatum L., Capsicum pubescens L. y Capsicum chinense Jacg. son las mas

cultivadas a nivel mundial (Roy et al., 2016; Hulse-Kemp et al., 2016).

El chile habanero Capsicum chinense Jacq. es una de las especies de mayor interés
agricola dentro del género. La popularidad de esta especie se debe a suaromay pungencia,
que esta dada por el alto contenido de capsaicinoides del fruto (Sosa-Moguel et al., 2017).
Este chile es altamente demandado no solo para consumo en fresco, sino también por la
industria alimenticia nacional e internacional para la elaboracion de salsas, sazones,
encurtidos, entre otros productos. Ademas, tiene propiedades medicinales conferidas por
la capsaicina, las cuales son muy explotadas en el tratamiento de enfermedades como el
asma, anomalias gastrointestinales, dolores musculares, artritis, sobrepeso, problemas
cardiovasculares, diabetes y cancer. También ha sido empleado para la elaboracion de

productos de defensa personal (Roy et al., 2016).
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México se encuentra entre los principales productores de chile habanero, y su produccion
y consumo estan estrechamente ligados a la cultura y tradiciones del pais. Entre los estados
mexicanos que lo producen se destacan los que conforman la Peninsula de Yucatan, que
ha sido considerada centro de diversidad genética de esta especie (Latournerie et al.,
2001). Las variedades cultivadas en este territorio poseen un aroma, olor y sabor
caracteristico, atributos que le permitieron calificar en 2010 para la Denominacion de Origen
de Chile Habanero de la Peninsula de Yucatan. Contradictoriamente, los cultivares de
habanero de esta region presentan un bajo rendimiento, frutos pequefios y una alta
variabilidad en sus poblaciones. La creciente demanda de chile habanero producido en esta
region ha convertido el mejoramiento de este cultivo en una cuestion imperativa (Santana-
Buzzy et al., 2016).

2. MEJORAMIENTO GENETICO Y CULTIVO DE TEJIDOS

El objetivo del fitomejoramiento es alterar o modificar la herencia de los caracteres
deseados de las plantas para obtener cultivares (variedades o hibridos) mejor adaptados a
condiciones especificas, de mayores rendimientos y de mejor calidad que las variedades
nativas o criollas (Vallejo y Estrada, 2002). Esta préactica esta enfocada especificamente
hacia la introduccion en los cultivares mejorados de alelos que confieren resistencia a
enfermedades y plagas (Tamiru et al., 2015); tolerancia a sequia, salinidad, temperaturas
extremas y otros tipos de estrés abibtico (Blum et al., 2018) y/o rasgos determinantes de
calidad (Panguluri et al., 2016). Las técnicas tradicionales de mejoramiento se basan en la
transferencia vertical de genes a través del cruzamiento de especies compatibles. Por otra
parte, en las Ultimas décadas la transferencia horizontal de genes a través de la
transgénesis, la hibridacion somatica, la intragénesis y la cisgénesis ha sido ampliamente
utilizadas para la introduccion de genes de interés en especies incompatibles (Clemens et
al., 2016).

El mejoramiento genético emplea técnicas como el cultivo in vitro, los marcadores
moleculares y la transformacion genética para lograr resultados favorables en mas corto
tiempo. En el caso del cultivo de tejidos vegetales se emplea para la obtencion y
regeneracion de hibridos y plantas transformadas, asi como para la propagacion general
de variedades mejoradas. Adicionalmente, la mutagénesis in vitro y la variacion

somaclonal/gametoclonal en los cultivos de tejidos generan variabilidad genética y también
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constituyen herramientas para la obtencién de nuevas variedades (Wedzony et al., 2014).
La obtencién de plantas completas en el cultivo de tejidos ocurre a través de dos procesos
morfogénicos principales: la organogénesis y la embriogénesis soméatica. La organogénesis
se trata de la obtencién de 6rganos (tallos, raices, flores) a partir de células que tienen la
propiedad de mantenerse en division activa (Phillips, 2004). Por su parte, la embriogénesis
somética es un proceso en el cual se desarrollan estructuras bipolares, que carecen de
conexion vascular con el tejido del que se originan (Jiménez, 2005). Los embriones
sométicos (ESs) se asemejan morfologicamente a los EC e igualmente tienen la capacidad
de formar una nueva planta después de un proceso de germinacién. La diferencia radica
en que la formacion del embridn cig6tico es un proceso de reproduccion sexual antecedido
por la fertilizacion (fusion de gametos), mientras que los ESs se forman a partir de células
sométicas que adquieren competencia embriogénica como resultado de estimulos, fisicos
0 quimicos, que disparan la transicion del estado vegetativo al estado embriogénico (Avilés-
Vinas et al., 2013).

Los ESs son utilizados en numerosos estudios fisiologicos de desarrollo embrionario. Sin
embargo, su mayor importancia se debe a su aplicacién practica en la propagacién de
plantas a gran escala mediante el uso de biorreactores. Otra de sus ventajas es que pueden
ser criopreservados, posibilitando el establecimiento de bibliotecas de genes. Ademas, los
cultivos embriogénicos son también un blanco atractivo para la modificaciébn genética

utilizando diversos sistemas de transformacién (Von Arnold et al., 2002).
3. EMBRIOGENESIS SOMATICA IN VITRO

La embriogénesis somatica (ES) es un proceso que puede ocurrir de forma natural como
respuesta de determinadas plantas al estrés ambiental y como método de reproduccion
para garantizar el mantenimiento de la especie, por lo que algunas especies presentan
cierta predisposicion genética (Zavattieri et al., 2010). Este proceso puede ser inducido in
vitro exponiendo al explante a la accion de reguladores de crecimiento (RC) adicionados al
medio de cultivo y/o sometiéndolo a condiciones de estrés, estimulos que determinan que las
células somaticas adquieran competencia embriogénica. Los estudios a nivel molecular apoyan
la correlacién de los RC con el control de la remodelacion de la cromatina y la expresion de
genes durante la induccién de ES (Méndez-Hernandez et al., 2019). Las auxinas se consideran
los RC mas importantes que regulan la induccién de ES. EIl contenido endégeno y la aplicacion

exogena son factores determinantes durante esta fase (Thomas y Jiménez, 2005). El 4cido 2,4-
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diclorofenoxiacético (2,4-D) es la auxina sintética mas utilizada para este fin (Garcia et al.,
2019).

La histodiferenciacion es la fase que precede a la induccién in vitro. Es de gran importancia ya
gue durante esta se forman los tejidos vasculares de la planta y adquiere polaridad el embrion.
El desarrollo de embriones soméaticos implica etapas similares a las de la embriogénesis
cigotica. En el caso de plantas dicotiledoneas estas son: estadio globular y corazén (estadios
tempranos), torpedo y cotiledonares (estadios avanzados) (Winkelmann, 2016). Sin embargo,
se debe considerar que los embriones cigoéticos se nutren a través del tejido del floema, mientras
que los embriones somaticos utilizan un suministro exégeno de carbohidratos y sus etapas
morfolégicas se producen sin conexién con tejido vascular (Quinga et al., 2018), por lo que el
éxito de esta etapa estara dado por el correcto balance de componentes, principalmente de RC,
del medio de cultivo.

Una vez que los embriones somaticos alcanzan la etapa torpedo, inicia la maduracion
durante la cual ocurre basicamente una elongacion celular, sin division y se comienza a
diferenciar el apice caulinar del brote dando lugar a los cotiledones. Entre los estimulos que
hacen posible la maduracion se encuentra la accion del acido abscisico. La germinacion
requiere de estimulos como la luz, &cido giberélico o citocininas, para que continte el
proceso de elongacion y ocurra una reactivacion metabdlica del embrion somatico maduro

para convertirse en una plantula (Pérez et al., 1999).

El proceso morfogénico es muy complejo y esté influenciado por la interaccién de diversos
factores como son las condiciones de incubacién, composicion del medio de cultivo, las
concentraciones de RC, el tipo de explante, la edad y el genotipo de la planta madre y su
estadio fisiolégico. Todos estos factores pudieran estar involucrados en la dificultad o
incapacidad de algunos géneros vegetales de responder a la morfogénesis en cualquiera
de sus etapas, lo que se denomina recalcitrancia y puede ser de naturaleza fisioldgica,

genética o epigenética (Gaj, 2004).
3.1 EMBRIOGENESIS SOMATICA EN EL GENERO Capsicum

La ES en el género Capsicum fue descrita por primera vez en C. annum con una baja
eficiencia en la induccién y poca reproducibilidad de la técnica (Harini y Sita, 1993).

Posteriormente ha sido documentada por otros autores como un proceso severamente
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recalcitrante, lo cual se manifiesta en la baja eficiencia de los protocolos de regeneracion,
alto indice de embriones deformados y el bajo porcentaje de germinacion y conversion de
ESs en plantas (Loyola-Vargas y Ochoa-Alejo et al., 2016). Diversos autores han estudiado
la naturaleza de este fendmeno probando el efecto de diferentes reguladores de crecimiento
en el medio (Steinitz et al., 2003), adicién de vitaminas y minerales, asi como otros
suplementos (Kintzios et al., 2001). Se han probado también diferentes explantes, entre los
mas utilizados estan los embriones cigoticos (Kaparakis y Alderson, 2008). Sin embargo,
en la mayoria de los protocolos los embriones soméaticos regenerados exhiben anomalias
morfolégicas como ausencia de cotiledones, cotiledones Unicos o deformes y supresion del
brote. Este problema limita la utilizacién de la ES para la propagacion de variedades de este

género in vitro, por lo que su estudio se ha vuelto de especial interés para la ciencia.

3.2 ESPECIFICIDADES DE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA EN LA ESPECIE
Capsicum chinense
El primer protocolo de embriogénesis somatica en chile habanero (Capsicum chinense
Jacq.) fue reportado por Lopez-Puc et al., (2006), en el cual, aungque se obtuvo un nimero
significativo de embriones, el porcentaje de germinacién fue bajo debido a anomalias en la
diferenciaciéon y desarrollo retardado. El estudio de la ontogénesis de la ES realizado por
Santana-Buzzy et al. (2009) permiti6 observar estas deformaciones a nivel de tejidos,
constituyendo la caracterizacién histolégica mas completa de embriones sométicos del
género Capsicum hasta el momento. En dicho articulo se discute que estas anomalias
pudieran deberse la exposicion continua del explante al regulador decrecimiento 2,4-D, por
lo que se plantea la necesidad de optimizar los protocolos de embriogénesis en la especie.
En este sentido, en el trabajo realizado por Avilés-Vifias et al. (2013) se evalué el efecto de
diferentes tratamientos que incluian la reduccion de la concentracion del RC alternando los
tiempos de exposicion. Aunque se formulé un protocolo altamente eficiente para la
obtencién de embriones somaticos con una mejor morfologia, se observé que la eliminacion
total del 2,4-D del medio de histodiferenciacion implicé que un menor nimero de embriones
alcanzara el estadio cotiledonar. Igualmente se observaron anomalias en la diferenciacion
de la protodermis del apice caulinar, y aunque se reportdé un mayor porcentaje de

germinacion no se logro regenerar plantas completas a partir de estos embriones.

Por otra parte, se han desarrollado diversos estudios que han puesto en evidencia la

naturaleza multifactorial de la recalcitrancia, con la intencion de lograr un mayor
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entendimiento en cuanto a los factores que limitan la conversion de los ESs en plantas.
Lecona-Guzman et al. (2012) reportaron diferencias notables entre los perfiles de proteinas
de los embriones cigéticos y soméaticos de C. chinense, en los que se observé una
disminucion gradual del contenido de proteinas totales con el avance en estadio de
desarrollo, lo cual difiere de lo reportado para otras especies. Regla-Marquez et al. (2015),
detectaron la presencia de cadaverina como una poliamina que se encuentra cominmente
tanto en embriones somaticos como cigoticos de chile habanero, pero que es raramente
encontrada en plantas. Ademas, observaron niveles notablemente mayores de poliaminas
en ESs, influenciado por factores ambientales como la presencia de etileno en el medio de

cultivo.

3.3 GENES INVOLUCRADOS EN LA EMBRIOGENESIS SOMATICA DE Capsicum
chinense
Muchas investigaciones se han enfocado en la identificacion de genes maestros de la
embriogénesis, revelando la complejidad de este proceso controlado por una intrincada red
genética. La embriogénesis cig6tica depende de un sofisticado programa morfogenético en
el que varios genes, principalmente aquellos que codifican los factores de transcripcion
(FT), regulan todo el proceso desde la formacion del cigoto hasta la maduracion del
embrién. Los embriones cigéticos y somaticos muestran varias similitudes en el programa
morfogenético que los controla, por lo que pueden ser comparados en cuanto a la expresion
de genes en un mismo estadio de desarrollo (Garcia et al., 2019). Teniendo en cuenta este
aspecto, en el trabajo de Valle-Gough et al. (2015) en C. chinense, se reportaron diferencias
al comparar los patrones de expresion de los genes WUS, WOX1, WOX3 pertenecientes a
la familia WUSCHEL homeobox, la cual esta directamente involucrada en la determinacion
de los dominios apical y basal en diferentes especies, principalmente en la formacion del
meristemo apical del brote y cotiledones. Estudios anteriores relacionan estas
deformaciones en el meristemo apical del brote con alteraciones en el transporte de auxinas
durante el desarrollo embrionario. Se conoce que los genes de esta familia interactian con
genes responsivos a auxinas (Busch et al., 2010) y estan involucrados en el establecimiento
del transporte de axinas por su interaccion con PIN1 (Su et al., 2009). Las alteraciones
observadas en su patrén de expresion sugieren gue existe una distorsion en la distribucion
de auxinas causada por una desregulacion en la expresion de transportadores de la familia

PIN FORMED, lo cual se confirma en el estudio realizado por Regla-Marquez et al. (2019),
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al reportar que el patrén de expresion del gen PIN1 es completamente opuesto en ESs y
EC, mientas que en el caso del transportador PIN7 existe una sobreacumulacién en ESs.
En ese trabajo también se evalud la expresion de los genes implicados en la diferenciacion
del meristemo apical de las familias WUSCHEL (WUS), SHOOT MERISTEMLESS (STM),
los genes de la familia CUP SHAPED COTYLEDON y NO APICAL MERISTEM (NAM). Los
resultados mostraron que el patrén de STM y de PIN1 en los ES fue completamente opuesto
al de EC, mientras que NAM y PIN7 mostraron una sobreacumulacion de transcritos en

ESs, comparados con el patron de expresion de estos genes en ECs.

4. GENES INVOLUCRADOS EN LA REGULACION DE LA SINTESIS Y EL
TRANSPORTE DE AUXINAS DURANTE LA EMBRIOGENESIS

La distribucién de la auxina (Ax), es uno de los procesos clave en la direccién de los
patrones de divisiéon y diferenciacién, como los que se presentan durante la embriogénesis
de plantas (Gil et al., 2001). La dinaAmica de la auxina enddgena establece una distribucién
heterogénea entre las células de un tejido y resulta en un gradiente en espacio-tiempo. La
acumulacién de la auxina en areas especificas estd asociada a zonas de division celular
activa, asi como con la reprogramacién celular, estos eventos se reflejan en la
reorganizaciéon de la cromatina en células sujetas a la accion de la auxina (Pasternak et al.,
2002).

La aplicacién de Ax exdgena en el medio de cultivo puede cambiar el equilibrio de los
niveles de Ax en las células modificando el metabolismo de AlA. Esto es importante para la
inducciéon de la ES (Fraga et al., 2012). Aunque este proceso no ha sido completamente
dilucidado, se sabe que es necesario el establecimiento de una distribucién irregular de auxinas
en la célula para iniciar la formaciéon del embrién. Sin embargo, la exposicion a altas
concentraciones del regulador del crecimiento (especialmente 2,4-D) o exposicién
prolongada puede bloquear el desarrollo normal del embrion (Vondrakové et al., 2011). Por
lo tanto, el 2,4-D se ha relacionado con la formacion anormal de SE, porque en altas
concentraciones interrumpe los procesos genéticos Yy fisiolégicos normales en las células
tratadas (Garcia et al., 2019).

La sintesis y el transporte de auxinas igualmente se encuentra regulado por una red
genética compleja, en la que se destaca el papel de algunos factores de transcripcion en la
regulacion del proceso. Algunos de estos se han identificado como genes marcadores de

la embriogénesis en estadios tempranos. Recientemente se ha reportado que FT
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pertenecientes a las familias BABY BOOM y LEAFY COTYLEDON, y actdan en la
regulacién de una misma red transcripcional ejerciendo su control sobre la expresion de
genes implicados en la sintesis de auxinas en Arabidopsis (Horstman et al., 2017) (Figura
1.1).
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Figura 1.1 Red transcripcional involucrada en la regulacién de la homeostasis de auxinas

en Arabidopsis thaliana (Modificado de Jha y Kumar, 2018).

4.1 BABY BOOM

El analisis de expresion de BABY BOOM (BBM) en ESs de Arabidopsis thaliana y Brassica
napus L., mostré6 que es expresado desde las etapas tempranas de la embriogénesis
(Ouakfaoui et al., 2010; Boutilier et al., 2002). Durante el desarrollo de los embriones
cigoéticos en B. napus, BBM se expresa durante las diferentes etapas en todo el embrién
mientras que en Arabidopsis sélo es detectado en el tejido provascular y en las células del
centro quiescente en la etapa de corazén (Kulinska-Lukaszek et al., 2012). Irikova et al.
(2012), detectaron por primera vez en Capsicum annuum el factor de transcripcion BBM. Al
comparar las secuencias parciales revelaron una alta similaridad entre las secuencias
aisladas y aquellas registradas en la base de datos del National Center for Biotechnology

Information (NCBI). Al realizar una traduccion in silico, el BLAST de la proteina BBM en la
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base de datos del NCBI, revel6 la presencia de un dominio funcional tipo AP2. Mediante la
RT-PCR se detectaron altos niveles de expresion de BBM en las etapas tempranas de
desarrollo de los embriones provenientes del cultivo de anteras, y en todos los estadios de
los embriones sométicos. Al analizar diferentes variedades de C. annuum de baja y alta
capacidad embriogénica no se pudo relacionar como un marcador para el desarrollo de

embriones como lo es para B. napus.

4.2 LEAFY COTYLEDON

Estos genes codifican factores de transcripcion involucrados en la regulacion de la sintesis
de auxinas durante la embriogénesis (Jha y Kumar, 2018). Esta funcién explica su
importancia en la sefializacién del proceso embriogénico por lo que son considerados genes
marcadores de la embriogénesis y esenciales para el desarrollo correcto de los embriones.
LEC1 ha sido propuesto como un regulador clave para la identidad embrionaria, los
embriones mutantes de lecl tienen una morfologia anormal, con tricomas en los
cotiledones, ademas no tienen tolerancia a la desecaciéon. Su expresion ha sido observada
en las semillas en desarrollo, y la expresion ectdpica induce la formacion de estructuras
parecidas a embriones (Ledwon y Gaj, 2011). LEC2 regula muchos aspectos de la
embriogénesis somatica y codifica un factor de transcripcion con un dominio B3, una regién
de unién al ADN solo encontrada en plantas (Shivani et al., 2017). Durante las fases
tempranas de la embriogénesis somatica en la cual se establece el disefio basico del cuerpo
del embrién es, las mutaciones en LEC2 afectan el mantenimiento del destino de la célula
embrionaria y la especificacion de la identidad del cotileddn. Mas tarde en la embriogénesis,
en las mutantes lec2 las puntas de los cotiledones no acumulan reservas de
almacenamiento, indicando defectos en la iniciaciébn y/o mantenimiento de la fase de

maduracién (Karami et al., 2009).

4.3 PIN FORMED

El transporte polar de auxinas requiere de la activacion de las proteinas transmembrana de
la familia PIN-FORMED (PIN), que permiten que el transporte de estas fitohormonas se
realice de manera direccional, como resultado de la localizacion polar de los
transportadores PIN (Adamowski and Friml, 2015; Ljung, 2013). Los primeros miembros de
la familia PIN, identificados y asociados con el transporte de auxinas se describieron en la

planta modelo Arabidopsis thaliana, con 8 genes PIN anotados que se dividen en dos
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subfamilias (Okada et al., 1991). La principal caracteristica estructural de la subfamilia
mayor (PIN1-PIN4 y PIN7 y PIN candnicos) es la presencia de una regién distintiva central
de lazo hidrofilico que separa dos dominios hidrofébicos de alrededor de cinco regiones
transmembrana cada uno (Figura 1.2). La organizacion intron/exén de los genes PIN es
altamente conservada, presentando seis exones en su secuencia. El primer exén
corresponde al extremo amino-terminal del segmento transmembrana y gran parte del lazo
hidrofilico central. El segundo ex6n abarca el resto de la regién variable del lazo y el extremo
carboxi-terminal del dominio transmembrana. A continuacion, hay 4 exones conservados
gue codifican para el resto del segundo dominio transmembrana. El lazo hidrofilico es la
region mas divergente de las proteinas PIN y en base a la homologia de secuencia
aminoacidica en este dominio estos transportadores se pueden dividir en siete grupos (1,2
y 4-8). Estos grupos difieren en la regulacion de su expresion, localizacion y actividad mas
gue en su funcion general como transportadores de auxinas. Aunque existen diferencias
marcadas en la composicion del lazo (loop) entre grupos, los genes PIN pueden ser
clasificados como ortélogos con base en la similitud de secuencia de las regiones
transmembrana (Krecek et al., 2009).

A ,"-'.,
: ;
S, e
: £% 'ZW; Fe 232 2 g{‘ :’.‘m?" 8
HITHT
HilliuH
oo "‘.‘,xg‘f Qx;) "ctr.‘,é? éxvé” b‘é&d \ x,% %-xg’

® Invariant in all PINs

* Invariant in all long PINs
Figura 1.2 Prediccién de la estructura de las proteinas PIN. La secuencia que se muestra se deriva
de AtPIN7Y. Las posiciones marcadas en amarillos son secuencias conservadas en la subfamilia
mayor PIN. Las posiciones marcadas en rojo son invariables en secuencia en todos los PIN. Tomado
de Krecek et al. (2009).
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En las plantas las proteinas PIN actian como reguladores clave en mdltiples eventos de
desarrollo que van desde la embriogénesis a través de la morfogénesis y la organogénesis
hasta las respuestas de crecimiento a los estimulos ambientales. Las proteinas PIN estan
restringidas a caras particulares de la célula, por lo tanto, pueden mediar los flujos
direccionales de auxina dentro de los tejidos y generar gradientes que influyen en procesos

de desarrollo especificos (Pérez-Pastrana, 2019).

13




CAPITULO |

JUSTIFICACION

Debido a la baja eficiencia de conversion de los embriones somaticos de C. chinense por
las anomalias en el proceso de histodiferenciacion, es necesario conocer las bases
genéticas de este fendbmeno. Por lo que una evaluacién de la expresion de genes clave en
la regulacién de la sintesis y transporte de auxinas como BABY BOOM (BBM), LEAFY
COTILEDON (LEC) y PIN FORMED (PIN), pudiera arrojar datos valiosos que mejoren la

comprension de este proceso.

HIPOTESIS
El patrén de expresién de los genes BBM, LEC1 y PIN (1 y 7) difiere del observado en los
embriones cigéticos de Capsicum chinense, lo que pudiera estar relacionado con la

incapacidad de regeneracion de esta especie.
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OBJETIVO GENERAL

Comparar el patrén de expresion de los genes BBM, LEC, PIN1 y PIN7 en embriones

somaticos con la expresion de los mismos en embriones cigéticos de Capsicum chinense.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Detectar y cuantificar la acumulacion de transcritos de los genes BBM, LEC y PIN1
y PIN7 en estadio temprano y avanzado de embriones somaticos.
o Detectar y cuantificar la acumulacion de transcritos de los genes BBM, LEC y PIN1

y PIN7 en estadio temprano y avanzado de embriones cigéticos.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Material Vegetal
Variedad Mayan Baalche

Embriogénesis somatica
(Avilés-Vinas et al., 2013)

___ ESestadios tempranos
(globular-corazon)

ES estadios avanzados
(torpedo-cotiledonar)
L

Embriogénesis cigtica
Plantas en invernadero

EC temprano
(fruto verde)

EC avanzado

(fruto maduro)
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Extraccion de ARN total y sintesis de ADNc
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—— Seleccion del gen de referencia para normalizacion

Cuantificacion de la expresion génica (RT-qPCR)

Figura 1.3 Diagrama de flujo de trabajo para el andlisis de expresion de los genes BBM, LEC y PIN

(1y 7) en embriones cigoticos y somaticos de C. chinense.
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CAPITULO Il
INTRODUCCION
2. MATERIALES Y METODOS

2.1 CONDICIONES EXPERIMENTALES

Para la germinacion de semillas se utiliz6 el medio de cultivo MS semisélido. Se
distribuyeron a 25 mL por frasco, en frascos de vidrio tipo Gerber de 100 mL. La induccién
de embriogénesis somatica y el proceso de histodiferenciacién se llevoé a cabo en medio
MS liguido, colocando 50 mL de medio en matraces de 250 mL. La esterilizacion de medios
y materiales de cultivo se llevé a cabo en autoclave a 121 °C y 1.2 kg.cm? de presion
durante 15 minutos. El pH de los medios se ajustd antes de la esterilizacion a 5.8 con NaOH

1INy HCI 1N. Las siembras se realizaron en campana de flujo de aire laminar horizontal.

2.2 OBTENCION DE MATERIAL VEGETAL

Se utilizaron semillas de la variedad Mayan Ba alché (CHL-012-291110) procedentes del
banco de germoplasma de C. chinense Jacq. del Centro de Investigacion Cientifica de
Yucatan A.C. Para la desinfeccion superficial de las semillas se sumergieron en cloro
comercial al 100% durante 10 min y se enjuagaron 4 veces con agua destilada estéril. Para
la germinacion se colocaron 15 semillas/frasco en medio semisélido adicionado con las
sales minerales MS (Murashige y Skoog, 1962) y 1.5 uM de &cido giberélico. Se incubaron
en la oscuridad por 15 dias y posteriormente se transfirieron a condiciones de 24 h luz a
una temperatura de 25 + 2 °C durante 15 dias. Los embriones cig6ticos fueron extraidos de
semillas de la misma variedad provenientes de frutos verdes (estadios tempranos) y

maduros (estadios avanzados).

2.3 OBTENCION DE EMBRIONES SOMATICOS

La induccién de la embriogénesis somética se realiz6 siguiendo el protocolo descrito por
Avilés-Vinas et al. (2013). Se tomaron segmentos de hipocaétilos de las plantulas de C.
chinense germinadas in vitro y se sembraron en medio MS, con &cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) (9.05 uM), sacarosa (30 g.L?) y gelrite (2.2 g.L?). Los explantes
se incubaron a una temperatura de 25 + 2 °C y a una intensidad luminica de 40 - 50 uM.

m?2. s?. Los hipocétilos se transfirieron 30 dias post-induccién a medio liquido de

17




CAPITULO Il

histodiferenciacion con sales MS, 2,4-D (4.5 uM) y sacarosa (30 g.L?). Se incubaron en
agitacion (100 rpm) en condiciones de luz continua a la misma temperatura e intensidad
luminica utilizadas para la induccién. A los 30 dias se transfirieron a medio fresco. Se
tomaron muestras de ES en etapa globular, corazoén, torpedo y cotiledonar a los 60 dias de
cultivo in vitro. Las muestras de ESs se congelaron con nitrégeno liquido y se guardaron a

una temperatura de -80 °C.

2.4. EXTRACCION DE ARN DE EMBRIONES CIGOTICOS Y SOMATICOS DE C.
chinense

La extracciobn de ARN total se hizo utilizando 1 mL del reactivo TRIzol siguiendo la
metodologia de Chomczynsky y Sacchi (1987). Las muestras se pesaron previamente y se
siguid el protocolo partiendo de 50, 100 y 200 mg de ESs en estadios tempranos y
avanzados. En el caso de embriones cig6ticos se probaron cantidades de 500 y 200 mg
utilizando el método de extraccion normal (de Chomozynsky y Sacchi; 1987) y una variante
de este método en la que se repite el paso de adicion de cloroformo, al que se hara
referencia en adelante como método de doble cloroforomo. Las muestras de ARN se
trataron con DNasa | (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. La integridad
del ARN se verificd en geles de agarosa al 1% con buffer TBE 1X a 130V tefiido con bromuro
de etidio (60 ug.mL ). Las muestras se cuantificaron en NanoDrop TM de la marca Thermo

Scientific y se almacenaron a -20 °C.

2.5. SINTESIS DE ADN COMPLEMENTARIO

La sintesis de ADNc se realizé utilizando 1 pL de Oligo-dT (Invitrogen) y 1 uL de dNTP (10
mM), agregando agua libre de nucleasas a un volumen final de 10 pyL. A esta mezcla se le
agregd 2 pL de ARN (70 ng/pL), se incub6 a 65 °C durante 5 min e inmediatamente se
transfirié a hielo 1 min. Posteriormente se agreg6 2 pL de dTT (0.1 M), 4 uL de First-Strand
Buffer 5x, 1 L de RNasa OUT y 1 uyL de RT-SuperScript-111 (Invitrogen). La mezcla se

calent6 50 °C (40 min) y la reaccion se finalizé a 70 °C (15 min).

2.6. DISENO DE CEBADORES
Los cebadores para BBM (HM345995), LEC (HM345996) y PIN3 (XM_016717266.1) fueron
disefiados a partir de las secuencias de ADN de estos genes en Capsicum annum

disponibles en la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI)
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con los numeros de acceso sefialados. El disefio se realizd en los programas Primer3 y

NCBI Primer Tool utilizando los parametros recomendados para PCR cuantitativa: longitud

de 20-25 pb, con un contenido de GC del 50% y amplicones de 90-200 pb. Posteriormente

se analizaron con la herramienta de PCR in silico (Genome Compiler) para verificar su

especificidad y el OligoAnalyzer (IDT Technologies) para comprobar que no formaran

heterodimeros. Para la amplificacion de PIN1 y PIN7 se utilizaron cebadores reportados por

Regla-Méarquez et al. (2019). analizados en OligoAnalyser (IDT Technologies) para

confirmar que no formaran heterodimeros (Cuadro 2.1).

Cuadro 2.1 Cebadores utilizados para la amplificacion de BBM, LEC, PIN1y PIN7.

Gen Directo 5°-3° Directo 5°-3° Tm | Tamafio del
(°C) fragmento
BBM GTTGCACACTTGAGAAGG CTAGCTTGCCATCTACCA 58 98 pb
LEC CCGATAGCCAACGTGATTC GAACTCGGACACGCATTC 60 102 pb
PIN1 | TTTACTCAATGGTTGCTGGTG TGATTTCCCACTTTCCTCCTC 60 126 pb
PIN7 | ACCTGCACCTACTAATGCTG | GTCCAATGCCAAGCTCATTACC 60 194 pb

2.7. DETERMINACION DEL MEJOR GEN CANDIDATO DE REFERENCIA PARA EL
ANALISIS DE EXPRESION

Para la seleccidn de los genes candidatos de referencia a evaluar se tomaron en cuenta los

resultados reportados por Wan et al. (2011) para Capsicum annuum, asi como el estudio

realizado por Bin et al. (2012). En el Cuadro 2.2 se describen los cebadores utilizados para

amplificar los genes de referencia seleccionados.

Cuadro 2.2 Cebadores utilizados para la amplificacion de los genes de referencia ACT, -
TUB, UBI3 y GAPDH.

Gen Directo 5°-3° Reverso 5°-3° Referencia
ACT TGTTATGGTAGGGATGGGTC TTCTCTCTATTTGCCTTGGG

B-TUB GAGGGTGAGTGAGCAGTTC CTTCATCGTCATCTGCTGTC Wan et al.,2011
UBI3 TGTCCATCTGCTCTCTGTTG CACCCCAAGCACAATAAGAC

GAPDH | ATGATGATGTGAAAG CAGCG | TTTCAACTGGTGGCTGCTAC Bin et al., 2012
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Los genes candidatos se evaluaron con todas las muestras (embriones somaticos y
cigbticos en estadios tempranos y tardios) y se seleccion6 en cada caso el mas adecuado
para cada tratamiento. La especificidad de amplificacion de los cebadores se verificd por
medio del analisis de la curva de fusion. Para la seleccién de los mejores genes candidatos
a genes de referencia, se utilizaron las herramientas informaticas Bestkeeper v1 (Pfaffl et
al., 2004), geNorm 3.5 (Vandesompele et al., 2002) y Normfinder (Andersen et al., 2004).

2.8. ANALISIS DE TRANSCRITOS MEDIANTE PCR EN TIEMPO REAL
Se utilizaron los cebadores previamente descritos de los genes de interés BBM, LEC, PIN1,
PIN3 y PIN7 asi como de los genes constitutivos: Ubiquitina-3 (UBI-3) y beta-Tubulina (8-
TUB) y Actina (ACT). La expresion relativa se procesé mediante el método 244Ct (Livak y
Schmittgen, 2001). Los valores de los Ct y el andlisis de expresion relativa de los genes
bajo estudio, se estim6 usando el software Applied Biosystems StepOne™. El nivel de
transcripcion del gen fue expresado como Cantidades Relativas (CR), a partir del analisis
del gen de referencia (ecuacion 1) y de la Expresion Relativa (ER) del gen de interés
(ecuacion 2). Los datos fueron cuantificados con respecto al control segun el método 2-
AACt (Livak y Schmittgen, 2001).

Ecuacion (1) CR= 2“F

Ecuacion (2) ER= 2 “W-CE
Las reacciones de PCR tanto para los genes de referencia como para los de interés, se
hicieron en un volumen final de 25 pL, que contenia 1X de master mix Maxima SYBR
Green/Rox gPCR (TermoScientific, California, USA), 0.3 uM de cada iniciador y 2 uL de
ADNCc (100 ng/uL), en un termociclador Applied Biosystems StepOne™ (California, USA).
Las condiciones de amplificacién, para ambos casos fueron las siguientes: un paso de
desnaturalizacion inicial a 95 °C por 20 s, seguido de 40 ciclos a 95 °C por 3 segundos, y
un alineamiento a 60 °C durante 60 s, con una curva de fusion con incrementos de 0.5 °C
cada 5 s, en un gradiente lineal de 65 a 95 °C.
2.9. ANALISIS ESTADISTICO
Para el anafisis estaditico se emple6 el Software STATISTICA 13.0. Primeramnete se
realiz6 una prueba de homogeneidad de varianzas para comprobar si los datos se ajustan
a una distribucion normal. Posterirormente se realiz6 un ANOVA De clasficacion simple

seguido de una Prueba de comparacién de medias de Tuckey para aquellos datos que
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tenian distribucién normal. Los datos que no seguian un a distrikbucién normal fueron

transformados usando logaritmo natural y analizados con el mismo procedimiento.
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3. RESULTADOS

3.1. INDUCCION DE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA

Con la aplicacién del protocolo establecido por Avilés-Vifias et al. (2013), se obtuvieron
embriones de forma directa del hipocétilo (Figura 3.1A). A los 60 dias de inducido el
proceso, se observo una frecuencia de formacion de embriones de aproximadamente 100
ESs por explante, pudiendo distinguirse los diferentes estadios de desarrollo de los
embriones: globular, corazén, torpedo y cotiledonar. La mayoria de los embriones en
estadios avanzados presentaron deformaciones (Figura 3.1B). Entre estas deformaciones,
las mas frecuentes fueron: la forma de alfiler (pin shaped) (Figura 3.1C), ausencia de

cotiledones y fusion de cotiledones.

Figura 3.1 Embriogénesis somatica en Capsicum chinense A) Hipocotilo de C. chinense a los
30 dias de induccidn de la embriogénesis B) Hipocotilo a los 60 dias post-induccién. C) Embrién

deformado con forma de alfiler.

3.2 EXTRACCION DE ARN DE EMBRIONES DE C.chinense

Se extrajo el ARN total de ESs y ECs en ambos estadios. Se verifico la integridad del ARN
mediante la observacion de las subunidades ribosomales 28S y 18S por electroforesis
(Figura 3.2). Las muestras de 200 mg de embrion somatico (EST200 y ESA200) tuvieron

los mejores resultados en cuanto a cantidad de ARN extraido y su pureza, tanto para

22




CAPITULO Il

estadios tempranos como avanzados (Cuadro 3.1). Por ello, para estudios posteriores, en
EC, se propone utilizar preferencialmente el método de extraccion normal partiendo de 200
mg (ECV200N) de semilla, proveniente del fruto verde y 500 mg de semilla del fruto maduro
(ECM500N). Aungue, con la extraccion con doble cloroformo se obtuvo mayor pureza de la

muestra, esta afectd considerablemente la concentracion del ARN total extraido.

Embriones somaticos Embriones cigéticos

Estadios tempranos  Estadios avanzados Estadios tempranos Estadios avanzados
L i 1 I

EST50 EST100 EST200 ESA5S0 ESA100 ESA200 ECT2N  ECT2C ECTS5N ECTS5C ECA2N ECA2C ECASN ECASC

Figura 3.2 Extraccion de ARN total de embriones somaticos y cigoticos de C. chinense. EST:
Embrién somatico en estadio temprano; ESA: Embrién somatico en estadio avanzado; ECT: Embrién
cigotico fruto verde (Temprano); ECA: Embrion cigotico fruto maduro (Avanzado); N: Método de

extraccion normal; C: Método de extraccion con doble cloroformo.

Cuadro 3.1 Cuantificacion y rango de absorbancia 260/280 de las muestras de ARN de embriones

somaticos (ES) y cigo6ticos (EC) de C. chinense

ID de muestra Carn (ng/pl) Abs 260/280

EST 50 82.1 1.89

ESA 50 276.0 2.03

=8 EST 100 307.9 2.08
B ESA 100 185.7 2.03
E £ EST 200 514.4 2.07
@ ESA 200 600.6 2.08
ECT2N 617.9 2.04

ECT2C 706.5 2.09

ECT5N 1195.0 2.14

ECT5C 1450.4 2.07

S 3 ECAN 493.3 2.04
E S ECA2C 737.4 1.75
W 'S ECAS5N 402.0 2.01
ECA5C 570.0 2.03
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3.3. SELECCION DE GENES DE REFERENCIA

En el tejido del embrién somatico sometido a tratamiento hormonal, los valores de Ct de los
tres genes de referencia evaluados estuvieron en un rango de 16 (para el gen GAPDH) a
32 (para el gen ACT), mientras que, en el tejido del embrién cigético, oscilaron entre 19
(para el gen GAPDH) a 34 (para los genes ACT y B-TUB). Las curvas de disociacién de
cada gen (Figura 3.3) muestran un Unico pico de amplificaciébn en todas las muestras
evaluadas, confirmando la especificidad de los cebadores empleados. La eficiencia de la
amplificacion de la gPCR para estos genes vario de 90.1% a 97%. De acuerdo a los valores
de eficiencia de la reaccion, los tres genes presentaron una buena amplificacion para las
muestras analizadas, lo que fue validado por los diferentes programas estadisticos que
analizan la estabilidad de los genes candidatos de referencia y que fueron utilizados como
se describe en materiales y métodos.

ACT GAPDH

Meit Curve Melt Curve
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|
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om0 !

|

|
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Derivative Reporter (-R)

Tempersture (')
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Melt Curve Meit Curve

00000
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2
g
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Figura 3.3 Curva de disociacion de los genes candidatos de referencia ACT, GAPDH, B-TUB, y UBI3.
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En el Cuadro 3.2 se muestran los valores estadisticos indicadores de estabilidad calculados
por los programas Genorm, NormFinder y BestKeeper para cada uno de los genes
candidatos a gen de referencia en muestras de embrion somatico y cigético en estadio

temprano y avanzado.

Cuadro 3.2 Parametros estadisticos indicadores de estabilidad calculados por los programas
Genorm, NormFinder y BestKeeper para los genes candidatos de referencia en muestras de embrion

somatico y cigoético

Muestras Genes Genorm (M) | NormFinder BestKeeper
DE (xCt) CV (%Ct)
ACT 1.275 0.992 0.91 2.98
Embriones B-TUB 1.23 0.898 0.74 2.38
somaticos GAPDH 1.983 0.854 1.06 6.03
UBI3 1.09 0.423 0.26 0.96
ACT 0.0585 0.646 0.87 2.58
Embriones B-TUB 0.0700 0.146 0.95 2.84
cigoticos GAPDH 0.901 1.876 5.47 21.16
UBI3 0.0520 0.245 0.89 3.07

SD [+ CP]: desviacion estandar de CP; CV [%CP]: coeficiente de variacion expresado como
porcentaje del nivel CP

El rango de valores del indice de estabilidad M calculado por Genorm difirio

significativamente entre los tejidos de embriones somaticos y cigéticos. En tejidos de
embrion somatico los valores de este parametro estuvieron en un rango entre 1.09 (UBI3)
y 1.983 (GAPDH), mientras que, en embriones cigoéticos, este parametro presentd escasa
variacion entre los genes analizados, con valores en un rango de 0.052 (UBI3) a 0.901
(GAPDH). En ambos grupos de muestras coincidié que el gen UBI3 present6 el menor valor
de My por tanto tiene la mayor estabilidad. Por otra parte, el gen GAPDH fue el de menor
estabilidad para embridon somatico y cigotico.

El analisis estadistico con la herramienta NormFinder arroj6 valores de estabilidad entre
0.992 (ACT) y 0.423 (UBI3) en embriones sométicos y en cigéticos entre 1.876 (GAPDH) y
0.146 (B-TUB). Sin embargo, en embrion cigotico fue B-TUB el gen mas estable. Para
ambos tejidos evaluados el gen GAPDH presentd el mayor valor del pardmetro estadistico
calculado por NormFinder, por lo que presenta la menor estabilidad de expresion entre los

genes evaluados en ambos tejidos.
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El analisis de resultados del Software BestKeeper se realiz6 tomando en cuenta los
parametros estadisticos de desviacion estandar DE (+Ct) y coeficiente de varianza CV
(%Ct) como se muestra en el Cuadro 3.2. En embrion somatico los genes candidatos
analizados en conjunto tuvieron un coeficiente de variacion de 3.61 y una desviacion
estandar de 1.06. UBI3 (DE=0.26; CV=0.96) fue el gen mas estable y GAPDH (DE: 1.06;
CV: 6.03) el de menor estabilidad, ya que presentan los menores y mayores valores de
estos pardmetros respectivamente. Para este tejido s6lo el gen GADPH se considera
inestable, ya que es el unico gen que no cumple con la condicion DE < 1 (Pfaffl et al., 2009).
Lo mismo ocurre con este gen en tejidos de embridn cigético. En contraste, los resultados
sefialan que ACT (DE: 0.87; CV: 2.58) es el gen mas estable, seguido por UBI3 (DE: 0.89;
CV: 3.07) con valores muy cercanos.

El andlisis integral de los resultados obtenidos en cada programa (Cuadro 3.2), refleja que
la expresion de los genes constitutivos evaluados es mas estable en embrion cigético que
en el somatico, si se comparan los pardmetros indicadores de estabilidad para un mismo

gen en ambas muestras.

Tomando en cuenta los resultados de cada una de las herramientas utilizadas en este
trabajo, se seleccion6 el gen de referencia UBI3 para la cuantificacién relativa de la
expresion génica, ya que los analisis realizados en Genorm, BestKeeper y NormFinder
coinciden en sefialar que el gen UBI3 fue el mas estable en embrion somatico. Aunque para
embrién cigético, cada herramienta sefialé un gen diferente, de igual manera se seleccioné
UBI3 como gen de referencia, teniendo en cuenta que es el gen mas estable segin Genorm
y el segundo gen mas estable segiin NormFinder y Bestkeeper, presentando en este ultimo

caso valores muy cercanos a los del gen mas estable.

3.4 PRUEBA DE CEBADORES PARA PCR EN TIEMPO REAL

Se probaron los cebadores de los genes LEC, BBM, PIN1 y PIN7 con todas las muestras
de embrion somatico y cig6tico en estadio temprano y avanzado. La curva de disociacion
confirmd la especificidad de los mismos, ya que se observd un Unico pico de amplificacion

en todas las muestras analizadas (Figura 3.4).
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Figura 3.4 Curva de disociacion de los fragmentos putativos de los genes LEC, BBM, PIN1 y PIN7

de Capsicum chinense en muestras de embridon somatico y cigético.

La especificidad de la amplificacion también se comprobé por electroforesis en gel de

agarosa. En la Figura 3.5 se observa la presencia de una Unica banda en todas las

muestras, que corresponde con el tamafio del amplicén esperado para cada gen,

confirmando la especificidad de los cebadores empleados para la PCR.
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Figura 3.5 Geles de agarosa de los productos de la PCR en tiempo real para los genes LEC, BBM,

PIN1y PIN7 con muestras de embridn somatico y cigético de Capsicum chinense.

3.5 CUANTIFICACION RELATIVA DE LA EXPRESION DE LOS GENES DE INTERES
EN EMBRIONES DE Capsicum chinense

3.5.1.BBMy LEC

Al analizar la acumulacion de transcritos de BBM (Figura 3.6), se destac6 que la muestra
del embridn cigotico en estadios tempranos tuvo el maximo valor de expresion relativa, el
cual es significativamente mayor en comparacion con las demas muestras analizadas. El
valor minimo de expresion relativa se registr6 en embriones somaticos en estadio temprano,
mientras que, los niveles de expresion en ambos tipos de embriones en estadio avanzado

no presentaron diferencias significativas entre si.

La mayor acumulacién de transcritos de LEC se detecté en embriones somaticos en
estadios tempranos y fue significativamente menor en estadios avanzados, donde se
observaron los valores minimos de expresion relativa (Figura 3.6). En embriones cigoéticos
el patron de expresion es totalmente opuesto al que se registré en embriones somaticos,
ya que hubo una acumulacion de transcritos, significativamente mayor, en estadios

avanzados que en estadios tempranos.
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Figura 3.6 Cuantificacion relativa de transcritos de LEC y BBM en embriones cigéticos y sométicos
de C. chinense en estadios tempranos y avanzados. (Letras diferentes indican diferencias
significativas entre valores promedio representados. n = 4; p <0.05)

352PIN1y7

Para el gen PIN1 (Figura 3.7), la mayor acumulacion de transcritos se detecté en embriones
sométicos en estadios avanzados, mientras que en estadios tempranos fue
significativamente menor. La mas baja expresién se registr6 en embriones cig6ticos en
estadio avanzado, sin embargo, ésta no present6 diferencias significativas con la
acumulacion registrada en embriones cigoéticos tempranos. Se destacan los altos niveles
de transcritos acumulados en embriones somaticos avanzados en relacion con los demas

tejidos embrionarios analizados.

La expresion relativa de PIN7 fue significativamente mayor en embriones cigoticos, que en
embriones somaticos (Figura 3.7). La muestra de embrion cig6tico avanzado presento el
valor maximo de transcritos acumulados, mientras que en embriones somaticos tempranos
se registro el valor minimo. El patrén de expresion de este gen se comporta de igual manera
en ambos tipos de embriones: hay una menor acumulacion de transcritos en estadios
tempranos y un aumento de estos en estadios avanzados. Sin embargo, en embriones

cigdticos existen diferencias significativas entre los niveles de expresion de ambos estadios,
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lo cual no ocurre en embriones somaticos, donde se observan valores muy cercanos en
ambos estadios.
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Figura 3.7 Cuantificacién relativa de transcritos de PIN1 y PIN7 en embriones cig6ticos y somaticos
de C. chinense en estadios tempranos y avanzados. (Letras diferentes indican diferencias

significativas entre valores promedio representados. n = 4; p <0.05)
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Los estudios de cuantificacion relativa de genes requieren de la seleccion de un gen de
referencia cuya expresion sea estable en las condiciones experimentales establecidas. Los
genes comunmente utilizados como genes de referencia son los genes de expresion
constitutiva (housekeepig), cuya expresion no esta influenciada por el ambiente. Entre estos
genes destacan ACT, a-TUB, B-TUB, GAPDH, UBI, 18S rRNA como los mas
frecuentemente estudiados (Li et al., 2016). Sin embargo, se ha demostrado que estos
genes se expresan de forma variable en diferentes tejidos de una misma planta o en
respuesta a diferentes tratamientos, por lo que es recomendable realizar una validacion

sistematica especifica para cada conjunto de factores a analizar (Gutiérrez et al., 2008).

En el género Capsicum, especificamente en la especie Capsicum annuum, se ha analizado
la estabilidad de expresion de genes candidatos bajo diferentes condiciones (Wan et al.,
2011; Bin et al., 2012); sin embargo, no se han realizado estudios de este tipo en la especie
Capsicum chinense. En este trabajo, las tres herramientas de analisis empleadas sefialan
que UBI3 es el gen con la expresion mas estable en tejidos de embridn somatico, también
con valores estadisticos dentro del rango considerado estable en embrién cigético. Estos
resultados coinciden con los reportados por Wan et al. (2011), que sefialan que UBI3 fue el
gen mas estable entre los grupos de muestras analizados (diferentes estreses abibticos,
tratamientos hormonales y diferentes tejidos), presentando valores minimos de los
parametros estadisticos de Genorm y NormFinder en tejidos sometidos a tratamientos
hormonales. En contraste, en ese estudio también se destaca GAPDH como gen de
expresion estable, mientras que en este caso resultd ser el menos estable en todas las
muestras evaluadas. Esto se corresponde con los resultados de Bin et al. (2012), donde se
encontré que el gen GAPDH fue el menos estable dentro de un grupo de 10 genes
evaluados en muestras de C. annuum de diferentes tejidos, sometidas a tratamientos
hormonales o bajo estrés abidtico. Estos autores también sefialan que existen diferencias
en cuanto a la determinacion del gen mas estable entre los diferentes programas

empleados, como las que se observaron en este estudio en tejidos de embridn cigotico.

Segun lo planteado por Garcia et al. (2019) los estadios de la embriogénesis cigotica y
somatica son comparables en una misma especie, ya que los embriones transitan por las

mismas etapas durante la diferenciacién hasta su conversién en planta, por lo que es valido
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comparar su comportamiento a nivel molecular. Los estudios transcriptomicos recientes
indican que la regulacién de la embriogénesis cigética y somatica es bastante diferente en
algunas especies, con un patrén de expresién en embriones somaticos muy similar al que
se observa en semillas en maduraciéon (Hofmann et al., 2019). Se conoce gque ambos tipos
de embriogénesis se regulan epigenéticamente, por lo que el patrén de metilacién del ADN
es determinante para el correcto desarrollo del embrién. El 2,4-D es el regulador de
crecimiento mas utilizado para la induccion de embriogénesis somética, sin embargo,
muchos estudios relacionan su uso con el desarrollo anormal de embriones sométicos
(Hashemloian et al., 2008; Vila et al., 2010; Garcia et al., 2019). Estas anomalias estan
asociadas con desérdenes fisiol6gicos y/o variaciones somaclonales, donde las mutaciones
y los cambios epigenéticos influyen en la formacion y maduracion de las estructuras
embrionarias. Se ha comprobado que esta auxina sintética constituye un estimulo inductor
de enzimas remodeladoras de la cromatina que generan cambios de metilacién, los cuales
favorecen la expresion de factores de transcripcion involucrados en la induccién de ES
como son BBM y LEC (Karim et al., 2018; Pasternak et al., 2019). Diversos estudios
plantean que en algunas especies como Arabidopsis thaliana, estos genes pertenecen a
una misma red transcripcional, regulando la expresion de genes codificadores de enzimas
de sintesis de auxinas y otras fitohormonas clave para la induccion de la embriogénesis
somatica (Jha y Kumar, 2018). Sin embargo, el tiempo de exposicion al 2,4-D y la
subsecuente acumulacion de este en estadios globulares, interrumpe el transporte polar de
auxinas e interfiere en el establecimiento del gradiente endégeno que se debe formar para
dar lugar a la polarizacion de estas estructuras y la adquisicion de su simetria bilateral
(Venkatesh et al., 2009; Landey et al., 2015). Por estas razones y teniendo en cuenta las
anomalias observadas en el desarrollo de embriones soméaticos de Capsicum chinense en
este trabajo se decidié analizar los patrones de expresion de los genes BBM y LEC dada
su posible implicacion en la deformacion de los embriones somaticos que limita la
conversion en plantas.

Los factores de transcripcion BBM y LEC son considerados marcadores de la
embriogénesis somatica (Gaj et al., 2005; Nowak et al., 2016) y su expresién ectopica es
capaz de inducir procesos de desdiferenciacion celular que llevan a la formacién de
embriones incluso en tejidos de especies recalcitrantes (Florez et al.,, 2015). Muchos
autores han demostrado la presencia de transcritos de estos genes en tejidos
embriogénicos, mientras que su expresion en tejidos no embriogénicos es nula (Boutilier et

al., 2002; Malik et al., 2007; Alemanno et al., 2008). Estos genes fueron identificados por
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primera vez en el género Capsicum en embriones somaticos obtenidos a partir de cultivo
de anteras de Capsicum annuum (Irikova et al., 2012). Como resultado de los analisis de
expresion en ese trabajo se observo una acumulacion significativa de transcritos de estos
genes en todos los estadios de la embriogénesis, asi como no se detectd su expresion en
bolsillos de anteras ni en tejidos maduros de la planta. Hasta el momento no se ha analizado

la expresion de estos genes en embriones de la especie Capsicum chinense Jacg.

En el presente estudio se observé que los niveles de transcritos del gen BBM fueron
significativamente mayores en embrion cigético en estadios tempranos, lo cual puede
deberse a que este gen desempefia un rol fundamental en el proceso de proliferacion
celular, por lo que se expresa preferencialmente en tejidos jévenes en activa division (Jha
y Kumar, 2018). Muchos estudios han demostrado que la expresion de este factor de
transcripcién esta regulada por un mecanismo epigenético, en el cual las auxinas
desempefian un rol fundamental como activadores de enzimas modificadoras de la
cromatina (Karim et al., 2018; Kumar y Van Staden et al., 2017; Heidmann et al., 2015).
Este hecho puede explicar la disminucién en el nivel de expresion de este gen en el tejido
de embrién cigético avanzado con respecto al temprano, ya que se conoce gque durante el
desarrollo del embrién cig6tico ocurre una acumulacién paulatina de auxinas en estadios
tempranos, la cual se redistribuye y va disminuyendo a medida que avanza el desarrollo del

embrion (Pérez-Pastrana, 2019).

En las muestras de embrién somatico en estadios tempranos la cuantificacién de transcritos
del gen BBM resulté ser muy baja, con un aumento poco significativo en estadios
avanzados, evidenciandose un patrén de expresion opuesto al que se observd en
embriones cigéticos. Rupps et al. (2016) reporté un aumento en la expresion de este gen al
analizar la acumulacién de transcritos en embriones somaticos en diferentes estadios de la
especie dicotiledénea Larix decidua. Sin embargo, en ese estudio no se observé el mismo
comportamiento en el patrén de expresion en embriones cigéticos. En cambio, varios
estudios reportan altos niveles de expresion de BBM en estadios tempranos de la
embriogénesis somatica (Wang et al., 2010; Kulinska-Lukaszek et al., 2015; Zhang et al.,
2020). BBM se expresa preferencialmente en presencia de estimulos generadores estrés,
activando vias de transduccién de sefiales que permiten la induccion de células somaticas
diferenciadas y la formacion de embriones somaticos (Boutilier et al., 2002). Esta baja

expresion del gen en embriones somaticos de C. chinense puede estar relacionada con la
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baja eficiencia en el protocolo que reporta Avilés-Viias et al. (2013) al suprimir el 2,4-D del
medio de cultivo, ya que en ausencia de este estimulo la expresién del gen puede ser muy
poca o nula.

En cuanto a la cuantificacion de transcritos del gen LEC se observo una menor acumulacion
de estos en estadios tempranos de embriones cigoticos que aumenté significativamente en
estadios avanzados. Estudios previos han confirmado que, aunque los transcritos de este
gen son detectables en estadios tempranos de la morfogénesis cigética, estos tienden a
acumularse hacia la fase de maduracion de los embriones (Braybrook y Harada, 2008).

En los andlisis de expresion llevados a cabo en embriones somaticos de especies como
Arabidpsis thaliana (Ledwon y Gaj, 2011) y Mussa (Shivani et al., 2017) la expresion de
LEC aumenta a medida que avanza el desarrollo del embrion. Sin embargo, se observo un
patron de expresion opuesto en embriones somaticos, donde la acumulacion de transcritos
de este gen fue significativamente mayor en estadios tempranos. La expresion de los FT
de la familia LEAFY COTHYLEDON provoca un aumento en los niveles de auxina endégena
ya que actlan como activadores de los genes YUCCA, que codifican para enzimas
encargadas de la sintesis de esta fitohormona. Consecuentemente, aumenta la expresion
de genes como WUSCHEL, SERK, CLF y SHOOT MERISTEM, implicados en los cambios
fisiol6gicos propios del desarrollo normal de los embriones (Elhiti et al., 2013). Por tanto,
este patrén inusual de expresion puede estar relacionado con las anomalias en el desarrollo
que presentan los embriones de Capsicum chinense ya que se ha comprobado que, en
plantas mutadas en este gen, se observan defectos en la morfologia de los cotiledones y
problemas en la maduracién (Guo et al., 2013). Esto a su vez puede explicar la afectacion
en la sintesis de auxina enddgena reportada para embriones somaticos de Capsicum

chinense por Pérez-Pastrana (2019).

En embriones cigéticos, una vez que se induce la sintesis de auxina endégena a través de
la expresion se los genes YUC, comienzan a expresarse genes que codifican para
transportadores de auxinas, como son los genes de la familia PIN FORMED (Fehér, 2019).
PIN1 y PIN7 actuan directamente en el establecimiento de un transporte apical basal de Ax
en estadios tempranos de la embriogénesis. Aunque su expresion y localizacion juegan un
rol fundamental en el correcto desarrollo de los embriones, estudios con mutantes de estos
genes en Arabidopsis muestran que se presentan algunas anomalias en la formacion de

estas estructuras, que se revierten a medida que avanza el desarrollo. Esto se le atribuye
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a la redundancia funcional que presentan los genes PIN (Friml et al., 2003; Palovaara and
Hakman, 2009).

En el presente trabajo no se detectaron diferencias significativas entre los niveles de
transcritos de PIN1 en embriones cigéticos en estadio temprano y avanzado, con una
acumulacién levemente mayor en estadios tempranos. Esto puede explicarse teniendo en
cuenta que en este estudio se tomaron como estadios tempranos y avanzados semillas de
frutos verdes y maduros respectivamente, ya que, segun Hofmann et al. (2019), el programa
morfogenético de estos es mas similar al de los embriones somaticos. Sin embargo, no se
estudiaron estadios previos de formacién del embrion cigotico en los que se reporta la
mayor acumulacion de transcritos de este gen. Por otra parte, los niveles de transcritos en
ambos estadios de embriones somaticos fueron significativamente diferentes,
observandose la méaxima expresion en estadios avanzados. La mayor acumulacion de
transcritos de PIN7 se observé en embriones cigéticos en estadio avanzado, presentando
diferencias significativas con lo registrado en estadios tempranos. En embriones somaticos
se observo el mismo patron de expresion, sin embargo, la cuantificacion de transcritos fue
significativamente menor en comparacion con los embriones cigéticos. Este patrén de
expresion coincide con el reportado por Regla-Marquez et al. (2019) al analizar la
acumulacién de transcritos de PIN1 y PIN7 en embriones cigéticos y somaticos de
Capsicum chinense Jacq. Las diferencias al comparar los niveles de transcritos
cuantificados en ese trabajo con los que se reportan en el presente estudio, pueden deberse
a las modificaciones realizadas en los tiempos de recoleccién de los embriones y a la mayor
exposicion de estos al regulador de crecimiento presente en el medio. La morfologia de
embriones somaticos y cigéticos ha sido asociada con la expresion de los genes PIN
regulada por la metilacién del DNA (Xiao 2006; Fraga et al., 2016). En la embriogénesis
cigética, el estudio de Xiao (2006) demostrdé que el patrén de metilacion del DNA esta
relacionado con la expresion de PIN1 en Arabidopsis, la cual es necesaria para el
establecimiento del transporte de auxinas en el embrién. En contraste, para la induccion de
la ES, los niveles de metilacion estan afectados por la presencia del regulador de
crecimiento en el medio de cultivo. En consecuencia, disminuye la transcripcién de los
genes PIN y se afecta el transporte polar de auxinas, impidiendo que la morfogénesis se

desarrolle normalmente (Friml, 2003).
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3 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

3.1 CONCLUSIONES

Los patrones de expresion de los genes BBM, LEC, PIN1 y PIN7 en embriones sométicos
en estadios tempranos y avanzados son opuestos a los que se observaron en embriones
cigéticos de C. chinense, lo cual indica que la regulacién de la sintesis de auxinas durante
la embriogénesis somatica, asi como el transporte polar de esta fitohormona se encuentran
afectados, interfiriendo con los procesos de division celular, maduracion y diferenciacién de

estas estructuras e impidiendo su conversion en plantas.

3.2 PERSPECTIVAS

e Los resultados de este trabajo contribuyen al entendimiento del proceso de
embriogénesis somética de C. chinense a nivel molecular y serviran de base a
investigaciones encaminadas a resolver el problema de la recalcitrancia en esta
especie por métodos biotecnolégicos.

¢ Resulta fundamental realizar la secuenciacién de los genes estudiados ya que es la
primera vez que se identifican en la especie C. chinense.

e Es importante estudiar la expresion de estos genes bajo diferentes condiciones
experimentales, especialmente variando las concentraciones y el tipo de regulador
de crecimiento utilizado para los procesos de induccion e histodiferenciacion de la
embriogénesis soméatica.

e Seria interesante realizar un estudio a nivel epigenético para conocer el efecto del
tratamiento utilizado en el protocolo de embriogénesis sobre los niveles de
metilacién del ADN, lo cual pudiera arrojar datos valiosos para comprender como
las condiciones de cultivo y reguladores de crecimiento pueden afectar la epresion
génica durante el proceso.

o Resulta de especial interés estudiar la expresién de otros genes implicados en la
red transcripcional que regula la sintesis de auxinas y su transporte, entre estos se

encuentran:
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El factor de transcripcion AGL15

Genes codificadores de enzimas de sintesis de auxinas como I1AA30 y los
genes de la familia YUC

Genes codificadores de enzimas remodeladoras de la cromatina como son

PKL y PRC involucradas en la activacion de esta red transcripcional
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