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ABREVIACIONES

ES: embriogénesis somatica
EC: embriogénesis cigotica
MS: medio Murashige y Skoog
RCV: reguladores del crecimiento vegetal
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AUX: auxina
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KIN: kinetina

RT-gPCR: reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion reversa en tiempo real.



RESUMEN

La via ubicuitina-proteasoma (UPS) es una de las principales rutas de degradacion de proteinas
de vida corta y media en células eucariotas. En plantas, la percepcién y sefializacion de
reguladores del crecimiento (RCV) es modulada por la via UPS. Los RCV intervienen en la
embriogénesis somatica (ES). Durante la ES se ha observado la expresion de genes y
acumulacion de proteinas relacionadas con factores de transcripcion, transporte y sintesis de
RCV (auxinas y citocininas) que son clave para la conversion de la célula somatica a célula
embriogénica y la formacion del embrion. Se han reportado proteinas responsables de la cascada
de ubicuitinacion y subunidades del proteasoma 26S durante la induccion de la ES pero, se
desconoce el papel de la via UPS en la induccion de la ES. Por lo tanto, en este trabajo, se
bloqued la actividad del proteasoma 26S con el inhibidor MG-132 durante la diferenciacién celular
asociada a la ES y promovida por auxina y citocinina de Coffea canephora Pierre ex A. Froehner.
Se evaluaron los cambios morfolégicos y moleculares durante la ES. Los resultados mostraron
que los explantes de hoja, pretratados con MG-132 inducen y maduran embriones somaticos,
pero presentan un retraso y reduccion en el numero de centros meristematicos, respecto a los
testigos, sin este tratamiento. Por otro lado, los embriones resultantes de los explantes de hoja
pretratados con MG-132 mostraron una conversion mas eficiente de globulares a embriones
cotiledonares. Estos embriones presentaron una bifurcacion temprana del procambium y dieron
lugar a una raiz con mayor longitud, respecto a los testigos, sin este tratamiento. A nivel
molecular, se observd que el tratamiento con MG-132 alteré los patrones de expresion de los
genes WOX4, LEC1, BBM1, AGL15, ARF5, AHK1, YUC1 e IPT1. Adicionalmente, los patrones
de expresion de los genes YUC1 e IPT1 fueron los mas afectados por MG-132, lo que sugiere
una conexion entre el proteasoma 26S y la sintesis de auxinas y citocininas. Lo anterior sugiere
que el proteasoma 26S esta implicado en el programa de diferenciaciéon celular en ES de C.

canephora.



ABSTRACT

The ubiquitin-proteasome pathway (UPS) is one of the main pathways for degrading short- and
medium-lived proteins in eukaryotic cells. In plants, the perception and signaling of plant growth
regulators (PGR) are modulated by the UPS pathway. PGRs are involved in somatic
embryogenesis (SE). During SE, gene expression and accumulation of proteins related to
transcription factors, as well as the transport and synthesis of growth regulators (auxins and
cytokinins) that are key for somatic cell to embryogenic cell conversion and embryo formation,
have been observed. Proteins responsible for the ubiquitination cascade and 26S proteasome
subunits during SE induction have been reported, but the role of the UPS pathway in SE induction
is unknown. Therefore, in this work, 26S proteasome activity was blocked with the inhibitor MG-
132 during auxin- and cytokinin-promoted cell differentiation in Coffea canephora Pierre ex A.
Froehner ES. Morphological and molecular changes during ES were evaluated. The results
showed that leaf explants, pre-treated with MG-132-induced and matured somatic embryos,
presented a delay and reduction in the number of meristematic centers. On the other hand,
embryos showed a more efficient conversion from globular to cotyledonary embryos. These
embryos showed early bifurcation of the procambium and gave rise to a longer root. At the
molecular level, it was observed that MG-132 alters the expression patterns of WOX4, LECT,
BBM1, AGL15, ARF5, AHK1, YUC1 and IPT1 genes. Additionally, the expression patterns of
YUC1 and IPT1 genes were most affected by MG-132, suggesting a connection between the 26S
proteasome and auxin and cytokinin synthesis. This suggests that the proteasome is involved in

the cell differentiation program in SE of C. canephora.



INTRODUCCION

La sintesis y degradacion de proteinas son dos interruptores que controlan la expresién génica
en la célula vegetal y la disponibilidad de proteinas (Ng, 2020). La sintesis y degradacién de
proteinas dependen del estadio de desarrollo de las plantas (Nelson et al., 2014). Una de las vias
de degradacion de proteinas mas importantes de las células eucariotas es la via proteasomal.
Esta via inicia con la ubicuitinacion de las proteinas a degradar, mediante la adicion covalente de
proteinas tipo ubicuitina. Posteriormente, las proteinas poliubicuitinadas son captadas por el
proteasoma 26S y degradadas. De acuerdo con lo anterior, la via proteasomal es conocida como
la via ubicuitina-proteasoma (UPS) (Kurepa y Smalle, 2008). Actualmente, se ha reportado que
la via UPS modula el desarrollo de las plantas mediante la percepcion y sefializacion de
reguladores del crecimiento vegetal (RCV). Por esta razon, las investigaciones que involucran la
via UPS se han centrado en procesos de desarrollo de la planta, valiosas por su aplicacion a la

biotecnoldgica de la embriogénesis somatica (ES).

La ES es un proceso que puede ocurrir tanto en la naturaleza como en el laboratorio bajo
condiciones controladas (Loyola-Vargas y Ochoa-Alejo, 2016; Quiroz-Figueroa et al., 2006). Bajo
condiciones de laboratorio, la ES consiste en cultivar células somaticas en las condiciones
adecuadas para dar lugar a células embriogénicas. Posteriormente, las células embriogénicas
pasan por un proceso morfofisiolégico que produce embriones somaticos y finalmente plantas
completas. Se ha reportado que diferentes RCV, como auxinas y citocininas, juegan un papel
esencial en la regulacion de la ES. De manera similar, en diferentes investigaciones se ha
reportado que las auxinas y/o citocininas exégenas durante la primera etapa de induccién de la
ES juega un papel clave en la regulacion genética de una célula que provoca su transformacion
en embrion. Esto sugiere que el estudio de la ES serviria para optimizar los sistemas

biotecnoldgicos de regeneracion vegetal (Loyola-Vargas y Ochoa-Alejo, 2016).

Por otro lado, se conoce que la expresion de genes y acumulacion de proteinas involucradas en
la sintesis y transporte de RCV, y genes que codifican a proteinas factores de transcripcion, son
esenciales para que ocurra la ES (Avilez-Montalvo et al., 2022; Méndez-Hernandez et al., 2019;
Wojcikowska & Gaj, 2017a). Por lo que el estudio del patron de expresion de estos, y su
acumulacion a nivel de proteina bajo diferentes condiciones de la ES, es clave para comprender
y optimizar la eficiencia de esta (Elhiti et al., 2013). El uso de herramientas de RT-PCR han
permitido observar el patron de expresion de genes en condiciones 6ptimas y no optimas durante

la induccion de la ES.



Por otra parte, la ES puede darse a través de dos rutas: embriogénesis somatica directa y
embriogénesis somatica indirecta. En la ES indirecta se producen callos (tejido desorganizado y
desdiferenciado) y posteriormente se forman células embrionarias que produciran embriones. Por
otro lado, en la ES directa los embriones somaticos se forman en la superficie del explante
vegetal, sin pasar previamente por callos (Quiroz-Figueroa et al., 2006). En ambas rutas la
correcta regulacion génica, es muy importante para un eficiente y exitoso protocolo de ES. Sin
embargo, en la ES directa se considera que las células somaticas, una vez reprogramadas y
convertidas en células embriogénicas, se convertirdn en embriones {Quiroz-Figueroa et al.,
2006). Debido a ello, se podria sugerir que esta ruta comprende una regulacién génica mas

compleja que en la ES indirecta.

No obstante, actualmente, se desconoce de qué manera la via UPS pudiera estar interviniendo,
mediante la degradacion de proteinas, en la regulacion de la expresion genes involucrados en la
ES para la 6ptima induccion de la ES. No obstante, interesantemente se han encontrado
proteinas del proteasoma 26S en condiciones Optimas y no 6ptimas para la induccién de la ES
sugiriendo que el proteasoma puede estar regulando de una manera positiva o negativa la ES
(Aguilar-Hernandez y Loyola-Vargas, 2018). Esto ha despertado nuestro interés para estudiar la
regulacion morfoldgica y molecular de la induccion de la ES via UPS en cafeto (Coffea canephora

Pierre ex A. Froehner).



CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1. Mecanismos para degradar las proteinas.

Las plantas a lo largo de su desarrollo sintetizan y degradan proteinas que regulan diferentes
genes necesarios para sus procesos biologicos. La sintesis y degradacion de proteinas esta
sujeta a las etapas de desarrollo y al estimulo ambiental al que esta sometida la planta (Nelson
etal., 2014). Una regulacion incorrecta de la acumulacion de las proteinas ocasiona desequilibrios
metabdlicos, estrés proteotdxico e inhibicion de procesos celulares (Vierstra, 1993a). Para
modular esta regulacion, las plantas, como otros organismos vivos, han desarrollado mecanismos

de degradacién proteolitica.

La protedlisis se puede llevar a cabo por tres vias diferentes: por la accion de las proteasas, la
autofagia o en el proteosoma (Vierstra, 1993b). Las proteasas se descubrieron a principios de
1900, no requieren de adenosina trisfosfato (ATP) para hidrolizar los péptidos y son especificas
para ciertas secuencias de aminoacidos. Las proteasas pueden clasificarse de acuerdo con el
sitio donde se escinden los péptidos blanco. Las endopeptidasas escinden aminoacidos no
terminales de la proteina, mientras que las exopeptidasas cortan los aminoacidos terminales de
la proteina. Por ejemplo, la tripsina que es una endopeptidasa corta cerca de residuos de lisina 'y
arginina, pero no si un residuo de prolina esta en el lado carboxilo del sitio de escision. Las
caspasas en cambio tienen la capacidad de escindir los péptidos en un residuo del acido aspartico
(Palma et al., 2002). A su vez, las exopeptidasas se dividen en aminopeptidasas y
carboxipeptidasas, las cuales pueden cortar péptidos blanco en el extremo N—terminal y C—

terminal, respectivamente (Palma et al., 2002).

Por otro lado, entre 1955 y 1966 se descubrio la autofagia (Duve et al., 1953). Esta via implica la
degradacién de proteinas en los lisosomas, en los animales o en las vacuolas de las plantas. La
autofagia involucra la formacion de vesiculas (autofagosomas) en el citoplasma que
posteriormente se fusionan con los lisosomas o vacuolas para liberar proteinas u organelos
blanco (Figura 1.1) (Clague y Urbé, 2010). Finalmente, en 1980 se descubrié la via proteasomal
(Etlinger y Goldberg, 1977; Wilk y Orlowski, 1980), también llamada como la via Ubicuitina-
Proteasoma (UPS) (Clague y Urbé, 2010; Marshall y Vierstra, 2019). Esta via inicia con la
ubicuitinacion de las proteinas blanco, mediante la adicién covalente de multiples ubicuitinas.
Posteriormente, las proteinas poliubicuitinadas son degradadas dentro del proteasoma 26S
(Figura 1.1).



La via UPS es una de las principales vias de degradacion de proteinas en células eucariotas para
controlar los niveles intracelulares de una variedad de proteinas de vida corta (Vierstra, 1993a,
2009). Proteinas asociadas al control de procesos del crecimiento y desarrollo, y a la respuesta
al estrés biotico y abidtico son moduladas por ubicuitinacion (Moon et al., 2004). De acuerdo con
esto, es importante estudiar la relacion entre la via UPS y la ES que involucra la intervencion de

diferentes RCV y una estricta modulacién de la abundancia de proteinas.
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Figura 1.1. Vias de degradacion de proteinas en la célula eucariota.

1.1.1. Mecanismo de degradacién de proteinas por la via UPS.

En 1978, los investigadores Aaron Ciechanover, Avram Hershko e Irwin Rose caracterizaron el
sistema de conjugacion de la ubicuitina y su papel en el marcado de proteinas para su
degradacion (Ciehanover et al.,, 1978). UPS involucra el marcado de las proteinas con
poliubicuitinas para su posterior degradacion en el proteasoma 26S por la accion de proteasas

de tipo caspasa, tripsina y quimotripsina (Coux et al., 1996; Tanaka, 2009).

En el UPS, las proteinas se marcan covalentemente con un péptido de 76 aminoacidos, llamado
ubicuitina (Ub), uniendo la Gly del extremo C-terminal de la Ub y un residuo de Lys de la proteina
blanco. Sobre esta primera Ub unida se genera la cadena de ubicuitinas (Ubs) interconectadas a
través de residuos de Lys, mayoritariamente la Lys48. Tres enzimas diferentes conocidas como

enzima activadora Ub E1, enzima conjugadora Ub E2 y Ub ligasa E3 estan implicadas en el



etiquetado de las proteinas blanco (Coux et al., 1996; Kurepa y Smalle, 2008) (Figura 1.2).

Finalmente, la proteina marcada es reconocida por el proteasoma 26S y es degradada.

( Prote(nax"
A%—' El T E2 o — E3 """‘\,t""v
Ub E2

Ub Ub

\’ Ub
Ub
Ub

Ub

Figura 1.2. Marcaje de proteinas por ubicuitinacion. La Ub se une a la

enzima E1. Posteriormente, la Ub es transferida a la enzima de E2. El complejo

E2-Ub se une a la enzima E3 para conjugar el monémero de Ub a un residuo

de Lys de la proteina blanco.
La enzima E3 es muy importante en el proceso de ubicuitinacion porque reconoce la proteina
blanco. Las enzimas E3 se clasifican segun sus mecanismos de accion y la organizacion de sus
subunidades en tres clases: HECT (homologia con el terminal carboxil asociado a E6), RING/U-
box (nuevo gen realmente interesante RING/Caja U) y CRL (Cullin-RING ligasas de subunidades
multiples E3s). Las CRLs utilizan proteinas de reclutamiento pertenecientes a las familias F-box,
el complejo Broad Tramtrack Bric-a-Brac (BTB) o DDB1 vinculante WD40 (DWD) para unir la
proteina blanco (Ban y Estelle, 2021). Las CRL ligasas son consideradas como “centros
moleculares” debido a que modulan la percepcion y sefializaciéon de RCV como la auxina (Moon

et al., 2004). Interesantemente, se presume que la auxina es clave en el proceso de la ES.

1.1.2. Composicion del proteasoma 268S.

El proteasoma 26S es un complejo proteico altamente conservado en plantas, con multiples
subunidades que en conjunto tienen una masa molecular de 2.4 MDa. Consta de dos regiones
aledanas 19S (RP, regulatory particle) y una regién central (CP, core protease) conocida como
proteasoma 20S (20SP) que se encarga de degradar las proteinas. La regiéon RP, se divide en dos
regiones conocidas como “puerta y base”. A su vez, las dos regiones RP puerta y base
comprenden aproximadamente 20 subunidades diferentes que pueden dividirse en dos grupos:
subunidades de triple ATPasa (RPT) y subunidades no ATPasas (RPN) (Figura 1.3) (Tanaka,
2009).



La regidon RP puerta, distante a la regién CP, contiene las subunidades RPN 3, 5-9, 11, 12y 15.
La subunidad RPN11 tiene actividad metaloisoproteasa y, por lo tanto, desubicuitina las proteinas,
reciclando las Ubs. Las regiones RPN5, RPN6 y RPN7 han mostrado ser esenciales para el
ensamblaje de la regiéon RP. Por otra parte, la region RP base, préxima a la region CP, realiza el
despliegue de la proteina y la transloca a la camara de protedlisis de la region CP. La region RP
base contiene las subunidades RPT 1-6 y las subunidades RPN 1, 2, 10 y 13. Las subunidades
RPN 10 y 13 funcionan como receptores de Ub y atrapan las proteinas poliubicuitinadas (Coux et
al., 1996; Kurepa y Smalle, 2008; Tanaka, 2009).

Ahora se conoce que Arabidopsis thaliana (L.) Heynh tiene 18 genes que codifican para
subunidades RPN y 11 genes que codifican para subunidades RPT. Estudios realizados en el
laboratorio 22 del Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan (CICY) revelaron que en C.
canephora existen 13 genes que codifican para subunidades RPN y 7 que codifican para
subunidades RPT (Ver Capitulo ). En A. thaliana, la subunidad RPN12 se ha asociado con la
respuesta a los RCV auxina y citocinina (Smalle et al., 2002), y la subunidad RPN1 al desarrollo
del embrion cigético (Brukhin et al., 2005). Estos hallazgos y la participacion de los RCV auxinas

y citocininas en la ES sugieren que la via UPS podria intervenir en la ES.

La region CP es una proteasa dependiente de ATP, constituida por 4 anillos apilados, los dos
anillos internos estan formados por siete subunidades beta (3-PB-A, B-PB-B, 3-PB-C, 3-PB-D, B-
PB-E, B-PB-F y B-PB-G). De las siete subunidades, tres tienen actividad de proteasa: PB-A (1)
tiene actividad de caspasa, PB-B (B2) tiene actividad de tripsina y PB-E (35) es una proteasa con
actividad de quimotripsina. Estas subunidades tienen aminoacidos treonina en sus sitios activos.
Los anillos externos estan compuestos por siete subunidades alfa (a-PA-A, a-PA-B, a-PA-C, a-
PA-D, a-PA-E, a-PA-F, a-PA-G) (Figura 1.3) (Coux et al., 1996; Kurepa y Smalle, 2008). A. thaliana
tiene 13 genes que codifican para subunidades alfa (o) y 11 genes que codifican para subunidades
beta (B). De manera interna, en el laboratorio 22 del CICY se identificaron 9 genes que codifican
para subunidades alfa (o) y 11 genes codifican para subunidades beta () en C. canephora (Ver

Capitulo I).
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Figura 1.3. Organizacion del proteasoma 26S. Las
subunidades en las regiones aledafias RP (19S) y central (CP)
estan indicadas. La degradacién proteica tiene lugar en la
region CP. Imagen tomada de Tanaka (2009).

Estudios de protedmica en ES han revelado la presencia de subunidades del proteasoma 26S,
no obstante, se desconoce si el proteasoma 26S activo es necesario para la ES. Inhibidores para
inactivar el proteasoma 26S se han utilizado en estudios de la germinacion de polen (Sheng et
al., 2006; Speranza et al., 2001), la fotosintesis bajo condiciones de estrés por metales (Mendoza
et al., 2020), y el desarrollo de la raiz (Pereksta et al., 2020).

1.1.3. Inhibidores reversibles e irreversibles del proteasoma 26S y ejemplos de su uso en

plantas.

La abundancia de proteinas que se degradan a través de UPS puede verse afectadas por la
presencia de inhibidores de proteasoma 26S en la célula y, por lo tanto, afectar diferentes
procesos de la planta, incluyendo el desarrollo morfolégico (Mendoza et al., 2020; Negi et al.,
2010; Pereksta et al., 2020; Speranza et al., 2001). Por ejemplo, Speranza et al. (2001) report6
que el inhibidor MG-132 modificé la germinacién del polen alterando el tubo polinico de Actinidia
deliciosa (A. Chev.) C.F. Liang & A.R. Ferguson. Utilizando este mismo inhibidor MG-132, pero



en Brassica napus L., Pereksta et al. (2020) reportaron alteraciones en la respuesta

transcripcional asociada con la elongacion de la raiz en las células radiculares.

Los inhibidores reversibles del proteasoma 26S tales como MG-132 y los inactivadores tales

como syringolin A se unen a las subunidades del proteasoma 26S y se han utilizado

efectivamente en plantas (Cuadro 1.1).

Cuadro 1.1. Inhibidores utilizados para inactivar el proteasoma 26S.

Inhibidores reversibles

Nombre del Origen Organismo Modo de accién Referencia
Inhibidor aplicado
MG-132 Sintético Plantas/ Reacciona el grupo (Leey
animales aldehido del inhibidor ~ Goldberg, 1998)
con la treonina del
sitio activo de la
subunidad 1 del
proteasoma.
Bortezomib (MG-  Sintético Aminales El grupo boronato del  (D. Chen et al.,
341/ PS-341) inhibidor se une a la 2011)
treonina del sitio
activo.
Ixazomib Sintético Animales El inhibidor (Fricker, 2020)

comprende un grupo
boronato que se une a
la treonina del sitio
activo.




Continuacion cuadro 1.1. (Continuacion).

Inhibidores irreversibles

Lactacistina
(blasto-beta-
lactona)

Natural, extraido
de Streptomyces
lactacystinaeus

Animales

Se une
covalentemente al
residuo de treonina N-
terminal del sitio
activo en ciertas
subunidades (3 del
proteasoma 26S

(Omuray
Crump, 2019;
Coux et al.,
1996)

Epoxomicina

Natural extraido
de Streptomyces

Animales

El grupo epoxicetona
del extremo C-
terminal de la
Epomicina forma un
enlace covalente con
la treonina del sitio
activo de la subunidad

B.

(Meng et al.,
1999)

Carfilzomib

Sintético

Animales

Contiene una
epoxicetona que
forma un enlace
covalente con la
treonina del sitio
activo del proteasoma
26S

(Khany
Stewart, 2011)

Siringolina A

Natural extraido
de Pseudomonas
syringae pv
syringae.

Plantas

El sistema carbonilico
a Yy B-insaturado
reaccionan con la
treonina del sitio
activo del proteasoma
268S.

(Groll et al.,
2008)

El inhibidor MG-132 es uno de los primeros inhibidores desarrollados para el proteasoma 26S.

En Chlamydomonas reinhardltii, un alga unicelular se sugiere que el MG-132 ligado al proteasoma

se puede eliminar después de 8 horas de cultivo del alga en medio fresco (Mendoza et al., 2020;

Speranza et al., 2001). Durante la inhibicién, el grupo aldehido de MG-132 forma un enlace



hemiacetal con el grupo hidroxilo de un residuo de treonina presente en el sitio activo de la
subunidad B1 del proteasoma 26S (Figura 1.4.) (Gladman et al., 2016). Debido a que la inhibicion
de MG-132 es reversible, los tratamientos de muestras van desde 30 minutos hasta 36 horas.
(Mendoza et al., 2020; Negi et al., 2010; Pereksta et al., 2020; Speranza et al., 2001). Este

inhibidor también actua sobre las calpainas y las catepsinas lisosomales (Fricker, 2020).

MG-132

Figura 1.4. Unién de MG-132 al proteasoma 26S.

1.1.4. UPS en la regulacion del crecimiento y expresion génica.

La regulacién molecular en las plantas comprende un preciso balance de reguladores de
crecimiento que pueden inducir la expresion y/o represion de genes, y la sintesis de proteinas
durante el desarrollo y el crecimiento. Estas proteinas de tipo estructural, reguladoras
transcripcionales, transportadoras o receptoras de reguladores del crecimiento participan en la
mayoria de los aspectos fisioldgicos y bioquimicos, asi como en la sefalizacion interna y externa
de la célula vegetal (Nelson et al., 2014). Mediante la modulacion de la abundancia de estas
proteinas, el UPS puede controlar el desarrollo de la planta. Por ejemplo, la via UPS regula de
manera positiva la percepcidén y sefalizacion de auxinas. Las auxinas son percibidas por el
receptor TIR1/AFB (Respuesta del Inhibidor de Transporte 1 / F-Box Sefializacion de Auxina),
que es una enzima E3 ligasa y tiene como blanco la proteina Aux/IAA (Auxina/Indol-3-Acético).
A bajas concentraciones de auxinas en la célula, Aux/IAA interactua con ARFs (Factores De
Respuesta Auxina) para prevenir la generacion de transcritos blanco de ARFs. Por otro lado, a
altos niveles de auxinas, el complejo TIR1/AFB percibe la auxina, ubicuitina Aux/IAA para ser
degradado por el proteasoma 26S, lo que permite que los ARFs promuevan la transcripcion de
los genes blanco (Figura 1.5) (Das et al., 2021). En el ciclo celular hay dos proteinas muy

importantes: las ciclinas y los inhibidores de quinasas dependientes de ciclina (CDK), los cuales



modulan las fases del ciclo celular. El proteasoma 26S controla la protedlisis espacial y temporal

de las ciclinas y las CDKs, asegurando asi la unidireccionalidad del ciclo celular (Adams, 2004).

Figura 1.5. Regulacion transcripcional dependiente
de auxinas. Imagen tomada de Das et al., (2021).

Debido a que los reguladores del crecimiento promueven diferentes procesos celulares como la
division celular y la ES, se han descrito como la base para el desarrollo de todos los 6rganos
vegetales (del Pozo y Manzano, 2014; Zhao et al., 2013). De acuerdo con lo anterior, el papel del

UPS en la ES podria ser relevante.

1.2. Embriogénesis somatica: aspectos morfolégicos y moleculares.

La ES ocurre en la naturaleza bajo ciertas condiciones ambientales, por ejemplo, en Kalanchoe
spp. que producen embriones alrededor de sus hojas. También tiene lugar en el primordio de la
semilla (6vulo), en las células madre de microsporas, y en las células del suspensor (Radoeva y
Weijers, 2014).

La formacion de embriones somaticos también puede inducirse in vitro desde un explante de
tejido vegetal a través de reguladores del crecimiento (Loyola-Vargas y Ochoa-Alejo, 2016) ,
desarrollandose a través de ES directa o ES indirecta. En la ES indirecta se producen callos
(tejidos desorganizados y desdiferenciados) y posteriormente se forman células embrionarias que

produciran embriones. Por otro lado, en la ES directa los embriones somaticos se forman en la



superficie del explante vegetal, sin pasar previamente por callos (Quiroz-Figueroa et al., 2006).
En ambas rutas, la correcta regulacion de la expresion de genes, que codifican a factores de
transcripcién, transportadores y enzimas involucradas en la regulacién de reguladores del
crecimiento, como las auxinas y citocininas, es muy importante para un eficiente y exitoso
protocolo de ES (Aguilar-Hernandez y Loyola-Vargas, 2018). Durante la ES directa las células
somaticas, una vez reprogramadas y convertidas en células embriogénicas, se convertiran en

embriones.

La ES ocurre en varias fases, tales como: 1) la induccion de la ES, 2) la formacion de los centros
meristematicos y 3) el desarrollo del embrion somatico (Elhiti et al., 2013) (Figura 1.6). En la
induccion de la ES, las células somaticas pasan por una desdiferenciacion y adquieren la
competencia para posteriormente dar lugar a células embrionarias, normalmente esta fase se
realiza en medios de cultivo suplementados con auxinas. Posteriormente, en la segunda fase las
células embrionarias realizan una division celular rapida y se transforman a células
meristematicas, a partir de las cuales se desarrollan los embriones somaticos globulares. En la
tercera fase, los embriones globulares atraviesan por diferentes formas, en el caso de las plantas
dicotiledoneas son: corazon, torpedo y cotiledonar, esta transicién de formas comprende la fase
del desarrollo del embrion (Elhiti et al., 2013).

Células
somaticas

Desdiferenciacion
celular -
Induccion de la ES

Células
embrionarias

Células
meristematicas

Desarrollo del

Embrion s
embrién
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Figura 1.6. Diagrama esquematico aceptado de las

fases del proceso de ES in vitro, imagen editada de

Elhiti et al., (2013).
La ES depende de varios procesos bioquimicos y otros factores. Por ejemplo, la percepcion y
sefalizacién de auxinas, la expresion de genes asociados con la embriogénesis, incluyendo
ARF5, LEC1, AGL15, SERK y WOX4. Los patrones de expresion de estos factores de
transcripcion son clave para la desdiferenciacién, la formacion de células embriogénicas y el

desarrollo del embrion (Fehér, 2015).

Interesantemente, en estudios con la embriogénesis somatica indirecta en Zea mays L. Millo., la
expresion del gen SERK1 determiné la viabilidad de los callos para formar embriones somaticos.
De este modo, los callos embriogénicos (CE) en medios suplementados con auxinas,
presentaban la expresion del gen SERK1, en comparacion con los callos no embriogénicos
(CNE). Ademas, el patron de expresion del gen SERK1 varié durante la ES (Baudin Sylvie et al.,
2000).

1.2.1. Formacién y desarrollo del embrién en la ES.

La formacion del embriéon a partir de una o de un grupo de células somaticas sigue siendo un
misterio y desafio fundamental para la compresion de la ES. La histologia se ha utilizado para
visualizar el inicio de la formacion de embriones somaticos en diferentes especies de plantas, lo
que ayuda a determinar su origen. (Grzyb y Mikuta, 2019; Rocha et al., 2012). La célula o células
embriogénicas que dan lugar a los embriones generalmente tienen una pared celular con la
presencia de cumulos de almidén, citoplasma mas denso, vacuola fragmentada, un nucleo
altamente activo con nucléolo grande, alta relacién nucleo-citoplasma y bajos niveles de
heterocromatina (Awada et al., 2019; Rocha et al., 2012).

La competencia embriogénica suele estar precedida por la division celular de dos tipos de células:
la célula basal, que dara lugar al suspensor, la hipdfisis y la cubierta de la raiz; y la célula apical,
que dara lugar al embrion (Armenta-Medina et al., 2020; Winkelmann, 2016). Este fendbmeno se
puede ver a nivel histolégico como una regidén de células que se dividen constantemente. Luego,
la divisidn celular de las células basales y apicales dara lugar secuencialmente al dermatogeno,
al embrién en estadio globular, corazon, torpedo y cotiledonar (Figura 1.7). Al finalizar la etapa
globular, se establecen células de tejido vascular, meristemo apical y meristemo radicular.

Mientras que los cotiledones (las primeras hojas u 6rganos laterales) se establecen en el estadio
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de corazoén. Por ultimo, el embridn en estadio corazon atravesara un periodo de morfogénesis
que comprende la elongacion de los meristemos apicales (MA) y radiculares (MR), y el pliegue
del hipocoétilo (tallo embrionario) y los cotiledones alargados a medida que se desarrolla el
embrion (Figura 1.6) (Armenta-Medina et al., 2020; Winkelmann, 2016). Se ha reportado que las
diferentes estructuras morfolégicas observadas durante el desarrollo embrionario son
estimuladas por los reguladores del crecimiento auxinas y citocininas. Interesantemente, la
interrupcioén de la subunidad RPN12 del proteasoma 26S, afecta en la sensibilidad de la planta
por estos reguladores de crecimiento, resultado en alteraciones en el desarrollo de las hojas y las
raices. (Kurepa et al., 2013; Smalle et al., 2002).

Cotiledonar

Dermatégeno Globular

Apecal
7 cell

8. Basal

Cell

Figura 1.7. Desarrollo embrionario de la planta dicotiledonea A. thaliana. MA:
meristemo apical; MR: meristemo radical. Imagen tomada de Armenta-Medina et
al., (2020).

1.2.2. Regulacién molecular de la ES.

En la induccion de ES, se ha observado un incremento en los niveles de expresion de genes
implicados en la biosintesis de las auxinas incluyendo TAA71 (TRYPTOPHAN
AMINOTRANSFERASE OF ARABIDOPSIS 1), YUC1 (YUCCA1) y YUC3 (YUCCA 3) (Ayil-
Gutiérrez et al., 2013), genes inducidos en respuesta a auxinas, como son los de la clase ARFs
(AUXIN RESPONSE FACTORS) incluyendo ARF5, ARF6, ARF8, ARF10, ARF16 (Wdjcikowska
& Gaj, 2017a). Los ARFs permiten la expresion de los factores de transcripcion LEC1 (LEAFY
COTYLEDON 1) y LEC2 (LEAFY COTYLEDON 1), que también estan involucrados en la
respuesta embriogénica (Lotan et al., 1998; Stone et al., 2001; Wéjcik et al., 2020). En A. thaliana,
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la expresion ectdpica en embriones cigoticos inmaduros de LEC1y LEC2 promueve la transicion
de la célula somatica a célula embriogénica e induce la formacion de embriones somaticos (Gaj
et al., 2005). Por otro lado, se ha reportado que LEC7 promueve la formacién de tejido
embrionario y LEC2 promueve la formacioén directa de embriones somaticos (Brand et al., 2019).
Mientras que, BBM (BABY BOOM) codifica para una proteina de la familia AP2/ERF
(APETALA2/ETHYLENE RESPONSE FACTOR) (Boutilier et al., 2002). La expresion de BBM en
tejidos meristematicos sugiere su participacion en mantener la identidad celular (Horstman et al.,
2017a). También la expresién de BBM se ha relacionado con la respuesta embriogénica y por lo
tanto con la totipotencialidad (Boutilier et al., 2002), considerandose incluso como un
"biomarcador" de la ES (Chen et al., 2022). Por otro lado, el gen WOX4 (WUSCHEL-RELATED
HOMEOBOX4), relacionado con la formacion de células del meristemo apical del brote (Ohmori
et al., 2013), es clave para el desarrollo temprano del embrién cigético en A. thaliana (Haecker et
al., 2004). El gen SERK1 (SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR KINASES 1) que es una
cinasa tipo LRR-RLK (LEUCINE-RICH REPEAT RECEPTOR-LIKE KINASE) se ha reportado
como un gen altamente expresado en células embriogénicas y en los diferentes estadios del
desarrollo embrionario (Steiner et al., 2012). La sobreexpresion de SERK1 ha dado lugar a la
promocion de la respuesta embriogénica y de la formacion de embriones (Baudin Sylvie et al.,
2000). Otras cinasas con incidencia en la ES incluyen las del tipo CDK (CYCLIN-DEPENDENT
KINASES) (Elhiti et al., 2013). Durante el desarrollo del embrién se ha observado expresion de
LEC1y FUS3 (FUSCAS3) a lo largo del desarrollo del embrion., de AGL15 (AGAMOUS- LIKE 15)
durante las primeras etapas del desarrollo del embrion (Joshi et al., 2022; Zheng et al., 2016), de
BBM durante la formacion de embriones cotiledonares (Chen et al., 2022) y de WOX4 en el

procambium vascular (Ji et al., 2010).

1.3. Sistema UPS en la Induccion de la ES.

En la ES en cafa de azucar (Saccharum officinarum L.), que fue mejorada a través de la adicion
de poliaminas (putrescina) al medio de induccién se ha observado un incremente de hasta 61
veces la abundancia de la proteina poli-Ub11 (Reis et al., 2016). Por otro lado, en un analisis
comparativo de dos variedades de Medicago truncatula Gaertn contrastantes para la formacion
de callos embriogénicos, Ub fusionada a la proteina ribosomal S27a fue mas abundante en la
variedad no producia callos embriogénicos (Almeida et al., 2012). Interesantemente, en Nicotiana
benthamiana Domin la supresion o sobreexpresién constitutiva del gen S27a alteré la

proliferacion de células indiferenciadas y el desarrollo normal de brotes y hojas. Por otra parte,
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se ha observado que la unién de S27a a la proteina Ub causa una reduccién severa en el nivel

de esta proteina (Hanania et al., 2009).

En S. officinarum, UBC9, que es una enzima de conjugacion de Ub se ha identificado como una
E2 con baja abundancia en regimenes de luz que promueven el desarrollo del embrién somatico
(Heringer et al., 2017). Esto es importante debido a que UBC9 en levadura y en humanos se ha
reportado que es esencial para la viabilidad celular y desempefia un papel clave en la regulacion

de la progresion del ciclo celular (Nowak y Hammerschmidt, 2006).

Por otra parte, la Ub ligasa E3 es responsable de reconocer los objetivos de ubicuitinacion en la
célula. En un trabajo realizado en Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze compararon lineas
celulares embriogénicas y no embriogénicas, y encontraron que la Ub ligasa E3 de tipo RING,
ORTHRUS 2 (ORTH2), tenia mayor acumulacion en las lineas celulares embriogénicas (dos
Santos et al., 2016). ORTH2 ha sido correlacionada con el estado de la metilacién del ADN en
plantas. Interesantemente, la metilacién adecuada del genoma es esencial para la regulacion

génica en el proceso de la ES (Kraft et al., 2008).

La presencia de las enzimas del UPS en la ES sugiere la participacion de la ubicuitinacion para
regular la abundancia de proteinas y para modular asi la ES. La evidencia de esto se ha generado
parcialmente en estudios de la embriogénesis cigotica (EC). En A. thaliana, un analisis de la EC
en tejido de la mutante de la E3 ligase del tipo CRL, Atcul3, reportd embriones anormales y
embriones arrestados en su desarrollo en la etapa globular (Figueroa et al., 2005). Al compartir
procesos bioquimicos y fisiolégicos similares entre EC y ES, es posible que UPS tenga un papel

preponderante en la induccién y formacion de embriones.

Las proteinas que forman parte del proteasoma 26S también han sido detectadas en la ES. En
un trabajo realizado en Vitis vinifera L., se compararon las proteinas de dos tipos de tejido de CE
y CNE, y se encontré que las subunidades PAA1 y PBA1 fueron mas abundantes en CE,
sugiriendo que la actividad del proteasoma 26S es crucial para la ES (Zhang et al., 2009). Otro
hallazgo de la importancia del proteasoma 26S, es la deteccion de la subunidad RPT5 con mayor
abundancia en CE que en CNE en Cyclamen persicum Mill (Lyngved et al., 2008), Musa spp.
AAA cv. Gry Naine (Kumaravel et al., 2017), Crocus sativus L. (Sharifi et al., 2012) y Zea mays L.
(Sun et al., 2013), y la identificaciéon de la subunidad RPN12 con mayor abundancia en CNE que
en CE (Kumaravel et al., 2017). Esto es muy interesante, ya que, en A. thaliana, la subunidad

RPN12 ha sido ligada con la respuesta a los reguladores del crecimiento auxinas y citocininas
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(Kurepa et al., 2013; Smalle et al., 2002). Esta misma subunidad ha sido relacionada con la

respuesta embriogénica en C. canephora (Carrillo-Bermejo et al., 2024, ver capitulo II).

1.3.1. Recapitulacion de los antecedentes.

La Via Ubicuitina-Proteasoma (UPS) se considera el principal mecanismo de degradacion de
proteinas en células eucariotas. La via UPS comprende la previa poliubicuitinacion de las
proteinas diana a degradar por el proteasoma 26S. El proteasoma 26S es un complejo proteico
altamente conservado en plantas, comprende dos regiones aledafas 19S (RP, regulatory particle)
y una region central (CP, core protease) conocida como proteasoma 20S (20SP) que se encarga
de degradar las proteinas. (Tanaka, 2009). Los inhibidores del proteasoma 26S como MG-132 son
una herramienta util para bloquear su funciéon en procesos bioldgicos y asi comprender mejor su
papel en estos. La via UPS regula de manera positiva la percepcion y sefializacién de auxinas
mediante la degradacion de la proteina represora Aux/IAA y permitiendo que el factor de
transcripciéon ARF module la expresion de los genes en respuesta a auxina. Las ES es un proceso
promovido por las auxinas y citocininas. Durante la ES la formaciéon de embriones puede darse de
forma directa e indirecta. En la ES directa las células somaticas, una vez reprogramadas y
convertidas en células embriogénicas, se convertiran en embriones; esto sugiere una compleja
tasa de recambio de proteinas. La ES comprende cambios a nivel morfolégico y moleculares. A
nivel morfoldgico se encuentran las fases de induccion, formacién de los centros meristematicos
y desarrollo del embrién somatico (M. Elhiti et al., 2013) Durante estas fases se ha reportado una
regulacién molecular comprendida por los genes relacionados a la sintesis y transporte de auxinas
como YUCT1, Aux/IAA, ARF; y factores de transcripcion que intervienen en la respuesta
embriogénica y formacién de centros meristematicos como WOX4, LEC1, BBM1. Estudios de
protedmica en ES han revelado la presencia de subunidades del proteasoma 26S, no obstante,

se desconoce si el proteasoma 26S activo es necesario para la ES.
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JUSTIFICACION

Se ha demostrado que la via UPS regula el desarrollo de las plantas por sefalizacion y percepcion
de RCV como las auxinas. Las auxinas son clave para la induccién 6ptima de la ES, que es un
proceso complejo que comprende la reprogramacion de una célula somatica en una célula
embrionaria. Se ha reportado que el aumento o la disminucién en la abundancia de algunas
proteinas es clave en este proceso. Interesantemente, se ha detectado un aumento en la
abundancia de proteinas relacionadas con la cascada de la ubicuitinacion y el proteasoma 26S
en tejidos con caracteristicas contrastantes para la induccion de la ES. Este hecho conduce al
interés de conocer si la via UPS regula la induccion de la ES. Hemos escogido el modelo de la
ES directa de C. canephora para este estudio por su repetibilidad y su eficiencia en la produccion

de embriones somaticos.
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HIPOTESIS

Si la via UPS participa en la cadena de sefalizacion de la induccién de la embriogénesis
somatica, la inhibicidon del proteasoma 26S en la embriogénesis somatica de C. canephora

modificara la regulacion morfologica y molecular de la embriogénesis somatica.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Participa la via UPS en la red de sefalizacion que conduce a la embriogénesis somatica de C.

canephora?

OBJETIVO GENERAL

Analizar los cambios morfolégicos y moleculares que suceden durante la embriogénesis somatica

de C. canephora Pierre ex A. bajo concidiones de inhibicion del proteasoma 26S.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar a nivel morfoldgico y molecular el proceso de la ES en C. canephora mediante

técnicas histologicas y protedmicas.

2. Analizar a nivel morfoldgico y molecular el efecto del inhibidor del proteosoma 26S en la

induccioén de la ES en C. canephora.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para la realizacion de este trabajo, se disefio una estrategia experimental (Figura 1.8).
En la cual, como primera parte se inicidé con un ensayo de dosis-respuesta del inhibidor
del proteasoma 26S MG-132 en el pretratamiento de la induccién de la ES de C.
canephora. Posteriormente, las hojas vegetales sirvieron como explantes para la
induccion. Durante la induccion de la ES, se realizé las observaciones morfoldgicas,
histologicas y el conteo de los embriones somaticos mediante herramientas de histologia.
La toma de los explantes de los diferentes tratamientos (con y sin inhibidor) se realizo
para la extraccion de ARN, la sintesis de acido desoxirribonucleico complementario
(ADNCc) y se evalud la expresion de los genes involucrados en la ES mediante la técnica
de RT-PCR. Por otro lado, los tejidos foliares de los diferentes tratamientos fueron
utilizados para la extraccidon de proteinas, electroforesis bidimensional en gel de
dodecilsulfato sodico-poliacrilamida y analisis de imagen del gely se identificaron las
proteinas mayormente acumuladas en la ES mediante mediante cromatografia liquida y

espectrometria de masas en tandem.
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I cnsayo de concentraciones del inhibidor del
proteasoma 26S MG-132 e induccionde la ES

DMSO MG-132: 20 M, 40M, 80 uM
Analisis morfolégico e histologico de ' a ' B Analisis molecular mediante RT-PCRy

protedmica

lainduccionde la ES

o0 ' .

Figura 1.8. Estrategia experimental utilizada en este trabajo. Se inicié con el ensayo
de dosis-respuesta del inhibidor del proteasoma 26S MG-132 en el pretratamiento de
la induccion de la ES de C. canephora. Después, las hojas vegetales sirvieron como
explantes para la induccion de la ES. Posteriormente, durante la induccion de la ES se
tomaron muestras para los analisis histologicos, de expresion de genes e identificacion
de proteinas.
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CAPITULO II: IDENTIFICACION DE LOS GENES QUE CODIFICAN PARA LA REGION 19S y
20S DEL PROTEASOMA 26S EN Coffea canephora.

2.1 INTRODUCCION

La seccion 1.1.2 describe el proteosoma 26S, que consiste en multiples subunidades y esta
implicado en la degradacion de proteinas ubicuitinadas a aminoacidos. Estudios enfocados a la
identificacion de las subunidades del proteasoma 26S en plantas ha revelado que tan numerosos
son los genes RPNy RPT. En A. thaliana, existen 18 genes RPNy 11 genes RPT, 13 genes que
codifican las subunidades alfa (o) y 11 genes que codifican las subunidades beta (B) (Gemperline
et al., 2019). En Oryza sativa se han reportado que 14 genes codifican las subunidades RPN, 10
genes que codifican las subunidades RPT, 6 genes que codifican a las subunidades alfa (a) y 7

genes que codifican a las subunidades beta () (Sassa et al., 2000; Shibahara et al., 2002).

Coffea canephora es una planta diploide (2n = 2x = 22 cromosomas) de la familia Rubiaceae,
también conocida como café robusta. Se considera uno de los progenitores de Coffea arabica
(4n = 4x, tetraploide). C. canephora y C. arabica proporcionan aproximadamente el 30% y el 70%
de la produccién de los granos de café para el mercado mundial, respectivamente. (Ramalho et
al., 2014).

La identificacion de genes en plantas permite estudiar su expresion en diferentes condiciones y
procesos bioldgicos, lo que facilita la comprensién de su funcion. Este capitulo presenta datos
sobre la identificacion del numero de genes que codifican para el proteosoma 26S C. canephora.
El proteasoma 26S participa en procesos biolégicos como el desarrollo de la raiz, el ciclo celular,
mediante la regulacién de la percepcion y sefializacion de las auxinas y citocininas (Adams, 2004;
Smalle et al. 2002). Las auxinas y citocininas son reguladores de crecimiento vegetal que influyen
en la induccién de la ES (Méndez-Hernandez et al., 2019). Por ello, estos resultados son de gran
utilidad para conocer la historia evolutiva y la funcién del proteasoma 26S en la ES de C.

canephora.

2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Identificacion de genes que codifican proteinas de las subunidades alfa y beta del

proteasoma en Coffea canephora.
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A partir de los datos del genoma de C. canephora, se descargaron las secuencias de los genes

y las porteinas de la base de datos (https:/coffee-genome-hub.southgreen.fr, y

https://solgenomics.net, consultadas el 2 de julio del 2022). Se utilizaron dos métodos, busqueda
BLAST y modelo oculto de Markov (HMM), para identificar los genes que codifican a las regiones
19S y 20S del proteasoma. Las busquedas en BLAST se realizaron con secuencias de genes
que codifican para las regiones 19S y 20S del proteasoma que ya estan identificadas y anotadas
en Arabidopsis thaliana. La integridad del dominio de los genes se determind mediante el
programa en linea Pfam (http://pfam.xfam.org, consultado el 6 de julio del 2022) con un valor e <
0,01.

2.2.2. Analisis filogenético de los genes que codifican la regiéon 19S y 20S del proteasoma
26S

El alineamiento de las secuencias de aminoacidos (aa) de las proteinas que comprenden las
regiones 19S y 20S del proteasoma se realiz6 utilizando el programa en linea Clustal Omega

(https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo, consultado el 25 de julio del 2022). Para

investigar la relacion filogenética entre las subunidades del proteasoma, 19S y 20S, en C.
canephora se utilizo el programa MEGA 6 y se genero el arbol filogenético de union de vecinos
(NJ) (Saitou & Nei, 1987). Los genes se clasificaron de acuerdo con el porcentaje de identidad

con respecto a los genes en A. thaliana.
2.3. RESULTADOS

2.3.1. Identificacion de los genes que codifican las proteinas para las regiones 19S y 20S

del proteasoma 26S en C. canephora.

Se identificaron nueve y once genes que codifican a las subunidades alfa (o) y beta (B) del
proteasoma 20S, respectivamente en C. canephora. La longitud de los genes que codifican a las
subunidades alfa () y beta (B) variaron entre 729 pares de base (pb) y 8024 pb, y 530 pb y 6212

pb, respectivamente (Tabla 2.1).

Por otro lado, se identificaron trece y siete genes que codifican a las subunidades RPN y RPT,
respectivamente en C. canephora. La longitud de los genes que codifican a las subunidades RPN
y RPT variaron entre 2059 pb y 8810 pb, y 3944 pb y 5582 pb, respectivamente (Tabla 2.2).
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Cuadro 2.1. Genes que codifican las subunidades alfa (o) y beta () del proteasoma 20S en

C. canephora.

. longitud  longitud de
subunidad
@) ID del gen locus inicio final del gen la proteina
(04
(pb) (aa)
PAA1 Cc06_g12310 Chr6 9975650 9981044 5395 248
PAB1 Cc07t05020.1  Chr7 3512259 3518821 6563 234
PAB2 Cc04t13010.1 Chr4 15302503 15311837 9335 259
PAC1 Cc09g05140 Chr9 4569531 4570259 729 146
PAC2 Cc09t05130.1 Chr9 4566937 4569428 2492 146
PAD1 Cc02t16280.1 Chr2 15071164 15074275 3112 250
PAE1 Cc04t00740.1 Chr4 532288 536793 4506 238
PAF1 Cc10t02620.1  Chr10 2005431 2009860 4430 190
PAG1 Cc06t22720.1 Chr6 35692100 35700123 8024 250
. longitud  longitud de
subunidad
®) ID del gen locus inicio final del gen la proteina
(pb) (aa)
PBA1 Cc00t00190.1 Chr0 337667 342256 4590 237
PBB1 Cc11t16060.1  Chr11 32334007 32337275 3269 274
PBC1 Cc10t12240.1  Chr10 21568827 21575038 6212 205
PBD1 Cc03t04050.1 Chr3 3051228 3055188 3961 205
PBE1 Cc11t16770.1  Chr11 32799532 32804634 5103 340
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PBE2

PBF1

PBF2

PBG1

PBG2

PBG3

Cuadro 2.2. Tabla de los genes que

Cc07t08060.1

Cc02t36680.1

Cc07t09940.1

Cc01t11450.1

Cc01t06380.1

Cc01t06420.1

Chr7

Chr2

Chr7

Chr1

Chr1

Chr1

proteasoma 19S en C. canephora.

5933165

51489428

7262589

30143732

23428355

23447969

codifican

5935757

51492871

7266377

30147565

23433237

23448498

2593

3444

3789

3834

4883

530

230

224

224

232

308

148

para las subunidades RPN y RPT del

longitud del longitud de

subunidad
e ID del gen locus inicio final gen (pb) la proteina
(aa)
RPN1A Cc05t07690.1 Chr5 22394758 22396816 2059 295
RPN1B Cc05t07700.1 Chr5 22396956 22402495 5540 591
RPN2A Cc03t07730.1  Chr3 7155674 7163242 7569 1005
RPN3A Cc04t03370.1  Chr4 2494024 2501658 7635 487
RPN3B Cc09t09820.1 Chr9 20736996 20743526 6531 487
RPN5A Cc07t16710.1  Chr7 13753756 13762565 8810 422
RPNG6 Cc11t12590.1  Chr11 29589769 29593714 3946 423
RPN7 Cc04110290.1 Chr4 9540919 9545527 4609 386
RPNS8A Cc02t06850.1 Chr2 5418066 5423315 5250 310
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RPN9A Cc08t03830.1 Chr8 5239382 5245576 6195 386

RPN10 Cc07t10940.1  Chr7 8041416 8045618 4203 401

RPN11 Cc10t04380.1 Chr10 3360136 3363690 3555 312

RPN12A Cc08t16370.1 Chr8 30902455 30906795 4341 267

Subunidad Longitud longitud de

RPT ID del gen locus inicio final del gen la proteina
(pb) (aa)

RPT1A Cc04t00590.1 Chr4 446850 451598 4749 430

RPT2A Cc01t17400.1  Chr1 34699642 34703649 4008 444

RPT3 Cc01t15400.1 Chr1 33364280 33369861 5582 326

RPT4A Cc02t17230.1 Chr2 15875496 15879439 3944 399

RPT5A Cc02t34180.1 Chr2 47526040 47530829 4790 424

RPT6A Cc04t03870.1 Chr4 2938702 2942731 4030 420

RPT6B Cc06t09040.1  Chr6 7222372 7227812 5441 426

2.3.2. Analisis filogenético de los genes que codifican para las proteinas de las regiones

19S y 20S del proteasoma 26S en C. canephora

Para estudiar la clasificacion de las proteinas e investigar las relaciones filogenéticas de los genes
de las subunidades alfa (a), beta (B), RPN y RPT del proteasoma 26S, se construy6 un arbol
filogenético con las secuencias de proteinas de las subunidades alfa (a), beta (), RPN y RPT
del proteasoma 26S de A. thaliana 'y C. canephora (Figura 2.1 y 2.2). Se observo que los genes
que codifican las subunidades beta (B): PBA, PBB, PBC, PBD, PBE, PBF y PBG de A. thaliana 'y
C. canephora se agruparon en los mismos clados, respectivamente (Figura 2.1 A). De manera
similar, los genes que codifican a las subunidades alfa (a): PAA, PAB, PAC, PAD, PAE, PAF y

PAG de A. thaliana y C. canephora se agruparon en los mismos clados, respectivamente. La
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subunidad CcPAC2 no se encontro en el clado del grupo de los genes que codifican la subunidad

PAC (Figura 2.1 B).
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Figura 2.1. Arboles filogenéticos de las subunidades 20S del proteasoma de A. thaliana 'y
C. canephora. (A) subunidades beta; (B) subunidades alfa. Los arboles filogenéticos de las
secuencias de aminoacidos se generaron utilizando ClustalWW (Madeira F et al., 1997). La
distancia a lo largo del eje horizontal que separa dos secuencias es proporcional a la divergencia
entre las secuencias. La similitud entre las secuencias de aminoacidos de las subunidades 20S
del proteasoma de A. thaliana'y C. canephora se indica entre paréntesis a la derecha.

Por otro lado, las subunidades RPN1, RPN2, RPN3, RPN5, RPN6, RPN7, RPN8, RPN9, RPN10,
RPN11 y RPN12 de A. thaliana y C.canephora se agruparon en los mismos clados,

respectivamente. EI CcCRPN1A se observé en un clado diferente al de los genes RPN1 (Figura
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2.2 A). Los genes que codifican las subunidades RPT1, RPT2, RPT3, RPT4, RPT5 y RPT6 de A.

thaliana y C.canephora se agruparon en los mismos clados, respectivamente (Figura 2.2. B).
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Figura 2.2. Arboles filogenéticos de las subunidades 19S del proteasoma de A. thaliana y
C. canephora. (A) subunidades RPN; (B) subunidades RPT. Los arboles filogenéticos de las
secuencias de aminoacidos se generaron utilizando ClustalWW (Madeira F et al., 1997). La
distancia a lo largo del eje horizontal que separa dos secuencias es proporcional a la divergencia
entre las secuencias. La similitud entre las secuencias de aminoacidos de las subunidades 19S
del proteasoma de A. thaliana y C. canephora se indica entre paréntesis a la derecha.

2.3. CONCLUSIONES

En este trabajo, se identificaron 13 genes que codifican las subunidades RPN y 7 que codifican
las subunidades RPT en C. canephora. En A. thaliana hay 18 genes que codifican las subunidades
RPN y 11 genes que codifican las subunidades RPT (Gemperline et al., 2019). A. thaliana ha
tenido eventos de duplicacion de genes que codifican a las subunidades RPT y RPN. Por otro

lado, se realiz6 arboles filogenéticos de las subunidades RPN y RPT de C. canephoray A. thaliana
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y se observd que las subunidades se agruparon en los mismos clados, respectivamente. Estos
datos sugieren que los aminoacidos de las subunidades RPT y RPN se encuentran altamente

conservados entre estas dos especies y posiblemente conservan funciones similares.

También, se identificaron los genes que codifican las subunidades alfa (o) y beta (B) del
proteasoma 20S en C. canephora. Se encontraron 9 genes que codifican las subunidades alfa (o)
y 11 genes codifican las subunidades beta (B). En A. thaliana se conoce que hay 13 genes que
codifican las subunidades alfa (o) y 11 genes que codifican las subunidades beta (B) (Gemperline
et al., 2019). Estos datos son interesantes, ya que sugieren una duplicacién de los genes que
codifican la subunidad alfa (o) del proteasoma 20S en A. thaliana. Por otro lado, se realizé arboles
filogenéticos de las subunidades alfa (a) y beta (B) de C. canephoray A. thaliana y se observo que
las subunidades se agruparon en los mismos clados, respectivamente. Estos datos muestran que
los aminoacidos de las subunidades alfa (o) y beta (B) se encuentran altamente conservados entre

estas dos especies y posiblemente conservan funciones similares.

De acuerdo con lo anterior, estos resultados sugieren que el proteasoma 26S de C. canephora
conserva su funcion en la degradacién de proteinas. Ademas, estos resultados facilitaran el
estudio de la expresion de los genes del proteasoma 26S durante la ES en C. canephora y

permitiran comprender su papel en la regulacion molecular de la ES.
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CAPITULO Ill: PERFIL PROTEOMICO DE LA ES DE C. canephora EN CONDICIONES DE
AUXINAS Y CITOCININAS

Este capitulo fue publicado en un articulo de investigacion en la revista Peer Journal en 2024.
Carrillo-Bermejo Evelyn A., Ligia Brito-Argaez, Rosa M. Galaz-Avalos, Felipe Barredo-Pool, Victor
M. Loyola-Vargas, and Victor Aguilar-Hernandez, PROTEIN PROFILE CHANGES DURING
PRIMING EXPLANTS TO EMBRYOGENIC RESPONSE IN Coffea canephora: IDENTIFICATION
OF THE RPN12 PROTEASOME SUBUNIT INVOLVED IN THE PROTEIN DEGRADATION, Peer
J., 12: e18372, (2024). DOI: https://doi.org/10.7717/peerj.18372.

3.1. INTRODUCCION

La plasticidad de las células vegetales es un aspecto fascinante del desarrollo de las plantas, ya
que pueden responder para formar embriones a través de la embriogénesis somatica (ES). A
pesar de la plasticidad inherente y natural de las células vegetales, éstas pueden responder a la
embriogénesis y mantener la competencia embriogénica mediante cultivos suplementados con
diferentes compuestos como, por ejemplo, los reguladores del crecimiento vegetal (RCV). Los
medios de cultivo aplicados a la ES se han establecido para permitir la regeneracion de plantas
de diferentes especies de plantas (Etienne et al. 2018; Guan et al. 2016; Loyola-Vargas 2016a;
Maruyama & Hosoi 2019; Pilarska et al. 2016). La transicion de células somaticas a
embriogénicas se inicia con una intensa remodelacién del proteoma (Aguilar-Hernandez &
Loyola-Vargas 2018; Awada et al. 2019; Campos et al. 2016; Karami et al. 2009; Quintana-
Escobar et al. 2019; Wojcikowska & Gaj 2017), que implica cambios en la abundancia de
proteinas (Ge et al. 2015; Gomez-Garay et al. 2013; Hou et al. 2023; Zhu et al. 2018),
especialmente durante las etapas ES (Gomez-Garay et al. 2013; Imin et al. 2005; Rode et al.
2012), y modificaciones postraduccionales como la acetilacion o la fosforilacion (Aroonluk et al.
2019; Xavier et al. 2022; Xia et al. 2016; Zhang et al. 2023). El analisis comparativo protedmico
en muestras de explantes como callo embriogénico (CE), callo no embriogénico (CNE) y
diferentes estadios de la ES han revelado proteinas claves asociadas a la competencia
embriogénica y al proceso de desarrollo de ES (Aguilar-Hernandez & Loyola-Vargas 2018;
Heringer et al. 2018). Entre las clases de proteinas identificadas se encuentran enzimas
relacionadas al metabolismo y sefalizacion de los captadores de EROS, enzimas proteoliticas,
proteinas chaperonas moleculares, proteinas del citoesqueleto, del metabolismo de las

poliaminas, proteinas relacionadas a la regulacién transcripcional, entre otras.
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Sefales particularmente influyentes para la reprogramacion de las células puede verse
influenciada por los RCV auxinas y citocininas, que impulsan cambios en la transcripcion
(Quintana-Escobar et al. 2023; Quintana-Escobar et al. 2019; Salaln et al. 2021; Salvo et al.
2014). Los genes de respuesta a citocinina de tipo A-ARR (Arabidopsis response regulator)
conducen a la regulacion negativa de la sefalizacion de citocinina y la proliferacion de embriones
somaticos, mientras que los de tipo B-ARR y el factor de respuesta a auxina (ARF) de union al
ADN promueven la proliferaciéon de embriones somaticos (Su et al. 2014; Wojcikowska & Gaj
2017). Ademas de la biosintesis precisa, la acumulacion y la distribuciéon de auxina y citocinina
(Correia et al. 2012; Hatanaka et al. 1991; Kumaravel et al. 2017; Li et al. 2022; Marquez-Lopez
et al. 2018; Michalczuk et al. 1992; Zhou et al. 2016), la activacion de la biosintesis de proteinas,
las modificaciones postraduccionales de proteinas o la eliminacién de proteinas innecesarias

pueden ser requeridas para la reprogramacion de la célula y lograr la ES.

En este trabajo se utilizo el protocolo de ES establecido por el grupo del Dr. Loyola en el CICY
para C. canephora el cual, comprende en dos etapas continuas de cultivo in vitro. Una primera
etapa denominada pretratamiento que comprende medios suplementados con auxinas y citocinas
y una segunda etapa denominada induccion que comprende medios libres de auxinas y
suplementado con citocininas (Quiroz-Figueroa et al. 2006). Los embriones somaticos
cotiledonares producidos por este protocolo de ES pueden germinar en medios MS libres de RCV.
Los mecanismos moleculares y celulares implicados en la conversion de la célula somatica a
embridon somatico no se conocen por completo. La implicacion de proteinas de la sintesis de
auxinas dependiente de YUCCA, los factores de respuesta a auxinas (ARFs) y la sefalizacion
dependiente de auxinas (Aux)/IAA, y el transporte de auxinas mediado por Pin (PIN) en la ES de
C. canephora se ha reportado a través de estudios bioquimicos y RNA-seq (Quintana-Escobar et
al. 2019; Uc-Chuc et al. 2020). La modulacion y la dinamica de las proteinas durante el ES de C.
canephora estan emergiendo (Quintana-Escobar et al. 2023), pero las proteinas responsables de
la reprogramacién de la respuesta embriogénica aun estan pendientes de ser determinadas.
Aqui, nos centramos en determinar y comparar el perfil proteico de explantes en forma de disco
provenientes de hojas de plantas cultivadas en medios suplementados con y sin RCV,
denominados +NAA-KIN y -NAA-KIN, respectivamente, que son utilizadas para la induccién de la

ES en C. canephora.

3.2. MATERIALES Y METODOS
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3.2.1. Preparacion del material vegetal, induccion de la ES y conteo de embriones

somaticos.

Se utilizaron plantas in vitro de nueve meses de edad cultivadas en medio Murashige y Skoog
(MS). Se empled el protocolo de ES reportado por Quiroz et al., 2006 con las siguientes
modificaciones. Se transfirieron las plantas de 9 meses de edad a medio MS suplementado con
0.54 pM de acido 1-naftalenacético (NAA) y 2.32 uM de kinetina (KIN) durante 14 dias, las cuales
se denominaran en este capitulo +NAA-KIN, o se mantuvieron en MS sin ningun RCV, las cuales
se denominaran en este capitulo -NAA-KIN. A continuacion, se tomaron las primeras 6 hojas de
la planta, se cortaron con un sacabocado de 0.8 cm y los explantes resultante se cultivaron en
medio Yasuda (Yasuda et al. 1985) liquido suplementado con 5 uM de 6-benciladenina (BA) en
oscuridad durante 100 dias. Los embriones somaticos derivados de los explantes +NAA-KIN vy -
NAA-KIN se observaron y contaron bajo un estereomicroscopio (SMZ745T; Nikon, Tokio, Japén)
con una camara adaptada (EOS Rebel T3i; Canon, Melville, NY, EE.UU.) con un aumento de 10X
después de 100 dias de la induccién de los explantes cultivados en el medio Yasuda. Se utilizé
el software de analisis estatico GraphPad prism 9 version 9.0.1 y la prueba t-Student para analizar
las diferencias significativas entre los tratamientos. Las diferencias se consideraron

estadisticamente significativas con valores de P < 0.0001.

3.2.2. Preparacion de muestras de proteinas para electroforesis bidimensional en gel de

dodecil sulfato sédico-poliacrilamida

Después de 14 dias de cultivo se tomaron los tejidos foliares de las plantas +NAA-KIN y -NAA-
KIN, y las proteinas se extrajeron triturando los tejidos foliares en nitrégeno liquido. El polvo
resultante se homogeneizé en un amortiguador de extraccién compuesto por 0.7 M de sacarosa,
100 mM de KCI, 500 mM de Tris-Cl (pH 7.5), 50 mM de EDTA, 50 mM de ditiotreitol (DTT), 1 mM
de fluoruro de fenilmetilsulfonilo y un céctel de inhibidores de proteasas en condiciones de hielo
(Hurkman & Tanaka 1986). Todos los pasos realizados y soluciones utilizadas fueron en
condiciones de temperatura baja (Aprox. 18°C). Después, se centrifugd el homogeneizado a
15,000 g durante 10 minutos, el sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo Eppendorf y se le
anadio 10% acido tricloroacético / acetona al 50% y DTT 5 mM, la mezcla se incubé durante 5
minutos en hielo (Niu et al. 2018). Posteriormente, se centrifugé a 15,000 g, el sobrenadante
sedesechd y el precipitado proteico resultante se lavd dos veces con acetona al 80%
suplementada con 5 mM de DTT. Por ultimo, se evaporo el residuo de acetona por aire y el

precipitado de proteinas se disolvidé en un amortiguador de rehidratacion compuesto por 8 M de
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urea, 1.5 M de tiourea. 1,5 % de CHAPS y 50 mM de DTT. La cantidad de proteina en las muestras

se determind por el método de Peterson (Peterson 1977).

3.2.3. Electroforesis bidimensional en gel de dodecilsulfato soédico-poliacrilamida y

analisis de imagen del gel.

Se utilizaron aproximadamente 900 ug de proteina para una tira IPG de 24 cm con un intervalo
de pH lineal entre 3 y 10 (ReadyStrip IPG; Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.) mediante rehidratacion
pasiva en gel durante 12 horas. El enfoque isoeléctrico se realizé a 20°C y se inicié con un
gradiente lineal de 100 V durante 4 horas, seguido de 250 V durante 4 horas, 1000 V durante 1
hora, gradiente lineal a 10,000 durante 2 horas, 10,000 V a 80,000 V en 1 hora, y 200 V durante
1 hora. A continuacion, las tiras de gel se equilibraron en 5 mL de la solucién equilibrada | (6 M
de urea, 375 mM de Tris-HCI, pH 8.8, 2% de dodecil sulfato sddico (SDS), 20% de glicerol y 2%
de DTT), seguida de un equilibrado en 5 mL de una solucién suplementada con 2.5% de
yodoacetamida sin DTT. Para el SDS-PAGE, se colocaron tiras de gel equilibradas sobre un gel
de poliacrilamida al 12% y se cubrieron con agarosa al 1% (w/v) en solucion de equilibrio |.
Seguido, se realizé la electroforesis a 12°C con 200 V hasta que el colorante alcanzé el fondo del
gel. Se usaron geles de 25 x 20.5 x 1.5 mm y se corrieron en el equipo de electroforesis Protean
plus Dodeca Cell System (Bio-Rad). Después de la electroforesis, los geles se lavaron tres veces
con agua Milli-Q, se tifieron durante una hora con la tincion G-250 (PageBlue; Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) y se lavaron con agua Milli-Q para eliminar el fondo. Se
realizaron tres réplicas bioldgicas. Las imagenes digitales de los geles se adquirieron a 300 ppp
utilizando el sistema ChemiDoc MP (Bio-Rad). El analisis de comparasion de las imagenes de los
geles, el procesamiento y la comparacién cuantitativa de las manchas de proteinas en funcion de
su volumen porcentual se realizaron con el software Melanie versién 8 (GE Healthcare, Chicago,
IL, EE.UU.). Para encontrar cambios significativos en la abundancia de proteinas entre las
muestras +NAA-KIN y -NAA-KIN se utilizo la prueba de analisis de varianza de una viaa P < 0.05

y un cambio de al menos 1.4 veces en el software Melanie.

3.2.4. Digestion de proteinas en gel e identificacion mediante cromatografia liquida y

espectrometria de masas en tandem

Las manchas con significado estadistico se extrajeron manualmente y se sometieron a digestion

en gel. Los péptidos tripticos se desalaron con puntas ziptip como se describe en Huerta-Campo
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et al. (2012) (Huerta-Ocampo et al. 2012). Los péptidos se resuspendieron en acido férmico al
0.1% y se analizaron utilizando el sistema de cromatografia liquida Easy-nLC-1000 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) con la columna analitica de cromatografia liquida a
nanoescala PepMAP (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). La elucién del péptido
se realiz6 con un gradiente binario de agua como fase maovil A y acetonitrilo como fase movil B
suplementado con &cido formico al 0.1% y suministrado a 250 yL min™ utilizando el siguiente
programa: del 5% a 55% de B en 35 minutos, 55% a 100% de B en 5 minutos, 100% de B durante
5 minutos, 100% a 5% de B en 5 minutos seguido de un equilibrado de la columna con 5% de B
durante 7 minutos. La espectrometria de masas se realizé utilizando el espectrometro de masas
LTQ-Orbitrap (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) operado en modo de iones
positivos y con un potencial easy-nanospray de 1.9 kV. La adquisicién dependiente de los datos
se realizé en el Orbitrap para el método top-10 con una resolucion de 120,000 para la MS
completa y un objetivo AGC de 1,000,000 y una resolucion de 15,000 y un objetivo AGC de 50,000
para la espectrometria de masas en tandem (MS/MS). Los iones se fragmentaron en la célula de
disociacion de mayor energia (HCD). El umbral de iones para disparar eventos MS/MS fue de
5,000, y la exclusion dinamica fue de 90 segundos. Para el procesamiento de los datos se utilizd
el software Proteome Discovery 2.2 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) con
MASCOT (Matrix Science Inc., Boston, MA, EE.UU.) y SEQUEST como motores de busqueda y
la base de datos de secuencias de proteinas de Coffea canephora (GCA_900059795.1) del
National Center for Biotechnology Information. Los parametros del motor de busqueda fueron los
siguientes: carbamidometilacién de la cisteina como modificacion fija, oxidacion de la metionina
como modificacién variable, enzima tripsina, maxima escision omitida 2 y taxonomia de Coffea.
Se utilizé una base de datos sefiuelo y sélo se recuperaron coincidencias de proteinas basadas
en dos identificaciones exitosas de péptidos. Los datos protedmicos de espectrometria de masas
se depositaron en el Consorcio ProteomeXchange a través del repositorio PRIDE (Perez-Riverol
et al. 2022) con el identificador de conjunto de datos PXD055039.

3.2.5. Analisis Western blot

Después de 14 dias de cultivo, se tomaron los tejidos foliares de las plantas +NAA-KIN y -NAA-
KIN, se trituraron 100 mg en mortero con nitrégeno liquido y se homogeneizaron en amortiguador
Laemmli (Laemmli 1970). Las proteinas se desnaturalizaron a 95°C por 5 min y se separaron en
geles de poliacrilamida al 12% (p/v); Las bandas de proteinas se visualizaron mediante tincion
con Coomassie Blue R-250. Posteriormente, las proteinas separadas se transfirieron a una

membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF) (Immobilon-P, Merck Millipore, Estados Unidos).
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La membrana se bloqued con albumina de suero bovino (BSA) al 5% en TBS o con leche
descremada al 5% en PBS durante una hora a temperatura ambiente y, se incubé con anti-Ub
(dilucion 1:5000; ab19169; Abcam, Cambridge, MA, Estados Unidos) o con anti-HIS3 (dilucion
1:10000) como control de carga (ab1791, Abcam, Cambridge, MA, Estados Unidos),
respectivamente (Aguilar-Hernandez et al. 2017). Se utilizé un anticuerpo conjugado con
fosfatasa alcalina (AP) para detectar los inmunocomplejos utilizando regentes NBT/BCIP solucion
(5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato / solucién de cloruro de tetrazolio nitroazul, sustrato de fosfatasa
alcalina) de 1 paso (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, EE. UU.).

3.2.6. Analisis de secuencias y diseio de cebadores para C. canephora

Dado que se ha reportado que hay dos genes RPN12 en A. thaliana, AtRPN12A (AT1G64520.1)
y AtRPN12B (AT5G42040.1), y que AtACT2 (AT3G18780.2) es un gen de referencia para la PCR
cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR) (Book et al. 2010; Zhou et al. 2019), los ortélogos de esos
genes se identificaron en C. canephora empleando busquedas con BLAST en la plataforma
Coffee Genome Hub (http://www.coffee-genome.org). C. canephora solo tiene un gen CcRPN12
que codifica a la subunidad RPN12 (Cc08t16370.1), con 75.13% y 75.84% de identidad contra A.
thaliana AtRPN12A y AtRPN12B, respectivamente. El ortélogo de A. thaliana AtACT2 en C.
canephora se identific6 como Cc07t17400.1 (CcACT2). Se disefaron oligonucledtidos
especificos para el analisis RT-gPCR de CcRNP12 y CcACT2 de C. canephora a partir de las
secuencias codificantes (CDS) utilizando el software Primer 3 (https://primer3.ut.ee). Los
oligonucledtidos fueron sintetizados por la empresa ADN-ARTIFICIAL (Guanajuato, México) en
una escala de 25 nmol, con la opcidn de purificacion desalada, sin modificaciones en los extremos
5y 3.

3.2.7. Extraccion de ARN, sintesis de ADNc y analisis de PCR cuantitativa en tiempo real
(RT-gPCR)

Las plantas de nueve meses se transfirieron a medio MS con o sin NAA-KIN y se mantuvieron
durante 14 dias. Se utilizé un equivalente a 100 mg de explantes foliares, el ARN total se extrajo
utilizando el método de Trizol (invitrogen) descrito por Chomczynski (1993). Se evalud la
integridad del ARN total, en un gel de agarosa a la concentracién de 1.2% y observando la
presencia de las bandas de las unidades ribosomales 28S y 18S. Después, se evalud la calidad
del ARN midiendo las relaciones de absorbancia A260/A280 y A260/A230 con un
espectrofotdometro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.). Las

muestras utilizadas tenian mediciones de la relacion A260/A280 entre 1.89 y 1.99. Las
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concentraciones de ARN de las muestras procesadas oscilaron entre 240.4 ng/uL y 353.4 ng/pL.
Se utilizé 1 ug de ARN para sintetizar ADNc, 200 unidades de la transcriptasa inversa ImProm-
[I™ (Cat # A3802; Promega, Madison, WI, USA) y 0.5 ug de oligo dT18 (Cat # SO131; Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), se sigui6é paso a paso las instrucciones del manual de la
enzima transcriptasa inversa ImProm-II™. Posteriormente, se realizaron las reacciones de PCR
en tiempo real. Para cada reacciéon se empled 8 uM de cada uno de los oligos especificos, para
el gen ACT2 se emplearon los oligos CcACT2Fwd (5-AGCAACTGGGATGACATGGA) y
CcACTRev (5-TCCAGCACAATACCAGTCGT) y para el gen RPN12 CcRPN12Fwd (5-
ATTCAAAGCTGCCTTCGTCC) y CcRPN12Rev (5-CCTCGGGCATCAGTGTAGTA); 10 uL de
QuantiNova Probe PCR Master Mix (Cat. n°® 208054; QIAGEN, Hilden, Alemania); y se empled
100 ng de ADNc como molde para la amplificacion por PCR en un volumen final de reaccion de
20 pL. Se utiliz6 el termociclador Rotor Gene Q MDx (QIAGEN). Se realizaron tres réplicas
técnicas para cada reaccion. El programa fue el siguiente: 95 °C durante 2 minutos, 40 ciclos de
95 °C durante 15 segundos y 61 °C durante 30 segundos. Posteriormente, se determind la
expresion relativa del gen RPN12 mediante el método Delta-Delta Ct (2-AACt) (Livak &
Schmittgen 2001), utilizando como gen de referencia ACT2 (Gutiérrez et al. 2008). Los cambios
significativos en la expresion relativa del gen RPN12 en los explantes +NAA-KIN y -NAA-KIN se
determinaron mediante una prueba t de Student. Se emple6 el software de analisis estadistico
GraphPad Prism 9 version 9.0.1 para analizar los datos de expresién génica con valores

estadisticamente significativos de P < 0.05.

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Acondicionamiento de los explantes con NAA y KIN.

Previamente, en el apartado de materiales y métodos detallamos el protocolo de cultivo in vitro
de las plantas de C. canephora en medios MS suplementados con auxina y citocinina (NAA-KIN)
para promover la formacion de embriones somaticos a lo largo de los bordes de los explantes. El
objetivo de nuestro analisis fue comprender como NAA mas KIN afectan a la respuesta
embriogénica en estas condiciones de la ES. Por ello, las plantulas se cultivaron durante 14 dias
con o sin NAA-KIN, denominadas +NAA-KIN y -NAA-KIN, respectivamente, y luego las hojas se
utilizaron como explantes para inducir la ES mediante BA. El tratamiento con +NAA-KIN no afecto
la morfologia y anatomia de las hojas de la planta C. canephora durante el cultivo de 14 dias
(Figura 3.1 A). Por otro lado, a los 28 dias posteriores a la induccion de la ES los explantes -NAA-

KIN mostraron un menor crecimiento de células meristematicas que se observa como una menor
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masa proembriogénica a lo largo del borde de los explantes, en comparacién de los explantes
+NAA-KIN (Figura 3.1 A) Después de 100 dias de la induccion de la ES registramos el numero
de embriones producidos en los explantes (Fig. 3.1 B) Los explantes +NAA-KIN produjeron un
mayor numero de embriones somaticos en estadio globular. A los 75 dias de cultivo los explantes
+NAA-KIN produjeron 2 veces mas que -NAA-KIN, 128 y 67 embriones globulares por explante,
respectivamente. Posteriormente, a los 100 dias de cultivo +NAA-KIN presenté 16 veces mas
embriones somaticos en estadio cotiledonar que -NAA-KIN, 32 y 2 embriones cotiledonares por
explante, respectivamente (Fig. 3.1 B). El aumento significativo del numero de embriones
cotiledonarios en los explantes +NAA-KIN con respecto a los explantes -NAA-KIN sugiere que la

+NAA-KIN interviene en el acondicionamiento de los explantes para mejorar la ES.
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Figura 3.1. Morfologia y rendimiento de las plantas +NAA-KIN y -NAA-KIN
en la embriogénesis somatica de C. canephora. (A) Explantes representativos
de hojas cortadas de plantas - NAA-KIN y + NAA-KIN después de 7, 75 y 100
dias de cultivo en medio liquido Yasuda con BA en oscuridad. DPI indica dias
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posteriores a la induccion. (B) Cuantificacion de embriones somaticos en
explantes de hojas cortadas de plantulas -NAA-KIN y +NAA-KIN tras 75 y 100
dias de cultivo en medio liquido Yasuda con BA en oscuridad. Las barras blancas
indican embriones somaticos producidos con explantes -NAA+KIN, mientras que
las barras grises indican embriones somaticos producidos con explantes +
NAA+KIN. Cada barra representa el nUmero medio de al menos cinco explantes
de tres réplicas independientes. El error representa el error estandar. El asterisco
indica una diferencia significativa con P <0.0001.

3.3.2. Analisis de electroforesis bidimensional en gel de dodecilsulfato sédico-
poliacrilamida (2D SDS-PAGE)

A continuacion, se procedié a comparar los patrones proteicos de los explantes +NAA—KIN vy -
NAA-KIN mediante electroforesis bidimensional en gel de poliacrilamida (2D SDS-PAGE). Se
obtuvieron multiples geles 2D SDS-PAGE para representar tres repeticiones técnicas y
biolégicas. El mapa de referencia contenia 230 manchas de proteinas con mayor acumulacion
entre pl de 4 a7 y de 50- a 100 kDa MW. Se identificaron 42 manchas diferenciales con un cambio
de al menos 1.4 veces y un valor P de 0.05 con la prueba de analisis de varianza unidireccional.
Cuarenta y un puntos se acumularon diferencialmente al alza y uno a la baja (Figura 3.2 Ay B).
Los cinco puntos proteinicos con mayor relacién de abundancia fueron 1, 3, 4, 2y 7. Doce de las
42 manchas diferenciales 2D-PAGE se identificaron con cromatografia liquida MS/MS utilizando
el conjunto de datos del genoma de C. canephora depositado en el National Center for
Biotechnology Information. Los cambios de acumulacién de los puntos 1 (CDP17851), 4
(CDP17853) y 2 (CDP17852), los cuales son quitinasas A de clase lll, y el punto 3 (CDP12187),
el cual es la subunidad RPN12 del proteasoma 26S, fueron 5 veces mas acumulados en los

explantes +NAA-KIN en comparacion con los explantes -NAA—KIN (Tabla 3.1).

Por otro lado, entre las proteinas que desempefian un papel en el proceso metabdlico de las
proteinas se encuentran una proteina ribosémica CDP14047 (punto 37), la leucina
aminopeptidasa CDP04332 (punto 17), la proteasa similar a la papaina CDP01294 (punto 7) y la
subunidad del complejo proteolitico dependiente de ATP 26S proteasoma CDP12187 (punto 3).
Entre las proteinas involucradas en el plegamiento se encuentran una chaperonina del cloroplasto
CPN60 CDP18583 (punto 53) y una proteina mitocondrial de choque térmico 60 CDO99385
(punto 53). La proteina fosfatasa esta implicada en la fosforilacion reversible de proteinas
CDP17727 (punto 7) y en la organizacion de la cromatina mediante el reconocimiento de

dinucleétidos metilados CpG asi CDP05220 (punto 46). Las proteinas asociadas a la oxidacion-
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reduccion fueron la tiorredoxina reductasa dependiente de NADPH CDP01751 (punto 59) y la
isoflavona reductasa CDP07496 (punto 59), el proceso catabdlico de la glicina CDP08258 (punto
17), la fotosintesis CDP20139 y CDP17859 (puntos 50 y 7), y el proceso metabdlico de los
carbohidratos CDP17851, CDP17853 y CDP17852 (puntos 1, 4 y 2) (Tabla 1).
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Figura 3.2. Imagenes de gel electroforesis bidimensional y analisis de las manchas
con abundancia diferencial en los explantes de hoja cortada antes de cultivarse en
medio liquido Yasuda en oscuridad. (A) Imagenes representativas del gel de las
muestras de explantes de hoja cortada -NAA-KIN. (B) Imagenes representativas del gel
de las muestras de explantes de hoja cortada +NAA—KIN. Las proteinas acumuladas
diferencialmente se tifieron con Coomassie G-250 coloidal. Las flechas rojas indican
manchas de proteinas acumuladas diferencialmente.

Cuadro 3.1. Lista de proteinas con abundancia diferencial identificadas por LC-MS/MS.

Mr Cober Punt Radio

Funcién /pl Mr An tura aje Punta +
Punt de la Genbak/ teéri Al ova de PS Mas je NAA-
o proteina Coffe ID co expe (p) secue Ms cot secu KIN/
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rime ncias encia -
ntal (%) s HT NAA-
KIN
Procesos metabdlicos de carbohidratos
Quitinasa CDP178
Aclase lll 51/
(CHIALLY Cc05 g0 35.6/ 29.8/ 0.0
1 S1) 0760 586 520 09 6 18 119 1.96 11.5
Quitinasa CDP178
Aclase lll 53/ 3.9
(CHIALLY Cc05 g0 34.9/ 30.6/ A1E-
4 S1/SE2) 0780 503 475 05 7 10 157 1043 7.6
Quitinasa CDP178
Aclase lll 52/ 4.7
(CHIALLY Cc05 g0 35.9/ 31.2/ 3E-
2 S1) 0770 535 511 04 15 29 214 158 7.5
Procesos metabdlicos de proteinas
Particula
Regulador
a No- CDP121
ATPasa 87/ 1.3
12a Cc08 g1 30.8/ 29.8/ 2E-
3 (RPN12A) 6370 524 534 06 12 5 48 0 8.5
Respuesta
ala CDPO012
deshidrata 94/ 1.1
cion 21a Cc10_g0 51.4/ 348/ 2E-
7 (RD21A) 4820 516 538 04 14 10 50 737 25
Probable
proteina CDP177
fosfatasa 27/ 1.1
2C71 Cc00_g0 31.5/ 34.8/ 2E-
7 (WIN2) 2680 516 538 04 7 6 128 6.65 25

Fotosintesis
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ribulosa-

1,5-
bisfosfato
carboxilas
a CDP201
subunidad 39/
pequeia Cc00_g1 18.2/ 15.1/ 0.0 28
50 (SSU11) 5710 822 640 40 32 7 1288 7155 1.9
Subunidad
p del
fotosistem
all,
subunidad
p-1 del CDP178
fotosistem 59/
all (PSII- Cc05 g0 28.5/ 34.8/ 0.0
7 P) 0840 8.1 538 12 17 13 67 354 25
Proceso catabélico de la glicina
Glicina
descarboxi CDP082
lasa P- 58/
proteina2 Cc08 g1 112.7 724/ 0.0
17 (GLDP2) 0590 /78 574 06 8 23 168 10.71 1.8
Homodlogo
de la
leucotrien  CDP043
o A4 32/
hidrolasa  Cc09 g0 69.2/ 724/ 0.0
17 putativa 2360 554 574 06 13 48 581 26.17 1.8
Ribosoma
CDP140
Proteina 47/ 3.5
ribosomica Cc02_g0 34.3/ 38.8/ 6E-
37 acida 60S 6780 5.1 539 04 13 19 84 3.84 1.7
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PO
(RPPOA)

Replegamiento y plegamiento de proteinas

Chaperoni

na-60 CDP185

beta2 83/

(CPN60B2 Cc01_g0 64.6/ 67.2/ 0.0
53 ) 0200 577 561 33 19 33 252 251

Proteina

de choque

térmico CDO0993

60-3b 85/

(HSP60- Cc03 g0 61.1/ 67.2/ 0.0
53 3B) 7040 576 561 10 11 11 118 9.58
Actividad antioxidante

Tiorredoxi

na

reductasa

dependien

te de CDPO17

NADPH ( 51/

NTR2/NT Cc07_g1 34.9/ 37.0/ 0.0
59 RA) 2230 6.24 6.18 03 9 6 55 5.41

CDPO74
96/

Isoflavona Cc10_g0 33.7/ 37.0/ 0.0
59 reductasa 2660 706 6.18 03 11 7 71 2.35
Organizacion de la cromatina

Proteina

13 del CDP052

dominio 20/

de union Cc02_g0 529/ 499/ 0.0
46 al metil- 3140 6.35 6.09 16 11 3 0 NA




cpg
(MBD13)

Funcion desconocida
N-
acilneura
minato-9- CDP095
fosfatasa 30/
putativa Cc06_g1 34.2/ 34.8/ 0.0
7 (NAMP) 8960 6.32 538 12 6 4 113 342 25
Proteina
similarala CDP128
proteina 34/
fijadorade Cc07_g1 24.1/ 20.5/ 0.0
23 citrato 6910 929 918 29 19 7 126  5.89 1.7

3.2.3. Anadlisis de la expresion relativa del RPN12 y western blot de los explantes -NAA-KIN

o + NAA—KIN con el anticuerpo ubicuitina

La respuesta embriogénica y su relacion con la alteracién del proteoma a través de la activacion
de la biosintesis de proteinas, las modificaciones postraduccionales de proteinas o la eliminacion
de proteinas innecesarias se han correlacionado mediante analisis bioquimicos y morfolégicos
(Aguilar-Hernandez & Loyola-Vargas 2018; Gomez-Garay et al. 2013; Kumaravel et al. 2017). El
complejo multicatalitico del proteasoma 26S dependiente de ATP es responsable de la
degradacion especifica de proteinas marcadas con ubicuitinas (Vierstra 2009). En este estudio,
se descubrié que la subunidad proteica CcRPN12 del complejo proteolitico 26S proteasoma
dependiente de ATP estaba regulada al alza. A continuacién, optamos por investigar si el
aumento de la abundancia de la proteina CcRPN12 en los explantes + NAA—KIN estaba
determinado por el nivel de transcripcién utilizando gPCR con el gen CcACT2 como referencia.
No hubo diferencias en la cantidad de CcRPN12 en los explantes + NAA-KIN o - NAA-KIN
(Figura 3.3 A), lo que sugiere la existencia de un mecanismo post-transcripcional que conduce a
la regulacién al alza de CcRNP12 en los explantes + NAA—-KIN. La proteina RPN12 es esencial
para el ensamblaje del proteasoma (Boussardon et al. 2022; Smalle et al. 2002), por lo que la
alteracion de la abundancia de CcRPN12 podria afectar al conjunto de proteinas ubicuitinadas.

Una de las formas generales de visualizar la ubicuitinacion puede lograrse mediante western blot
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contra ubicuitina (Aguilar-Hernandez et al. 2017). Dado que dentro de las proteinas identificadas
en este estudio estan implicadas en el proceso catabodlico de proteinas dependiente del
proteasoma 26S, determinamos la mancha de ubicuitinacién en los explantes - NAA-KIN y +
NAA-KIN mediante western blot con anti-ubicuitina y utilizando anti-histona 3 como control de
carga. Tanto los explantes - NAA-KIN como los + NAA-KIN mostraron una mancha de
ubicuitinacion similar en el alto MW (Figura 3.3 B), lo que sugiere que el proteasoma 26S esta
activo y que probablemente un pequefio grupo de conjugados de ubicuitina participa en la

totipotencia de los explantes para producir embriones somaticos de forma eficiente.
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Figura 3.3. Expresion relativa del gen CcRPN12 y western blot de los
conjugados de ubicuitina en plantas - NAA-KIN y + NAA—KIN. (A) Diagrama del
gen CcRPN12 y su patron de expresion mediante RT-gPCR. Las lineas denotan
intrones y los recuadros denotan exones. Los valores de cambio log2-fold se
determinaron mediante RT-gPCR para CcRPN12 en explantes de hoja cortada de
plantas -NAA-KIN y + NAA—-KIN antes de pasar al cultivo en medio liquido Yasuda
en oscuridad. (B) Western blot de los conjugados de ubicuitina en explantes de hojas
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cortadas de plantas - NAA-KIN y + NAA—KIN antes del cultivo en medio liquido
Yasuda en oscuridad. Se indican el monémero y los conjugados de ubicuitina. El
anticuerpo contra la histona 3 (H3) se utilizd6 como control de carga.

3.4. DISCUSION

La proliferacion de embriones somaticos se ve afectada en gran medida por la composicion del
medio de cultivo in vitro y las especies de plantas, como lo demuestra los diferentes medios de
cultivos usados en la ES del género Coffea (Aguilar et al. 2022; Loyola-Vargas et al. 2016b). Los
esfuerzos recientes para dilucidar los factores que impulsan la formaciéon de embriones somaticos
en los bordes de los explantes han llevado al descubrimiento de la implicacién de la sintesis de
novo de auxinas y la sefalizacion mediada por ARF (Uc-Chuc et al. 2020). Este trabajo ha
confirmado que una planta cultivada en medio suplementado con auxinas y citocininas permite
una eficiente induccion de la ES a lo largo de los explantes de sus hojas cortadas y cultivadas en
medios con BA. Reportamos que la auxinas y citocininas promueve una mayor acumulacién de
proteinas involucradas en el metabolismo y el plegamiento de proteinas, fotosintesis, actividad
antioxidante y regulacion transcripcional se acumulan en los tejidos foliares usados como
explantes. Se requiere una validacion de las abundancias de las proteinas identificadas en los
puntos solapados (Hunsucker & Duncan 2006; Pietrogrande et al. 2003), igual que el uso de geles

IPG estrechos o enfoques de protedmica shotgun.

Para estudiar el impacto del cultivo de los explantes foliares con auxina y citocinina durante 14
dias antes de inducir ES mediante BA, en este trabajo se empled un protocolo desarrollado en C.
canephora para lograr ES directa (Quiroz-Figueroa et al. 2006a). El protocolo de ES comprende
explantes de hoja cortada, donde a través de BA las respuestas embriogénicas se dan a lo largo
de los bordes de la hoja cortada (explantes). Cuando la embriogénesis somatica se realizd con
dos tipos de explantes utilizando explantes cultivados con dos RCV (0.54 uM auxina acido 1-
naftalenacético (NAA) + 2.32 uM citocinina kinetina (KIN)) durante 14 dias o cultivados libre de
RCV durante 14 dias como testigo, se ha mostrado el impacto de cultivar explantes de hoja con
RCV en la respuesta embriogénica a través de medios con BA. Las plantas cultivadas en medios
libres de RCV (-NAA-KIN) como fuentes de explantes mostraron significativamente una menor
totipotencia que las cultivadas con auxina y citocinina (+ NAA-KIN), ya que produjeron menos
embriones somaticos. Nuestros hallazgos confirman que bajo condiciones apropiadas de cultivo
in vitro, puede ocurrir la proliferacion de embriones somaticos (Bidabadi & Jain 2020; Quiroz-

Figueroa et al. 2002; Yasuda et al. 1985). La importancia del balance de RCV para promover la
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ES esta bien documentada. En especifico, se ha reportado un incremento enddgeno en la
abundancia de auxinas y citocininas cuando las plantulas se cultivan con + NAA-KIN (Avilez-
Montalvo et al. 2022; Ayil-Gutiérrez et al. 2013), por lo que el cambio transitorio en la relacion
citocinina/auxina mediado por el cultivo con + NAA-KIN contribuye a la respuesta embriogénica.
El equilibrio de RCV para la expresién de SE también se ha observado en Medicago falcata

(lvanova et al 1994).

La plasticidad del desarrollo que conduce a la formacion del embriéon por embriogénesis somatica
directa se ha relacionado no solo con los RCV, sino también con la presencia de reguladores
reductivos y oxidantes, el uso de inhibidores epigenéticos, pequeios péptidos, aminoacidos como
la L-prolina y la temperatura de cultivo (Guo et al. 2024; Almeida et al. 2012; Couillerot et al. 2012;
Fehér 2015; Fehér 2008). Se ha observado la accion sinérgica de los RCV en la induccion de ES

en C. arabica cuando se utiliz6 24-epibrassinolid (24-epiBR) con 2iP en la ES (Chone et al. 2018).

Dado que la proliferacion de embriones somaticos se produce tanto en los explantes de hoja
cortada -NAA-KIN como en los +NAA-KIN, lo mas probable es que en los explantes haya multiples
tipos de células embriogénicas que muestren respuestas proliferativas especificas. Es el
momento de especular que un tipo de célula embriogénica experimenta proliferacion somatica de
forma dependiente de citocinina que ocurre en los explantes -NAA-KIN con BA, mientras que el
otro requiere previo acondicionamiento por auxinas y citocininas que ocurre en los explantes
+NAA-KIN a través de BA. La evidencia sugiere que el acondicionamiento de plantas con auxinas
y citocinina facilita la proliferacion unicelular de embriones somaticos a lo largo de los bordes de
las hojas cortadas cultivadas en BA (Quiroz-Figueroa et al. 2002). En cultivo in vitro, la respuesta
embriogénica especifica en C. canephora se explica parcialmente por la percepcion de las
auxinas y citocininas exdgenas seguida de la sintesis de novo de auxinas y citocininas y su
transporte bajo el fotoperiodo (Ayil-Gutiérrez et al. 2013; Uc-Chuc et al. 2020), y los efectos
negativos de las auxinas exdgenas sobre la ES basada en BA en oscuridad (Hatanaka et al. 1991;
Yasuda et al. 1985). El analisis de la ES basado en hoja cortada en C. canephora con otras
citocinas ademas de BA, como 2iP y kinetina, ha mostrado que las citocinas son absorbidas en
los bordes de la hoja cortada pero no transportadas al interior de la hoja (Hatanaka et al. 1991).
El conocimiento sobre la regulacién molecular en lineas con proliferacion de embriones somaticos

esta emergiendo en especies como Cyathea delgadii Sternb (Mikula et al. 2021).

Las auxinas y citocininas son compuestos maestros reguladores del crecimiento y el desarrollo.

Las auxinas son percibidas por las ubicuitinas ligasas E3 respuesta inhibidora del
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transporte1/auxina F-Box (TIR1/AFB) y promueve la interaccion de las TIR1/AFB con sustratos
de ubicuitinacion como las proteinas represoras transcripcionales auxina/acido indol-3-acético
(Aux/IAA) implicadas en la sefializacion de auxinas (Blazquez et al. 2020; Gray et al. 2001; Tan
et al. 2007). La citocinina es percibida por proteinas cinasas de histidina (Arabidopsis Histidine
Kinase) que realizan una cascada de fosforilacion a través de un sistema de dos componentes e
inducen la respuesta por ARRs (Arkhipov et al. 2019; Inoue et al. 2001; Werner & Schmiilling
2009). Encontramos que la subunidad del complejo proteico proteasoma 26S RPN12 se acumula
al alza de forma dependiente de auxinas y citocininas. Esta subunidad de la regién reguladora
del proteasoma 26S es esencial para la integridad del proteasoma 26S y la correcta degradacion
de las proteinas ubicuitinadas. En A. thaliana, el mutante rpn12 muestra fenotipos asociados a
hiposensibilidad a auxinas y citocininas con estabilizacion de proteinas ubicuitinadas,
agrandamiento y proliferacion celular (Kurepa et al. 2009; Smalle et al. 2002). Basandose en este
hecho, una explicacién para la mayor proliferacién de embriones por plantulas adecuadas con
auxinas y citocininas podria ser un aumento de la sensibilidad a la auxinas y citocininas exdgenas
para el reconocimiento y recambio de proteinas ubicuitinadas. Otras subunidades del proteasoma
26S que han mostrado una abundancia diferencial durante la respuesta embriogénica somatica
o la maduracion embrionaria incluyen PAA1 en Vigna unguiculata, Vitis vinifera y Quercus suber
(Gomez-Garay et al. 2013; Nogueira et al. 2007; Zhang et al. 2009), PBA1 en Vigna unguiculata,
Pinus pinaster, y en Q. suber (Gomez-Garay et al. 2013; Morel et al. 2014b), PBF1 en P. pinaster
(Morel et al. 2014a; Morel et al. 2014b), RPT4 en Carica papaya (Botini et al. 2021), RPT5 en
Cyclamen persicum, Musa spp. AAA cv. Grand Naine, azafran y maiz endogamico H99
(Kumaravel et al. 2017; Lyngved et al. 2008; Sharifi et al. 2012; Sun et al. 2013), RPT1 en Cyathea
delgadii (Domzalska et al. 2017), RPT3 en C. persicum (Rode et al. 2012), RPT2 en P. pinaster
(Morel et al. 2014a) y RPN9 en cafia de azucar (Heringer et al. 2017). Aunque los estudios
transcriptomicos y protedmicos sobre la ES han demostrado que las subunidades del proteasoma
26S estan estrechamente reguladas, se desconocen las proteinas ubicuitinadas durante la ES.
Con la comparacioén de la acumulacion de conjugados de ubicuitinas entre los explantes de hoja
cortada -NAA-KIN y +NAA-KIN, se podria especular que algunos objetivos clave de ubicuitinacion

podrian estar regulados en los explantes +NAA-KIN.

En la proliferacion de embriones somaticos intervienen multiples niveles de regulacion. Los
acontecimientos moleculares y celulares asociados con el estado embriogénico, en parte, pueden
inferirse a partir de las proteinas identificadas aqui. La proteina quitinasa A clase Ill (Spot 1,2y

4), relacionada con el estrés y la defensa, se ha descrito en la ES (De Jong et al. 1992). Se han
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identificado proteinas quitinasas durante la induccion de la ES (De Jong et al. 1992; Liu et al.
2015), las cuales, se unen a las Arabinogalactan-proteinas (AGP) de la pared celular y liberan
oligosacaridos que pueden actuar como moléculas de sefalizacion (Domon et al. 2000; van
Hengel et al. 2001). La homeostasis de las especies reactivas del oxigeno (EROS) mantiene el
poder reductor de la oxidorreductasa a través del sistema de la tiorredoxina (punto 59) (Marty et
al. 2009; Zagorchev et al. 2012). Durante la ES, se han identificado proteinas relacionadas con
la homeostasis de EROS en Gossypium hirsutum (Zhou et al. 2016), Elaeis guineensis (Aroonluk
et al. 2019) y Catharanthus roseus (Gulzar et al. 2019). La organizacién de la cromatina se ve
facilitada por el reclutamiento de proteinas organizadoras del ADN, como las proteinas de union
a metil CpG (spot 46) y el complejo de proteinas histona desacetilasa, lo que concuerda con la
metilacion de histonas observada en la ES de C. canephora (Grzybkowska et al. 2020; Nic-Can
et al. 2013). La homeostasis de aminoacidos libres a través de la hidrdlisis de proteinas y el
aminoacido leucina del extremo N-terminal se ha sugerido dependiente de PEG durante la ES en
Carica papaya (Bartos et al. 2018; Matsui et al. 2006; Vale Ede et al. 2014), y la proteina glicina
descarboxilasa se ha relacionado al aumento de serina (Igamberdiev y Kleczkowski, 2018; Timm
et al., 2012). Esto concuerda con los hallazgos de la proteina serina hidroximetiltransferasa que
participa en la sintesis de serina a través de glicina, asociada a la competencia en callos de cana

de azucar (Xavier et al. 2022).

3.5. CONCLUSION

En resumen, hemos confirmado que el acondicionamiento de plantas con auxinas y citocininas
es necesario para el alto rendimiento de la embriogénesis somatica en el protocolo de ES en C.
canephora. El acondicionamiento de plantas con auxinas y citocinina no solo aumenta la
proliferacion de embriones somaticos, sino que también cambia la acumulacién de proteinas
asociadas a ellos. Las proteinas identificadas estan implicadas en el metabolismo y el
plegamiento de proteinas. La proteina identificada RPN12, que es una subunidad de la region
reguladora del proteasoma 26S, muestra que la ubicuitinacion podria ser una nueva via en la
regulacion de la competencia embriogénica en C. canephora. Uno de los principales retos en el
futuro es aislar los sustratos de la ubicuitinacion mientras se cultivan los explantes y se induce la

embriogénesis somatica.
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CAPITULO IV: ANALISIS MORFOLOGICO DE LA INDUCCION DE LA EMBRIOGENESIS (ES)
SOMATICA EN CONDICIONES DE INHIBICION DEL PROTEASOMA 26S.

4.1. INTRODUCCION

Las plantas son organismos compuestos por multiples células altamente especializadas para
cumplir diferentes funciones en la planta. A pesar de esto, las células vegetales tienen la
capacidad regenerar una planta completa, esta capacidad usualmente se le refiere como
“totipotencia” (Fehér, 2019; Méndez-Hernandez et al., 2019). Esta capacidad de totipotencia ha
sido aprovechada en la ES para la micropropagaciéon masiva de especies de plantas
agroindustrialmente importantes como C. canephora. Durante la ES in vitro, las células somaticas
son incubadas bajo diferentes tipos de estrés y sometidas a estimulos con reguladores del
crecimiento. Esto da como resultado que las células somaticas lleven a cabo desdiferenciacion,
cambios morfofisioldgicos, y su posterior conversion en células embriogénicas que produciran

embriones somaticos.

De acuerdo con lo anterior, se ha reportado que la aplicacion exdgena de auxinas y/o citocininas,
durante la primera etapa de induccion de la ES, contribuye a que las células somaticas se
reprogramen y adquieran la capacidad de desarrollar embriones somaticos. Esto sugiere que el
estudio del inicio de la ES serviria para optimizar los sistemas biotecnolégicos de regeneracion
vegetal (Loyola-Vargas y Ochoa-Alejo, 2016). De manera similar, se ha reportado que el proceso
inicial de ES en C. canephora comprende un pretratamiento de 14 dias en medio suplementado
con auxinas y citocininas, y posteriormente en un medio libre de auxinas suplementado con

citocininas (Figura 4.1) (Quiroz-Figueroa et al., 2006).

Por otro lado, los estudios anatémicos y ultraestructurales como la histologia y la microscopia
electronica han contribuido a la comprension de los procesos estructurales y morfofisoldgicos
involucrados en la adquisicion de la competencia embriogénica. La comprension de las
caracteristicas morfofisioldgicas y la determinacion del origen del embrion son esenciales para el

desarrollo de protocolos eficientes (Fehér, 2019; Fehér et al., 2003).

De acuerdo con lo anterior, se ha logrado observar que diferentes factores como el tipo de
explante, los tratamientos de estrés y los reguladores del crecimiento pueden afectar el origen
del embrién e inducir cambios anatémicos y ultraestructurales en la ES. Por ejemplo, en C.

canephora, su protocolo de induccion de la ES comprende dos partes: un pretratamiento con los
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reguladores de crecimiento auxina (NAA) y citocinina (KIN) y posteriormente, un medio de
induccion con regulador de crecimiento citocinina (BA) (Figura 4.1), que induce cambios
morfofisioldgicos, anatdomicos y ultraestructurales que conducen a la conversion de la célula

somatica a célula embrionaria.

Los cambios morfolégicos e histomorfologicos durante la induccion de la ES de C. canephora han
sido descritos detalladamente (Marquez-Lépez et al., 2018; Nic-Can et al., 2013). Por ejemplo,
se ha reportado que a partir de los 21 dias después de la induccion de la ES, se producen los
primeros cambios histomorfolégicos mediante la formacion de centros meristematicos, los cuales
se originan a partir de células pertenecientes al mesdfilo. Estas células, en comparacion con las
células vecinas, son relativamente mas pequefias, con nucleos grandes y citoplasma mas denso.
Durante este periodo de tiempo, se observa la formacién de masa proembriogénica en la regién
periférica de los explantes (Figura 4.1 Cy 4.2 A, B). A los 35 dias, después de la induccion de la
ES, se observa, a nivel histolégico, un crecimiento coordinado de un grupo de células
meristematicas pequefas; sin aparente conexién vascular con el tejido madre (Figura 4.2 F).
Estos cambios corresponden morfolégicamente a la formacién de proembriones globulares
(Figura 4.1 E). Durante los 42 dias posteriores a la induccion de la ES, los proembriones realizan
una serie de divisiones que conducen a la formacion de embriones globulares (Figura 4.3 G), los
cuales muestran una protodermis bien definida (Figura 4.2 1). Posteriormente, los embriones
globulares pasan por la etapa de corazon, torpedo y cotiledonar (Figura 4.2 H, J, K). En esta
ultima etapa, histolégicamente se observa un procambium bien definido, el cual comprende
células con nucleos alargados (Figura 4.3 1) y se pueden observar a nivel morfolégico embriones
somaticos con simetria bilateral y meristema apical y radicular (Figura 4.3 J). Por ultimo, a los 56
dias después de la induccion de ES, el recuento de todas las etapas embriogénicas alcanza un
promedio de 70 + 20 embriones somaticos por explante (Figura 4.1 G) (Marquez-Lépez et al.,
2018; Nic-Can et al., 2013).
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Figura 4.1. Proceso morfolégico de la induccion de la ES en C.
canephora. (A—B) explantes iniciales de la induccion de la ES; (C)
formacion de la masa proembriogénica; (D) emergencia de las
primeras estructuras embriogénicas somaticas; (E) proembriones
globulares; (F) embriones globulares; (G) embriones somaticos en
diferentes etapas de desarrollo; (H) plantulas de embriones
somaticos después de 28 dias de la germinacién. Imagen tomada de
Marquez-Lopez et al., (2018).
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Figura 4.2. Histomorfologia de las principales etapas de desarrollo de la
induccién de la ES in vitro en C. canephora. (A-B) masa proembriogénica;
(C) seccion longitudinal de la masa proembriogénica, la punta de flecha negra
indica los centros meristematicos (mc) y el comienzo de la formacién de un
embridn globular; (D-E) estructuras embriogénicas somaticas. (F-I) seccion
longitudinal de un embrién somatico, la punta de flecha negra indica la
presencia de una capa de protodermo bien definida (pd); (G) etapa corazon;
(H) etapa torpedo; (J) etapas cotiledonar temprana y (K) tardia; (I) seccion
longitudinal en la etapa cotiledonar temprana. La punta de flecha roja indica
la zona de procambium (pc), mientras que la punta de flecha negra indica el
desarrollo del primordio cotiledonario temprano (ct). rm: meristemo raiz.
Imagen tomada de Marquez-Lopez et al., (2018).

A diferencia del conocimiento que se tiene sobre los eventos morfologicos e histolégicos
relacionados con la adquisicion de la competencia embriogénica, se sabe poco sobre la
regulacién molecular y estructural involucrada en dicho proceso. No obstante, se ha reportado
ampliamente que la percepcion y sefalizacion de las auxinas juegan un papel importante en la

regulacién molecular y estructural involucrada en la adquisicién de la competencia embriogénica
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(Su et al., 2020). La subunidad RPN12 del proteasoma 26S influye en la sensibilidad exdgena de
las citocininas y auxinas (Smalle et al., 2002; Das et al., 2021). Es interesante destacar que, en
el capitulo anterior, se evidenci6 una alta tasa de recambio de proteinas clave durante la etapa
de pretratamiento del protocolo de ES en C. canephora, asi como la acumulacion de la subunidad
RPN12 del proteasoma 26S en esta fase. En conjunto, estos resultados sugieren que la
ubicuitinacion podria ser una nueva via en la regulacion de la competencia embriogénica en C.
canephora. Existen escasos trabajos en los que se haya reportado de qué manera la via UPS
interviene en el proceso morfofisiolégico e histomorfoldgico de la ES.

Por tal motivo, y con la finalidad de ampliar el conocimiento sobre la regulacion morfoldgica en la
ES via UPS, en este trabajo se realizé la inhibicion del proteasoma 26S con el inhibidor reversible
MG-132 durante el pretratamiento de la induccién de la ES de C. canephora. El uso de inhibidor
del proteasoma 26S bloqueara la degradacion de proteinas por esta via y permitira visualizar el

papel que comprende en la ES.

4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Preparacion del material vegetal, induccion de la ES y germinacion de los

embriones.

Las plantas de C. canephora, se propagaron en condiciones de 25 + 2 °C, bajo fotoperiodo 16 /
8h (150 ymol m™2 s™!, en medio Murashige & Skoog (Phyto Technology Laboratories, M524)
ajustado a pH 5.8 y suplementado con: tiamina-HCI 29.6 uM (Sigma, T3902), Myo-inositol 550
MM (Sigma, 15125), cisteina 0.15 uM (Sigma, C8277), sacarosa 87.64 mM (Sigma, S539) y 0.25%
(p/v) Goma gellan (PhytoTechnology Laboratories, G434). Para la induccion de la ES, las
plantulas se transfirieron al mismo medio suplementado con acido naftalenacético 0.54 uM (NAA,;
Sigma, N1145) y kinetina 2.32 yM (KIN; Sigma, K0753) por 14 dias, en las mismas condiciones
de temperatura y fotoperiodo. Posteriormente, se tomaron las primeras hojas de las plantulas
para cortar los explantes con sacabocados en un tamafio de 0.25 cm?, después colocados en
medio liquido Yasuda modificado (Yasuda et al., 1985), en presencia de 5 uM de Benciladenina
(BA; PhytoTechnology Laboratories, B800) y se cultivaron a 25 + 2 °C en condiciones de

oscuridad a 55 rpm durante 108 dias.

Los embriones cotiledonares producidos en el medio de Yasuda modificado (Yasuda et al., 1985)

se transfirieron al medio de propagacion.
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4.2.2. Tratamiento con diferentes concentraciones del inhibidor del proteasoma 26S MG-
132

Para la inhibicion del proteasoma MG-132 (abcam, ab141003) se afadid al medio de
pretratamiento el inhibidor reversible a concentraciones de 20, 40 y 80 uM. La adicion de MG-132
se realizo tres dias antes de pasar al medio de Yasuda modificado (Yasuda et al., 1985) (tiempo
-3). Pasado el tiempo -3, se continud con el proceso de induccién de la ES en C. canephora sin
el uso del inhibidor (Figura 4.4). Como testigo se utilizé dimetilsulfoxido (DMSQO). Con ayuda de
un microscopio estereoscopico (Nikon, SMZ 745T) a 20x, se monitoreo el desarrollo y numero de
embriones producidos por explante durante 108 dias después de la induccién de los explantes
en el medio Yasuda modificado (DAI) (Yasuda et al., 1985). En el pretratamiento, por cada
concentracion del inhibidor MG-132 se utilizaron 3 plantulas. Al final de la induccion de la ES se

evaluaron 15 matraces por tratamiento.

-14 -3 0 108
v v v
Pretratamiento Induccién l Germinacion ‘
| 14 DBI | 108 DAI >1 45 DFP >
MS + 0.54 uM NAA + 2.32 uM KIN Yasuda + 5.0 uM BA MS (16/8h
(16/8 h fotoperiodo) (Dark) fotoperiodo)

DMSO
MG-132: 20 uM, 40 uM, 80 pM

Figura 4.4. Esquema experimental del tratamiento con diferentes concentraciones del
inhibidor del proteasoma 26S MG-132 en el proceso de la ES en C. canephora. A,
proceso de la induccién de la ES en C. canephora. 14 DBI: 14 dias antes de la induccién de
la ES, 108 DAI: 108 dias después de la induccién de la ES.

4.2.3. Experimento complementario al tratamiento con diferentes concentraciones del
inhibidor del proteasoma 26S MG-132

Para el experimento complementario al tratamiento con diferentes concentraciones del inhibidor
del proteasoma 26S MG-132, se empledé con modificaciones el esquema experimental
previamente mencionado en el parrafo anterior. Se afiadié al medio de pretratamiento el inhibidor
reversible MG-132 a 40 uM tres dias antes de pasar al medio de Yasuda modificado (tiempo -3).
Pasado el tiempo -3, se procedié a pasar los explantes al medio de pretratamiento libre del

inhibidor MG-132, durante 3 dias (tiempo +3). Posteriormente, pasado el tiempo +3, se continud
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con el proceso de induccion de la ES en C. canephora sin el uso del inhibidor. Utilizando un
microscopio estereoscopico (Nikon, SMZ 745T) a 20x, se monitoreo el desarrollo y el nimero de
embriones producidos por explante durante 108 dias después de la induccién de los explantes
en el medio Yasuda modificado (DAI) (Yasuda et al., 1985).

4.2.4. Microscopia electronica

Los diferentes tejidos se fijaron en amortiguador de fosfatos (fosfato sédico monobasico 2 mM,
fosfato dibasico sédico heptahidratado 2 mM y glutaraldehido al 2.5%) a pH 7.3. Se les aplico a
las muestras vacio durante 10 min y posteriormente, se mantuvieron a temperatura ambiente
durante 24 h. Después, se mantuvieron a 4 °C y se lavaron dos veces con el amortiguador de
fosfatos, sin glutaraldehido. Los tejidos fijados se deshidrataron de manera gradual con etanol a
10, 30, 50, 70, 85, 96 y 100%. Entre cada paso de la deshidratacion gradual por etanol se les
aplico a las muestras vacio durante 10 min y posteriormente, los tejidos se mantuvieron durante
1 h a4 °C, por duplicado. Posteriormente, las muestras se secaron gradualmente hasta el punto
critico con CO- con ayuda de un secador Samdri-PVT. Finalmente, las muestras se montaron en
una parrilla metalica (Polaron SEM Coating System E S100) y se cubrieron con oro utilizando 30
mA durante 60 segundos a 120 mTorr, hasta que se alcanzé una capa de 150 A. Las muestras

se observaron por el microscopio electrénico de barrido (GEOL JSM 6360 LV).

4.2.5. Histologia

Los diferentes tejidos fueron fijados en solucion de formaldehido al 10%, acido acético al 5%,
etanol al 50% v/v (FAA) durante 48 h y se lavaron cinco veces con amortiguador de fosfatos a pH
7.3 (fosfato monobasico de sodio 2 mM, fosfato de sodio dibasico heptahidratado 2 mM). Los
tejidos fijados se deshidrataron de manera gradual con etanol a 10, 30, 50, 70, 85, 96 y 100%.
Entre cada paso de la deshidratacion gradual por etanol se les aplicé a las muestras vacio durante
10 min y posteriormente los tejidos se mantuvieron durante 1 h a 4 °C, por duplicado.
Posteriormente, para la inclusion de muestras, se utilizé resina JB-4 (kit JB-4Embedding,
Polysciences). Los bloques se seccionaron en fragmentos de 5 ym utilizando un micrétomo
MICROM® HM 325. Los cortes se tifieron con 4 soluciones diferentes: azul de toluidina para
caracterizacion estructural, Xilidina Ponceau para proteina total (Vidal 1977), acido perydédico-

reactivo de Schiff (PAS) para polisacaridos con grupos glicol vecinales (Feder y O Brien 1968) y
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sudan |V para lipidos totales (Pearse 1980). Las imagenes se adquirieron usando un microscopio

de estereoscopia MZFL Il (Leica).

4.2.6. Extraccion de proteinas, electroforesis y Western Blot

Las proteinas se extrajeron, triturando 100 mg de la muestra en nitrégeno liquido y se
homogeneizaron en amortiguador de Laemmli (1970) (4% SDS, 20% glicerol, 10% pB-
mercaptoetanol, 0.004% azul de bromofenol y 0.125 M Tris HCI, pH 6.8). Las proteinas se
desnaturalizaron a 95°C por 5 min y se separaron en geles de poliacrilamida al 12% (p/v); las
bandas de proteinas se visualizaron mediante tincion con Coomassie Blue R-250.
Posteriormente, las proteinas separadas se transfirieron a una membrana de difluoruro de

polivinilideno (PVDF) (Immobilon-P, Merck Millipore, Estados Unidos).

La membrana se bloqued con albumina de suero bovino (BSA) al 5% en TBS o con leche
descremada al 5% en PBS durante una hora a temperatura ambiente y, se incubé con anti-Ub
(dilucion 1:2500; ab19169; Abcam, Cambridge, MA, Estados Unidos) o con anti-HIS3 (dilucion
1:10000) como control de carga (ab1791, Abcam, Cambridge, MA, Estados Unidos),
respectivamente (Aguilar-Hernandez et al. 2017). Se utilizd un anticuerpo conjugado con
fosfatasa alcalina (AP) para detectar los inmunocomplejos utilizando regentes NBT/BCIP solucion
(5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato / solucién de cloruro de tetrazolio nitroazul, sustrato de fosfatasa
alcalina) de 1 paso (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, EE. UU.).

4.2.7. Analisis de secuencias y disefo de cebadores para C. canephora

Dado que se ha reportado que hay un solo gen PBA71 en Arabidopsis thaliana, AtPBA1
(AT4G31300) y que AtACT2 (AT3G18780.2) es un gen de referencia para la PCR cuantitativa en
tiempo real (RT-qPCR) (Book et al. 2010; Zhou et al. 2019), los ortélogos de esos genes se
identificaron en C. canephora empleando busquedas con BLAST en la plataforma Coffee
Genome Hub (http://www.coffee-genome.org). C. canephora solo tiene un gen CcPBA1 que
codifica a la subunidad PBA1 del proteasoma 20S (Cc00_g00190), con 85.11% identidad contra
A. thaliana AtPBA1. El ortdlogo de A. thaliana AtACT2 en C. canephora se identific6 como
Cc07t17400.1 (CcACT2). Se disefiaron oligos especificos para el analisis RT-qPCR de CcRNP12
y CcACT2 de C. canephora a partir de las secuencias codificantes (CDS) utilizando el software

Primer 3 (https://primer3.ut.ee). Los oligos fueron sintetizados por la empresa ADN-ARTIFICIAL

56



(Guanajuato, México) en una escala de 25 nmol, con la opcién de purificacion desalada, sin

modificaciones en los extremos 5'y 3.

4.2.8. Extraccion de ARN, sintesis de ADNc y expresion relativa del gen PBA1 por

Reaccién en Cadena de la Polimerasa en tiempo real (RT-qPCR).

Para la extraccion del ARN total de las muestras, se empled el método de Trizol descrito por
Chomczynski (1993). Se realizd la verificacion de la calidad del ARN total, observando la
presencia de las bandas de las unidades ribosomales 28S y 18S. Después, se evalud la calidad
del ARN midiendo las relaciones de absorbancia A260/A280 y A260/A230 con un
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.).
Posteriormente, se procedio a realizar la sintesis de ADN complementario (ADNc) a partir de 1ug
de ARN total empleando la enzima ImProm-lI™ Reverse Transcriptase (Promega). Brevemente,
se utilizaron 200 unidades de la transcriptasa inversa ImProm-II™ (Cat # A3802; Promega,
Madison, WI, USA) y 0.5 ug de oligo dT18 (Cat # SO131; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA), se siguioé paso a paso las instrucciones del manual de la enzima transcriptasa inversa

ImProm-I1™,

Posteriormente, se realizaron las reacciones de PCR en tiempo real. Para amplificar el gen PBA1
(numero de accesion: Cc00_g00190 en la reaccién de PCR tiempo real (RT-qPCR) se utilizaron
0.8 M de los cebadores F-PBA1 y R-PBA1; F-ACT2 y R-ACT2 (Cuadro 4.1), 10 pL de
QuantiNova Probe PCR Master Mix 2x (Cat. n°® 208054; QIAGEN, Hilden, Alemania) y 100 ng de
acido desoxirribonucleico complementario (ADNc) en un volumen final de 20 uL. Las
amplificaciones se realizaron en un termociclador de PCR en tiempo real Rotor Q MDx (QIAGEN),
con el siguiente programa: periodo de desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 2 min; 40 ciclos a
95 °C durante 15 s con 30 s de hibridacion a la temperatura especifica de los cebadores (Cuadro
4.2). Los resultados de RT-qPCR se analizaron mediante el método 2-AACt (Livak & Schmittgen,
2001). Se utilizaron cinco réplicas biolégicas para la expresion génica relativa y el experimento
se realiz6 por triplicado técnico. El gen ACTINA2 (numero de accesion: Cc07_g17400 se amplificd
con los cebadores F-ACT2 y R-ACT2 como estandar interno del gen de interés. Por ultimo, se
determiné la expresion relativa del gen PBA1 mediante el método Delta-Delta Ct (2-AACt) (Livak
& Schmittgen 2001), utilizando como gen de referencia ACT2 (Gutiérrez et al. 2008). Los cambios
significativos en la expresion relativa del gen PBA1 de los explantes se determinaron mediante

una prueba de Tukey. Se empled el software de analisis estadistico GraphPad Prism 9 version
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9.0.1 para analizar los datos de expresion génica con valores estadisticamente significativos de
P <0.05.

Cuadro 4.1. Secuencias de los cebadores especificas de genes utilizadas para la

amplificacion semi-cuantitativa por RT-qPCR en tiempo real.

Gen Cebador Tm °C Amplicon (pb)

PBA1 F-PBA1: GAGGATCGGGCTCTTCGTAT | 61 202

Cc00_g00190 | R-PBA1: GGAAGCGAGTCACCAGGATA

ACT2 F-ACT2: AGCAACTGGGATGACATGGA | 61 233

Cc07_g17400 | R-ACT2: TCCAGCACAATACCAGTCGT

4.2.9. Analisis estadistico.

Todos los datos fueron procesados y analizados mediante un analisis de varianza (ANOVA). El
nivel de significacion entre los valores medios se realizé6 mediante la prueba de Tukey. Las
diferencias se consideraron estadisticamente significativas con valores de P < 0.05. Los datos

fueron analizados en el software de analisis estadistico GraphPad prism 9, version 9.0.1.

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Efecto de los tratamientos con diferentes concentraciones de inhibidor del

proteasoma 26S MG-132 en la induccion de la ES.

Con el fin de observar si el inhibidor del proteasoma 26S, MG-132, colocado en el pretratamiento,
afectaba la induccion de la ES en C. canephora, se evalu6 el progreso de la formacién del embridn

globular y la conversion de embriones globulares a embriones cotiledonares en el medio de
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Yasuda modificado durante 108 dias. Los embriones somaticos se contaron segun su estadio de
desarrollo: globular y cotiledonar (Figura 4.5 A), este ultimo estadio se logré monitorear su

germinacion después de 45 dias de fotoperiodo (Figura 4.7 A-D).

Nuestros resultados mostraron una disminucion significativa en el niumero de embriones
somaticos globulares en los explantes previamente tratados con el inhibidor MG-132,
produciendo para el explante previamente tratado con 20 uM: 57 £ 9.85, 40 uM: 69.33 + 7.0 y 80
uM: 65.29 + 6.12 embriones globulares, en comparacion con el tratamiedto testigo que genero
98.92 + 5.47 embriones globulares. El numero maximo de formaciéon de embriones globulares
para los explantes previamente tratados con el inhibidor MG-132 se observo el dia 67 después
de la induccion de la ES (67 DAI), mientras que en los del tratamiento testigo en el dia 60 después
de la induccion de la ES (60 DAI) (Figura 4.5 A). Posteriormente, se observd una disminucion
significativa en el numero de embriones somaticos globulares entre los dias 100 y 108 en todos
los tratamientos incluyendo el testigo (Figura 4.5 A). Por otro lado, en la etapa de cotiledonar se
observé un aumento en el numero de embriones somaticos cotiledonares, entre los dias del 94 y
108 después de la induccién de la ES (94-108 DAI) en todos los tratamientos incluyendo el testigo.
El numero de embriones somaticos cotiledonares producidos por los explantes previamente
tratados con el inhibidor y el testigo, no fueron significativamente diferentes (Figura 4.5 A; Cuadro
4.2). No obstante, la relacién entre los embriones somaticos cotiledonares obtenidos y los
globulares producidos fue mayor para los explantes previamente tratados con el inhibidor MG-

132 a comparacion explantes del grupo testigo (Figura 4.5 A; Cuadro 4.2).
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Figura 4.5. Numero de embriones somaticos producidos a partir de
explantes tratados con y sin MG-132. Niumero de embriones somaticos en
estadios globular y cotiledonar de los cultivos de C. canephora durante la
induccién de la ES. Las letras minusculas denotan diferencias significativas
entre tratamientos para determinado dia de cultivo. Tukey P < 0.05. 0: testigo
dimetilsulféxido; 20, 40, 80: concentraciones en uM del inhibidor MG-132. DAI:
Dias después de la induccion de la ES.

Cuadro 4.2. Numero de embriones cotiledonares producidos a partir de explantes tratados
cony sin MG-132.

Tratamientos Numero de embriones Relacion cotiledonares /
somaticos globulares
cotiledonares /
explante

DMSO 32.75+4.42" 0.33°

20 uM MG-132 30+7.4"™ 0.52°

40 uM MG-132 39.5+7.0™ 0.56°
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80 uM MG-132 44 £ 104 ™ 0.67°

ns: no significativamente diferentes. a, b, c: Diferencias significativas entre tamafios para

determinado tratamiento. Tukey P < 0.05.

4.3.2. Restauracion de la frecuencia de produccion de embriones globulares en la

induccion de la ES de los explantes aliviados

Posteriormente, para confirmar que la disminucion significativa en el numero de embriones
somaticos globulares y la relacion embriones somaticos globulares a embriones somaticos
cotiledonares era consecuencia de la pérdida de funcién del proteasoma, se aliviaron las plantas
tratadas MG-132 cultivandolas en medio fresco. Utilizando como testigo de referencia explantes
tratados con MG-132, se procedié comparar las plantulas que provenian del medio con DMSO o
MG-132. Posteriormente, se evalud el progreso de la embriogénesis somatica. EI numero de
embriones globulares contabilizados para explantes provenientes de medios con MG-132 y
después aliviados fue de 71.59 + 1.54. Mientras que, para su contraparte, explantes provenientes
de medios con DMSO y después aliviados fue de 62.44 + 0.86. Nuestros resultados no mostraron
diferencias significativas en el niumero de embriones somaticos globulares producidos por los
explantes independientemente de su procedencia de cultivos en medio con DMSO o con MG-
132. Por el contrario, en los explantes previamente tratados con MG-132, se mantuvo una
frecuencia baja de produccion de embriones globulares, 45.00 £ 2.67 que concuerda con lo
reportado en el apartado 4.3.1. Por otro lado, el numero de embriones somaticos cotiledonares
producidos fueron significativamente diferentes entre los explantes provenientes de los diferentes
medios. El numero de embriones cotiledonares contabilizados para explantes provenientes de
medios con MG-132 y después aliviados con medio fresco fue de 45 + 4.32. Mientras que para
su contraparte, explantes provenientes de medios con DMSO y después aliviados con medio
fresco fue de 30.68 + 1.82. (Figura 4.6). En los explantes previamente tratados con MG-132, se
observo un resultado similar al apartado 4.3.1, se mantuvo una frecuencia similar de produccion
de embriones globulares, 36.94 + 3.53, en comparacién con los explantes provenientes de medios
con DMSO y después de ser aliviados. La relacion entre los embriones somaticos cotiledonares
a globulares (embriones cotiledonares / embriones globulares) fue de 0.62 en los explantes
aliviados en medio fresco en comparacion con su contraparte provenientes de medios con DMSO,

que fue de 0.48. Por otro lado, la relacién entre los embriones somaticos cotiledonares a

61



globulares en explantes tratados con MG-132 fue de 0.82. El hecho de que la frecuencia de
embriones somaticos globulares en los explantes aliviados fuera similar a explantes no expuestos
al inhibidor y que los explantes tratados con MG-132 presentaran una mayor conversion de
embriones globulares a cotiledonares, sugiere que el proteasoma 26S se requiere en la

diferenciacion celular y la conversion de los embriones.
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Figura 4.6. Frecuencia de los embriones en explantes aliviados. Se
muestran el numero de embriones somaticos globulares y cotiledonares
registrados durante en induccién de la ES. El medio de cultivo fue renovado
segun lo indicado por las flechas y continué durante tres dias antes de la
induccién de la embriogénesis. D—D: explantes previamente tratados con
DMSO y después aliviados en medio fresco sin inhibidor; M—M: explantes
previamente tratados con 40 puM del inhibidor MG-132 y posteriormente
utilizados para la induccién de la ES; M—D: explantes previamente tratados
con 40 uM del inhibidor MG-132 y después aliviados en medio fresco sin
inhibidor. Las letras minusculas denotan diferencias significativas entre los
tratamientos en cierto dia de después de la induccién. Tukey P < 0.05. DAI:
Dias después de la induccion de la ES.
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4.3.3. Germinacion de los embriones somaticos cotiledonares.

Para monitorear la germinacion de los embriones durante 45 dias, los embriones somaticos
cotiledonares después de los 108 dias de la induccién de la ES fueron transferidos al medio de
propagacion y cultivados en fotoperiodo 16 h / 8 h (Figura 4.7 A). A los 15 dias de fotoperiodo,
los embriones somaticos cotiledonares provenientes de explantes previamente tratados con el
inhibidor presentaban estructuras similares al testigo, un hipocétilo prominente, cotiledones bien
desarrollados y alargados (Figura 4.7 B). A los 28 dias de fotoperiodo, los embriones
cotiledonares previamente de explantes tratados con el inhibidor mostraron una coloracién verde,
mientras que los cotiledonares testigo mostraron una coloracién verde hasta los 30 dias de
fotoperiodo (datos no mostrados); transcurridos 30 dias de fotoperiodo los embriones somaticos
cotiledonares de los diferentes tratamientos ya diferian en su fenotipo; los embriones
cotiledonares previamente tratados con el inhibidor a una concentracion de 40 uM presentaban
hipocétilos mas gruesos y ya presentaban raiz, en comparacion de los demas tratamientos,
incluyendo el testigo (Figura 4.7 C). A los 45 dias de fotoperiodo, todos los embriones somaticos
cotiledonares de todos los tratamientos, incluyendo el testigo, ya presentaban raiz, no obstante,
las diferencias en la longitud de raices fueron evidentes entre los tratamientos, los cotiledonares
provenientes de los explantes previamente tratados con el inhibidor desarrollaron raices con
mayor longitud en comparacion con el testigo (Figura 4.7 D). Ademas, los embriones previamente
tratados con el inhibidor a una concentracidon de 40 uM presentaban un hipocétilo mas alargada

en comparacion con los demas tratamiento, incluyendo el testigo (Figura 4.7 D).
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Figura 4.7. Aspecto morfoldgico de los embriones somaticos de
C. canephora germinando. (A) embriones somaticos finalizando el
proceso de la ES a los 108 dias después de la induccion de la ES (108
DAl), la barra representa 5 mm; (B) embriones somaticos después de
15 dias de fotoperiodo, la barra representa 2 mm; (C) embriones
somaticos después de 30 dias de fotoperiodo, la barra representa 2
mm; (D) plantulas germinadas después de 45 dias de fotoperiodo, la
barra representa 1 cm. Fotoperiodo: 16 h luz / 8 h oscuro a 25 + 2 °C.
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4.3.4. Participacion del proteasoma 26S en el origen del embrién somatico.

El origen del embrion somatico puede ser uni y/o multicelular. Cuando los embriones presentan
un origen unicelular se observan divisiones celulares coordinadas y el embrion esta conectado al
tejido materno mediante una estructura similar a un suspensor (Quiroz-Figueroa et al., 2006). Por
el contrario, los embriones que presentan un origen multicelular se observan al inicio como una
protuberancia, sin divisiones celulares coordinadas observables, y el embrién no se encuentra
fusionado al tejido materno (Quiroz-Figueroa et al., 2006). Hasta la fecha, aun se desconoce la
sefal que desencadena que el origen del embrion somatico sea uni o multicelular. Pero, hay
trabajos que sugieren que el tipo de explante y factores externos como el estrés en la induccion
de la ES, intervienen en la sefial del origen del embridon (Grzyb & Mikuta, 2019). También, hay
reportes que sugieren que el origen del embrién somatico esta estrechamente relacionado con la
frecuencia de los embriones somaticos globulares(Grzyb & Mikuta, 2019; Mikuta et al., 2021). En
este trabajo se encontré que la inhibicién del proteasoma 26S en el pretratamiento de la ES de
C. canephora redujo la produccion de embriones somaticos globulares (apartado 4.3.1). De
acuerdo con lo anterior, se considerd analizar, si la inhibicion del proteasoma 26S pudo haber

afectado el origen del embrién somatico de los explantes expuestos al inhibidor MG-132.

Se analizaron 66 muestras de embriones globulares en los explantes previamente tratados con
DMSO y MG-132. Ambos tratamientos presentaron origen uni y multicelular del embriéon somatico
(Figura4.8 A, B, Cy D). Los explantes previamente tratados con MG-132 mostraron 44 muestras
de embriones globulares con caracteristicas de origen multicelular y 22 muestras de embriones
globulares con caracteristicas de origen unicelular. En contraste con los explantes previamente
tratados con DMSO, que presentaron 22 muestras de embriones globulares con caracteristicas
de origen multicelular y 44 muestras de embriones globulares con caracteristicas de origen

unicelular.
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Figura 4.8. Embriones globulares desarrollandose en explantes de C.
canephora. (A-B) Explantes previamente tratados con DMSO. (C-D)
Explantes previamente tratados con MG-132. su: estructura que asemeja a
un suspensor y es una caracteristica del origen unicelular. Las flechas
sefalan las estructuras de los embriones globulares que estan aledafias al
tejido materno. El embrion globular de origen unicelular muestra un
seudosuspensor entre el tejido materno y el embrién globular. EI embrién
globular de origen multicelular muestra un protodermo fusionado a otros
embriones globulares y se observan las células meristematicas sin una
delimitacion bien definida entre el tejido madre y las células meristematicas
que conforman el embrién globular somatico.

4.3.5. Inhibicion del proteasoma 26S a través de MG-132.

Se ha reportado que la inhibicion del proteasoma 26S induce la expresion del gen PBA71 que
codifica la subunidad catalitica B1 del proteasoma 26S y la acumulacion de proteinas
poliubicuitinadas (Gladman et al., 2016; Speranza et al., 2001). Por lo que se analiz6 mediante
RT-gPCR la expresion relativa del gen PBA1 y a través de Western Blot los niveles de proteinas
poliubicuitinadas para validar la inhibicion del proteasoma 26 en los explantes (Figura 4.9 A, B).

El Western Blot contra ubicuitina mostré acumulaciéon de proteinas poliubicuitinadas en muestras
cultivadas en presencia de MG-132. Caracterizado por un aumento en la intensidad de la sedal
para proteinas de grandes (Figura 4.9 A). En cambio, el Western Blot contra Histona 3 (H3),
utilizado como testigo, mostré senal equivalente entre muestras de medios con y sin MG-132.
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La adicién del inhibidor MG-132 (40 uM) al medio de pretratamiento, result6 en la induccion de la
expresion del gen PBA1. Después de 48 horas de exposicion, el explante indujo 5.1 veces mas
el gen PBA1 en comparacion con el testigo. Por otro lado, después de 72 horas de exposicion la
expresion del gen PBA1 disminuy6 en comparacion con la expresion mostrada a las 48 horas. A
las 72 horas, el explante expresé 3.2 veces mas el gen PBA1 en comparaciéon con el testigo
(Figura 4.9 B). Por lo tanto, se concluye que la funcién del proteasoma 26S se intervino en los

explantes provenientes de medios de cultivo con MG-132.

A B
24 h 48 h 72h
MG132 - + - + - +
~ r o . ' <260 PBA1
Ub b b < § = g
< 10 g y
<7 _3_
@
3 o 34 T
s N 8,
* % % = -l 2-
O
g 1-
40
w ® w < -
3 0 - -
& &t
< 25 < \“‘-"»h \'5“’
R

Ha T ———— — —

Figura 4.9. Andlisis de Western Blot y RT-qPCR en explantes tratados
con 40 pM MG-132 y DMSO. (A) acumulaciéon de proteinas
poliubicuitinadas de los explantes tratados con 40 uM MG-132 y DMSO, a
las 24, 48 y 72 horas de exposicion con el inhibidor. Las proteinas
poliubicuitinadas de alto peso molecular se encuentran sefialadas en
corchetes. Las proteinas ubicuitinas conjugadas se encuentrasn sefialadas
con flechas. (B) RT-qPCR del gen PBA1 de los explantes tratados con 40
uM MG-132 y DMSO, a las 48 y 72 horas de exposicion con el inhibidor.
Asteriscos representan diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos. Tukey P < 0.05.
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4.3.6. Analisis morfolégico, histolégico y de la movilizacidon de reservas de la induccién
de la ES.

Para saber si la inhibicién del proteasoma 26S tuvo repercusiones en la progresion de la induccion
de la ES en C. canephora, se realizé un analisis de la morfologia, histologia y movilizacién de
reservas de durante el proceso de embriogénesis documentando la formacion del embridn

globular y su conversién a embrién cotiledonar en el medio de Yasuda modificado.

Para los analisis posteriores que aparecen en este trabajo, se utilizaron explantes previamente
expuestos a 40 (M del inhibidor MG-132 y DMSO, en el pretratamiento de la induccion de ES.
Las muestras que se usaron fueron tomadas 3 dias antes de la induccion de la ES (-3 DBI) y 0,
14, 21, 35, 75 y 108 dias después de la Induccion de la ES (DAI).

4.3.6.1. Analisis morfolégico e histolégico de la ES.

Los experimentos comenzaron en el dia -3DBI. En ambos tratamientos, la histologia de los
explantes durante el dia -3DBI presentaron una anatomia bien definida caracterizada por una
epidermis adaxial, epidermis abaxial, un mesofilo bien estructurado, comprendido por células
parénquimas palizadas y esponjosas (Figura4.11 A, E). Las células del mesdfilo y del parénquima
en empalizada se observaron alargadas y cuboides con una relaciéon de nucleo-citoplasma de
0.17 um (Figura 4.11 A, E). Entre los dias 0 y 7 DAI, no se observaron cambios a nivel morfolégico
e histolégico en ningunos de los tratamientos (Figura 4.10 B, F y 4.11 B, F). Durante el dia 14
DA, los explantes presentaron cambios unicamente a nivel histolégico en ambos tratamientos
(Figura4.10 C, Gy 4.11 C, G). Los cambios observados a los 14 DAI fueron notorios, incluyeron
células en citocinesis y con alta actividad mitética. Esto se evidencio con células y nucleos
celulares en las regiones perivasculares y del mesdfilo, intensamente tefiidas de azul de toluidina
(Figura 4.11 C, G). De manera similar, en ambos tratamientos se observaron células
desorganizadas. Por otro lado, Unicamente en los explantes previamente tratados con DMSO, se

observo un mayor numero de células vacuoladas con nucleos prominentes. (Figura 4.11 C, G).

Posteriormente, a los 21 DAI, los explantes de ambos tratamientos mostraron cambios a nivel
morfolégico e histoldgico (Figura 4.10 D, H y Figura 4.11 D, H). A nivel morfolégico, los explantes
previamente tratados con DMSO, presentaron una abundante formacion de masa

proembriogénica en la periferia del explante foliar; mientras que, a nivel histolégico, se
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observaron, centros meristematicos de gran tamario y bien estructurados, compuestos por células
mas pequefias que las vecinas, con nucleo prominente y citoplasma denso. Estas células tenian

una mayor relacién de nucleo-citoplasma con respecto a las células vecinas (Figura 4.11 D).

En explantes previamente tratados con 40 uM MG-132, se observd una menor formacion de masa
proembriogénica en la periferia del explante foliar a nivel morfolégico en comparacién con los
explantes previamente tratados con DMSO. (Figura 4.10 H). Por el contrario, se observaron areas
pequenas, que correspondian al inicio de la formacién de centros meristematicos a nivel
histologico. Estas areas estaban compuestas por células mas pequenas que las vecinas, con
nucleo prominente, citoplasma denso y mayor relacion de nucleo-citoplasma con respecto a las

células vecinas (Figura 4.11 H).

A los 35 DA, los explantes previamente tratados con DMSO mostraron abundantes estructuras
de embriones pre-globulares sobre la masa proembriogénica, a nivel morfologico (Figura 3.10 I).
De manera similar, se observaron embriones pre-globulares provenientes del crecimiento
organizado de las células comprendidas en los centros meristematicos formados durante a los
21 DA, a nivel histologico (Figura 4.11 |, J).

Por otro lado, se encontré una menor formacion de embriones pre-globulares en los explantes
previamente tratados con 40 uM de MG-132, a nivel morfolégico. Los embriones pre-globulares
surgen sobre la masa proembriogénica previamente formada en la periferia del explante (Figura
4.10 M). A nivel histologico, a los 21 DAI, los explantes previamente tratados con MG-132
mostraron centros meristematicos similares a los observados en el tratamiento con DMSO (Figura
4.11 M, N).

Posteriormente, a los 49 DAI, se observo un aumento de tamafio en los embriones pre-globulares,
a nivel morfoldgico en el tratamiento con DMSO, (Figura 4.10 J). De manera similar se observé
embriones globulares, a nivel histologico. Los embriones globulares observados presentaban un

protodermo bien definido (Figura 4.11 K, L).

En los explantes tratados con 40 uM MG-132, se observé menor formacion de embriones
globulares en comparacion con el tratamiento con DMSO, a nivel morfoldgico (Figura 3.10 O).
Por otra parte, en comparacion con los explantes tratados con DMSO, los explantes tratados con

inhibidor exhibieron embriones globulares, pero sin protodermo (Figura 4.11 O, P).
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A los 75 DA, los explantes de ambos tratamientos mostraron diferentes estructuras embrionarias:
corazén, torpedo y cotiledonar. Predominaban en ambos tratamientos la estructura de embriones
cotiledonares tempranos (Figura 4.10 K, O). Los embriones cotiledonares tempranos, de ambos
tratamientos, presentaban un procambium bien definido compuesto de células con aspecto

circular y cotiledonares elongados (Figura 4.11 Q, S).

A los 108 DA, los explantes de ambos tratamientos presentaban cotiledonares tardios (Figura
410 L, Py4.11 R, T). A nivel histologico los embriones cotiledonares tardios, provenientes de
los explantes tratados con DMSO, presentaron un procambium con aspecto alargado compuesto
de células alargadas y regiones apicales cotiledonares bien definidas. Por otro lado, a nivel
histoldgico, en el tratamiento con 40 uM MG-132, los embriones cotiledonares presentaban un
procambium bifurcado, compuesto por células alargadas que dieron paso después a la formacion
de primordios cotiledonares (Figura 4.11 T).

-3 DBI
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Figura 4.10. Embriogénesis somatica en explantes de C. canephora tratados
con y sin 40 pM MG-132. (A y E) plantula de cafeto a los 3 DBI, dia en el que se
expone el explante con el inhibidor MG-132; (B y F) explantes iniciales; (C y G)
explantes a los 14 DAI; D y H, explantes con formacién de masa proembriogénica
a los 21 DAI; (I'y M) explantes con embriones pre-globulares a los 35 DAI; (J y N)
explantes con embriones globulares a los 49 DAI; (K y O) explantes con
cotiledonares tempranos y tardios a los 75 DAI; (L y P) explantes con
cotiledonares tardios a los 108 DAI. DBI: Dias previos a la induccion de la ES; DAI:
Dias después de la induccion de la ES.
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Figura 4.11. Analisis histolégico de la ES en explantes de C. canephora tratados con y
sin 40 uM MG-132. Secciones transversales de explantes previamente tratados con 40 uM
MG-132 y DMSO, y tefiidos con a azul de toluidina a los -3DBI, 0, 14, 21, 35, 49. (A y E) hoja
de cafeto a los 3 DBI; (B y F) explantes iniciales; (C y G) explantes a los 14 DAI; (D) explante
con formacion de centros meristematicos a los 21 DAI; (H) explante con areas de inicio de
formacion de centros meristematicos a los 21 DAI; (I y J) explante con embriones pre-
globulares a los 35 DAI; (M y N) explante con formacién de centros meristematicos a los 35
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DAI; (Ky L) explantes con embriones globulares con un protodermo bien definido a los 49
DAI; (O y P) explantes con embriones globulares sin protodermo definido a los 49 DAI; (Q y
S) cotiledonares tempranos con cotiledon y procambio bien definido a los 75 DAI; (R)
cotiledonares tardios con procambio alargado e inicio de primordios cotiledonares a los 108
DAI; (T) cotiledonares tardios con procambio alargado y bifurcado, con primordios
cotiledonares bien definidos a los 108 DAI. DBI: Dias previos a la induccién de la ES; DAI:
Dias después de la induccion de la ES; Ep: parénquima esponjoso; le: epidermis baja; mc:
centro meristematico; pb: cuerpo proteico; pm: masa proembriogénica; Pp: paréquima
empalizada; smc: inicio de centro meristematico; ue: epidermis alta; gpe: embrién pre-

globular; ge: embrién globular; pt: protodermo; spt: inicio del protodermo.

De acuerdo con los resultados obtenidos en el analisis morfolégico e histolégico, los explantes

previamente tratados con 40 uM MG-132 tuvieron una respuesta diferente en el proceso de

desdiferenciacion con respecto a los no tratados lo que resulté en el atrasé de la formaciéon de

los centros merismaticos a los 21 DAI (Figura 4.11 D y H; Figura 4.12). Otras alteraciones

incluyeron el alargamiento y bifurcacion acelerada del procambium en comparacion con los

explantes tratados con DMSO. Asi como la formacion de primordios cotiledonares en los

embriones cotiledonares formados a los 108 DAI (Figura 4.11 R, T; Figura 3.12).

DMSO
| | | I I I I
14 DAI 21DAI 35 DAI 49 DAI 75 DAI 108 DAI 30 DAP
. - masa proembriones embriones embriones embriones embriones
Nivel morfolégico proembrionaria globulares globulares cotiledonares cotiledonares somaticos verdes
tempranos tardios
Nivel histolégico  células en centros embriones globulares con procambio bien procambio elongado e
desdiferenciaciéon ~ meristematicos globulares sin protodermo bien definido inicio de primordios
bien definidos protodermo definido cotiledores.
MG-132 40 pM
| | | | | | |
14 DAI 21 DAl 35 DAI 49 DAI 75 DAI 108 DAI 30 DAP
. L. masa proembriones embriones embriones embriones embriones
Nivel morfolégico proembrionaria globulares globulares cotiledonares cotiledonares somaticos verdes
temprano tardios con raiz
Nivel histologico  c¢jyjas en inick?lde centros embriones. procambio bien procambio con
desdiferenciacion formacién de m.ensten?a.ncos globulares sin definido bifurcacion y
Fentr()ls. bien definidos protodermo primordios
meristematicos cotiledonares bien
definidos

Figura 4.12. Resumen de los cambios morfolégicos e histologicos observados
en los explantes previamente tratados con 40 uM MG-132 y DMSO durante la

induccion de la ES.
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4.3.6.2. Movilizacion de reservas durante induccion de la ES.

En diferentes trabajos se reporta que la desdiferenciacion celular de los explantes da lugar a la
movilizacion de reservas como, proteinas, azucares y lipidos, la formacion de embriones
globulares y su posterior conversion a embriones cotiledonares. (da Silva et al., 2015; Ferrari et
al., 2021; Rocha et al., 2012). Con el fin de saber, si el inhibidor del proteasoma 26S MG-132
colocado en el pretratamiento de la induccién de la ES impacta la movilizacién de reservas
durante la induccién de la ES en C. canephora, se procedid a analizar a nivel histoquimico, el
progreso de la formacién del embrién globular y su conversion a embrién cotiledonar en el medio

de Yasuda modificado.

Los explantes previamente tratados con 40 uyM MG y DMSO fueron analizados
histoquimicamente utilizando tres distintas tinciones: tincion de PuS (Periodic Acid-Schiff) para
observar la movilizacion de los azucares (principalmente almidén); tincion de XP para visualizar

la movilizacion de proteinas totales y SUDAN IV para observar la movilizacién de lipidos totales.

Los analisis histoquimicos incluyeron muestras tomadas a los -3DBI, es decir, explantes de hojas
juveniles bien estructuradas. A los -3DBI, 0 y 7 DAI las pruebas histolégicas con PAS, mostraron
que los tejidos foliares no contienen granulos de almidén en ambos tratamientos (Figura 4.13 A,
B, E y F). Posteriormente, a los 14 DAI, en ambos tratamientos se observé la presencia de
granulos de almidoén (Figura 4.13 C y G). Los explantes previamente tratados con 40 uM MG-132
contenian una mayor cantidad de granulos de almidén que los explantes tratados con DMSO.
(Figura4.13 Cy G).

A los 21 DAI, los explantes tratados con DMSO presentaron estructuras de centros
meristematicos y se observd un incremento de granulos de almidon con respecto a los 14 DAI
para el mismo tratamiento. (Figura 4.13 D y H). Por otro lado, a los 21 DAI los explantes tratados
con 40 uM MG-132 presentaron areas pequefias al inicio de formacién de centros meristematicos
y se observo una cantidad mayor de granulos de almidén en comparacion con el dia 14 DAI para
el mismo tratamiento (Figura 4.13 D y H). Entre tratamientos, se observo a los 21 DAI que los
explantes tratados con 40 uM MG-132 contenian una menor cantidad de granulos de almidén
comparado con los explantes tratados con DMSO. Esto se evidencié con una mayor visualizacion
de granulos en las areas de centros meristematicos de los explantes previamente tratados con
DMSO (Figura 4.13 Dy H).
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Posteriormente, al dia 35 DAI, los explantes tratados con DMSO, presentaron estructuras de
embriones pre-globulares y una disminucion de granulos de almidon con respecto al dia 21 DAI
para el mismo tratamiento (Figura 4.13 | y J). Por otro lado, los explantes tratados con MG-132,
presentaron centros meristematicos similares a los observados en los explantes tratados con
DMSO al dia 21 DAI y una disminucién de granulos de almidén con respecto al dia 21 DAI para
el mismo tratamiento. Entre tratamientos, no se observo diferencia en el nivel de acumulacion de

granulos de almidon (Figura 4.13 My N).

Posteriormente, a los 49 DAI, los explantes sometidos al tratamiento con DMSO y MG-132
presentaron estructuras de embriones globulares, que contenian granulos de almidén, con
protodermo y con ausencia de este, respectivamente. Entre tratamientos, se observé que los
explantes tratados con MG-132 contenian una mayor cantidad de granulos de almidén. Esto se
evidencié con una mayor visualizacion de granulos en las células que comprendian los embriones
globulares (Figura4.13 K,L Oy P).

A los 75 DAI, los explantes de ambos tratamientos presentaban estructuras de embriones
cotiledonares tempranos con un procambium bien definido y cotiledonares elongados. Ambos
tratamientos, presentaban una acumulacion de granulos de almidon en las células que
comprendian la region de cotiledonares y en las células que comprendian la epidermis del
embrién. Entre tratamientos, no se observé diferencias visuales en la concentracion de granulos

de almidon en las células de las regiones mencionadas anteriormente (Figura 4.13 Q, S).

Después, a los 108 DAI, los explantes de ambos tratamientos presentaban estructuras de
cotiledonares tardios y una disminucién en la acumulacion de granulos de almidén con respecto

a los 75 DAI, de sus respectivos tratamientos (Figura 4.13 Ry T).

75



Weix'

2 o .'Ac'. g
W -

108 DAI
®)
100 um
o~
m
=
O
= %
5 ‘\“'i ‘:,o 100 u X 100 um

Figura 4.13. Analisis histoquimico de la ES en explantes de C. canephora tratados con y
sin 40 uM MG-132. Secciones transversales de explantes previamente tratados con 40 uM del
inhibidor MG-132 y DMSO, sometidas a Periodic Acid-Schiff (PAS) a los -3DBI, 0, 14, 21, 35, 49
DAl (Ay E) hoja de cafeto alos 3 DBI, dia en el que se expone el explante con el inhibidor MG-
132; (B y F) explantes iniciales; (C y G) explantes a los 14 DAI; (D) explante con formacion de
centros meristematicos a los 21 DAI; (H) explante con areas de inicio de formacion de centros



meristematicos a los 21 DAI; (I y J) explante con embriones pre-globulares a los 35 DAI; (M y N)
explante con formacion de centros meristematicos a los 35 DAI; (K y L) explantes con embriones
globulares con un protodermo bien definido a los 49 DAI; (O y P) explantes con embriones
globulares sin protodermo definido a los 49 DAI; (Q y S) cotiledonares tempranos con cotiledon
y procambio bien definido a los 75 DAI; (R) cotiledonares tardios con procambio alargado e inicio
de primordios cotiledonares a los 108 DAI; (T) cotiledonares tardios con procambio alargado y
bifurcado, con primordios cotiledonares bien definidos a los 108 DAI. DBI: Dias previos a la
induccion de la ES; DAI: Dias después de la induccién de la ES. DBI: Dias previos a la induccién
de la ES; DAI: Dias posteriores a la induccion de la ES; s: areas con granulos de almidon.

La tincion de XP de los tejidos foliares a los -3DBI, 0 y 7 DAI no presentaron cuerpos proteicos.
Esto fue observado en ambos tratamientos (Figura 3.14 A, B, E y F). Posteriormente, a los 14
DAI, en ambos tratamientos se observo la presencia de pequenos cuerpos proteicos (Figura 4.14
C y G). Sin embargo, los explantes previamente tratados con 40 uM MG-132, contenian una
mayor cantidad de cuerpos proteicos en comparacion con los explantes tratados con DMSO
(Figura4.14 Cy G).

Posteriormente, a los 21 DAI, los explantes previamente tratados con DMSO mostraron una
mayor acumulacion de cuerpos proteicos en las areas de centros meristematicos en comparacion
con las demas regiones del tejido. De manera similar, para los explantes previamente tratados
con 40 uM MG-132, se observd una mayor cantidad de cuerpos proteicos en el area de inicio de
centros meristematicos (Figura 4.14 D y H). Los explantes previamente tratados con DMSO
muestraron un mayor contenido de cuerpos proteicos en comparacion con el tratamiento de 40
uM MG-132. Esto se evidencié con una mayor acumulacion de la tincion de XP en las areas de

centros meristematicos en el tratamiento de DMSO (Figura 4.14 D y H).

A los 35 DAI, los explantes previamente tratados con DMSO mostraron una menor acumulacion
de cuerpos proteicos en las areas de embriones pre-globulares en comparacién a los centros
meristematicos formados a los 21 DAI para el mismo tratamiento. Por otro lado, los explantes
previamente tratados con 40 uM MG-132 presentaron una mayor acumulacién de cuerpos
proteicos en las areas de centros meristematicos en comparacion de las demas regiones del
tejido (Figura 4.14 1, J, My N).

A los 49 DAI, los explantes previamente tratados con DMSO mostraron cuerpos proteicos
dispersos en las células que comprenden el embridén globular. Por otra parte, los explantes

previamente tratados con 40 uM MG-132 se observé un aumento de cuerpos proteicos en las
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células que comprenden los embriones globulares en comparacion con las areas de los centros
meristematicos formados a los 35 DAl en el mismo tratamiento. Entre tratamientos, se observo al
a los DAI que los explantes tratados con 40 uM MG-132 contenian una mayor cantidad de cuerpos
proteicos comparado con los explantes tratados con DMSO. Esto se evidencié con una mayor
visualizacién de cuerpos proteicos en las células que comprendian los embriones globulares de

los explantes previamente tratados con con 40 uM MG-132 (Figura 3.14 K, O, L y P).

Posteriormente, a los 75 DAI ambos tratamientos presentaban una mayor acumulacién de
cuerpos proteicos en las areas de la epidermis, procambium y cotiledon del embrién cotiledonar
temprano. Durante este tiempo, los explantes previamente tratados con 40 uM MG-132 muestran
un mayor contenido de cuerpos proteicos en comparacion con el tratamiento de DMSO (Figura
4.14 Qy S). Esto se evidencio con una mayor acumulacioén de la tincion de XP en las areas de la
epidermis, procambium y cotiledon del embrion cotiledonar, en el tratamiento de 40 uM MG-132
(Figura4.14 Qy S).

Al dia 108 DAI, ambos tratamientos presentaban una menor acumulacion de cuerpos proteicos
en comparacioén, al dia 75 de sus respectivos tratamientos. Durante este tiempo, los explantes
previamente tratados con DMSO no presentaba diferencia en la acumulaciéon de cuerpos
proteicos con respecto a los explantes previamente tratados con 40 uM MG-132 (Figura 4.14 Ry
T).
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Figura 4.14. Analisis histoquimico de la ES en explantes de C. canephora
tratados con y sin 40 pM MG-132. Secciones transversales de explantes
previamente tratados con 40 uM del inhibidor MG-132 y DMSO, después
sometidas a Xilidina Ponceau a los -3DBI, 0, 14, 21, 35, 49 DAI. (Ay E) hoja de
cafeto a los 3 DBI, dia en el que se expone el explante con el inhibidor MG-132;
(B y F) explantes iniciales; (C y G) explantes a los 14 DAI; (D) explante con
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formacion de centros meristematicos a los 21 DAI; (H) explante con areas de
inicio de formacion de centros meristematicos a los 21 DAI; (I y J) explante con
embriones pre-globulares a los 35 DAI; (M y N) explante con formacién de
centros meristematicos a los 35 DAI; (Ky L) explantes con embriones globulares
con un protodermo bien definido a los 49 DAI; (O y P) explantes con embriones
globulares sin protermo definido a los 49 DAI; Q y S: cotiledonares tempranos
con cotiledon y procambio bien definido a los 75 DAI; (R) cotiledonares tardios
con procambio alargado e inicio de primordios cotiledonares a los 108 DAI; (T)
cotiledonares tardios con procambio alargado y bifurcado, y con primordios
cotiledonares bien definidos a los 108 DAI. DBI: Dias previos a la induccién de
la ES; DAI: Dias posteriores a la induccion de la ES; pb: areas que presentan
cuerpos proteicos.

4.4. DISCUSION Y CONCLUSIONES

4.41. Impacto del proteasoma 26S en la inducciéon de la ES y en la germinaciéon de los

embriones somaticos cotiledonares.

El inhibidor MG-132 del proteasoma 26S, es un inhibidor reversible, se ha utilizado en
Chlamydomonas reinhardtii P.A. Dang para el estudio de la fotosintesis en condiciones de estrés
(Mendoza et al., 2020), Actinidia deliciosa var. Deliciosa en el desarrollo del tubo polinico
(Speranza et al., 2001) y Brassica napus L. en el desarrollo de la raiz (Pereksta et al., 2020).
Estos trabajos han aplicado el inhibidor durante 3 a 48 horas y han podido observar que al cambiar
el tejido de estudio a un medio libre del inhibidor MG-132, los tejidos pueden recuperar la actividad

del prorteasoma 26S en las primeras 8 horas y seguir su proceso biolégico.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la inhibicion del proteasoma 26S en el
pretratamiento afecta la frecuencia de produccién de embriones globulares y la eficiencia de
conversién de los embriones globulares a cotiledonares en la induccion de la ES de C. canephora.
Este efecto se pude observar en la diferencia significativa entre el numero de embriones
globulares producidos en los diferentes tratamientos, obteniendo para los explantes tratados con
diferentes concentraciones del inhibidor MG-132 (20 uM, 40 uM, 80 uM) un menor nimero de
embriones globulares con respecto al testigo. Por otro lado, la relacion embriones cotiledonares
/ globulares fue mayor para los explantes previamente tratados con el inhibidor MG-132 a
comparacion del testigo, sugiriendo fuertemente que una baja en la actividad del proteasoma 26S
esta correlacionada con una eficiente ES. Al mismo tiempo, nuestros hallazgos generados hasta

el momento ponen en evidencia el paradigma sobre si todos los embriones que han alcanzado el
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estadio globular, en presencia o ausencia de la actividad del proteasoma 26S, siguen el mismo

programa de desarrollo para llegar a ser embriones somaticos cotiledonares.

Por ultimo, los resultados mostraron que las plantulas de los explantes previamente tratados con
el inhibidor MG-132, presentaban raices de mayor longitud con respecto a las plantulas de los
explantes testigo. Nosotros sugerimos, que posiblemente algunas proteinas acumuladas por la
inhibicion del proteasoma 26S en el pretratamiento, pudieron persistir después de que los
explantes se transfirieron del medio de Yasuda modificado y libre del inhibidor MG-132 y después
de que los embriones cotiledonares se transfirieron al medio MS de propagacion libre del inhibidor
MG-132. Por lo tanto, contribuir a la capacidad embriogénica y/o participar en la iniciacion
temprana de la raiz, probablemente a través de un incremento en la sensibilidad a los reguladores
de crecimiento que estan relacionados con la determinacion la identidad de la raiz y el embrion

somatico como son las auxinas y citocininas.

No obstante, se requieren otros experimentos por realizar para poder concluir y discutir de qué

manera la inhibicion del proteasoma 26S pudiera estar afectando la ES en cafeto.

4.4.2. Impacto del proteasoma 26S en el origen del embrion somatico.

A pesar de los grandes esfuerzos por dilucidar los factores externos y la sefial molecular que
interviene en el origen del embrién somatico, aun hay mucho por estudiar. Grzyb et al., 2019 y
Mikula et al.,2020 estudiaron en Cyathea delgadii el efecto del tipo de explante (estipite y
entrenudo), la longitud y el diametro de la fronda donante del explante y el tratamiento de estrés
(mediante sacarosa y desecacion por aire); sobre el origen del embrién somatico y la eficiencia
de la ES. Sus estudios sugieren que el tipo de explante a utilizar y los factores externos como el
estrés durante la induccion de la ES desempefian un papel importante en el origen del embrion
somatico (Grzyb and Mikuta, 2019; Mikuta et al., 2021). Por otro lado, se ha reportado que el
proteasoma 26S interviene en la respuesta de estrés en las plantas (Stone, 2019). Nuestros
resultados muestran que los explantes expuestos al inhibidor MG-132 desarrollan embriones
provenientes de un origen unicelular y multicelular, pero presentaron mayores estructuras
caracteristicas de un origen multicelular en las muestras analizadas en comparacién con los

explantes expuestos al DMSO.

81



4.4.3. Impacto del proteasoma 26S en la progresion morfolégica, histolégica y en la

movilizacion de reservas durante la induccion de la ES.

La capacidad de totipotencia de las células vegetales, es clave para la ES, ya que permite que
las células somaticas bajo condiciones 6ptimas, se desdiferencien, rediferencien y adquiera
competencia embriogénica. El proceso de ES, involucra cambios morfologicos en las células
vegetales, que resultan en la formacién de un embridon somatico. Asimismo, el proceso de la ES
involucra la movilizaciéon de reservas. Por otro lado, se ha reportado ampliamente que la
percepcién y sefalizacion de las auxinas juegan un papel importante en la regulacion molecular
y estructural de la adquisicién de la totipotencia y, por lo tanto, para el proceso de la ES. También
se ha reportado que la via UPS regula la percepcion y sefializaciéon de las auxinas e influye en la
sensibilidad exdégena de las citocininas. El trabajo aqui presentado y discutido es innovador ya
que, analiza el efecto de la inhibicion del porteasoma 26S en la induccién de la ES de C.

canephora, a través de la histologia e histoquimica.

Los resultados del analisis histoloégico mostraron que los explantes previamente tratados con 40
uM MG-132, tuvieron una respuesta diferente en el proceso de desdiferenciacion con respecto,
al tratamiento con DMSO. Esta respuesta, en los explantes previamente tratados con 40 uM MG-
132, posiblemente resultd, en un atraso de la formacion de los centros merismaticos en el dia 21
DAI, en comparacion, de los explantes previamente tratados con DMSO. Interesantemente, se
ha relacionado la competencia embriogénica con la formacion de centros meristematicos (Ferrari
et al., 2021). Tomando en cuenta lo anterior, se propone que algunas proteinas acumuladas por
la inhibicion del proteasoma 26S en el pretratamiento, pudieron persistir después de que los
explantes se transfirieron del medio de Yasuda modificado libre del inhibidor MG-132, y por lo
tanto, alterar la respuesta embriogénica que se vio reflejada en el retraso de la formacion de los

centros meristematicos y el tamafo de estos en la induccion de la ES.

Por otro lado, los resultados de los analisis histoquimicos de los explantes previamente tratados
con 40 uM MG-132, mostraron diferentes patrones de acumulacion de granulos de almidon y
cuerpos proteicos, con respecto al tratamiento con DMSO, durante la induccion de la ES. Se
propone, que algunas proteinas acumuladas por la inhibicion del proteasoma 26S en el
pretratamiento, pudieron persistir después de que los explantes se transfirieron del medio de
Yasuda modificado libre del inhibidor MG-132 y, por lo tanto, modificar el metabolismo de almidén
y proteinas, provocando una alteraciéon en las biomoléculas de reserva, durante la induccion de
la ES.
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CAPITULO V: ANALISIS DE LA EXPRESION GENETICA DURANTE LA INDUCCION DE LA
ES.

5.1. INTRODUCCION

La expresion de los genes ARF5, AHK1, LEC1, BBM, WOX4, AGL15y FUS3 son clave para que
las fases de la ES puedan llevarse de manera exitosa (Gulzar et al., 2020; Moncalean et al.,
2019). ARF5 (AUXIN RESPONSE FACTOR 5) es un gen que codifica un factor de transcripcion
que interviene en la sefalizacion de las auxinas, su expresion es crucial en la respuesta
embriogénica (Wéjcikowska y Gaj, 2017b). ARF5 controla la expresion de los genes LEC1 y
FUSS3, los cuales pertenecen a la familia de genes LEAFY COTYLEDON (LEC) (Loyola-Vargas
& Ochoa-Alejo, 2016). LEAFY COTYLEDON 1 (LEC1)y FUSCA 3 (FUS3) se consideran factores
de transcripcién maestros en la ES, la sobreexpresion de estos dos genes induce la formacion
espontanea de embriones somaticos sin la necesidad de adicionar reguladores de crecimiento
en el medio de cultivo (Horstman et al., 2017b). De manera similar, se ha reportado que BABY
BOOM (BBM) es un gen clave para la formacion del embridon somatico, su expresion se ha
reportado durante la induccion y el desarrollo del embrién somatico y en el meristemo de la raiz,
se sugiere que regula la proliferacion celular y la morfogénesis en la ES (Horstman et al., 2017b;
Khanday et al., 2020; Nic-Can et al., 2013). Por otro lado, AGAMOUS-LIKE15 (AGL15) es otro
gen que se ha reportado que su expresion constitutiva ectépica promueve la ES, y su mutacion

(pérdida de funcion) reduce significativamente la ES (Zheng et al., 2016).

HISTIDINE KINASE 1 (AHK1) es un gen que codifica una proteina histidina cinasa que interviene
en la percepcion y sefalizacion de las citocininas (Kroll y Brenner, 2020). Se ha reportado que la
expresion del gen AHK1 modula la expresion del gen WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX 4
(WOX4), el cual interviene en el mantenimiento de células meristematica (Haecker et al., 2004;
Ohmori et al., 2013; Su et al., 2009). Su expresion se ha observado durante la induccion de la ES

y en el desarrollo de los meristemos apicales (SAM) y radicales (RAM) del embridon somatico.

Por otro lado, se ha estudiado la expresion de los genes ARFS5, YUC1, IPT1, BBM, LEC1y WOX4,
en los primeros dias de la induccién de la ES de C. canephora y en los estadios de corazoén
torpedo y cotiledonar, con el fin de entender mejor el proceso de la ES. Quintana-Escobar et al.,
con el objetivo de comprender el papel de las auxinas en la ES, estudio la expresion de los genes

ARFs y reporté que la expresion del gen ARF5 es crucial durante la induccién de la ES, su
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expresion incrementa durante los primeros 21 dias de la induccion de la ES (Figura 5.1 A)
(Quintana-Escobar et al., 2019). De manera similar, Uc-Chuc et al., que estudiaron los genes
YUCs, encontraron que el gen YUCT estaba altamente expresado en el dia 0 de la induccion de
la ES y su expresion decrecioé durante los siguientes dias de la induccion de la ES (Figura 4.1 B)
(Uc-Chuc et al., 2020). Avilez-Montalvo et al., con el objetivo de conocer el papel de las citocininas
en la ES, estudio el comportamiento de los genes relacionados a la sintesis y sefializacion de las
citocininas y report6 que el gen /PT1 aumenta su expresion bruscamente durante los primeros
minutos de la induccion de la ES y luego vuelve al mismo nivel que se expresa en el
pretratamiento de la ES (Figura 5.1 C) (Avilez-Montalvo et al., 2022).

Nic-Can et al., con el fin de conocer el papel de la metilacién de histonas en la ES, observaron el
comportamiento de los genes BBM, LEC1 y WOX4, descubrieron que estos genes estaban
ausentes o se expresaban en niveles bajos al dia 0 de la induccion de la ES. Pero, la expresion
de BBM y LEC1 incrementaba en los dias 21 después de la induccion de la ES y en los estadios
de globular, corazén y cotiledonar. Al contrario de BBM y LEC1, el gen WOX4 aumenta su
expresion en la etapa de pretratamiento de la ES y en los dias 7, 14 y 21 después de la induccion
de la ES. En los estadios de globular, corazén y cotiledonar es muy baja su expresiéon con

respecto a los tiempos antes mencionado (Figura 5.1 D, E y F) (Nic-Can et al., 2013).
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Figura 5.1. Expresion de los genes ARF5, YUC1, IPT1, LEC1, BBM1, WOX4 durante la
induccion de la ES en C. canephora. (A) expresion del gen ARF5 reportado por Quintana-
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Escobar et al., 2019 durante la induccion de la ES en C. canephora. (B) expresion del gen

YUC1 reportado por Uc-Chuc et al., 2020 durante la induccién de la ES en C. canephora. (C)

expresion del gen IPT1 reportado por Avilez-Montalvo et al., 2022 durante la induccion de la

ES en C. canephora. (D) expresion del gen LECT reportado por Nic-Can et al., 2013 durante

la induccion de la ES en C. canephora. (E) expresion del gen BBM1 reportado por Nic-Can

et al., 2013 durante la induccion de la ES en C. canephora. (F) expresiéon del gen WOX4

reportado por Nic-Can et al., 2013 durante la induccion de la ES en C. canephora. 14 DBI, -

14: 14 dias antes de la induccion de la ES; DAI: dias después de la induccién de la ES; DBI:

dias antes de la induccién de la ES; -9, -14: 9 y 14 dias antes de la induccién de la ES; G:

globular; H: corazon; T: torpedo; C: cotiledonar; Z: embrion cigotico;, Pm: masa

proembriogénica; 0d, 7d y 14d: 0, 7 y 14 dias después de la induccion de la ES.
Considerando que la ES implica una compleja diferenciacion celular regulada a nivel molecular
por el patron de expresion de los genes ARF5, AHK1, LEC1, BBM, WOX4, AGL15y FUS3, y que
en el capitulo anterior se demostré que el proteasoma 26S podria tener un papel en dicha
diferenciacion celular; en este trabajo se inhibid el proteasoma 26S utilizando el inhibidor
reversible MG-132 durante el pretratamiento para la induccion de la ES en C. canephora y se
analiz6 la expresion de los genes relacionados con la regulacion molecular de la ES, con el fin de

comprender el papel del proteasoma 26S en la regulacion molecular de la ES.

5.2. MATERIALES Y METODOS

5.2.1. Preparacion del material vegetal, induccion de la ES y germinacion de los

embriones.

Las plantas de C. canephora, se propagaron en condiciones de 25 + 2 °C, bajo fotoperiodo 16 /
8h (150 pymol m™2 s™"), en medio Murashige & Skoog (Phyto Technology Laboratories, M524)
ajustado a pH 5.8 y suplementado con: tiamina-HCI 29.6 uM (Sigma, T3902), Myo-inositol 550
MM (Sigma, 15125), cisteina 0.15 uM (Sigma, C8277), sacarosa 87.64 mM (Sigma, S539) y 0.25%
(p/v) Goma gellan (PhytoTechnology Laboratories, G434). Para la induccion de la ES, las
plantulas se transfirieron al mismo medio suplementado con acido naftalenacético 0.54 uM (NAA,;
Sigma, N1145) y kinetina 2.32 uyM (KIN; Sigma, KO0753) por 14 dias, en las mismas condiciones
de temperatura y fotoperiodo. Posteriormente, se tomaron las primeras hojas de las plantulas
para cortar los explantes con sacabocados en un tamafio de 0.25 cm?, después colocados en
medio liquido Yasuda modificado (Yasuda et al., 1985), en presencia de 5 uM de Benciladenina
(BA; PhytoTechnology Laboratories, B800) y se cultivaron a 25 + 2 °C en condiciones de

oscuridad a 55 rpm durante 108 dias.
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Los embriones cotiledonares producidos en el medio de Yasuda modificado (Yasuda et al., 1985)

se transfirieron al medio de propagacion.

5.2.2. Tratamiento con el inhibidor del proteasoma 26S MG-132

Para la inhibicion del proteasoma 26S, el inhibidor reversible MG-132 (abcam, ab141003) se
anadié al medio de pretratamiento a la concentracion de 40 uM. La concentracion fue
seleccionada con base al andlisis de dosis repuesta del inhibidor durante la formacion de
embriones globulares y la germinacion del embridn somatico cotiledonar (Ver 4.3.1 y 4.3.3). De
manera similar a lo descrito el capitulo IV, en el apartado 4.2.2. La adicion de MG-132 se realizd
tres dias antes de pasar al medio de Yasuda modificado (Yasuda et al., 1985) (tiempo -3). Pasado
el tiempo -3, se continud con el proceso de induccion de la ES en C. canephora sin el uso del
inhibidor (Figura 5.2). Como testigo se utilizé dimetilsulféxido (DMSO). Se tomaron muestras los
dias -3, 0, 3, 21,49y 108.

Tiempos tomados para analizar la
A expresion relativa
1

\

ALLLIE

Pretratamiento Induccion
Pretratamiento Induccién

1

MG-132
40 pM

(MS + 0.54 uM NAA + 2.32 uM KIN) (Yasuda + 5 uM BA)

Figura 5.2. Esquema experimental para la toma de muestras durante la ES en C.
canephora. (A) proceso de la induccion de la ES en C. canephora. 14 DBI: 14 dias antes
de la induccién de la ES, 108 DAI: 108 dias después de la induccién de la ES.
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5.2.3. Extraccion de ARN, sintesis de ADNc y analisis de expresion relativa de genes
involucrado en la ES por Reaccion en Cadena de la Polimerasa en tiempo real (RT-
qPCR).

Para la extraccion del ARN total de las muestras, se empled el método de Trizol descrito por
Chomczynski (1993). Después, se realizé mediante electroforesis, la verificacion de la calidad del
ARN total, observando la presencia de las bandas de las unidades ribosomales 28S y 18S en un
gel de agarosa al 1%. Se evalud la calidad del ARN midiendo las relaciones de absorbancia
A260/A280 y A260/A230 con un espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EE.UU.). Posteriormente, se procedi6 a realizar la sintesis de ADN complementario

(ADNCc) a partir de 1ug de ARN total empleando la enzima ImProm-II™

Reverse Transcriptase
(Promega), se empled la metodologia de la enzima antes mencionada. Brevemente, se afadio
un 1 ug de ARN total de la muestra con 0.5 pg del oligo dT18 y la cantidad de agua estéril
necesaria para un volumen final de 15 yL en tubos de 0.2 mL, los tubos se calentaron en bafio
maria a 70°C por 5 minutos. Después, inmediatamente se colocaron en hielo. Posteriormente se

adicionaron los siguientes reactivos, parte del kit ImProm-1I™

Reverse Transcriptase (Promega),
5 uL del buffer M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase) 5X, 1.25 uL de
mix de dNTPs 10 mM, 100 unidades de M-MLYV reversa transcriptasa y agua estéril necesaria

para un volumen de 25 L. Los tubos se incubaron a 37 °C por una hora.

Después de la sintesis de las muestras de ADNCc se inicié el proceso de estandarizacién de las
cantidades de cada muestra para la PCR cuantitativa (QPCR) y la validacion del gen de referencia
endogeno. Para ello se empled el gen Actina 2 (ACT2) (numero de accesion: Cc07_g17400) como
gen de control enddgeno. Se realizaron curvas estandar de las diluciones seriales por triplicado
(1, 1/10y 1/100) a partir de 1000 ng de la muestra de ADNc. Se generd una grafica de los valores
de los ciclos de umbral (CTs) promedio obtenidos contra el logaritmo de las cantidades de ADNc
usadas anteriormente, con ello se elaboré una regresion lineal de los puntos obtenidos. Se
analizaron los valores de la pendiente de la ecuacion obtenida y el coeficiente de correlacion. Se
realizd este protocolo para validar y calcular la eficiencia de la reaccion, con todos los genes

empleados en este trabajo.

Para todas las curvas se utilizé el termociclador de PCR en tiempo real Rotor Q MDx (QIAGEN).
con el siguiente programa: periodo de desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 2 min; 40 ciclos a
95 °C durante 15 s con 30 s de hibridacion a 61 °C.
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Para amplificar los genes a analizar en este trabajo en la reaccion de cadena polimerasa en
tiempo real (RT-gPCR) se utilizé6 0.8 mM de los cebadores, 10 uL de QuantiNova Probe PCR
Master Mix 2x (QIAGEN) y 100 ng de ADNc en un volumen final de 20 L. Las amplificaciones se
realizaron en un termociclador de PCR en tiempo real Rotor Q MDx (QIAGEN), con el siguiente
programa: periodo de desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 2 min; 40 ciclos a 95 °C durante
15 s con 30 s de hibridacion a la temperatura especifica de los cebadores (Cuadro 5.1). Los
resultados de RT-gPCR se analizaron mediante el método 2-AACt (Livak & Schmittgen, 2001).
Se utilizaron tres réplicas bioldgicas para la expresion génica relativa y el experimento se realizé
por duplicado técnico. Como se mencioné anteriormente, el gen de la actina se us6 como

estandar interno del gen de interés.

Cuadro 5.1. Secuencias de los cebadores especificos para los genes analizados mediante

RT-gPCR en tiempo real.

Gen Cebador Tm °C Amplicon (pb)
AHK1 AHK1F: GGATTCTCCGCTGCTTTCTG | 61 232
Cc07_g10990 | AHK1R: CATCATGAGCTTTGGTCCCG

WOX4 WOX4F: TTGCACGTGGATTTTGGGAG | 61 176
Cc07_g10660 | WOX4R: GTCGTCTGAGGATCCAAGCT

LEC1 LEC1F: TTCACTTGCCTCATCACCCT 61 155
Cc09_g00330 | LEC1R: GTCATTAGCCACCACAGCAG

BBM BBMF: TACGAGAAGGAGGTGGAGGA | 61 211
Cc06_g13190 | BBMR: CTGCTTCCTCTTGTGTGCTG

AGL15 AGL15F: GTTCTTTGCGATGCTGAGGT | 61 151
Cc02_g28980 | AGL15R: GCTCACGCTGATGTTCAACT

FUS3 FUS3F: TCTGGACATGGAGCTCAAGG | 61 221
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Cc07_g01190

FUS3R: TGTCCTCCTACCCTCGAGAA

ARF5 F-ARF5: CAGCGAGCAGGTTTCAGTTT | 61 155
Cc10t01900.1 | R-ARF5: GTTGAAGGCTCATTTGGGCA
YUC1 F-YUC1: CCTGGCTCAAGGGTTGTGAT | 61 179
Cc11t01360.1 | R-YUCH:

CATTAACGTCCATTGACCCGC
IPT1 F-IPT1: CACATCATTTCCTGGGCGAG | 61 173
Cc11t10030.1 | R-IPT1: CTCCGAGTTAAACCGCTTCG
ACT2 F-ACT 2: AGCAACTGGGATGACATGGA | 61 233

Cc07t17400.1

R-ACT 2: TCCAGCACAATACCAGTCGT

5.3. RESULTADOS

5.3.1. Expresion de genes involucrados en la induccion de la ES.

Se determiné la expresion de los genes YUCT, IPT1, ARF5, AHK1, LEC1, BBM, WOX4, AGL15
y FUS3 en los tiempos 0, 3, 21, 49 y 108 de ES, utilizando explantes pretratados con y sin MG-

132.

Primero se verifico la calidad de la extraccion de ARN en geles de agarosa al 1%. Se observaron

las bandas de las unidades ribosomales 28S y 18S mediante el equipo ChemiDoc™ Imaging
Systems - Bio-Rad ChemiDoc™ MP (Figura 5.3).
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Figura 5.3. Verificacion de la calidad del ARN total. (A) Extracciones de ARN total de
las muestras a los -3 DB, a los 0, 3, 21, 49 y 108 DAI. MM: Marcado molecular 1Kb; D:
explante previamente tratado con DMSO; M: explante previamente tratado con MG-132.
Las flechas sefialan las bandas de las unidades ribosomales 28S y 188S.

Posteriormente, para la validacion de los oligos y calculo de la eficiencia de las reacciones, se
determinaron los valores de CTs de diferentes diluciones de ADNc de una muestra. Se elaboré
una grafica de los valores de los ciclos de umbral (CTs) obtenidos contra el logaritmo de las
cantidades de ADNc usadas (Figura 5.4). Se realiz6 la regresion lineal de los puntos obtenidos y
se analizaron los valores de la pendiente de la ecuacién obtenida y el coeficiente de correlacion.
Esta validacion y calculo de eficiencia de reaccion se realizé para los genes ARF5, AHK1, LEC1,
BBM, WOX4, AGL15, FUS3, YUC1 e IPT1.
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Promedio Cantidad de la Log (cantidad de la

Muestra Ct1 Ct2 Ct muestra muestra)
A 13.97 13.83 13.9 1.0000 0.00
B 16.53 16.01 16.27 0.1000 -1.00
C 20.53 21.2 20.865 0.0100 -2.00
Factor de dilucion 10
Pendiente -3.4825
R? 0.9671
Eficiencia (%) 93.71
25
20
&
15
te]
10
5
0
-3 -2 -2 -1 -1 0 1 1

Log (cantidad de la muestra)

Figura 5.4. Validacion del oligo ACT2 y calculo de la eficiencia de reaccion. (A) se realizd
una curva estandar, se utilizd como primer punto una muestra de ADNc. A partir de ahi, se
realizé una serie de diluciones, 1:10 y una 1:100. En este trabajo se utilizaron 3 puntos para la
curva estandar (1, 1:10, 1:100). Se promedi6 los valores de Ct de las réplicas técnicas, se
utilizaron dos réplicas técnicas. Después, se determind el valor logaritmico del promedio de los
Cts. (B) se obtuvo la pendiente de regresion a partir de los valores logaritmicos y los valores
medios de Ct. Por ultimo, se calculé la eficiencia de los cebadores en forma de porcentaje con

1 )x 100.

la siguiente ecuacion: Eficiencia (%) =(m

A continuacion, se describe la cuantificacion relativa de la expresion de los genes ARF5, AHK1,
LEC1, BBM, WOX4, AGL15, FUS3, YUC1 e IPT1, durante la ES.

WOoXx4
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WOX4 promueve el mantenimiento de los centros meristematicos y la diferenciacion del
procambium vascular (Endrizzi et al., 1996; Ohmori et al., 2013; Su et al., 2009). Se ha observado
en los primeros dias de la induccion de la ES la expresion del gen es mayor que durante el
desarrollo del embridon somatico (estadios de globular, corazén, torpedo y cotiledonar) (Nic-Can
et al., 2013). En los explantes previamente tratados con DMSO se observé que en los dias 0y 3
DAI la expresion de WOX4 fue a en niveles bajos. Durante el dia 21 DAI se observo una inhibicién
de la expresion del gen. Al dia 49 DAI hubo un incremento significativo de la expresion del gen.
Pero, al dia 108 DAI la expresion del gen volvié a inhibirse (Figura 5.5 A). En los explantes
tratados con MG-132, a los dias 0, 3, 21 DAI la expresion del gen se mantuvo inhibida mientras

que en los dias 49 y 108 DAl la expresion del gen incrementé-(Figura 5.5 A).
LEC1

LEC1 su expresion es crucial para que se lleve a cabo el proceso de la ES. Su expresion se ha
observado durante la rediferenciacién celular y desarrollo del embrion somatico en la ES
(Horstman et al., 2017b). En los explantes previamente tratados con DMSO se observé que a los
dias 0 y 3 DAI hubo una alta expresion del gen. Al dia 21 DAI, la expresion del gen fue menor
con respecto a los dias 0 y 3 DAI. Por otro lado, al dia 49 y 108 DAI se observé una inhibicion

de la expresion del gen (Figura 5.5 B).

En los explantes previamente tratados con MG-132, los dias 3 y 108 DAI hubo una alta expresion
del gen, 13. 38 y 8.84 veces mas, respectivamente, con respecto a los dias 0, 21 y 49 DAI. Al dia

21y 49 DAI se observo una inhibicion de la expresion del gen (Figura 5.5 B).
BBM1

La expresion BBM1 se ha observado mayormente durante la induccién de la ES. Se considera
que su expresion es clave para la proliferacion celular y morfogénesis en la ES (Horstman et al.,
2017b). Se evaluo la expresion relativa del gen BBM1 mediante ensayos de RT-PCR durante la
induccion de la ES (los tiempos 0, 3, 21, 49 y 108 DAI) de los explantes previamente tratados con
DMSO y MG-132. En los explantes previamente tratados con DMSO se observé una expresion
muy tenue del gen a los dias 0 y 3 DAI. Al dia 21 DAI hubo una disminucién en la expresion del
gen. Por otro lado, al dia 49 DAI hubd un aumento significativo de la expresion del gen, 5.0 veces
mas, con respecto a los dias 0 y 3 DAI. Al 108 DAI se observé una expresion del gen muy similar
al dia 0 DAI (Figura 5.5 C).
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En los explantes previamente tratados con MG-132, al dia 0 DAI se observé una inhibicion del
gen DAI. A los dias 3, 21, 49 y 108 DAI se observé un aumento en la expresion del gen, 3.47,
1.32, 2.55 y 2.65 veces mas, respectivamente, en comparacion al dia 0 DAI. El dia 3 DAI fue el
que tuvo una mayor expresion del gen, 3.47 veces mas con respecto a los demas dias (Figura
5.5 C).

FUS3

La expresion FUS3 es constante durante la induccién de la ES. Se considera que su expresion
es esencial para la induccion de la ES (Horstman et al., 2017b). Se evalud la expresion relativa
del gen FUS3 mediante ensayos de RT-PCR durante la induccién de la ES (los tiempos 0, 3, 21,
49 y 108 DAI) de los explantes previamente tratados con DMSO y MG-132. En los explantes
previamente tratados con DMSO se observo una expresion del gen a lo largo de la induccién de
la ES, siendo los dias 3 y 108 DAI los dias con mayor expresion del gen, 4.37 y 4.55 veces mas,

respectivamente, con respecto a los demas dias (Figura 5.5 D).

En los explantes previamente tratados con MG-132, al dia 0 DAI se observd una expresion muy
tenue del gen. Por otro lado, la expresion del gen se observo a lo largo de los dias 3, 21,49y
108 DA, siendo los dias 3 y 108 DAI los dias con mayor expresioén del gen, 5.66 y 4.21 veces

mas, respectivamente, con respecto a los demas dias (Figura 5.5 D).
AGL15

La expresion de AGL15 interviene en la regulacion de auxinas y por ello, su expresion es
requerida en los inicios de la induccion de la ES. También se ha reportado que su expresion
promueve la formacion del meristemo apical. Se evalud la expresion relativa del gen AGL15
mediante ensayos de RT-PCR durante la induccién de la ES (los tiempos 0, 3, 21, 49 y 108 DAI)
de los explantes previamente tratados con DMSO y MG-132. En los explantes previamente
tratados con DMSO, al dia 0 y 3 DAI se observo una alta expresion del gen 2.44 y 5.27 veces
mas, respectivamente, con respecto a los demas dias. A los dias 21 y 49 DAI se observo una

represion del gen. Al dia 108 DAI, se observé un aumento en la expresion del gen (Figura 5.5 E).

En los explantes previamente tratados con MG-132, al dia 0 DAI se observé una expresion muy
tenue del gen. Por otro lado, a los dias 3, 21, 49 y 108 DAI, se observd un incremento en la
expresion del gen, siendo el dia 3 DAl con mayor expresion del gen, 9.86 veces mas, con respecto
al dia 0 DAI (Figura 5.5 E).
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ARF5

La expresion de ARF5 se ha reportado a los inicios de la induccion de la ES. Se considera que
su expresion es clave para la desdiferenciacion y rediferenciacion celular de la ES(Li et al., 2016;
Quintana-Escobar et al., 2019). También se ha reportado que su expresion promueve la
formacién del eje embrionario y del meristemo apical (Li et al., 2016). Se evalud la expresién
relativa del gen ARF5 mediante ensayos de RT-PCR durante la induccion de la ES (los tiempos
0, 3, 21, 49 y 108 DAI) de los explantes previamente tratados con DMSO y MG-132. En los
explantes previamente tratados con DMSO, a los dias 0 y 3 DAI se observé una alta expresion
del gen. A los dias 21 y 49 DAI se observé una inhibicion del gen. Al dia 108 DAI, se observé una

expresion tenue del gen (Figura 5.5 F).

En los explantes previamente tratados con MG-132, a los dias 0, 3, 21 y 49 DAI se observé un
incremento de la expresion del gen, siendo los dias 3 y 21 DAI, los dias con mayor expresion del

gen. Al dia 108, se observo una reduccion de la expresion del gen (Figura 5.5-F).
AHK1

La expresion de AHK1 se ha reportado en la maduraciéon de la ES en condiciones de estrés
(Valencia-Lozano et al., 2021. Sin embargo, su papel y regulacion durante la ES aun no esta
claro. También se ha reportado su expresion durante la formacion del meristemo apical y radical.
Se evaluo la expresion relativa del gen AHK1 mediante ensayos de RT-PCR durante la induccion
de la ES (los tiempos 0, 3, 21, 49 y 108 DAI) de los explantes previamente tratados con DMSO y
MG-132. En los explantes previamente tratados con DMSO, a los dias 0, 3 y 108 DAI, se observo
una expresion alta del gen. Al dia 21 DAI hubo una inhibicion de la expresion del gen. Al dia 49

DAI, la expresion del gen fue tenue (Figura 5.5 G).

En los explantes previamente tratados con MG-132, al dia 0 DAI la expresion del gen se inhibio.
Por el contrario, a los dias 3, 21, 49 y 108 DA, la expresién del gen fue alta en comparacion al

dia 0 DA, siendo el dia 3 DAI con mayor expresién del gen (Figura 5.5 G).
IPT1

La expresion de IPT1 se ha reportado durante la induccion y desarrollo temprano de la ES (Avilez-
Montalvo et al., 2022). Se evalué la expresion relativa del gen IPT1 mediante ensayos de RT-
PCR durante la induccién de la ES (los tiempos 0, 3, 21, 49 y 108 DAIl) de los explantes
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previamente tratados con DMSO y MG-132. En los explantes previamente tratados con DMSO,

durante la induccion de la ES se observo una inhibicién en la expresion del gen (Figura 5.5 H).

En los explantes previamente tratados con MG-132 se observé una expresion muy baja del gen
durante los dias 0 y 3 DAI. A los dias 21 y 49 DAI, se observo un aumento en la expresion del
gen. Por otro lado, al dia 108 DAI se observé una inhibicion de expresion la expresion del gen
(Figura 5.5 H).

YUC1

La expresion de YUCT se ha reportado durante la induccion y desarrollo de la ES. Su expresion
se considera crucial para la desdiferenciacion y rediferenciacion celular en la ES (Cao et al., 2019;
Uc-Chuc et al., 2020). Se evalud la expresion relativa del gen YUC1 mediante ensayos de RT-
PCR durante la induccién de la ES (los tiempos 0, 3, 21, 49 y 108 DAIl) de los explantes
previamente tratados con DMSO y MG-132. En los explantes previamente tratados con DMSO,
a los dias 0 y 3 DAI se observé una expresion tenue del gen. Por el contrario, a los dias 21,49 y

108 DAI se observé una inhibicion en la expresion del gen (Figura 5.5 1).

En los explantes previamente tratados con MG-132, al dia 0 DAI se observé una represion del
gen. A los dias 3, 49 y 108 DAI se observo un incremento en la expresion del gen. Por otro lado,

A los 21 DAI se observé una inhibicion de la expresion del gen (Figura 5.5 I).
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Figura 5.5. Expresion de los genes WOX4, LEC1, BBM1, FUS3, AGL15, ARF5, AHK1, IPT1y
YUC1 durante la induccion de la ES en C. canephora. (A) expresion del gen WOX4. (B) expresion
del gen LEC1. (C) expresion del gen BBM. (D) expresion del gen FUS3. (E) expresion del gen AGL15
(F) expresion del gen ARF5. (G) expresion del gen AHK1, en los explantes previamente tratados

con DMSO y MG-132. (H) expresion del gen IPT1, en los explantes previamente tratados con DMSO

y MG-132. (I) expresion del gen YUCT, en los explantes previamente tratados con DMSO y MG-132.

Los asteriscos denotan diferencias significativas entre tratamientos para determinado dia de cultivo.

Sidak's P<0.05. 0, 3, 21, 49 y 108 DAI: 0, 3, 21, 49 y 108 dias posteriores a la induccién de la ES;
Barras verde marino: explantes previamente tratados con DMSO; Barras amarillo mostaza:

explantes previamente tratados con MG-132. Los asteriscos denotan diferencias estadisticas

5.4.

5.4.1.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Expresion de genes involucrados en la induccion de la ES.
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Los resultados obtenidos sugieren que el proteasoma 26S esta involucrado en la regulacion de
la expresidn de los genes relacionados a la sintesis y sefializacion de auxinas y citocininas; y a

la induccion de la ES de C. canephora.
WwoXx4

WOX4 promueve el mantenimiento de los centros meristematicos y la diferenciacion del
procambium vascular (Endrizzi et al., 1996; Ohmori et al., 2013; Su et al., 2009). Se ha observado
que la expresion del gen es mayor los primeros dias de la induccién de la ES en comparacion
con los dias correspondiente al desarrollo del embrién somatico (estadios de globular, corazoén,
torpedo y cotiledonar) (Awada et al., 2023; Nic-Can et al., 2013) Estos trabajos sugieren que la
expresion del gen WOX4 en el inicio de la induccion de la ES es clave para las posteriores etapas
de la ES. Encontramos que la expresion del gen WOX4 se modifico en los explantes previamente
tratados con MG-132, reprimido al inicio de la ES, pero inducido cuando el embrion llega a su
estadio cotiledonar. Este patrén de expresion explica en parte el retraso de la formacién de los

centros meristematicos y el desarrollo de las raices prematuras en los embriones observados.
LEC1

LEC1 su expresion es crucial para que se lleve a cabo el proceso de la ES. Su expresion se ha
observado durante la rediferenciacién celular y desarrollo del embrion somatico en la ES
(Horstman et al., 2017b). Por otro lado, también se ha observado su expresion en los estadios de
globular, corazon, torpedo y cotiledonar. Se considera que su expresién es mayor en etapas de
desdiferenciacion del embrion, en los primeros dias de la induccion de la ES y en los dias donde
hay formacion de centros meristematicos (Gaj et al., 2005; Nic-Can et al., 2013). Nosotros
sugerimos que disminucion de la expresion del gen LECT el dia 21 DAI, en los explantes
previamente tratados con MG-132, pudiera explicar el retraso de la formaciéon de los centros
meristematicos y la reduccion en la produccién de embriones globulares. Por otro lado, sugerimos
que el aumento de la expresion del gen LEC1, al dia 108 DAI en los explantes previamente
tratados con MG-132, posiblemente esté relacionado con el desarrollo prominente de los
cotiledonares. Se ha reportado que el gen LEC1 interviene en el desarrollo de cotiledonares
(Horstman et al., 2017b).

BBM1
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La expresion BBM1 se ha observado durante la induccién de la ES. Se ha reportado que su
expresion incrementa en los estadios de globular y corazén de la ES (Nic-Can et al., 2013) Se
considera que su expresion es clave para la proliferacion celular y morfogénesis en la ES, se ha
observado su expresion en etapas de diferenciacion celular en callos (Awada et al., 2023). De
acuerdo con lo anterior, sugerimos que inhibicién de la expresién del gen BBM1 a los dias 21
podria explicar el atraso de la formacion de centros meristematicos en los explantes previamente
tratados con MG-132. De igual forma, el incremento de la expresiéon del gen BBM1 a los 108 DAI
en los explantes previamente tratados con MG-132 podria explicar el desarrollo prematuro de los

cotiledonares.
FUS3

Se ha reportado que la expresion del gen FUS3 es tenue durante la inducciéon de la ES e
incrementa durante el desarrollo del embrion somatico (Awada et al., 2023; Valencia-Lozano et
al., 2021). Interesantemente, entre tratamientos, el patron de expresion del gen fue muy similar
en toda la induccion de la ES. Esto deja en evidencia la importancia de la expresion del gen FUS3
para la que se lleve a cabo la induccion de la ES. Por otro lado, estos datos sugieren que la
inhibicion del proteasoma 26S en el pretratamiento de la induccién de la ES en C. canephora, no

afectd su expresion durante la induccién de la ES.
AGL15

AGL15 interviene en la regulacion de produccion de auxinas como el AlA. Y su expresion alta y
constante puede producir una reducciéon o aumento de concentracion del AlA. Se ha reportado
que al inicio de la induccion de la ES la célula contiene una alta concentracion de auxinas y esta
decrecé durante los dias de la induccion de la ES (Uc-Chuc et al., 2020; Zheng et al., 2016).
También se ha reportado que su expresion promueve la formacién del meristemo apical (Montiel
et al.,, 202). Awada et al., reportaron que la expresion del gen AGL15 en la embriogénesis
somatica indirecta de C. arabica, era tenue los primeros dias de la ES y su expresion aumentaba

en la diferenciacién de callos y embriones globulares.

Por ello, sugerimos que la expresion tenue del gen AGL1715 al dia 0 DAI, en los explantes
previamente MG-132 con respecto a los explantes previamente tratados con DMSO vy la alta
expresion del gen AGL15 a los dias 3, 21, 49 y 108 DAI en los explantes previamente tratados
con MG-132; pudo inferir en la concentracion de auxinas endoégenas y ocasioné un retraso en la

formacion de centros meristematicos y una reduccion en la formacion de embriones globulares.
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ARF5

ARF5 es un factor de transcripcion que permite la expresion de genes relacionados a la auxinas
durante la ES. Por ello, su expresioén en los primeros dias de la induccioén de la ES es crucial para
activar diferentes genes (Quintana-Escobar et al., 2019). Sin embargo, también es requerido una
disminucion de su expresion durante la induccion de la ES para permitir esta regulacion molecular
de los genes involucrados en la ES (Awada et al., 2019). De acuerdo con lo anterior, sugerimos
que el incremento de la expresién del gen ARF5 a los dias 21 y 49 DAI, en los explantes
previamente tratados con MG-132, ocasiond un cambio en el patron de expresion de genes
relacionados a las ES como BBM1y LEC1 y gener6 una modificacion en los tiempos de formacion
de los centros meristematicos y, por lo tanto, en el tiempo y niumero de la formacion de embriones

globulares.
AHK1

La expresion de AHK1 se ha reportado en la maduracién de la ES en condiciones de estrés
(Valencia-Lozano et al., 2021). Sin embargo, su papel y regulacion durante la ES aun no esta
claro. Por otro lado, la expresion de AHK1 es requerida para la percepcion de las citocininas (Kroll
& Brenner, 2020). Se ha reportado que las citocininas juegan un balance crucial con las auxinas
en la ES (Marquez-Lopez Ana O Quintana-Escobar Victor M Loyola-Vargas, 2019). De acuerdo
con lo anterior, nosotros sugerimos que el cambio de expresion de gen AHK1T al dia 0 y 21 DAI,
en los explantes previamente tratados con MG-132 ocasion6 un cambio en el balance de auxinas
y citocininas durante la induccion de la ES y generd un cambio en los tiempos de inicio de

formacion de los centros meristematicos y embriones globulares.
IPT1

La expresion de IPT1 se ha reportado durante la induccion y desarrollo temprano de la ES (Avilez-
Montalvo et al., 2022). La expresion del gen IPT1 esta relacionada a la produccion endégena de
citocininas en la célula. La concentracién de citocininas afecta la concentracion de auxinas en la
célula (Su et al., 2011). Por ello, cualquier variacion de la expresion del gen IPT1 en la ES,
repercutira en el balance requerido de auxinas y citocininas y en consecuencia en la
diferenciaciéon de la célula. Por otro lado, se ha reportado que las citocininas juegan un papel
esencial en el mantenimiento de centros meristematico y division celular (Bajguz & Piotrowska,
2009; Chapman & Estelle, 2009; Rupp et al., 1999). De acuerdo con lo anterior, sugerimos que

el incremento de expresion presentado los dias 0, 3, 21 y 49 DAI en los explantes previamente
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tratados con MG-132, pudo modificar el tiempo de la formaciéon de centros meristematicos y

formacién de embriones globulares en la induccion de la ES en C. canephora.
YUC1

La expresion de YUC1 se ha reportado los primeros dias de la induccién de la ES en C. canephora
y en la rediferenciacién celular de la ES en C. arabica (Awada et al., 2019, 2023; Uc-Chuc et al.,
2020). La expresion del gen YUCT esta estrechamente relacionada con la sintesis de auxinas en
la célula (Cao et al., 2019). Por ello, se sugiere que una expresion alta del gen sugeriria una alta
sintesis de auxinas (Cao et al., 2019). La sintesis de auxinas es crucial al inicio de la induccion
de la ES (Uc-Chuc et al., 2020). De acuerdo con lo anterior, sugerimos que la inhibicion de la
expresion del gen YUC1, presentada los dias 0 y 21 DAl de la induccion de la ES, en los explantes
previamente tratados con MG-132, ocasiond un retraso en la formacién de los centros

meristematicos y produccidén de embriones globulares somaticos.

Aun faltan experimentos por realizar para poder concluir y discutir de qué manera la inhibicion del

proteasoma 26S pudiera estar afectando la ES en cafeto.
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CAPITULO VI: DISCUSION GENERAL

6.1. DISCUSION GENERAL

A pesar de que la embriogénesis somatica (ES) se ha estudiado ampliamente, el proceso aun no
esta claro. Se han realizado estudios para optimizar la induccion de la ES y han implicado analisis
a nivel transcriptémico, protedmico, metabolémico e histologico. En este trabajo analizamos la
ES de C. canephora a nivel morfologico y molecular mediante herramientas bioinformaticas,
histoldgicas y protedmicas. Ademas, visualizamos el impacto del proteasoma 26S en la ES de C.
canephora mediante el uso de inhibidor del proteasoma 26S. A nivel genémico identificamos los
genes que codifican a subunidades que comprende el proteasoma 26S en C. canephora. Por otro
lado, después de inhibir el proteasoma 26S en el pretratamiento del protocolo de la ES, se llevd
a cabo la ES y se encontré que el proteasoma 26S participa en el proceso de diferenciacion
celular, en la formacion de embriones globulares, en desarrollo del procambium y la raiz durante
la germinacion del embrion. Y durante el pretratamiento de la ES de C. canephora, encontramos
que la subunidad del proteasoma 26S RPN12 se acumula al alza de forma dependiente de las
auxinas y las citocinina (Figura 3.2). En A. thaliana, la mutante rpn12 muestra fenotipos asociados
a hiposensibilidad a auxinas y citocininas, estabilizacion de proteinas ubicuitinadas y
agrandamiento y proliferacion celular (Kurepa et al. 2009; Smalle et al. 2002). Estos resultados
sugieren que el proteasoma 26S juega un papel en las etapas previas a la diferenciacion celular
durante la induccion de la ES, posiblemente modificando la sensibilidad a las auxinas y las
citocininas en las plantas. Se ha reportado que la auxinas exdgenas inducen la sintesis de

auxinas endodgena en los explantes de C. canephora (Ayil-Gutiérrez et al., 2013).

Los explantes previamente tratados con el inhibidor MG-132, en la induccién de la ES generaron
un menor numero de embriones globulares, pero tuvieron una mayor tasa de conversion de
globular a cotiledonar. Sugiriendo que el proteasoma 26S interviene en la formacion de embriones
globulares y en la regulacién de la acumulacién de proteinas relacionadas a la diferenciacion y
desarrollo de los embriones como por ejemplo, proteinas relacionadas al transporte y sintesis de
las auxinas. Por otro lado, estos explantes muestran la expresion de los genes WOX4, LEC1
reprimida durante la induccion de la embriogénesis somatica. Se ha reportado que los genes
WOX4 y LEC1 estan relacionados con el mantenimiento de las células meristematicas y la
rediferenciacion celular (Endrizzi et al., 1996; Ohmori et al., 2013; Su et al., 2009). De igual forma,

los explantes presentaron al alza la expresion del gen ITP1y a la baja la expresion del gen YUCT,
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sugiriendo que hubo un cambio a nivel molecular que pudo afectar las concentraciones de
auxinas y citocininas, y por ende el desarrollo de los centros meristematicos. Se ha reportado que
las auxinas regulan la division celular mediante su interaccion con las ciclinas (CDKA)

bloqueadoras KRP en plantas (Perrot-Rechenmann, 2010).

En la etapa de desarrollo del embrién encontramos que los genes WOX4y YUC1 estan regulados
al alza en los explantes previamente tratados con el inhibidor MG132. WOX4 interviene en la
formacion y desarrollo del procambium. Trabajos recientes sugieren una estrecha relacion entre
la acumulacién de las auxinas, su transporte y el factor de transcripcion WOX4 para el desarrollo
del procambium, los haces vasculares y la raiz (Suer et al., 2011). De acuerdo con lo anterior
nosotros sugerimos que esta sobreexpresion de los genes WOX4 y YUC11 influyeron en la
temprana formacion del procambium y elongacion de la raiz. Muy posiblemente a nivel de proteico
se acumularon las proteinas YUC1 y PIN1 relacionadas a la sintesis y el transporte de las auxinas,

respectivamente.
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CAPITULO VII: CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

7.1 CONCLUSIONES GENERALES

1.

Mediante protedmica se demostré que el proteasoma 26S participa en la primera etapa
del protocolo de la ES, ya que se encontro la subunidad del proteasoma 26S RPN12. De
acuerdo con lo anterior, sugerimos que la ubicuitinacion podria ser una nueva via en la

regulacion de la competencia embriogénica en C. canephora.

Proponemos que el proteasoma 26S participa en el desarrollo de embriones globulares,
al regular la formacion de centros meristematicos, y en la conversion de los estadios del
embrién, mediante la regulacion de proteinas que intervienen en la bifurcacion del
procambio y el desarrollo de la raiz. Esto es debido a que la intervencion temporal de la
funcion del proteasoma 26S durante el pretratamiento impacté negativamente la induccion
de la ES de C. canephora retrasando la formacion de los centros meristematicos y
reduciendo de la frecuencia de embriones globulares pero, mejor6 la eficiencia de la
conversiéon de los embriones globulares a cotiledonares, la bifurcacion temprana del

procambio y afecté de manera positiva el desarrollo de la raiz de los embriones somaticos.

Sugerimos que el proteasoma 26S participa en la regulacion molecular de la ES mediante
sus efectos en la expresion de los genes asociados a la biosintesis de las auxinas y
citocininas en la induccion de la ES de C. canephora. Debido a que la intervencion
temporal de su funcién en el pretratamiento impactd positivamente en la expresion de
genes asociados a la biosintesis de las auxinas y citocininas en la induccion de la ES de

C. canephora.

7.2 PERSPECTIVAS

Mediante estudios protedmicos utilizando espectrometria de masas acoplada a
cromatografia liquida (LC-MS) conocer las proteinas poliubicuitinadas que se acumulan
durante la inhibiciéon temporal del proteosoma 26S en el pretratamiento de la ES de C.
canephora, con el fin de identificar las proteinas reguladas por la via UPS y comprender

mejor el papel del proteosoma 26S en la ES.
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e Estudiar a nivel de metaboloma, empleando espectrometria de masas acoplada a
cromatografia liquida (LC-MS) la concentracion de auxinas y citoxininas; para enriquecer

la compresion de la funcion del proteasome 26S en la regulacion de PGR en la ES.

¢ Emplear herramientas de ingenieria genética, como CRISPR-Cas9, para mutar genes que
codifican a proteinas subunidades del proteasoma 26S en explantes de hojas, los cuales
se emplearan posteriroemente para inducir la ES. Esto permotira dilucidar el papel del

proteasoma 26S en la ES.
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