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Resumen

El cafeto es una planta que pertenece al género de la familia de las Rubiacea, de la cual
se obtienen los granos de café para su consumo, por lo general en bebidas. Las especies
de interés economico son Coffea arabica y C. canephora. Estas plantas, de vida perenne,
requieren de 30 afios para su mejoramiento genético, por lo que se esta en busqueda de
métodos que permitan aplicar las técnicas tradicionales del mejoramiento genético, pero
con un tiempo de respuesta mucho menor. La embriogénesis somatica (ES) es una
herramienta que reduce el tiempo en el cual se puede obtener una planta. Sin embargo,
aun se desconocen una gran cantidad de factores que afectan este proceso, como la
fuente de nitrogeno del medio de cultivo y el de las proteinas que son secretadas al medio
de cultivo. En este estudio abordamos ambas preguntas desde el punto de vista
protedmico. Determinamos que una relacion 2:1 de las fuentes de nitrato/amonio es la
mas adecuada para que se lleve a cabo el proceso de ES en C. canephora. También
determinamos que se producen grandes cambios en las cantidades de proteinas
involucradas en las rutas que manejan el nitrégeno durante la induccion del proceso de
ES en C. canephora. Nuestros datos sugieren un mecanismo para la asimilacion del

nitrogeno durante el proceso acondicionamiento e induccién de la ES.



Abstract

The coffee plant belongs to the Rubiaceae family, from which coffee beans are obtained
for consumption, usually in beverages. The species of economic interest are Coffea
arabica and C. canephora. These perennial plants require 30 years for their genetic
improvement, so methods are being sought that allow the application of traditional genetic
improvement techniques but with a much shorter response time. Somatic embryogenesis
(SE) is a tool that reduces the time in which a plant can be obtained. However, many
factors that affect this process are still unknown, such as the nitrogen source of the culture
medium and that of the proteins secreted into the culture medium. In this study, we
address both questions from a proteomic point of view. We determined that a 2:1 ratio of
nitrate/ammonium sources is the most suitable for the SE process in C. canephora. We
also determined that significant changes in the amounts of proteins involved in nitrogen-
handling pathways occur during ES induction in C. canephora. Our data suggests a

mechanism for nitrogen assimilation during ES conditioning and induction.



Introduccion

El café es una de las bebidas mas consumidas en el mundo. Esta bebida se ha disfrutado
durante siglos, y su popularidad sigue creciendo. Una de las innovaciones mas recientes
en el café ha sido el desarrollo de un nuevo método de produccién de la planta del cafeto
conocido como embriogénesis somatica (ES), este método permite a los cientificos
regenerar plantas a partir de células y tejidos aislados en un entorno controlado de
laboratorio. Esta técnica tiene gran potencial para ayudar a combatir la inseguridad
alimentaria en todo el mundo mediante el aumento de la produccion de granos de café y
otros cultivos a través de la fertilizacion in vitro de material vegetal intacto, en lugar de la
reproduccion asexual (por ejemplo: la polinizacion y la germinacién). Asi bien, los
métodos utilizados en la ES no son nuevos, la eficiencia mejorada y la reproducibilidad del
proceso han permitido a los investigadores acelerar y expandir la aplicacion de esta
tecnologia. Hay varias ventajas al usar esta técnica para producir nuevas plantas de
cafeto en comparacion con los métodos tradicionales como el injerto o la germinacion. En
particular, la ES permite generar un gran niamero de plantas genéticamente idénticas en
un corto periodo de tiempo. Ademas, permite a los investigadores utilizar material
genetico de diversas fuentes para producir plantas que exhiben -caracteristicas
especificas, lo que no es posible cuando se utilizan métodos de mejoramiento
convencionales. A pesar de estas ventajas, todavia existen algunas limitaciones

asociadas con el uso de la ES para la regeneracion de plantas.

El nitrdgeno es un elemento importante que las plantas deben obtener para crecer. Este
elemento se encuentra en forma gaseosa en el aire, y en forma combinada en el agua vy el
suelo. Las plantas utilizan el nitrégeno en estos elementos para crear proteinas, ADN y
otros productos quimicos importantes. Por lo que el nitrdgeno juega un papel esencial en
la salud de las plantas. Sin suficiente nitrégeno, las plantas no pueden crecer
adecuadamente y, no pueden producir frutos y granos saludables. Se sabe que hay
diferentes compuestos de nitrégeno que se encuentran en la naturaleza, pero son nitratos

y amonio los principales derivados del nitrégeno que se encuentran en el suelo.

En el caso de los cultivos in vitro, en particular durante la morfogénesis vy la diferenciacién
celular la fuente de nitrégeno juega un importante papel. Las relaciones entre las fuentes
de nitrogeno es determinante en el proceso morfologico de las celulas cultivadas in vitro
(Duarte-Aké et al., 2022).



Ademas, cuando la ES se lleva a cabo a partir de suspensiones celulares, las células
secretan proteinas al medio de cultivo, y es posible que estas proteinas tengan funciones
en el proceso morfogénico (Cordewener et al., 1991; De Vries et al., 1988; Lo Schiavo et
al., 1990).

Las proteinas vegetales cumplen una amplia variedad de funciones y desempefian un
papel importante en los procesos biolégicos. En el caso de la ES de zanahoria se ha visto
que las proteinas secretadas al medio de cultivo participan en la induccién de la ES. Si
bien este hecho se ha conocido por bastante tiempo, se desconoce la sefial que se
genera y desencadena el cambio en el programa genético que lleva a que una célula
somatica se convierta en una célula embriogenica. Con el estado actual de conocimiento
sobre la fisiologia de las plantas es posible especular que la concentracion endégena de
auxinas y citocininas cambia en respuesta a las diferentes fuentes de nitrogeno y este
cambio desata la sefial que cambia el programa genético, en el que podrian estar

involucradas las proteinas que son secretadas al medio de cultivo.






CAPITULO |
Antecedentes
1. Café: Generalidades

El café es la segunda mercancia que mas se comercializa en el mundo. Es un producto
agricola que es exportado por mas de 50 paises de Africa, Asia, América Latina y
Oceania. La Organizacion internacional del Café ha publicado que en el afio 2024 se
produjeron mas de 178 millones de sacos de 60 kg de cafeto alrededor del mundo (ICO,
2025).

La bebida de café es el resultado de las semillas tostadas de plantas pertenecientes al
género Coffea perteneciente a la familia Rubiaceae. Las plantas de café fueron
descubiertas en Africa desde donde se le ha dispersado a todo el mundo (Ferreira et al.,
2019).

Todas las especies de café son arboles o arbustos lefiosos perennes (Figura 1.1). Las
plantas de café difieren entre si en diferentes aspectos como morfologia, tamarno vy
adaptacion ecoldgica. De las mas de 124 especies que conforman el género Coffea
(Davis et al.,, 2006; Davis et al., 2011), solo dos se utilizan para producir cafe
comercialmente, Coffea arabica 'y C. canephora, que representan el 57.4% y el 42.6% de

la produccion mundial de cafe, respectivamente (ICO, 2025).

C. canephora (2n = 2x = 22) es una planta diploide, alégama, que forma poblaciones
polimérficas de individuos fuertemente heterocigotos y con un elevado contenido de
cafeina. C. arabica es una planta alotetraploide (2n = 4x = 44) derivada de una hibridacion
natural entre C. canephora (masculino) y C. eugenioides (femenino) (Anthony et al., 2002;
Charrier & Berthaud, 1985; Lashermes et al., 1999). Arabica es una planta autégama vy
tiene un bajo contenido de cafeina, también es mas susceptible a patégenos, en tanto que
C. canephora tiene un mayor grado de resistencia a enfermedades y a diferentes tipos de

estrés.
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Figura 1.1. Figura 1. llustracién que muestra una planta de café, su flor, la hoja, y la
baya de la planta, asi como las etapas de su desarrollo en la produccion del café.
llustracion estilo por Gottlieb von Koch, Heinrich Jung y Friedrich Quentell, 1964 en
Dusseldorf, Alemania. Producido por la marca Oskar H. Hagemann'.

El crecimiento de la poblacion mundial, la menor disponibilidad de tierra y agua para el
cultivo de cosechas y la creciente deforestacion son solo algunos de los principales
desafios que enfrenta la agricultura moderna. La busqueda de nuevas variedades
resistentes a plagas y/o patdgenos, las condiciones extremas del medio ambiente, asi

como el aumento de la productividad, son los desafios que enfrenta el agronomo de hoy.

La generacion de una nueva variedad de café con caracteristicas estables y mejoradas,
mediante el mejoramiento convencional, demora alrededor de 30 afios. Este es el tiempo
que requiere de seis a siete ciclos de autopolinizacion, de semilla a semilla, mediante el
mejoramiento convencional. La alternativa mas viable para producir una nueva variedad
de plantas con ciclos muy largos para su mejoramiento genético es la biotecnologia. La
biotecnologia es una técnica mas confiable para los cultivos perennes. Entre todas las
herramientas biotecnoldgicas, la embriogénesis somatica (ES) es la alternativa mas

prometedora.

C. canephora es un caso muy interesante en la agricultura moderna. Desde que se le
empezo a cultivar para obtener sus granos para la bebida se le consider6 de una calidad

muy inferior a C. arabica, en particular por su alto contenido de cafeina y la calidad en




taza que produce la planta una vez que se encuentra frente al consumidor, esto habia
propiciado que su produccion rondara el 20% de la produccion total de café. Sin embargo,
en los ultimos cinco afios ha experimentado un crecimiento que ha hecho que su
produccion se haya mas que duplicado y su precio alcanzo el afio pasado niveles récord
en diciembre de 2024; la libra de C. canephora alcanzé el precio récord de 2.25 ddlares
por libra de café, un aumento de mas del 125% comparado con su precio de enero de
2023. Este precio es el 75% cuando se le compara con el precio promedio de C. arabica.
Esta diferencia en enero de 2023 era de mas del 50% (ICO, 2025). Este cambio se debe a
las grandes compafias que procesan café y lo venden encapsulado como café gourmet.
C. canephora ahora ya no solo se usa para la produccion de café soluble, sino que se le

mezcla con C. arabica cultivado alrededor del mundo.

C. canephora, también conocido como café robusta, es una planta originaria de Africa
central y occidental que actualmente se cultiva en varios paises. Es una planta de
crecimiento rapido y resistente a diversas enfermedades y tipos de estrés. Crece a
altitudes mas bajas y en suelos mas pobres que C. arabica. Contiene mas cafeina que el
café arabica, con un promedio del 2.7% en peso comparado con el 1.5% del café arabica
(Gibson & Newsham, 2018).

La resiliencia del café Robusta también lo convierte en una mejor opcion para los
productores en regiones con climas mas extremos o condiciones de crecimiento menos
favorables. Sin embargo, vale la pena sefialar que, si bien Robusta puede ser mas facil de
cultivar en general, aun requiere condiciones especificas para producir granos de alta
calidad. Al igual que con cualquier cultivo, factores como la calidad del suelo, la altitud, las
fluctuaciones en la temperatura y los patrones de lluvia pueden afectar el producto final.
Sin embargo, en general, "las plantas de café robusta son mas resistentes y faciles de
cultivar que las plantas de café arabica (Anagbogu et al., 2021)”, lo que las convierte en
una opcion atractiva para aquellos productores que buscan una fuente confiable de
granos de alta calidad que puedan soportar diferentes desafios ambientales mientras
producen sabores fuertes. Para su crecimiento, las plantas de Robusta requieren de una
altitud de alrededor de los 800 m.s.n.m. (si bien puede crecer bien a nivel del mar),
necesita un suelo rico y humedo que absorba bien el agua y drene rapidamente el exceso
de precipitaciones. Los mejores suelos son aquellos que estan cubiertos por una pequena
capa de hojas, alguna otra materia organica y piedras de origen volcanico. Se le puede

cultivar en regiones de climas frios con temperaturas de que oscilan entre los 13 y 26 °C.
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Las plantas de café Robusta muestran una importante variabilidad genética, debido a su

forma de reproduccion.

C. canephora ha estado ganando atencién en la comunidad cientifica debido a sus
beneficios potenciales para la salud (Santiago et al.,, 2025). Estudios recientes han
sugerido que el consumo de C. canephora podria reducir el riesgo de varias
enfermedades crénicas y mejorar la funcién cognitiva. Estos hallazgos estan respaldados
por una investigacion realizada por Barrea et al. (2023), quienes informaron que "Coffea
canephora tiene beneficios potenciales para la salud, como reducir el riesgo de ciertas
enfermedades cronicas y mejorar la funcién cognitiva". Un posible mecanismo detras de
estos efectos es la cafeina, que esta presente en grandes cantidades en las semillas de
C. canephora y se ha demostrado que mejora el estado de alerta, el estado de animo y el
rendimiento cognitivo (Higdon & Frei, 2006). Ademas, otros compuestos que se
encuentran en C. canephora también pueden contribuir a sus efectos beneficiosos sobre
la salud. Por ejemplo, el acido clorogénico, un polifenol abundante en el cafe, exhibe
propiedades antioxidantes y se ha relacionado con una reduccién en los niveles de

inflamacion (Ludwig et al., 2014).

A pesar de su popularidad entre los entusiastas del café, la producciéon de Robusta en
Mexico ha enfrentado diferentes desafios como los bajos precios y la competencia de
otros cultivos. Sin embargo, los esfuerzos para mejorar la calidad a través de practicas
agricolas sostenibles y el aumento de la demanda del mercado han llevado a un
resurgimiento del interés en esta variedad. En general, C. canephora ha encontrado un
hogar en el diverso paisaje agricola de México y sigue siendo un importante contribuyente

a la economia y el patrimonio cultural del pais.
1.1 Embriogénesis somatica

La embriogénesis somatica (ES) es un proceso fascinante que ha revolucionado la
propagacion de las plantas (Figura 1.2). Implica la regeneracion de embriones de origen
somatico, capaces de producir plantas sanas y vigorosas, a partir de ce€lulas somaticas,
que luego se pueden utilizar para propagar plantas genéticamente idénticas. Esta técnica
ha demostrado ser una forma eficiente y rapida de producir un gran numero de plantas con
fines comerciales. La ES se ha utilizado con éxito en mas de 200 especies que abarcan

practicamente todo el rango de especies vegetales (Kalaipandian et al., 2021; Loyola-



Vargas et al., 2016; Loyola-Vargas & Ochoa-Alejo, 2016a, 2016b; Zdravkovic-Korac et al.,
2023; Zhu et al., 2022). Sin embargo, todavia existen desafios importantes para producir
embriones somaticos en plantas como Phaseolus vulgaris y Capsicum chinensis (Pijeira-

Fernandez & Santana-Buzzy, 2024).
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Figura 1.2. Proceso de embriogénesis somatica in vitro. 2lmagen tomada de Alchimia
Grow Shop.

Al utilizar la ES se evita el método tradicional de reproduccion sexual, eliminando la
variabilidad genética y produciendo consistentemente plantas con rasgos deseables. La
uniformidad genética garantiza la consistencia en las medidas de control de calidad, como
la resistencia contra plagas y/o enfermedades (Mohanty & Ghosh, 1988). Ademas, esta
técnica ofrece un enfoque mas sostenible de la agricultura, ya que requiere menos espacio
y recursos en comparacion con los metodos convencionales. En conclusion, la ES
proporciona una poderosa herramienta para la propagacion de plantas que permite una
rapida produccion de plantas genéticamente homogéneas a gran escala al mismo tiempo
que reduce los costos asociados con los metodos tradicionales. Su aplicacion en la
agricultura ha permitido aumentar la productividad a través de la produccién constante de
cultivos de alta calidad con los rasgos deseados y que disefian para que las plantas se
puedan desarrollar en diferentes entornos. El futuro parece prometedor a medida que mas

investigadores exploran su uso potencial en diferentes especies de cultivos a nivel mundial.

La ES es la via de desarrollo celular en la que las células somaticas dan lugar a




organizaciones que se asemejan a embriones cigoticos sin la mediacion de la fusion de
gametos, es decir, una estructura bipolar que no tiene conexidon vascular con el tejido
original (von Arnold et al., 2001). La ES es posible porque implicitamente cada célula del
cuerpo vegetal tiene la capacidad de convertirse en un embrion (con capacidad
totipotencial) a través de la manipulacion de las condiciones del medio de cultivo y el uso

de reguladores del crecimiento vegetal.

La ES se puede producir de dos maneras: de forma directa y de forma indirecta. Durante
la embriogénesis somatica directa (ESD), el embrion se forma directamente a partir de la
célula madre, en tanto que en la embriogénesis somatica indirecta (ESI) primero se forma
un callo, a partir del cual se pueden formar embriones somaticos o el callo se convierte en
suspensiones celulares en las cuales se producen los embriones somaticos (Quiroz-

Figueroa, Rojas-Herrera, et al., 2006; Ramirez-Mosqueda, 2022)

1.2. Embriogénesis somatica en café

Al estudiar la ES del café se han identificado diversos factores que afectan el desarrollo
del proceso. Estos factores incluyen el tipo de explante utilizado, la composicion del medio
de cultivo, la presencia de reguladores del crecimiento de las plantas y la duracién del
periodo de cultivo (Awada et al., 2023). El cultivo in vitro del café se puede realizar
de dos formas: micropropagacién por microesquejesy la produccion de embriones

somaticos.

La propagacion asexual del café por medio de cultivo de tejidos ha sido una técnica
importante para su mejoramiento genético, esto debido a las diversas herramientas
disponibles en la bioquimica y biotecnologia de plantas para el desarrollo de nuevos
métodos de seleccion, y propagacion (De los Santos-Briones & Hernandez-Sotomayor,
2006; Loyola-Vargas et al., 2016). La ES se puede realizar a partir de explantes de la
planta, o a partir de callos o suspensiones celulares. En el cafeto se han empleado todas

las posibilidades para la obtencién de embriones somaticos (Loyola-Vargas et al., 2016).

Los primeros informes de ES de Coffea spp. aparecieron a principios de los afios 70 del
siglo pasado. Los laboratorios de Staritsky (1970), Sondahl y Sharp (1977) publicaron los
primeros trabajos sobre ES de C. canephora y C. arabica, respectivamente. Desde

entonces, se han publicado numerosos trabajos sobre el tema (Loyola-Vargas et al.,



2016). La fuente de los explantes puede ser casi cualquier parte de la planta. Algunos de
ellos poseen un potencial embriogénico superior. Las fuentes de explantes que se han
utiizado son perisperma (Sreenath et al., 1995), brotes ortotropicos y plagiotropicos
(Nassuth et al., 1980:Raghuramulu, 1987 #2114; Raghuramulu et al., 1987; Staritsky,
1970), tejido foliar (Avila-Victor et al., 2023; Candeira da Silva & Alves dos Santos, 20223,
2022b; Cid et al., 2004; de Almeida et al., 2024; de Morais Oliveira et al., 2023; Dublin,
1981; Etienne et al., 2013; Ibrahim et al., 2024; Lokkamlue & Hongwiangchanand, 2023;
Quiroz-Figueroa et al., 2002; Quiroz-Figueroa et al., 2001; Quiroz-Figueroa, Monforte-
Gonzalez, et al., 2006; Ramakrishna et al., 2012; Séndahl & Sharp, 1977; Tajedini et al.,
2023; Yoas & Johannes, 2021) (Figura 1.3), y la cubierta externa de los ovulos
(tegumento) (Lanaud, 1981). Hasta el momento, las hojas son la fuente de explantes mas

utilizada. Son abundantes y accesibles durante todo el afio.

D

Figura 1.3. La embriogénesis somatica en Coffea canephora implica el
preacondicionamiento de las plantulas durante catorce dias en un medio MS
suplementado con acido naftalén acético y kinetina (A). Se emplearon explantes foliares
circulares para la induccién de la embriogénesis somatica (B). Explantes en el medio de
induccion (C). Seguimiento del proceso de induccion de la embriogénesis somatica (D).
Figura tomada de Hernandez-Castellanos et al. (2022).

Algunas especies de café y otras que estan muy relacionadas entre si, pueden llegar a
presentar algunas dificultades para la regeneracion de tejido embriogénico de acuerdo
con un protocolo de produccion estandar. La dificultad en la regeneracion puede tener
mas causas: adquisicion de competencias, induccion vy diferenciacion, que a su vez
pueden medirse de diferentes maneras y determinarse empiricamente. La generacion de
plantulas tanto por ESD como por la ESI es una oportunidad para lograr altos niveles de

fidelidad genética, ya que permite seleccionar plantas deseables a menor tiempo en caso
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de que estos presenten una replicacion con buena uniformidad (Michaux-Ferriere et al.,
1987a, 1987b; Nassuth et al., 1980; S6ndahl, Salisbury, et al., 1979; S6ndahl, Spahlinger,
et al., 1979).

El medio de cultivo utilizado para la induccion de la ES en el café contiene una mezcla de
auxinas y citocininas. Se ha demostrado que el uso de inhibidores de la sintesis y accidn
del etileno (Co?* y Ag") afecta la ES del café, lo que sugiere un posible papel regulador del
etileno en la ES de esta especie. La accion del AQNO; a su vez mejora la generacion de
embriones de cinco genotipos de C. canephora, mientras que las dosis elevadas tienen un
efecto negativo. Ademas, la presencia de acido salicilico afiadido en suspensiones
celulares de C. arabica tiene un efecto positivo en bajas concentraciones, ya que esto
mejora la calidad y el nimero de embriones obtenidos. Por otro lado, el pretratamiento de
las plantas de C. canephora con acido naftalén acético y kinetina durante dos semanas
hace que los explantes respondan a la ES, genera una respuesta embriogénica despueés
de tres semanas de cultivo, acortando asi satisfactoriamente el tiempo de cultivo (Quiroz-
Figueroa, Monforte-Gonzalez, et al., 2006). Se ha reportado que el uso de triacontanol (un
alcohol primario de 30 carbonos) mejora la respuesta embriogénica en C. canephoray C.
arabica en un rango de dos a cuatro meses. Ademas, los cultivos en los medios liquidos
han demostrado ser altamente eficientes, porque estos mejoran la respuesta
embriogénica, ya que pueden escalarse a sistemas de biorreactores y producir plantas
con fines comerciales basadas en la micropropagacién por ES. La formacién de los
embriones somaticos esta influenciada por la densidad del inoculo en los sistemas de
suspensiones celulares. De igual forma, se ha reportado la produccion de 600,000
embriones por litro de medio de cultivo Ducos et al. (1993). Mas tarde, mediante el uso
de nuevas tecnologias, surgieron los sistemas de inmersion temporal, que resultaron
benéficos para la multiplicacion y germinacién de embriones somaticos de diferentes
especies. También se han generado protocolos para la germinacién sincrénica de
embriones de C. arabica, en los que la produccion de embriones somaticos de alta calidad
depende del genotipo, asi como de la cantidad de inoculo utilizados y la frecuencia y
tiempo de inmersion (Berthouly et al., 1995; Etienne et al., 1997; Santana-Buzzy et al.,
2007).

En general, estos protocolos han permitido lograr una importante produccién de cultivos
en un tiempo menor y en un solo ciclo de cultivo, en comparacién con otros metodos de

micropropagacion que requieren multiples subcultivos, mucha manipulacion y una mayor
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cantidad de medio de cultivo, asi como lugares de almacenamiento superiores en
comparacion con el nimero de plantas obtenidas en un litro de medio de cultivo (Méndez-

Hernandez & Loyola-Vargas, 2024).

Durante la induccion de ES en diferentes especies, se ha evidenciado que el genotipo
juega un papel significativo. El género Coffea no es la excepcién. C. arabica tiene
cultivares embriogénicos y no embriogénicos (Michaux-Ferriére et al., 1989). Existe una
relacion entre la respuesta embriogenica de las progenies y sus progenitores ya que se ha
determinado que el caracter de la capacidad embriogénica se fija en las primeras
generaciones (F3 o F4) (Molina et al., 2002). La capacidad embriogénica entre genotipos
de Coffea puede variar entre 4.8 y 72.7% (Molina et al., 2002).

Un aspecto importante para inducir la embriogénesis somatica en diferentes variedades
de una misma especie, es primordial utilizar diferentes medios y condiciones de cultivo.
Puede ser que todas las variedades tengan capacidad embriogénica, pero que se
requieran condiciones de cultivo diferentes. Por ejemplo, Bieysse et al. (1993)
determinaron que el medio de Yasuda (1985) gelificado con gelrite fue el mejor para
obtener ES de diferentes variedades de C. arabica en comparacién con otros medios de

cultivo.

Aponte (1993) tambien produjo con éxito tejidos proembriogénicos a partir de cinco
genotipos de café utilizando dos medios diferentes. Uno de los medios fue el de las sales
basales de Murashige y Skoog (1962) a la mitad de su concentracién junto con los
componentes organicos del medio Bs (Gamborg et al., 1968), 30 g L™ de sacarosa y
13,31 uM de BA, mientras que el otro medio fueron las sales basales del medio MS a un
cuarto de su concentracion, los componentes organicos del medio Bs, 30 g L™ de

sacarosa y 4.92 uM de 2 isopentenil adenina.

En ocasiones, utilizando el mismo protocolo se obtienen embriones somaticos en
diferentes especies de Coffea. Por ejemplo, se puede inducir el crecimiento de callos a
partir de explantes de hojas de C. canephora, C. arabica y los hibridos Congusta (C.
congensis x C. canephora) y Arabusta (C. arabica x C. canephora) en un medio liquido
que contiene las sales del medio MS con 4.5 uM de 2,4-D y una densidad de indculo de
10 g L' y subcultivado cada 7 dias (Van Boxtel & Berthouly, 1996); la eliminacién del

2,4-D y la reduccién de la densidad de in6culo a 1 g L™" produjeron callos embriogénicos.
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1.3. Nitrégeno

El nitrogeno (N) es un elemento quimico con numero atémico 7, lo que quiere decir que
cada atomo de nitrogeno tiene en su nucleo 7 protones. Es representado con el simbolo
de la letra N y este se encuentra en el grupo 15, periodo 2 de la Tabla Periédica, por lo
que pertenece al grupo de los no metales. En la Tierra, a temperatura y presion estandar,
dos atomos del elemento se unen para formar nitrdgeno molecular, un gas incoloro,
inodoro e insipido con la férmula N2 y que compone aproximadamente el 80% de la

atmodsfera de la Tierra.

Diagrama del Ciclo del Nitrogeno =€

Nitrageno
atmosférico

Relampago )
2

Emisiones
de
combustitn
industrial
y mninres

\ k qasallna

{:_pl

SRETHE . : .

Orina '* Enimales y " Ksimilacién Fertilizantes

- ]

\' "'““t” it X Combustibles fosiles / =

Fiacifn d Fijacién de \ “ — s i =5

fjacién de nitrégeno i =

nitrégeno por bacterias ﬁ Nitratos [N03) =
por hacterias en nddulos de raiz Descomponentes <+

Nitritos (N0,) ~ Nitrificacién

\ Emomﬁcaclon "
Nitrificacion

~— Hmoniaco NH,)

Figura 1.4. El ciclo del nitrégeno en la naturaleza®.

El nitrégeno, en su estado elemental y en condiciones normales, esta presente en la
naturaleza como gas inerte que apenas reacciona con otros compuestos quimicos. El

nitrégeno es el mineral que mas efecto tiene en el crecimiento de las plantas y, por lo
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tanto, la productividad primaria en el mayor de los casos de los ecosistemas. Su efecto en
el aumento de las cosechas quedo ampliamente demostrado en el siglo XIX cuando se
utilizaron fertilizantes nitrogenados en la agricultura. Por ello, actualmente es componente
de un gran numero de fertilizantes y productos agroquimicos (Johnson, 2022) . También
es importante sefialar que el N, al igual que los otros elementos presentes en los seres

vivos en forma mayoritaria forma ciclos en la naturaleza (Figura 1.4).
1.4. Nitrégeno en el cultivo de las plantas

El nitrégeno es un elemento esencial que se requiere sustancialmente para el crecimiento
y desarrollo de las plantas. Debido a la importancia del nitrogeno, la fertilizacién de los
suelos con él se ha utilizado ampliamente para lograr mejores rendimientos de los cultivos
(Kumar et al., 2022). Asi mismo, proteinas, acidos nucleicos, clorofila y diversos
metabolitos secundarios que son necesarios para el funcionamiento de las células
requieren nitrégeno para su biosintesis. Si bien el N esta disponible como N2 en la
atmosfera, solo un pequeno grupo de organismos son capaces de utilizar el
nitrégeno atmosférico como fuente de nitrégeno (Soumare et al.,, 2020). Estos
organismos se pueden dividir en tres grupos, Bacteria, Archea y Cianobacteria.
Algunos de ellos fijan nitrbgeno como organismos de vida libre, en tanto que otros
lo hacen formando simbiosis. En este ultimo grupo tenemos a las bacterias del
género Rhizobium cuyos miembros forman simbiosis con las leguminosas. Estos
tres grupos de organismos son responsables para la fijacion de mas del 60% del

nitrogeno que se fija anualmente (Soumare et al., 2020).

En la mayoria de las plantas la absorcion del N ocurre principalmente a través de las
raices. Las principales fuentes de nitrégeno en el suelo para las plantas son el nitrato
(NO3 ) y el amonio (NH4") (Kim & Sung, 2023). En suelos aireados, la principal fuente de
N disponible es el NOs". Sin embargo, el NHs" puede ser mas comun en los suelos acidos
y en cultivos hidropdnicos. Ademas, las plantas pueden absorber compuestos de N
organicos de baja masa molecular del suelo, incluidos urea, aminoacidos y posiblemente
dipéptidos vy tripéptidos (Aloni, 2021; Carlsson et al., 2017; Duarte-Aké et al., 2022; Niedz
& Evens, 2008). Antes de que el nitrégeno organico sea utilizado por las plantas es
convertido en nitrégeno inorganico en el suelo. Esta conversion esta mediada por un

grupo de bacterias durante el proceso de descomposicidbn, que se conoce como
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amonificacién (Taria et al., 2022).

Ademas de la amonificacion, la nitrificacion y la desnitrificacion son otros procesos de
transformacion del nitrégeno. La nitrificaciéon es un proceso aerobico en el que el
amoniaco se convierte en nitritos (NO2") y luego en nifratos; este proceso ocurre solo en
presencia de oxigeno. Sin embargo, la desnitrificacién es un proceso anaerobico en el
que los nitratos se convierten en nitrdgeno gaseoso. La desnitrificacidén ocurre solo
cuando no hay oxigeno disponible o cuando hay concentraciones extremadamente bajas

de oxigeno y se sabe que es perjudicial para el sistema agricola (Taria et al., 2022).

1.5. Metabolismo nitrogenado

El nitrato es a menudo la fuente de nutrientes preferida para los cultivos, pero depende en
gran medida de las especies de cultivos y otras condiciones ambientales (Lasa et al.,
2002). Sin embargo, hay otra plantas como el té (Camellia sinensis) que prefieren amonio
como fuente de nitrégeno (Zhang et al., 2023). El metabolismo del nitrogeno involucra la
captacion, asimilacién, translocacion y almacenamiento de N (Figura 1.5) (Zhang et al.,
2023). Los iones nitrato o amonio son absorbidos por las raices y transportados a través

de la planta a los tejidos que los necesitan (Wani et al., 2022).

Una vez dentro de la planta, el nitrégeno es utilizado para la sintesis de aminoacidos, que
son los blogques para la construccion de las proteinas. Los aminoacidos también pueden
ser utilizados para la sintesis de otros compuestos importantes, como la clorofila. Cuando
la planta no necesita mas nitrégeno, este se almacena en forma de compuestos
nitrogenados como la asparagina y la glutamina. Estos compuestos pueden ser
transportados a otras partes de la planta cuando sea necesario (Crawford, 1995; King et
al., 1993).

La asimilacion del nitrato consta de tres etapas: 1) absorcion; 2) reduccion del nitrato a
amonio; 3) la incorporacién del amonio en esqueletos carbonatos para la sintesis de

aminoacidos, un proceso que recibe el nombre de asimilacion del amonio (Figura 1.5).

El nitrato puede ser transportado dentro de la célula por los transportadores de nitrato 1 y
2 (Léran et al., 2014; Orsel et al., 2002). En caso de que haya un exceso del nitrato dentro
de la celula, este puede ser almacenado en las vacuolas por medio de los transportadores

de nitrato 2 (NRT2), y la transportadores de la familia de canales de cloro (De Angeli et
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al., 2006) para asi poder tener una homeostasis en el citosol. Ya en el citosol el NOs" es
reducido a nitrito por la nitrato reductasa (NR) usando NAD(P)H (Lal et al., 2024) este
nitrito es transportado al cloroplasto para luego ser reducido a NH." por la enzima nitrito

reductasa que usa ferredoxina como donador de los electrones (Lal et al., 2024).
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Figura 1.5. Ruta esquematica que representa la absorcion, asimilacion y translocacion
del nitrégeno. Diagrama tomado de Lal et al. (2024).

El NH," es asimilado por la glutamina sintetasa (GS2) (Balotf et al., 2016) para producir
glutamina (gln) mediante la hidrélisis de ATP. Este aumento en la cantidad de gln estimula
la actividad de la glumato sintasa (GOGAT) la cual cataliza la transferencia reductiva del
nitrégeno amido de la gin al a-oxoglutarato para formar dos moléculas de glu (Miflin &
Lea, 1982). Alternativamente, la glutamato deshidrogenasa (GDH) cataliza la aminacion
reductiva del a-oxoglutarato a glutamato (Kwinta & Bielawski, 1998). Estas dos moléculas,
la gin y el glu, son las primeros aminoacidos formados después de que el amonio es
asimilado. Por medio de transaminacion el nitrégeno presente en el glu es transferido a
los a-cetoacidos correspondientes para formar los demas aminoacidos (de la Torre et al.,
2014).

Por otra parte, el amonio también puede ser transportado dentro de la célula por medio de
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los transportadores de amonio (McDonald & Ward, 2016). En el citosol, la isoenzima de la
glutamina sintetasa 1 (GS1), sintetiza gln a partir de este amonio y evita sus efectos
toxicos. Este proceso también se suele llevar a cabo dentro de la mitocondria (Kwinta &
Bielawski, 1998).

1.6. Secrecion de moléculas en medios de cultivos y su posible efecto en la
ES

En una gran cantidad de protocolos se utilizan medios de cultivo liquidos. Ya sea
explantes o células provenientes de callos, secretan sustancias en el medio de cultivo
(Figura 1. 6). Estos compuestos secretados al medio de cultivo pueden ser desde
moléculas pequefias como fenoles, polisacaridos, aminoacidos, reguladores del
crecimiento, y vitaminas (Nic-Can et al., 2015) o proteinas (Bhuyan & Bordoloi, 2019). En
ambos casos tienen una fuerte influencia en el proceso embriogénico, lo pueden inhibir o
activar (Nic-Can et al., 2015). Las proteinas secretadas se pueden aislar faciimente del
medio de cultivo, evitando la contaminacién por proteinas citosolicas de células rotas (Cho
et al., 2009); Gupta et al. (2011).

Dentro de las proteinas que tienen un rol en la embriogénesis somatica podemos
mencionar a las EP2 y EP3; las primeras ayudan en la formacion de las capas de las
cuticulas para mantener asi el tamafio pequefo de las células embriogénicas, mientras
que las EP3, tienen participacién en la formacién de la protodermis en el estadio globular
del desarrollo de los embriones (De Jong et al., 1992; Sterk et al., 1991) . Por otro lado las
quitinasas actuan rompiendo los enlaces [3-1, 4-glucosidicos entre los residuos N-acetil
glucosamina de la quitina, y ha sido reportado también que actuan como molécula sefial
liberando pequenos peptidos de las arabiogalactoproteinas que asi ayudan a estimular la
embriogenesis somatica (Cairney & Pullman, 2007; Dyachok et al., 2002; Egertsdotter &
Von Arnold, 1995). Las arabinogalactoproteinas (AGPs), son moléculas que consisten en
10% de proteina y de 90% de carbohidratos. Estan localizadas en la membrana
plasmatica, o en el espacio intercelular como secreciones y son pertenecientes a la familia
que de proteinas que son ricas en hidroxiprolina. Estas AGPs pueden ser procesados
enzimaticamente por las quitinasas para generar oligopeptidos con la capacidad de
inducir sefales a receptores de membrana para estimular la ES (Nic-Can, 2010) Las
GLP’s (proteinas similares a la germinacién), se encuentran la pared celular en embriones

progenitores globulares, y se sugieres que estan involucrados en el inicio y terminacion de
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la expansion de la pared celular durante la ES (Bhuyan & Bordoloi, 2019) . Las proteinas
transferidoras de lipidos ayudan facilitando el movimiento de los lipidos a traves de las
membranas, y se ha observado que tienen presencia en las etapas tempranas de
diferenciacion durante el desarrollo de los embriones (Arondel & Kader, 1990; Kurczynska
et al., 2007; Zimmerman, 1993) y una alta expresion de genes en el estadio cotiledonar en
Daucus carota (Sterk et al., 1991) Las esterasas, son un grupo de hidrolasas que ayudan
a catalizar el rompimiento y la formacién de enlaces carboxil ester, para la modificacion de
la pared celular, al igual que la divisién y elongacion celular durante etapas temparanas
de la ES (Chibbar et al., 1989; Tchorbadjieva & Odjakova, 2001; Willats et al., 2001).

Entre algunas de las proteinas que inhiben el proceso embriogénico se encuentran la
quinona reductasa, oscurece los tejidos de explantes y medios de cultivo, se asume que
sea debido a la oxidacién de polifenoles y formacion de quinonas (Gomez-Garay et al.,
2013). Peroxidasas extracelulares, ciertos tipos de estas enzimas pueden estar asociados
con una mayor rigidez y engrosamiento de la pared celular (Lorenzo, M. et al., 2018). Se
ha llegado a reportar que algunas arabinogalactoproteinas (AGPs) puedan tener efecto
inhibitorio en la ES, un trabajo reportado por (Kreuger & Van Holst, 1995), mostraron que
fracciones de AGPs aislado por medio de anticuerpos monoclonasles (ZUM15 AGPs),
provenientes te medio de cultivo de D. carota llegaron a inhibir la ES ya que hubo
vacuolizacion de las células embriogénicas y a su vez perdieron la capacidad de formar
embriones. En otro trabajo reportado poro (Toonen et al., 1997), los AGPs con el epitopo
JIM8 AGPs mostraton efectos inhibitorios al reduicir la concentracion hasta el 50% en la
formacion de embriones desde células individuales. La chalcona isomerasa y la flavonona
3-hidroxilasa, se sugiere que inhibe el transporte de auxinas en el estadio de cotiledonar y

en embriones maduros (Gomez-Garay et al., 2013).
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Figura 1.6. Modelo de secrecion de moléculas al medio de cultivo en la induccion de la
embriogenesis somatica en Coffea canephora.

Las proteinas extracelulares desempenan un papel importante en la embriologénesis de
las angiospermas (Kreuger & Van Holst, 1993; Van Engelen & De Vries, 1992). Estas
proteinas y su expresion se han asociado con la induccién e iniciacion de la ES (Boyer et
al., 1993). Los cultivos de células de zanahoria secretan una amplia gama de proteinas.
En diversos estudios se ha informado que las proteinas extracelulares desempefan un
papel inductivo (Coutos-Thévenot et al., 1992; Filipecki & Przybecki, 1994; Hilbert et al.,
1992; Nielsen & Hansen, 1992; Van Engelen & De Vries, 1992) o inhibidor (Gavish et al.,
1992) de la ES.

Las proteinas extracelulares no son secretadas por células embriogénicas sino por células
no embriogenicas, por ejemplo, la proteina extracelular EP1 (Van Engelen & De Vries,
1992). Otra proteina que puede estar involucrada en la generacion de moléculas
sefializadoras que estimulan la ES en zanahoria es la quitinasa (De Jong et al., 1992). La
proteina extracelular B-1, 3-glucanasa puede estar involucrada en la degradacion de
calosa de la pared que rodea las células embrionarias y los embriones pequefios
(Helleboid et al., 1998). Esta misma enzima, ademas de la quitinasa se expresan durante
la ES de Picea glauca (Dong & Dunstan, 1997).

En diversos trabajos se ha podido observar que los medios de cultivos embriogenicos
secretan unas proteinas que modifican la diferenciacién de los embriones y que podrian
utilizarse para caracterizar su potencial embriogénico. Se ha observado la presencia de
proteinas extracelulares especificas del proceso de ES en suspensiones celulares de D.
carota, Cucumis sativus, Vitis vinifera y Hordeum vulgare. En otro estudio realizado en
Cichorium sp., se pudo determinar la presencia de proteinas extracelulares de 9 kDa que
son secretadas al medio de cultivo y que podian inducir la ES. Se desconoce cual es la

funcion de las proteinas secretadas al medio de cultivo (Blanckaert et al., 2002), sin
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embargo, se especula que participan en la modificacién de los polisacaridos de la pared

celular.

Sobre la posible funcion de las proteinas secretadas al medio de cultivo se ha
determinado que la tunicamicina (un inhibidor en el proceso de la glucosilacion) inhibe la
ES de zanahoria. Sin embargo, el proceso de ES se puede restaurar agregando
peroxidasas al medio de cultivo (Cordewener et al., 1991), lo que sugiere que la presencia
de peroxidasas en el medio de cultivo es muy importante para que se lleve a cabo el
proceso de ES. La tunicamicina es un antibidtico el cual inhibe la formaciéon de la
glucosilacién ligada a N de la proteina, se ha reportado que actia como un inductor del
estrés del reticulo endoplasmico (RE). En A. thaliana al afiadir la tunicamicina se produce
un estrés en el RE lo que provoca una produccion de H20- al igual que la peroxidacion de
lipidos y proteinas, resultando por consecuente a un estrés oxidativo (Ozgur et al., 2014).
En ese mismo sentido, las peroxidasas metabolizan las especies reactivas de oxigeno,
catalizan las reacciones de oxido-reducciéon entre un perdxido y un agente reductor,
transfieren un atomo de oxigeno al sustrato y otro al agua, asi para poder restairar y

continuar con el proceso embriogénico (Hiraga et al., 2001).

En otro estudio sobre proteinas extracelulares que inhiben la ES en Citrus aurantium,
(Gavish et al., 1991, 1992) se determind que el desarrollo normal de la ES depende
necesariamente de la ausencia de proteinas glucosiladas con una masa molecular de
entre 53 y 57 kDa.

También se ha demostrado la presencia de proteasas en los medios de cultivos
embriogénicos y no embriogénicos en zanahorias durante el crecimiento del callo y la
formacion de los embriones (Carlberg et al., 1984). Se ha determinado que estas
proteinas secretadas al medio aumentan durante el curso del desarrollo del cultivo; entre
estas proteinas, EP1 (proteinas extracelulares tipo 1) es secretada por células no
embriogenicas (Van Engelen et al., 1991) en tanto que EP2 (proteinas extracelulares tipo
2) es secretada solo por las células embriogénicas (De Jong et al., 1992). Otra proteina
que se ha detectado, la proteina EP3 (proteinas extracelulares tipo 3), se ha identificado
como una quitinasa. Se ha demostrado que las quitinasas tienen actividad en la
generacién de moléculas esenciales para la sefalizacién en la ES. El mecanismo por el
cual los productos de la accién de la quitinasa intervienen en la ES se desconocen. Es
interesante que la EP3 también esta presente durante el desarrollo de la semilla de

zanahoria, lo que sugiere que esta proteina también desempeie una importante funcién
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durante el desarrollo de los embriones cigéticos. La EP3 puede llevar a la formacién de
moléculas que contienen GIcNAc (acetil-D-glucosamina) la que estimula el desarrollo de
los embriones somaticos. Este efecto es comparable al de las quitinasas sobre los
factores Nod (Staehelin et al., 1994).

Figura 1.7. Efecto de las proteinas secretadas purificadas a partir de un medio de cultivo
de embriones de tipo silvestre en el desarrollo de embriones {s771 a la temperatura no
permisiva de 32 °C. (A) Embrién globular aberrante en un cultivo de embriones ts17 de 4
semanas de edad; barra = 180 um. (B) Embriones globulares y en estadio de corazon en
un cultivo de embriones de 4 semanas de edad al que se habian afiadido 0.1 ng mL™"
medio de cultivo de cada una de las glucoproteinas de 32 y 35 kD; barra = 200 um. (C)
Embrion globular en un cultivo de embriones de 14 dias de edad al que se afadieron 0.1
ng de glucoproteina pura de 35 kD por mililitro de medio de cultivo; barra = 180 ym. (D)
Embrion globular en un cultivo de embriones de 14 dias al que se afiadieron 0.1 ng mL™’
de medio de cultivo de glucoproteina pura de 32 kD; barra = 180 um. Figura tomada de
De Jong et al (1992).

Un descubrimiento muy importante sobre la participacion de la proteina EP3, cuya masa
molecular es de 32 kDa, se llevdé a cabo en la Unica mutante sensible a temperatura de
zanahoria ts71. En esta linea celular el proceso embriogénico se puede llevar a cabo de
manera normal a 24 °C, sin embargo, cuando la linea se cultiva a 32 °C, el proceso no se
lleva a cabo y no avanza mas alla del estadio globular (Lo Schiavo et al., 1990). El analisis
del medio de cultivo mostré que cuando las células se cultivan a 24 °C secretan un grupo
de proteinas, que cuando fueron caracterizadas se determiné que contaban con actividad
de quitinasa. El mismo analisis del medio de cultivo de las células cultivadas a 32 °C
mostré que no estaban presentes varias de las proteinas que si lo estaban en el medio de
las células cultivadas a 24 °C. Cuando cada una de las proteinas ausentes en el medio de
cultivo de las células cultivadas a 32 °C y provenientes del medio de las células cultivadas
a 24 °C se agregaron individualmente al cultivo a 32 °C, una de ellas, una proteina de 32
kDa de masa molecular, era capaz de restaurar el proceso embriogénico (Figura 1.7) (De
Jong et al., 1992; De Jong et al., 1995). Lo que se descubri6 es que la mutante es incapaz
de realizar correctamente la glucosilacion de algunas proteinas a temperaturas no
permisibles (32 °C) (Kragh et al., 1996).

Otra linea de evidencia de la importancia de la glucosilacion de proteinas en la induccion
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de la ES provino de una via independiente de las suspensiones celulares embriogénicas
de zanahoria. En un hibrido de Cichorium clone ‘474’ (C. intybus L. var. sativum x C.
endivia L. var. latifolia) la adquisicién y expresion de la competencia embriogénica se
caracterizo por la aparicion de 15 polipéptidos (Boyer et al., 1993). Se determind que las
proteinas de 38 kDa se encontraban abundantemente presentes en el medio
embriogénico acondicionado después de la primera division de las células inducidas.
Estas proteinas estan glucosiladas. Las secuencias de aminoacidos tenian homologias
del 36 al 57% con las B-1,3-endoglucanasas vegetales. Ademas, las proteinas de 38 kDa
fueron reconocidas por anticuerpos generados contra la glucanasa del tabaco PR2a y se
probo su actividad 3-1,3-glucanasa. Estos resultados sugieren que una glucanasa de 38
kDa esta relacionada con la induccion de la ES. Ademas, el nivel de actividad de la
glucanasa fue casi tres veces mayor en el medio de la linea embriogénica '474' que en el

medio de una linea no embriogénica (Helleboid et al., 1998).

Actualmente, se han encontrado que por lo menos 50 polipéptidos de entre 10 y 50 kDa
son secretados por las suspensiones de ceélulas embriogenicas durante la fase de
crecimiento indiferenciado. Estos péptidos han sido agrupados en 5 categorias: 1)
proteinas expresadas constitutivamente, 2) proteinas cuya concentracion aumenta
durante la ES, 3) proteinas cuya concentracion disminuye durante la ES, 4) proteinas
asociadas con el medio de cultivo utilizado durante la ES y 5) proteinas que aumentan
durante el crecimiento indiferenciado sin que las células hayan sido subcultivadas
(Nielsen & Hansen, 1992).

Una tercera linea de evidencia sobre la participacién de proteinas glucosiladas es el
hecho de la inhibicién de la glucosilacion por tunicamicina inhibe el desarrollo embrionario
(Borderies et al., 2004).

Otro grupo de proteinas que se ha determinado que estan involucradas en diversos
aspectos del crecimiento y desarrollo de las plantas, incluida la embriogénesis y la
proliferacién celular, son las AGPs, son moléculas que consisten en 10% de proteina y de
90% de carbohidratos. Estan localizadas en la membrana plasmatica, o en el espacio
intercelular como secreciones. Y son pertenecientes a la familia que de proteinas que son
ricas en hidroxiprolina. (Nic-Can, 2010). Si bien aun se desconoce el mecanismo
mediante el cual estas proteinas participan en la ES es posible que las AGPs puedan ser
procesadas enzimaticamente por las quitinasas, de esta forma se liberan oligosacaridos

los cuales funcionan como sefial que estimulan la diferenciacion celular (Mita et al., 1997).
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Esta hipotesis se ha visto reforzada por estudios de las AGPs en lineas de callos
embriogenicos y no embriogénicos de Euphorbia pulcherrima Willd. ex. Klotzsch se
analizaron durante un periodo de cultivo de 9 semanas utilizando el reactivo B-glucosil
Yariv y un anticuerpo anti-AGP (LM2). La cantidad de AGP detectada con el reactivo Yariv
aumento en cultivos embriogénicos durante el desarrollo de embriones somaticos. Los
callos embriogénicos y no embriogénicos contenian diferentes conjuntos de AGP
caracterizados con el reactivo Yariv y el anticuerpo monoclonal LM2. Las AGPs
reconocidas por LM2 se localizan principalmente en las células protodérmicas de
embriones somaticos globulares. El desarrollo de los embriones somaticos de E.
pulcherrima parece estar asociado con la presencia de AGPs particulares (Saare-
Surminski et al., 2000).

Recientemente se ha identificado una familia de proteoglicanos vegetales extracelulares
en Persea americana. Estas AGPs se extrajeron de cultivos embriogénicos de aguacate.
Cuando el medio de induccién/proliferacion de callos embriogénicos de aguacate se
complementd con 1-2 mg L™ de AGPs, la tasa de induccién de callos embriogénicos
aumento significativamente y el efecto persistié durante al menos cinco subcultivos
después del tratamiento inicial con AGPs. La adicion de AGPs también modifico la textura

y la calidad del callo (Encina et al., 2024).

Las germinas son proteinas reguladas por el desarrollo que se descubrieron por primera
vez en el trigo durante la germinacién. Son resistentes a la desnaturalizacién y a las
proteasas y se unen ionicamente a la pared celular. Su actividad de oxalato oxidasa les
confiere un papel en el desarrollo de las plantas y en las respuestas de defensa. Las
germinas y las proteinas similares a las germinas (GLP) se han clasificado en una gran
familia de genes denominada cupina, por la presencia de una estructura caracteristica de
nucleo en B-barril. Se ha propuesto que las germinas y las GLP desempefian un papel
importante durante las embriogénesis somatica y cigoética (Domon et al., 1995; Neutelings
et al., 1998; Patnaik & Khurana, 2001). Las primeras GLP se identificaron durante la ES
comparando los perfiles proteicos extracelulares de lineas celulares no embrionarias y
embrionarias en Pinus carribea (Domon et al., 2000). Se ha sugerido que las GLP pueden
estar involucradas en el inicio y terminacién de la expansion de la pared celular durante la
ES (Chugh & Khurana, 2002).

El seguimiento de la expresion de LmGER1 durante la maduracion de embriones

somaticos y en diferentes o6rganos de plantulas jévenes mediante transformacion
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homdloga con un constructo promotor-gus muestra que el gen se transcribe en el
meristemo radicular de embriones jovenes y, posteriormente, en los cotiledones y en el

procambium vascular y el xilema (Mathieu et al., 2006).

Lippert et al. (2005) utilizaron un enfoque proteémico para determinar cuantitativamente
los niveles de expresion de proteinas en cuatro estadios del desarrollo embrionario. Sus
resultados muestran cambios significativos en la abundancia de GLP ya en el dia 7 del
desarrollo embrionario. Se ha descrito que varios genes germinales y GLP, como AtGER?2
en Arabidopsis, (Neutelings et al., 1998) pseudogermina en trigo (Lane et al., 1993) y
GP111, GP103 y GP94 en pino (Domon et al.,, 1995) participan en el proceso de
embriogénesis. Sin embargo, sus funciones especificas aun no estan claramente
descritas (Bhuyan & Bordoloi, 2019).

En el caso de Coffea spp. En nuestro laboratorio se ha determinado que los tejidos que se
utilizan para la induccion de la ES secretan proteinas al medio de cultivo en el que se
induce la ES en condiciones en las que no se ha modificado la fuente de nitrégeno (Figura
1.8) (Mukul-Lopez et al., 2012). En este trabajo se utilizaron cultivos en suspension de C.
canephora y C. arabica para estudiar la poblacion de proteinas secretadas al medio. Se
utilizaron dos tipos de cultivos; uno para la propagacién de cultivos en suspensién (no
embriogénico) y otro para la induccién de ES (embriogénico). Se analizaron las proteinas
secretadas al medio de cultivo, tanto en condiciones no embriogenicas como de induccion
de ES. En el medio de C. canephora se encontraron 173 proteinas a los 14 dias de cultivo
en condiciones no embriogénicas. En C. arabica se encontraron 523 proteinas a los 14
dias en condiciones no embriogenicas. En condiciones embriogenicas se determinaron
379, 409 y 175 proteinas a los 21, 42 y 98 dias respectivamente. También se determind
que algunas proteinas se secretan exclusivamente en condiciones embriogénicas y otras

en condiciones no embriogenicas (Mukul-Lépez et al., 2012).
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Figura 1.8. |zquierda. Patrones electroforéticos de las proteinas presentes en el medio

de cultivo de C. canephora después de 14 dias en condiciones no embriogénicas.

Derecha. Patrones electroforéticos de las proteinas presentes en el medio de cultivo de

C. arabica después de 14 dias en condiciones no embriogénicas. Fotografias tomadas

de Mukul-Lépez et al. (2012).
En resumen, durante el estudio de la ES en cultivos celulares en suspensién, se ha
determinado que las proteinas secretadas al medio de cultivo podrian actuar como
factores estimulantes para la formacién de una masa proembriogénica (Ben-Amar, 2021),
potenciando asi la diferenciacion. Por ejemplo, en los primeros estadios de la ES de Pinus
nigra, las proteinas que se acumulan de manera diferencial fueron las relacionadas con la
remodelacion de la pared celular y las que interactian con carbohidratos, mientras que las
menos abundantes fueron las que participan en el aflojamiento de la pared celular. (Pernis
et al., 2023). Mientras que es claro que, durante la induccion de la ES, tanto en medio
semi-solido como en medio liquido se secretan una gran cantidad de proteinas aun se
desconocen las funciones que pueden tener estas proteinas durante la induccién de la ES

y el desarrollo de los embriones somaticos.
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Justificacion

Las especies de cafeto de interés comercial, econémico y social son de atractivo mundial
ya que es la fuente de una de las principales bebidas que se consumen. Se han realizado
avances importantes en lo que respecta a su propagacion mediante ES. Sin embargo, la
mayor parte de estos avances se han logrado de manera empirica, por lo que es
necesario tener un acercamiento mas cientifico que permita aumentar los rendimientos en
la produccion de embriones somaticos y disminuir los tiempos de respuesta en la
induccién de dicho proceso. De entre todos los factores que sabemos que afectan al
proceso de la ES la fuente de nitrégeno y la secrecion de proteinas al medio de cultivo es
uno de los que puede modificar de manera mas drastica al proceso de la ES. Por ello es
importante dar un primer paso en el conocimiento de como la fuente de nitrégeno modifica
la respuesta embriogénica y la secrecion de proteinas durante la induccion de la ES en el

cafeto.
Objetivos
Objetivo general

Evaluar el cambio en el patron de proteinas provocado por el cambio de la fuente de

nitrégeno, durante la induccion de la embriogénesis somatica en Coffea canephora.
Objetivos especificos

¢ Inducir la embriogénesis somatica bajo diferentes fuentes de nitrogeno.

e Cuantificar las proteinas secretadas al medio de cultivo durante la induccién de la
embriogénesis somatica de Coffea canephora en diferentes fuentes de nitrégeno.

¢ Analizar por medio de geles de poliacrilamida las proteinas secretadas al medio de
cultivo los dias 28 y 56 de cultivo incubadas en diferentes fuentes de nitrégeno.

¢ Analizar desde el punto de vista protedémico el cambio en las proteinas durante la

induccion de la embriogénesis somatica.
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Figura 1.9. Diagrama general de estrategia experimental primera parte.

Estrategia experimental

rocesos después
de la induccién de
la embriogénesis
somaticaen C.
canephora

Figura 1.10. Diagrama general de estrategia experimental segunda parte.
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CAPITULO II
Materiales y Métodos
2.1. Introduccion

El café es uno de los cultivos mas importantes del mundo, generando oportunidades de
empleo para millones de personas y sirviendo como una importante fuente de ingresos
para varios paises. Sin embargo, la produccién de café también esta vinculada a
importantes preocupaciones ambientales. La ES se ha convertido en una tecnologia
prometedora para abordar estas preocupaciones y mejorar la produccion de cafe. La ES
es una técnica de cultivo de tejidos vegetales que se ha aplicado con éxito a C.
canephora, lo que resulta en la produccion de un gran niumero de embriones a partir de
celulas somaticas. El meétodo fue reportado por primera vez por Staritsky (1970), quien
logré la ES de café a partir de secciones de ramas ortotrépicas de C. canephora. Los
estudios de investigacién han revelado que los embriones somaticos en C. canephora se
originan a partir de células del mesdfilo esponjoso y las caracteristicas histolégicas de
este proceso han sido discutidas por Michaux-Ferriere et al. (1992) y Séndahl et al.
(1979). Desde entonces, se ha realizado una cantidad considerable de investigacion
sobre la induccion de la ES del café, principalmente de secciones de hojas (Loyola-
Vargas et al., 2016).

La investigacién ha llegado a demostrar que cambiar los recursos en la fuente de
nitrogeno puede mejorar la ES en el cafeto (Arimarsetiowati, 2017; Bartos et al., 2018;
Fuentes-Cerda et al., 2001; Mwaniki et al., 2019).

La presencia de nitrato como Unica fuente de nitrégeno en el medio de cultivo permite la
ES en menor medida. La adicién de compuestos nitrogenados reducidos, como el amonio,
junto con nitrato estimula fuertemente la induccion de la ES. Algunos de los compuestos
nitrogenados reducidos que se han utilizado para promover la ES incluyen a la glutamina,
la alanina, la prolina, el acido glutamico, la asparagina, el acido aspartico, asi como el
hidrolizado de caseina (Das, 2011). Por lo tanto, la optimizacién en la cantidad que de
estos compuestos se agregue a los medios de cultivo puede mejorar significativamente la
cantidad de embriones somaticos producidos y la posterior regeneracién de la planta

(Repalli et al., 2019). Asi, el nitrégeno en forma de compuestos nitrogenados reducidos
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juega un papel esencial en la promocion de la ES.
2.1. Material vegetal

Se utilizaron plantulas de C. canephora provenientes de la germinaciéon de embriones
somaticos cultivadas in vitro en medio MS sin reguladores del crecimiento, pH de 5.8

mantenidas bajo fotoperiodo 16/8 h luz/oscuridad, a una temperatura de 25 °C.

2.2. Incubacidon en medio de pre-acondicionamiento

Para la induccién de la ES, las plantulas de C. canephora se colocan durante 14 dias en
un medio de pre-acondicionamiento por 14 dias. El medio de pre-acondicionamiento es el
medio MS adicionado de acido naftalen acetico (0.44 uM) y kinetina (2.32 uM) e

incubadas en las condiciones ya mencionadas.

Para el experimento con las diferentes fuentes de nitrégeno, la concentracién total de
nitrdgeno se mantuvo constante en 15 mM y la relacién original NOs/NH4* de 2:1 (testigo)
se modificd a 1/0, 0/1, 1/1 y 1/2.

Tabla 2.1. Relaciones de nitrato y amonio para los diferentes tratamientos.

15 0 15mM e e
0 B = | — 5 mM 15 mM
10 5 5 mM 5mM = -

5 £ [0 J— 5 mM 5 mM 5 mM
75 72— 7.5 mM 5 mM

*El tratamiento C fue usado como el testigo.

2.2.1. Induccion de la embriogénesis somatica

Para la induccién de la ES se prepard el medio de Yasuda modificado (Yasuda et al.,
1985) (Tabla 2.2) adicionado de benciladenina 5 uM. A este medio se le modifico la fuente
de nitrégeno de acuerdo con las relaciones mencionadas en tabla 2.1. Se colocaron 50
mL de medio en matraces Erlenmeyer de 250 mL. Los matraces con el medio se

esterilizaron a una presion de 1 kg cm™? (121 °C).

En una campana de flujo laminar se tomaron el segundo y tercer par de hojas de las
plantas pre-acondicionadas por 14 dias. Con un sacabocados se tomaron explantes de
0.8 cm de diametro. Se colocaron cinco explantes por matraz para cada uno de los
tratamientos. Para cada tratamiento se utilizaron cinco matraces. Los matraces con los

explantes se incubaron en la oscuridad a una temperatura de 25 °C con una agitacion de
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60 rpm.

Tabla 2.2. Stocks para la preparacion del medio Yasuda modificado

Stock Reactivo mg/L mL/ de medio
“ CaClz 2H20 110 10
KNO3 475 10
— NH4NO3 412 10
Cc KH2PO4 85 10
H3BO3 31 10
NazMoO4 . 2H20 0.125 10
MgSO, . 7H0 92.5 10
MnSQ4 . 7 H20 11.2 10
CuS04 5 H0 0.05 10
ZnS04 . 7 H20 4.3 10
FeSO4 .7 H20 21 10
— NaEDTA 27.9 10
Acido nicotinico 1 10
Piridoxina 1 10
Tiamina 10 10
Mio-inositol 100 10

Sacarosa 30 g/L

5.8
5 uM (1.12 mg/L)

2.2.2. Cosechay liofilizacion del medio de cultivo

El medio de cultivo de cada uno de los matraces se colecto a los 28 y 56 dias después de
la induccion de la ES. El medio se filtr¢ a través de un papel filiro de poro mediano (8 um).
Los medios fueron congelados a -80 °C. Los medios congelados se liofilizaron para

eliminar el agua. Este proceso tom¢é alrededor de dos dias.
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2.2.3. Resuspension del medio liofilizado

Los medios liofilizados se resuspendieron en 5 mL del amortiguador de extraccién de
proteinas por el método del fenol, [KCI (Sigma) 0.1 M, Trizma base (Sigma, T1503) 0.5 M
adicionado con EDTA (Sigma) 50 mM y el pH ajustado a 7.5]. El material resuspendido se
transfirio a tubos Falcon de 50 mL, se etiquetaron cada uno con el dia de cosecha y el tipo
de tratamiento, asi como la cantidad disuelta del medio de cultivo cosechado y, se

guardaron en el ultracongelador a una temperatura de -80 °C.

2.2.4. Precipitacion de proteinas por el método del fenol

Se tomo6 un mililitro del contenido de cada uno de los tratamientos y se colocé en un tubo
Falcén de 15 mL, se afadieron dos inhibidores de proteasas, 10 L de PMSF 1 mM, y 10
ML de un coctel de inhibidores de proteasa 1x, mas cinco volumenes de acetato de
amonio 0.1 M con DTT 0.3 M. La mezcla se agitdé con la ayuda de un vortex Thermolyme,
y se dejo reposar toda la noche a una temperatura de -20 °C. A continuacion, se
centrifugd a 6,000 rpm, a una temperatura de 4 °C, por 30 min. Se descarté el
sobrenadante y la pastilla se secé a temperatura ambiente por 5 a 10 min. A continuacion,
se disolvio la pastilla con 200 uL de un amortiguador de rehidratacion [urea 8 M, tiourea
1.5 M, CHAPS 1.5% (p/v), DTT 5 mM].

2.2.5. Cuantificacién de proteinas

Se utilizé el método de Peterson (1977) para cuantificar las proteinas presentes en cada
una de las muestras. Se utilizd albumina sérica bovina como estandar en un rango de
concentraciones de 10 a 100 mg. Se tomaron 20 uL de las muestras resuspendidas en
amortiguador de rehidratacion y se llevaron a un volumen final de un mL con agua
destilada. Se agregaron 100 pL de la solucion DOC [deoxicolato de sodio 0.15% (p/v)],
agitandolo con un vértex y dejandolo en reposo a temperatura ambiente por 10 min.
Después, se agregaron 100 uL de TCA [acido tricloroacético al 72% (p/v)] incubandolo por
20 minutos en un bafo de hielo. A continuacion, los tubos se centrifugaron a 3,000 rpm, a
una temperatura de 4 °C por 15 min. Se descarté cuidadosamente el sobrenadante y se
dejo secar la pastilla. A continuacion, se les agregd un mL de agua destilada y se agitaron
en un vortex. Se afadid un mL del reactivo A [una mezcla de partes iguales de CTC
(cobre 0.1%, tartrato 0.2%, carbonato 10%), SDS, NaOH a 0.8 N y, agua destilada]. Se
agita en un voértex y se deja reposar por 10 min. A continuacién, se le agregaron 500 pL
del reactivo B [una parte del reactivo Folin-Ciocalteu, y cinco partes de agua destilada]. Se

deja reposar por 30 min para que desarrolle la coloracién. Finalmente, se lee la
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absorbancia de las muestras a 750 nm es un espectrofotdmetro Spectronic Genesys
10UV (Thermo Scientific).

2.2.6. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)
Las muestras, después de liofilizadas y una vez que se determino la cantidad de proteina,
fueron analizadas mediante electroforesis de una dimensién para determinar la integridad

de la mezcla de proteinas obtenida.

Para realizar la electroforesis se utilizé un equipo Protean plus Doedecell de la marca Bio-
Rad. Los cristales se limpiaron con una solucion de etanol al 70%. Una vez armado el
equipo, se preparo la solucién del gel separador al 12% a 1 mm de espesor (3 mL de
acrilamida 30%/bis-acrilamida 0.8%, 1.875 mL de Tris 1.5 M a un pH de 8.8 con SDS
0.4%, 2.625 mL de agua destilada, 25 pL de APS al 10% y 8 ul de TEMED). La solucién
se vertié entre los cristales y se agregé 1 mL de isopropanol y se dejé polimerizar por 30
minutos. Pasado ese tiempo, se preparé el gel concentrador a 4% de 1 mm de espesor
(0.325 mL de acrilamida 30%/bis-acrilamida 0.8%, 625 pyL de Tris 0.5 M a un pH de 8.8
con SDS al 0.4%, 1.525 ml de agua destilada, 25 pL de persulfato de amonio (APS) al
10% vy 8 uL de TEMED). La solucion se vertioé sobre el gel espaciador y se coloco el peine
sobre el gel sin polimerizar. Se dejé polimerizar por 20 minutos. A continuacion, los
cristales con el gel se colocaron en el estuche de carga asegurando que no se muevan de
su lugar, y colocandolo todo dentro del tanque de corrida. Una vez que se completa el
montaje del equipo con los cristales conteniendo el gel, se vierte el amortiguador de
corrida a 1X, y se cargan las muestras previamente preparadas (20 uL de muestra con 6
ML de la solucion de Laemmli), al igual que la mezcla de marcadores de masa molecular
(Thermo Fisher Scientific; 6 yL de la mezcla marcador con 20 UL de agua destilada) en
cada uno de los pocillos. Una vez llenos los pocillos, el equipo se conecté a la fuente de
alimentacion. El gel se corrid a 90 V por 30 minutos. A continuacion, se aumento el voltaje
a 120 V por 120 minutos. Al término de la corrida, el gel se saca de entre los cristales y se

tife.

2.2.7. Tincion de los geles con azul de Coomassie

Los geles se tifieron con una solucién de azul de Coomassie brillante. Para ello, el gel se
dejo dentro de la solucion de tincion en agitacion constante de 12 rpm toda la noche. A la
mafiana siguiente se hicieron tres lavados por un tiempo de 20 minutos cada uno con una
solucion de distincién (50% agua destilada, 40% metanol y 10% acido acético). Las

proteinas separadas en el gel se observaron como bandas en los carriles del gel de
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separacion.

2.2.8. Digitalizacion de los geles

Para digitalizar los geles se elimina el exceso de colorante. Una vez eliminado este
exceso de colorante, los geles se colocaron en un equipo ChemiDoc MP Imaging System
(Bio-Rad) para su digitalizacién y de esta forma poder analizar el patrén de bandas de las

proteinas.

2.2.9. Reduccion de las proteinas, alquilacion y digestion

Por cada 100 pyL de muestra se afadieron 11 pyL de una solucién de (tris(2-
carboxietil)fosfina (TCEP) 10 mM y se incubd por 45 minutos a una temperatura de 60 °C
en un termobloque, seguido de la alquilacion para lo cual se incubaron en una soluciéon de
yodo acetamida (IAM) 30 mM (12 uL de IAM por cada 100 pL de muestra) por 60 minutos
en condiciones de oscuridad a temperatura ambiente. A continuacion, se afadieron 13 pL
de DTT 30 mM por cada 100 uL de muestra y se incubo por 10 min a temperatura
ambiente. En el siguiente paso se agregé un mL de acetona fria y se incubd toda la noche
a una temperatura de -20 °C para precipitar las proteinas. Una vez que se precipitaron las
proteinas los tubos se centrifugaron a 10,000 x g por 15 min a 4 °C. Se descarto el
sobrenadante y la pastilla se seco al vacio. Una vez seca la pastilla, ésta se resuspendio
en un amortiguador de bicarbonato de amonio. Las muestras se almacenaron a una

temperatura de -80 °C para su uso posterior.

De los tubos congelados se realizdé nuevamente una cuantificacion por medio del método
de Peterson. Una vez cuantificadas las muestras se corrio un gel de 1D aplicando 20 ug
de proteina por carril y se volvié a comprobar |la calidad de las proteinas que se utilizaran

para el analisis protedmico.

Para la digestion de las proteinas se tomaron 100 ug de las muestras y se disolvieron en
100 yL de bicarbonato de amonio disuelto en solucién salina tamponada con fosfato
(PBS) que contenia SDS al 1%. A cada tubo se le afadio un pg de tripsina. La mezcla se
incubd toda la noche a una temperatura de 37 °C. Al dia siguiente a cada tubo se les
afadié 1.5 pg pL™" de tripsina y se incubaron 4 horas a una temperatura de 37 °C. Al
finalizar la incubacion los tubos se secaron en un Centrivap, Asi las muestras quedaron

listas para ser inyectadas en el espectrometro de masas.
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2.2.10 Corrida y analisis de las muestras de los tejidos

Se realizd un analisis nanoLC-MS/MS en un Orbitrap Fusion Tribrid (Thermo-Fisher
Scientific, San Jose, CA). Cada muestra se reconstituy¢ con 0.1% de acido férmico en
agua grado LC-MS (solvente A) y se inyectaron 5 pL en una columna Cis a un flujo de 3
uL min™ para posteriormente ser separada en una columna EASY spray Cis RSLC con un
gradiente de 100 min con flujo de 300 nL min™ utilizando el solvente A y 0.1% &cido
férmico en 90% acetonitrilo (solvente B). Las condiciones del gradiente fueron las
siguientes: 10 min de solvente A, 25 min de 7-20% solvente B, 20% solvente B por 15
min, 20-25% solvente B por 15 min, 25-95% solvente B por 20 min, y ocho min solvente A.

El Orbitrap fue operado en modo positivo con un voltaje de 3.5 kV y 280 °C.
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CAPITULO Il
Resultados

3.1. Efecto de la fuente de nitrégeno en la induccion de la embriogénesis

somatica

Para la induccién de la ES se utilizaron plantulas como se describi6 en Materiales y
Metodos. ElI efecto de los diferentes tratamientos en la relacion de nitrégeno
oxidado/nitrégeno reducido se evalué a los 56 dias después de la induccion. La
concentracion total de nitrégeno se mantuvo constante en 15 mM y la relacién original
NO3;/NH4" de 2:1 (C; testigo) se modificé a 1/0 (A), 0/1 (B), 1/2 (D) y 1/1 (E).

En las primeras cuatro semanas de haber iniciado la induccion, en el borde del explante
de las muestras de los tratamientos A, C y D se observa el inicio de la formacién de
estructuras embriogénicas. Al final del tiempo de observacién (ocho semanas después de
la induccion de la ES) se observa produccion de embriones en diferentes estadios de
desarrollo. Es importante sefalar que si bien en los tres tratamientos hay una respuesta
positiva (aparicion de embriones somaticos), esta no es homogénea. La respuesta es
mucho mas abundante en el tratamiento testigo (C) que en los otros dos tratamientos
(Figura 3.1), en tanto que en el tratamiento A practicamente todos los embriones

observados se encuentran en el estadio globular.

En los tratamientos B y E no se observo ninguna respuesta después de cuatro semanas
del inicio de la induccién de la ES. Por el contrario, en el tratamiento B se empezo a
observar una fenolizacion de los explantes. Este deterioro de los explantes incubados con
amonio como unica fuente de nitrdgeno aumentd con el tiempo. Al final del experimento
estos explantes se encontraban completamente deteriorados. En tanto que la muestra E
también mostraba un cierto deterioro sin llegar a estar completamente oxidada. De hecho,

se formo un callo de herida y algunas estructuras embrionarias en el estadio globular.

3.2. Cuantificacion de embriones en los diferentes tratamientos

Ademas de la observacion visual ya descrita (Figura 3.1) se realizo un analisis cuantitativo
de los cinco tratamientos en los dias 28 y 56. En la figura 3.2 se puede observar que a los
56 dias tratamiento se pueden cuantificar estructuras embrionarias en tres de los

tratamientos.
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Tratamiento Dia 0 Dia 28

Al
-
£ q
A

Figura 3.1. Efecto del cambio en la relacién de nitrégeno oxidado/nitrégeno reducido en
la induccion de la embriogénesis somatica.

En el tratamiento A se obtuvo un total de 581 embriones, todos ellos en el estadio
globular. En el tratamiento B no se obtuvieron embriones. En el tratamiento C, se
contabilizé un total de 314 embriones, de los cuales 52 fueron globulares, 146 se
encontraban en el estadio de corazén, 93 embriones en el estadio de torpedo y 23
embriones en el estadio cotiledonar. En el tratamiento D se contabilizaron 114 embriones
todos en el estadio globular. El tratamiento E las estructuras embrionarias que se

38



observaron no llegaron a formar embriones desarrollados, por lo que no se contabilizd

como tales.
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Figura 3.2. Conteo de embriones de los cinco tratamientos al dia 56 después de la
induccion de la embriogénesis somatica.

3.3. Cuantificacion de proteina por el método de Peterson
Para la cuantificacién de proteinas por el método de Peterson (1977), primeramente, se

realizé una curva de calibracion con albumina de suero bovino como estandar.

Se colectaron muestras de los cinco tratamientos los dias 28 y 56 después de la induccion
de la ES. El medio se proceso como se indicd en Materiales y Métodos. De las muestras
congeladas del dia 28 se tomaron 10 uL por duplicado para cada uno de los tratamientos.
Los resultados de cada muestra se promediaron y se graficaron. Como puede apreciarse
en la figura 3.3, la cantidad de proteina varié entre 1.268 ug uL" para la muestra B y
4.628 pg L' para la muestra D. El tratamiento A tuvo 2.498 ug uL™, para el tratamiento C
se obtuvieron 3.089 ug uL', mientras que para el tratamiento E la cantidad fue de 2.318

ug uL™" (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Promedios de la cuantificacion de proteinas por el método de Peterson para
las muestras 28 dias después de la induccion de la embriogénesis somatica en Coffea
canephora.
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Figura 3.4. Promedios de la cuantificacion por el método de Peterson para el dia 56

La determinacidn de la cantidad de proteina en las muestras del dia 56 dio como
resultado que el tratamiento A tenia 6.808 ug pL™’, el tratamiento B tenia 5.328 ug uL™", el
tratamiento C tenia la cantidad de 6.958 pg uL™, el tratamiento D la cantidad de 7.998 ug
uL", y en el tratamiento E la cantidad de 6.118 ug uL"'. Esto es alrededor del doble de
proteina en el medio de cultivo comparado con la cantidad de proteina en las muestras de

28 dias después de la induccion de la ES.
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3.4. Determinacion de proteinas después de la alquilacion de las proteinas
Durante la preparacion de las muestras para dejarlas en condiciones de inyectarlas en el
espectrometro de masas para su analisis se pierde material. Por esta razon es importante

volver a determinar la cantidad de proteina que queda al final del tratamiento.

Primera cuantificacion de
proteinas para el shotgun. Dia
28

Tratamientos

Figura 3.5. Promedios de la primera cuantificacion de proteinas en el medio de cultivo
del dia 28 después del tratamiento de alquilacion de las muestras.

Las cantidades de proteina obtenida de cada uno de los tratamientos para el dia 28
fueron, A: 3.246 pg uL', B: 1.79 pyg pL™", C: 1.493 ug pL™", D: 4.084 pg pL' y E: 0.66 ug
uL™" (Figura 3.5). En tanto que el volumen total de cada muestra fueron 173 L, 200 L,
245 pyL, 60 pL y 400 pL. Con esta informacion se calculd la cantidad total de proteina con
la que se contaba. Estas cantidades fueron 969 ug para el tratamiento A, 561.5 ug para el
tratamiento B, 365.785 ug para el tratamiento C, 245.04 ug para el tratamiento D y 264 ug

para el tratamiento E.

Primera cuantificacion de proteinas
para el shotgun. Dia 56

C
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Figura 3.6. Promedios de la primera cuantificacion de proteinas en el medio de cultivo
del dia 56 después del tratamiento de alquilacion de las muestras.

En el caso de las muestras colectadas el dia 56 y después de ser alquiladas, la cantidad
de proteina que se obtuvo de cada muestra fueron para la muestra A: 2.486 ug pL™", B:
1.29. pyg pL’', C: 2.816 pg pL™", D: 0.78 pg pL”' y E: 3.246 ug pL™" (Figura 3.6). Los
volumenes de cada una de las muestras fueron 170 yL, 120 pL, 200 pL, 400 pL y 180 pL,
respectivamente. De esta forma las cantidades totales de proteina fueron 329.35 ug para
el tratamiento A, 422.62 ug para el tratamiento B, 563.2 ug para el tratamiento C, 312 ug

para el tratamiento D y 584.28 ug para el tratamiento E.

Se realizd una segunda cuantificacion de proteinas en el material resuspendido en 200 pL
de amortiguador de bicarbonato de amonio adicionado con 0.1% de SDS. Los resultados
se reportan en la figura 3.7. Se utilizaron 10 pL de cada una de las muestras por

duplicado para su cuantificacion.

Segunda cuantificacion de proteinas
para el shotgun. Dia 28

1.904

C

Tratamientos

Figura 3.7. Promedios de la segunda cuantificacion de proteinas en el medio de cultivo
del dia 28 después de la resuspension de las muestras en bicarbonato de amonio.
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Para la segunda cuantificacion de proteinas se obtuvieron los siguientes resultados para
los cinco tratamientos en el dia 28, A: 1.65 ug uL™, B: 0.706 ug pL™", C: 1.904 pg uL™, D:
0.706 pug pL' y E: 0.926 pg uL" (Figura 3.7). La cantidad total de proteina para cada una
de las muestras fue A: 255.75 ug, B: 106.959 ug, C: 304 pg, D: 106.9 ug y E: 146.771 pg.

Segunda cuantificacion de proteinas
para el shotgun. Dia 56

TRATAMIENTOS

Figura 3.8. Promedios de la segunda cuantificacién de proteinas en el medio de cultivo
del dia 56 después de la resuspension de las muestras en bicarbonato de amonio.

Para la segunda cuantificacion de proteinas se obtuvieron los siguientes resultados para
los cinco tratamientos en el dia 56, A: 0.941 ug uL™", B: 0.666 pL™"', C: 1.596 uL™", D: 1.416
uL" y E: 2.138 pL" (Figura 3.8). La cantidad total de proteina para cada una de las
muestras fue 159 pL, 150 pL, 167.5 L, 165.5 yL y, 170 pL, respectivamente. La cantidad
total de proteina para cada una de las muestras fue A: 149.619 pg, B: 100 pg, C: 267.33
Mg, D: 237.18 pg y E: 363.46 pg.

3.5. Geles de primera dimensién

Para el analisis protedmico es muy importante estar seguros de la integridad de las
proteinas. Con la cantidad de manipulaciones que se realizan existen muchas
posibilidades de que las proteinas se degraden. Para determinar la calidad de las
proteinas se realiza un gel de una dimension. Como puede apreciarse en la figura 3.9 la

calidad de las proteinas que se emplearon para el analisis protedmico tenia muy buena
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calidad. Este gel corresponde a las proteinas secretadas por las muestras el dia 28.

Figura 3.9. Electroforesis en gel de poliacrilamida de proteinas alquiladas y reducidas de
los cinco tratamientos (A-E) del dia 28 después de la induccién de la embriogénesis
somatica. MM = marcadores moleculares. Este gel se realizé en el INECOL en el grupo
del Dr. Eliel Ruiz-May de las muestras listas para ser inyectadas en el espectrometro de
masas.

Una electroforesis de una dimensién proporciona poca informaciéon sobre el material
proteico de la muestra. Sin embargo, en este caso sélo se queria saber la calidad de la
muestra, y si habia muestra suficiente para su procesamiento. En ambos casos la
respuesta es si. También se puede apreciar que la mayor parte de las proteinas que se
alcanzan a visualizar son comunes a los cinco tratamientos. Sin embargo, hay algunas
bandas, particularmente en las muestras A y E que son Unicas a esos tratamientos. Como
era de esperarse, y dado que la muestra B se oxido, ésta presenta un importante menor
numero de bandas (Figura 3.9).

3.6. Proteémica de los tejidos.

Ademas de determinar la cantidad de proteina del medio de cultivo, se realizo la
protedmica de las muestras de tejido en hojas de las plantulas antes del pretratamiento,
hojas al momento de la induccion de la ES y de los dias 7 y 21 después de la induccién
de la ES. Se analizaron de manera global las proteinas de rutas metabodlicas en que los
datos obtenidos pasaron el umbral de confianza. Las muestras analizadas, en esta
primera etapa, fueron las del tratamiento testigo (C).
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Figura 3.10. Proteinas de las rutas involucradas en el metabolismo del nitrégeno en las
plantas. El eje de las ordenadas esta expresado como Log2FC.

En la figura 3.10 podemos apreciar la dinamica del cambio de proteinas involucradas en
el metabolismo del nitrégeno que nos proporciona el analisis protedmico. Esta es una
primera visién global. Todas las proteinas involucradas en la asimilacién del amonio, ya
sea el amonio presente en el medio de cultivo, o el que se produce de la reduccién del
nitrato se encuentran presentes y en cantidades importantes. Al momento de la induccion
de la ES hay una disminucién de casi el 50% de las enzimas que forman la maquinaria de
asimilacién del amonio. Conforme transcurre el tiempo en el medio de induccion la
maquinaria enzimatica aumenta, hasta que 21 dias después de la induccién hay un
aumento de alrededor del 25%. En este primer andlisis se ven todas juntas las enzimas

que forman la ruta de asimilacion del amonio (Figura 3.10).

El metodo que se empled permite la identificacion de cada una de las proteinas, a
condicién de que estén reportadas en alguna base de datos, aunque sea para otra
especie. De esta forma se pudieron identificar dos glutamino sintetasas, la | y la Il, dos
glutamato sintasas (GOGAT) dependientes de ferredoxina, la 1 y la 2, asi como una
GOGAT dependiente de NADH y la ferredoxina (Figura 3.11). Esta proteina es una
donadora de electrones para la GOGAT vy otras proteinas que catalizan reacciones en la
que se lleva a cabo una reduccion. Las proteinas se identificaron por su homologia con

proteinas reportas que estan presentes en A. thaliana.
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Figura 3.11. Enzimas involucradas en la asimilacion primaria del amonio. El eje de las
ordenadas esta expresado como Log2FC.

La GOGAT 2 solo esta presente en las plantas al inicio de su pretratamiento. En tanto que
la GOGAT 1 esta presente en las cuatro muestras estudiadas, practicamente sin cambio.
Lo mismo sucede con la GS1. Asi que el mecanismo que convierte amonio en acido
glutamico esta presente en forma completa. La GS2 sdlo esta presente al inicio del
tratamiento y en el dia 21, mientras que la GOGAT-NADH sélo esta presente a partir del
dia 7 de la induccion de la ES (Figura 3.11).

Las proteinas que manejan el metabolismo del nitrato estan presentes, pero no tiene
cambio desde el inicio de pretratamiento hasta el dia 21 cuando tiene un aumento

significativo aumentando alrededor del 100% (Figura 3.10).

De las dos enzimas que participan en la conversién del nitrato en amonio se pudo
identificar a la nitrito reductasa. Esta enzima convierte el nitrito en amonio. Se encuentra
presente en los cuatro puntos de muestreo en una cantidad practicamente igual (Figura

3.12). La presencia de la ferredoxina ya se mencioné en parrafos anteriores.
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Figura 3.12. Enzimas involucradas en la asimilacion primaria del nitrato. El eje de las

ordenadas esta expresado como Log2FC.

La magquinaria que maneja el ciclo de la urea en las plantas esta presente en las muestras

estudiadas practicamente sin cambios, excepto por una pequefa disminucion al inicio de

la induccién de la ES (Figura 3.10).
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Figura 3.13. Enzimas involucradas en el ciclo de la urea. El eje de las ordenadas esta

expresado como Log2FC.

De las enzimas que conforman el ciclo de la urea en las plantas, se pudieron identificar

47



cuatro de ellas. La carbamoil-fosfato sintasa, la ornitina carbamoil transferase, la
agmatinasa/arginasa y la arginosuccinato sintasa. Con la excepcion de la
agmatinasa/arginasa que no se encontré en el dia de la induccion, todas las enzimas
estan presentes en los cuatro dias de muestreo practicamente sin cambio (Figura 3.13), si
bien las cantidad detectada de todas ellas es baja cuando se les compara con las

enzimas de las otras rutas del metabolismo del nitrégeno analizadas.

Las proteinas que participan en la degradacion del cianato practicamente no estan
presentes en los dias estudiados, excepto por una ligera aparicion, no significativa 7 dias

después de la induccion de la ES (Figura 3.10).
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Figura 3.14. Enzimas involucradas en la degradacion de los aminoacidos. El eje de las
ordenadas esta expresado como Log2FC.

Del mecanismo de degradacion de los aminoacidos se pudo hacer el seguimiento de 14
de sus rutas de degradacion (Figura 3.14). La abundancia de las proteinas varia bastante,
desde muy abundantes para el manejo de la glutamina, la glicina y la metionina, hasta
practicamente no detectable como en el caso de la cisteina, la lisina, la fenilalanina y la
prolina. Otras rutas se encuentran a medio camino como las proteinas involucradas en la

degradacion de la arginina, acido aspartico, glutamico, isoleucina, leucina y valina.
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Figura 3.15. Biosintesis de carbohidratos. El eje de las ordenadas esta expresado como
Log2FC.

La biosintesis de carbohidratos es otra ruta central en el metabolismo de las células. El
analisis de las rutas de este metabolismo arrojo resultados muy interesantes. Las enzimas
involucradas en la biosintesis de disacaridos y en gluconeogénesis estan muy
aumentadas (Figura 3.15). De hecho, son las proteinas que encontramos de manera mas
abundante en todo el estudio. Tambien se encuentran muy abundantes las enzimas de las
rutas de biosintesis de almidén y de ribosas involucradas en la biosintesis de las bases
nitrogenadas. Cada una de estas rutas practicamente no varian entre los dias de

muestreo, pero varian de manera significativa entre ellas.
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Figura 3.16. Biosintesis de la estructura celular. El eje de las ordenadas esta expresado
como Log2FC.
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La construccion de la pared celular, y las conexiones e interacciones que se dan entre las
celulas vegetales a través de las diferentes capas que la conforman son vitales para el
organismo, por esa razdn analizamos el comportamiento de las enzimas que tienen que

ver con su biosintesis (Figura 3.16).

Las enzimas involucradas en la construccion de las estructuras epidérmicas estan
presentes a lo largo de todo el estudio de forma constante y sin variar. En tanto que las
enzimas que sintetizan los bloques que construyen tanto la pared primaria, como la
secundaria sélo tienen un aumento en el dia siete después de la induccion de la ES. Las
enzimas que llevan a cabo la sintesis de los monémeros de suberina se encuentran muy
aumentados, en particular en los dias siete y 21 después de la induccion de la ES (Figura
3.16).
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Figura 3.17. Biosintesis de reguladores metabdlicos. El eje de las ordenadas esta
expresado como Log2FC.

El ultimo grupo de enzimas que analizamos fue el de la biosintesis de dos reguladores
metabdlicos, la de la betaina (trimetilglicina) y la del 6xido nitrico (Figura 3.17). Este ultimo
no solo es un regulador metabdlico, sino también es un importante regulador del
crecimiento. Las enzimas de la biosintesis de la betaina se encuentran activas desde el
que la plantulita se coloca en el pretratamiento y se mantiene en los mismos niveles hasta
el dia 7 después de la induccién de la ES. Esta ruta tiene un aumento del 100% el dia 21

después de la induccion de la ES (Figura 3.17).
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La maquinaria enzimatica de sintesis del éxido nitrico se encuentra presente en niveles
semejantes a los de las enzimas de la biosintesis de la betaina a lo largo de todo el
estudio (Figura 3.17).

Asparagine synthetase OS=Asparagus officinalis

Asparagine synthetase OS=Zea mays

Asparagine synthetese 2 OS=Arabidopsis thaliana

Asparagine synthetase 2 0S=0Oryza sativa subsp. Japonica
pertate aminctransf 10 sativa

Bifunctional espartate aminotransferase OS=Petunia hybrida

Aspartate aminotransferase P2 OS=Lupinus angustifolius

Glutamine synthetase OS=Lactuca sativa

Glutamine synthetase leaf isozyme OS=Hordeum vulgare

Glutamine synthetase OS=Brassica napus

Glutamine synthetase nodule isozyme OS=Vigna aconitifolia

Glutamine synthetase cytosoclic isozyme 1 0S=Glycine max

Glutemine synthetase OS=Hordeum vulgare

Glutamine synthetase PR-2 0S=Phaseolus vulgaris

Glutamate dehydrogenase 1 OS=Oryza sativa subsp. indica

Glutamate dehydrogenase 1 OS=Arabidopsis thaliana

Glutamate dehydrogenase OS=Solanum lycopersicum

Glutamate dehydrogenase 3 OS=0ryza sativa subsp. japonica

Glutamate dehydrogenase 2 OS=Arabidopsis thaliana

Ferredoxin-dependent glutamate synthase 2 OS=Arabidopsis thaliana

Ferredoxin-dependent glutamate synthase 1 OS=Arabidopsis thaliana

Glutamate synthase [NADH] OS=Medicago sativa

Ferredoxin-dependent glutamate synthase OS=Zea mays

High affinity nitrate transporter 2.4 OS=Arabidopsis thaliana
Ferredoxin--nitrite reductase OS=Betula pendula
Ferredoxin--nitrite reductase OS=Spinacia oleracea
Ferredoxin-—-nitrite reductase OS=0ryza sativa subsp. japonica
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Figura 3.18. Mapa de calor de las enzimas del metabolismo nitrogenado primario.

Los datos obtenidos durante el analisis protedomico permiten la comparacion de proteinas
individuales a lo largo del estudio. En este caso comparamos el comportamiento en la
cantidad de proteina de algunas de las enzimas involucradas en la asimilacion primaria
del nitrogeno y de la asparagina sintetasa y aspartato aminotransferasa. Las enzimas del
metabolismo primario del nitrégeno que analizamos fueron la glutamino sintetasa, la
glutamato deshidrogenasa, la nitrito reductasa y un transportador de alta afinidad para el

nitrato (Figura 3.18). Estas proteinas suman un total de 27 proteinas.

Los mayores cambios observados se pueden documentar para la glutamino sintetasa 1
(GS 1), la cual es una isoenzima citosolica. Esta enzima aumenta de manera importante a
partir del dia 7 después de la induccidon de la ES. La otra enzima que aumenta, y lo hace
exactamente de la misma manera que la GS1, es la glutamato sintasa dependiente de
NADH (Figura 3.18). Este hecho es muy importante, porque la GS y la GOGAT forman un
ciclo para que el amonio se convierta en acido glutamico. La GS cataliza la conversion del
amonio en glutamina, utilizando al acido glutamico como el sustrato aceptor del amonio, y
la GOGAT cataliza la conversion del a-cetoglutarato y la glutamina en dos moléculas de

acido glutamico utilizando, en este caso, el NADH como el agente reductor.

Hay otras seis proteinas que aumentan el dia 21 en comparacién con el dia -14 (cuando
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las plantas se colocan en el pre-tratamiento). Son la asparagina sintetasa 2, dos de las
enzimas de la GS diferente a la GS 1, las GDH 2 y 3, asi como la nitrito reductasa

dependiente de ferredoxina (Figura 3.18).
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CAPITULO IV

Discusion

Desde el descubrimiento de la ES se vio el gran potencial que tenia en dos campos de la
investigacion en Biologia, su aplicacibn como herramienta biotecnoloégica para la
produccién masiva de plantas y su uso como modelo de investigacién para estudiar el
desarrollo de los embriones. Hasta ahora ambas expectativas solo se han cumplido
parcialmente. Si bien la ES ya se usa comercialmente para producir plantas, no se ha
explotado en todo su potencial. Esto tiene que ver sobre todo por el hecho de que la
forma en que se aborda el establecimiento de los protocolos es empirica. Esto consume
tiempo y recursos y no rinde los resultados esperados. En la parte del estudio del
desarrollo de los embriones se han hecho avances muy importantes, sin embargo, aun
desconocemos la sefal y el mecanismo que dicha sefial desencadena para que una

célula somatica se convierta en un embrién que dara origen a una planta sana y vigorosa.

El estudio presentado en esta investigacion aborda varios aspectos que se han informado
particularmente usando zanahoria como modelo. El efecto de la fuente nitrogenada en el
proceso morfogénico, la presencia de proteinas en el medio de cultivo, asi como los
cambios en el patron de proteinas que se lleva a cabo en los tejidos al pasar de células

somaticas a un tejido que produce embriones.

Nuestros resultados muestran que la fuente de nitrogeno modifica sustancialmente la
respuesta embriogénica como se ha reportado en otros modelos (Duarte-Aké et al., 2022;
Kamada & Harada, 1984). Es un hecho notable que el amonio como Unica fuente de
nitrogeno no permite la formacion de embriones somaticos (Figuras 3.1 y 3.2), pero
combinado con nitrato produce una mejor y mayor respuesta que con nitrato como Unica
fuente de nitrégeno. Sabemos que el amonio en los medios de cultivo, al ser adsorbido
por las células provoca una acidificacion del medio de cultivo (Mihaljevic et al., 2011; Rose
& Martin, 1975). Cuando es la unica fuente de nitrdgeno, es posible que esta acidificacion
del medio provoque la muerte de los explantes. También sabemos que el amonio es un
toxico muy poderoso ya que desacopla la fosforilacion oxidativa, tanto en las mitocondrias
como en los cloroplastos, provocando de esta manera la muerte de las células (Hachiya et
al., 2021; Mihaljevic et al., 2011). Entonces ¢ por qué no dafia a las células cuando se

encuentra presente el nitrato y por el contrario produce mayores rendimientos en la
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obtencion de embriones somaticos? La respuesta parece estar en el hecho de que al
tomarse el nitrato el medio se alcaliniza, neutralizando la acidificacion provocada

previamente por el amonio (Nic-Can et al., 2013; Sanchez-Teyer et al., 2003).

Tambien es posible que sea el metabolismo del nitrato y del amonio lo que provoca el
cambio en la respuesta embriogénica. De hecho, desde muy temprano en la investigacion
de la ES se descubrié que se requiere de ambas fuentes de nitrégeno para que el proceso
sea eficiente y que ninguna de las dos fuentes de nitrégeno por separado iguala la
respuesta de las dos fuentes combinadas (Reinert et al.,, 1967; Wetherell & Dougall,
1976). Nuestros datos indican que cuando se tiene una relacién 2:1 en la fuente de
nitrogeno hay una activa participacion de las enzimas de asimilacion del nitrégeno
(Figuras 3.10-3.12) indicando una sintesis muy activa de acido glutamico y glutamina, los
primeros dos productos de la asimilacién de la fuente de nitrégeno. Datos similares para
la enzima GS han sido obtenidos em zanahoria por los grupos de Higashi et al. (1998) y
Joy (1996) y en Agyrolobium roseum por Habib et al. (2015). Si bien aun falta mucha
informacion, empieza a surgir un patron de como la fuente de nitrdgeno puede estar

influyendo el cambio en el patron morfogénico.

Si bien nuestro estudio no incluye el papel de los reguladores del crecimiento, datos
recientes de nuestro laboratorio sugieren que la respuesta al cambio en la fuente de
nitrogeno también altera el patrén enddgeno de auxinas y citocininas. Asi es que es
posible que al final la respuesta sea una combinacion de compuestos del metabolismo

nitrogenado combinados con una alteracion en el patron de reguladores del crecimiento.

Otro aspecto importante que resalta de los datos obtenidos en esta investigacién, ademas
del total de embriones somaticos obtenidos, es el de que cuando se utiliza sodlo nitrato
como fuente de nitrégeno sélo se obtienen embriones en el estadio globular (Figura 3.2).
Este es un punto central para tratar de elucidar el mecanismo mediante el cual la fuente
de nitrégeno modifica la respuesta morfogénica. Si el nitrato permite la formacion de una
gran cantidad de embriones somaticos en el estadio globular, pero ya no se desarrollan
mas allad de este estadio, un analisis detallado de todos los aspectos bioguimicos vy
moleculares podrian indicarnos el camino a seguir. Esto es relevante porque en otros
sistemas, o en cafeto bajo otras condiciones de induccion de la ES si se pueden obtener

embriones somaticos (Fuentes-Cerda et al., 2001; Neumann, 1966).

Desde luego el problema es mas complejo. En Cucurbita pepo cuando se utiliza amonio

54



como Uunica fuente de nitrégeno el crecimiento del tejido es lento y provoca una
acidificacion considerable del medio de cultivo. Se produce una masa proembriogénica de
células esféricas pequefias con citoplasma denso que no pueden convertirse en
embriones cotiledonares. Los embriones en estadios avanzados solo se desarrollaron
después de un reabastecimiento de nitrégeno en forma de nitrato o L-glutamina Mihaljevic

et al. (2011). Este resultado muestra lo complejo del proceso en estudio.

Nuestros datos muestran que los explantes secretan proteina al medio de cultivo y que
esta secrecidn varia con la fuente de nitrégeno empleada (Figuras 3.4 y 3.5). A los 56
dias de cultivo la cantidad secretada por los explantes varia un poco mas del 25% entre
los tratamientos mas extremos. En todos los casos la cantidad de proteina secretada
alcanza valores totales importantes. Sera crucial identificar todas las proteinas secretadas
y ver si caen en las categorias reportadas para zanahoria, en particular el grupo de
quitinasas, o si son diferentes. Tambien sera central determinar las variantes entre los

diferentes tratamientos.

El analisis protedmico de los tejidos del tratamiento testigo muestra la dinamica que se
esta llevando a cabo dentro de ellos en respuesta a la induccion de la ES (Figuras 3.10 —
3.18). Todos los analisis realizados muestran cambios importantes en la cantidad de
enzima. Aqui es importante sefialar que el siguiente paso debera ser la medida de

algunas de las actividades enzimaticas.

Es alentador ver como enzimas que funcionan en ciclos metabdlicos, como la GS/GOGAT
aumentan en forma paralela (Figuras 3.11 y 3.18). También es importante que los
mecanismos que controlan los productos de estas dos enzimas también se encuentran
muy activos (Figura 3.14). Probablemente el aspecto que mas resalta, y que tiene mucha
I6gica bioquimica, es el de que no todas las isoenzimas de una de las enzimas estan
modificadas a la alza. Tanto la GS, la GOGAT vy la GDH tienen varias isoenzimas, las
cuales funcionan en diferentes tejidos o bajo diferentes condiciones metabdlicas
(Kishorekumar et al., 2020; Kumari et al., 2022; Liyagat Nahvi & Khurshid, 2022; Taria et
al., 2022; Valderrama-Martin et al., 2022; Wani et al., 2022). Asi podemos ver que sélo

alguna de ellas es la que responde a la condicion en estudio.

Una ausencia importante en la identificacion de proteinas que se hizo es la de la nitrato
reductasa. Solo vimos a la segunda enzima de la via, la nitrito reductasa. Este es un

punto que debera abordase a la brevedad. Es posible que la enzima esta en el tejido, pero
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la técnica que usamos solo mide las veces de cambio en la cantidad de proteina. Si la
proteina no cambia de cantidad no la vamos a ver. Sera importante reanalizar los datos
para determinar si esta presente y lo que pasa es que no cambia de cantidad. Esta es otra
razon por lo cual se deben validar los datos protedmicos con la medida de las actividades

enzimaticas.
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CAPIiTULOV

5.1. Conclusiones

En resumen, podemos concluir que

v
v

Los explantes secretan una gran cantidad de proteinas al medio de cultivo.

El patron de proteinas secretadas al medio de cultivo varia con la fuente
nitrogenada presente en el medio de cultivo.

Hay cambios importantes en el proteoma de los tejidos durante el pretratamiento y

conforme se inicia el proceso morfogenico.

5.2. Perspectivas

Nuestro trabajo ha abierto la puerta a un nimero importante de perspectivas. Por

ejemplo, sera muy importante continuar con algunas de las siguientes acciones,

v

Identificar la totalidad de los proteinas secretadas al medio de cultivo en cada
uno de los tratamientos.

Completa la identificacién de la totalidad de los proteinas en los tejidos en
cada uno de los tratamientos.

Realizar el estudio morfo-histolégico del proceso de ES en presencia de las
diferentes fuentes de nitrogeno.

Determinar la poza de los aminoacidos durante el proceso de ES.

Medir las actividades enzimaticas de las enzimas que se vea que tienen los
mayores cambios, como la GS, GOGAT y GDH.
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