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RESUMEN

La embriogénesis somatica (ES) es una técnica biotecnolégica que se usa para el estudio de los
procesos que participan en la formacion y el desarrollo de los embriones cigéticos de las plantas

y para la propagacion masiva de plantas.

Se conocen multiples factores que influyen en la ES como puede ser el genotipo de la planta, el
medio de cultivo, la fuente de nitrégeno y los reguladores del crecimiento. Entre estos ultimos,
las auxinas (Aux) son el RCV clave en la induccion de la ES. La accion de las Aux depende de
su concentracion, por lo que su homeostasis es la clave. La homeostasis involucra su sintesis,
degradacioén, conjugacién y transporte. El transporte de las Aux puede darse célula a célula y a

larga distancia.

En esta tesis se presentan los resultados de investigar el papel de los transportadores de Aux
durante una dinamica temporal de la ES, enfocandose en del transportador de influjo LAX7 y los
transportadores de eflujo PIN1, PIN5, ABCB1 y ABCB19 durante el pre-acondicionamiento y la

induccién de la ES en Coffea canephora.




ABSTRACT

Somatic embryogenesis (SE) is a biotechnological technique for studying the processes involved

in the formation and development of zygotic plant embryos and for mass plant propagation.

Multiple factors influence SE, such as plant genotype, culture medium, nitrogen source, and
growth regulators. Among the latter, auxins (Aux) are the key growth regulators in developing SE.
The action of Auxin depends on its concentration, so its homeostasis is crucial. Homeostasis
involves its synthesis, degradation, conjugation, and transport. Auxin transport can occur from cell

to cell and over long distances.

This thesis presents the results of investigating the role of auxin transporters during a temporal
dynamic of SE, focusing on the influx transporter LAX7 and the efflux transporters PIN1, PIN5,
ABCB1, and ABCB19 during the preconditioning and induction phases of SE in Coffea canephora.

Xi



INTRODUCCION

El cultivo de tejidos vegetales es un conjunto de técnicas para el cultivo aséptico de
células, tejidos, érganos y sus componentes en condiciones fisicas y quimicas definidas
in vitro y en un entorno controlado (Loyola-Vargas et al., 2008). Este conjunto de
herramientas comprende la obtencion de callos, suspensiones celulares, la obtencion de
protoplastos, la micropropagacion, la obtencidn de metabolitos secundarios, y la

embriogénesis somatica (ES) (Loyola-Vargas et al., 2008).

La ES es una poderosa herramienta biotecnolégica que permite la formacién de
embriones somaticos partiendo de células somaticas (Loyola-Vargas and Ochoa-Alejo,
2016a). Esta técnica permite analizar el desarrollo embrionario y los multiples factores
que influyen en el proceso, como pueden ser el genotipo de la planta madre, el origen
del explante, el medio de cultivo, la fuente de nitrégeno del medio de cultivo y los

reguladores del crecimiento empleados (Loyola-Vargas et al., 2016).

Las Aux juegan un papel fundamental en el proceso de la ES (Loyola-Vargas et al., 2016;
Nic-Can and Loyola-Vargas, 2016). Las Aux y el estrés que sufre el explante durante el
proceso de induccién de la ES son parte de la sefal que modifica el programa genético
de las células somaticas y que las convierte en un embrion somatico (Méndez-Hernandez
et al., 2019).

La homeostasis de las auxinas es de suma importancia durante el proceso de la ES (Nic-
Can and Loyola-Vargas, 2016). La homeostasis comprende la conjugacion, biosintesis,
degradacion y transporte de un determinado compuesto. La formacion y desarrollo de los
embriones somaticos requiere de un adecuado transporte de las Aux (Petrasek and Friml,
2009). Para que se de este flujo polar se requiere de transportadores localizados en
partes especificas de la membrana plasmatica (MP). Por ejemplo, la familia de
transportadores AUX/LAX1 se encargan de que las Aux entren en la células (Karami et
al., 2023). En tanto que la familia de los transportadores PIN se encargan de movilizar a
las Aux fuera de célula o hacia el interior de los organelos. Por ejemplo. PIN1 esta
localizado en el lado opuesto de la membrana a los transportadores AUX/LAX1 lo que



provoca que las Aux se muevan en una determinada direccion (trasporte polar) (Karami
et al., 2023; KrecCek et al., 2009). Hay una tercera familia de trasportadores que esta
involucrada en la movilizacién de las Aux, los transportadores ABCB, los cuales
pertenecen a la super familia de transportadores ABC. Los transportadores ABCB tanto
pueden introducir Aux dentro de la célula, como movilizarla fuera de ella (PetraSek and
Friml, 2009).

En el modelo de estudio que se empled en esta investigacion nuestro grupo de trabajo
ha estado estudiando diversos aspectos de la ES. Entre ellos se encuentran la
sefalizacion (Quintana-Escobar et al., 2019), la conjugacién de las Aux (Méndez-
Hernandez et al., 2021), biosintesis del acido-3-indol acético (AIA) (Uc-Chuc et al., 2020)
y la localizacion del AIA durante el proceso de la induccion de la ES (Marquez-Lopez et
al., 2018). Nuestro grupo ha determinado que el transporte de las Aux es esencial para
que se lleve a cabo la induccion de la ES (Uc-Chuc et al., 2020), por lo que en este
estudio nos propones profundizar en el mecanismo del transporte de Aux durante la

induccion de la ES en Coffea canephora.
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CAPIiTULO |
ANTECEDENTES

1. GENERALIDADES DEL CAFE

El género Coffea es una planta tropical que cuenta con mas de 127 especies conocidas
(DaMatta et al., 2007). Las especies C. arabica y C. canephora son las de mayor
relevancia comercial (Davis et al., 2006) y se les cultiva en alrededor de 80 paises
(Martins et al., 2014; Ramalho et al., 2003). El ultimo dato disponible sobre la produccion
de café es para la cosecha 2023-2024 e indica que el 42.6% de la produccion mundial
correspondia a la especie C. canephora 'y 57.4% a la especie C. arabica (ICO, 2025).
Después del petrdleo, el café es el producto con mayor comercializacién en el mundo,
generando una derrama econdémica estimada de $90 mil millones de délares alrededor
del mundo (DaMatta et al., 2007).

Las diferencias del café producido por las dos especies habian marcado una importante
diferencia entre ellas tanto en su produccibn como en su precio. Sin embargo,
actualmente con las mezclas que se realizan con café provenientes de diferentes partes
del mundo en una sola capsula, los precios y la produccion de ambas especies casi se

han emparejado.

C. canephora es una especie diploide (2n=44) con elevada variabilidad genética debido
a que es una planta aldgama. Cuenta con poblaciones polimérficas, grupos heteréticos
altamente heterdcigos, con tallo lefioso, raices poco profundas y temperatura ideal de
crecimiento de 22 a 26 °C (Campuzano-Duque et al., 2021). Sus flores son hermafroditas
y estrictamente alégamas (Berthaud, 1981). C. canephora tiene un ciclo fenologico que
varia de 9-11 meses, cuentan con una forma alargada y una coloracion verde profunda
en sus hojas, los frutos son drupas comunmente llamadas “cerezas” que contienen dos
semillas (Montagnon et al., 2012). El fruto es de color rojo y en algunos casos amarillo
(Zhang et al., 2021).
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Las raices de C. canephora muestran un mayor desarrollo en comparacion con las raices
de C. arabica, lo cual les permite absorber una mayor cantidad de nutrientes y agua,
haciendo que la planta cuente con una mayor resistencia en caso de deficiencias hidricas
o nutricionales (da Costa et al., 2023). El aumento en el cultivo de C. canephora esta
relacionada con su adaptabilidad a condiciones de las regiones tropicales, crecimiento
acelerado, alta productividad, permite un cultivo fuera de sombra, ademas de mayor

resistencia a enfermedades y cambios climaticos (Simon-Gruita et al., 2019).

1.1.2 EMBRIOGENESIS SOMATICA

La ES es una poderosa herramienta biotecnolégica que permite el desarrollo de
embriones sin la necesitada de la participacion de los gametos (Loyola-Vargas and
Ochoa-Alejo, 2016a). Este proceso tiene como base la totipotencia de las células
vegetales, la cual les permite generar un nuevo organismo, viable y vigoroso a partir de
una célula (Fehér, 2015).

Algunas especies pueden llevar a cabo este proceso de manera natural como lo hace
Kalanchoe diagremontiana (Garcés et al., 2007). La ES es influenciada por multiples
factores, tales como el genotipo, la fisiologia de la planta de la que se obtienen los
explantes, el origen del explante, el medio de cultivo, la fuente de nitrégeno y carbono
del medio de cultivo, el tiempo de exposicion a diversos reguladores del crecimiento
vegetal (RCV), ademas de las condiciones de cultivo in vitro de la planta en estudio
(Fuentes-Cerda et al., 2001; Loyola-Vargas et al., 2008; Nic-Can et al., 2016). El uso de
RCV exogenos como las Aux, en combinacidon con otros RCV o estrés modifican el
programa genético de las células somaticas y regulan la transicion a través de los

diferentes estadios de la ES (Loyola-Vargas and Ochoa-Alejo, 2016b).

Se conocen dos rutas para la produccion de embriones somaticos (Figura 1.1), la ES
directa y la ES indirecta (Horstman et al., 2017). La ES indirecta comienza con la
formacién de un tejido desdiferenciado denominado callo, el cual esta formado por una
masa de células desdiferenciadas (lkeuchi et al., 2013). En la ES directa los embriones
somaticos se forman directamente a partir del explante sin pasar por la formacion de callo
(Horstman et al., 2017; Su et al., 2009).
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Via uni o multicelular

Embriogénesis somatica

Directa
Tejido organizado

Indirecta

Tejido sin organizacion

Figura 1.1. Comparacién de la embriogénesis somatica directa con la embriogénesis somatica
indirecta. La ES directa mostrara una organizacion en sus tejidos, contando con desarrollo uni o
multicelular de embriones somaticos. La ES indirecta producira la formacion de tejido amorfo
conocido comunmente como « callo » el cual posteriormente producira embriones somaticos
Modificado a partir de Quiroz-Figueroa et al. (2006b).

1.1.3 ESTADIOS DEL DESARROLLO EMBRIONARIO

Los estadios de desarrollo de los embriones somaticos durante la ES se dividen en dos
grandes fases metabdlicas. La primera fase corresponde a la etapa morfogenética,
caracterizada por la division y diferenciacion celular de la célula original (Pila Quinga et
al., 2018). Dentro de esta fase se distinguen varios estadios de desarrollo, siendo el
primero el estadio globular, que culmina con la formacion del protodermo, la capa celular
externa que recubre al embridn (Yeung, 1995). La capa externa de células se divide de
manera anticlinal, mientras que las capas internas presentan divisiones periclinales. Los
embriones en esta etapa se reconocen facilmente por su forma esférica y superficie lisa

(Schiavone and Cooke, 1985), y es aqui donde comienza la diferenciacion de los

organelos celulares (Wang et al., 1994).
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Posteriormente, se produce un alargamiento de las células internas del embridn, lo que
da lugar a una expansion longitudinal cerca del extremo inferior del embrion. Este
proceso indica el inicio de la formacion del procambium, fendmeno que se observa de
manera pronunciada en el estadio conocido como “corazén” (Schiavone and Cooke,
1985).

A medida que el embridn avanza al estadio “torpedo”, se aprecia un notable alargamiento
axial (Schiavone and Cooke, 1985). Finalmente, en la etapa cotiledonar, se forman los
cotiledones, que aparecen como pequefas protuberancias en la periferia de los extremos
terminales del embrion somatico (Yeung, 1995). La formacion de estos cotiledones esta
relacionada con la actividad local de gradientes de auxinas, que regulan el desarrollo y

diferenciacion de estas estructuras.

El segunda etapa, que hace referencia a al estado metabdlico del embridon y su fase de
maduracioén, la cual se caracteriza por su actividad bioquimica, su preparacién ‘para la
desecacion, dormancia y germinacién (Pila Quinga et al., 2018). Esta etapa no se lleva a

cabo en los embriones somaticos.

1.1.4 PAPEL DE LOS REGULADORES DEL CRECIMIENTO EN LA EMBRIOGENESIS
SOMATICA

Los RCV como las Aux y las citocininas (CK), son utilizados en el 80% de los protocolos
para la induccién de la ES, ya que son factores clave de la division y diferenciacion de

las células vegetales (Nic-Can and Loyola-Vargas, 2016).

Una aplicacion equilibrada de Aux y CK en los cultivos de tejidos vegetales determina el
estadio de desarrollo de la célula. La formacion de callos se relaciona con una relacion
igual entre Aux y CK; una relacién mayor de Aux/CK origina raices y una relacién menor

de Aux/CK produce brotes (Skoog and Armstrong, 1970).

El estrés provocado por la presencia de grandes cantidades de RCV propicia una
modificacion en el estado de la cromatina, lo cual lleva a la activacién de genes como
BBM, LEC y WUS que participan en la induccién de la ES (Pasternak and Dudits, 2019).

Esto sugiere que los RCV desencadenan una reprogramacion general de la expresion
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génica mediante modificaciones de la cromatina y la activacion de factores de

transcripcion especificos (Salaun et al., 2021).
1.1.5 AUXINAS

La auxinas estan conformadas por un anillo inddlico, acoplado a una cadena lateral que
alberga a un grupo carboxilo terminal (Ljung, 2013). La auxina natural con mayor
abundancia es el acido AlA (Figura 1.2). Otra auxina natural es el acido indol-3-butirico
(AIB). Ademas de las Aux naturales se han identificado compuestos analogos a las Aux
como el acido naftalén acético (ANA) y el acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), estos
compuestos y varios mas son utilizados como herbicidas (Figura 1.2) (Paque and
Weijers, 2016).
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acético (ANA) diclorofenoxiacético triclorofenoxiacético metoxibenzoico tricloropiconiolinico

Figura 1.2 Diferentes tipos de auxinas conocidas: A) Tipos naturales, B) Tipo sintéticas.
Modificado a partir de Sauer et al. (2013)

La homeostasis de las Aux esta dada por su biosintesis, conjugacion, transporte, y
degradacion (Méndez-Hernandez, 2021). El AIA es sintetizado en las plantas a través de

cinco rutas (Kasahara, 2016). Cuatro de las rutas inician en el triptofano, y la quinta via




CAPITULO |

inicia en el indol-3-fosfo glicerato. De las cuatro rutas que utilizan al triptofano como
sustrato, la que convierte al triptofano en indol-3-piruvato, reaccion catalizada por la
enzima triptéfano aminotransferasa (EC 2.6.1.27) (Kasahara, 2016). Este indol-3-
prituvato es descarboxilado a AlA por una familia de enzimas conocidas con el nombre
de indol-3-piruvato monooxigenasa (EC 1.14.13.168) codificada por la familia de genes

YUCCA (Kasahara, 2016) es la mas comun en las plantas superiores.

El AIB, al oxidarse, también puede dar origen al AIA (Nonhebel, 2015). Las Aux son
sintetizadas principalmente en el meristemo apical, los embriones cigoticos y las hojas

jévenes (Grieneisen et al., 2007).
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Figura 1.3: Estructura de los conjugados de auxinas y aminoacidos. Modificado a partir de
Bajguz et al. (2009).

El AIA puede ser conjugado mediante una reaccion reversible con diferentes
aminoacidos como la alanina y la leucina (Figura 1.3) con la finalidad de ser reservados
y ser usados posteriormente por la célula, o una reaccion irreversible con aminoacidos
como glutamico y aspartico (Figura 1.3) para ser degradados posteriormente (Ludwig-
Mdiller, 2011).

Esta conjugacion es llevada a cabo por las proteinas GH3, las cuales pertenecen a la
superfamilia de la luciferasa de luciérnaga formadora de acil adenilato, y son codificadas

por la familia de genes Gretchen Hagen 3 (GH3) (Méndez-Hernandez, 2021). Estas
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proteinas catalizan la reaccidén por medio de dos pasos; el primer paso es la adenilacion
del AlA, y a continuacion se lleva a cabo un ataque nucleofilico al grupo amino del
aminoacido, dando como resultado una molécula conjugada (AlA-aminoacido) (Vielba,
2019).

La sintesis de los conjugados de AlA—aminoacidos se lleva a cabo en el citosol (Ludwig-
Muller, 2011). Se ha sugerido que una vez que se ha llevado la formacion de un
conjugado de almacenamiento, estos son reconocidos por el reticulo endoplasmico, esto
mediante los receptores ABP1 que los transportan y almacenan en la vacuola de donde
mas tarde podran recuperados para ser hidrolizados para su liberacion cuando la célula
requiera AlA (Anai et al., 1997).

Otro aspecto fundamental del estudio de la funcion de las Aux es su transporte (Petrasek
and Friml, 2009). En las plantas el AIA se transporta lejos de los tejidos en donde fue
sintetizado. El AIA se puede movilizar por medio de dos mecanismos, uno involucra el
transporte célula a célula (polar) y el otro a larga distancia por medio del floema (Ljung,
2013).

En transporte de las Aux es vital en los primeros estadios del desarrollo del embrién, ya
que se ha demostrado que la distribucion diferencial de las Aux participa en la
especificacion del eje apical-basal del el embrion y la formacion de los cotiledones
(Petrasek and Friml, 2009). (Figura 1.4)
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ABCB19 AM apical s Células del suspensor

w

Figura 1.4 Transporte de auxinas por PIN y ABCB a través de los diferentes
estadios. Modificado de Petrasek et al. (2009).
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Para que las Aux logren transportarse de manera eficaz, este proceso se lleva a cabo ya
sea por difusion libre o transporte activo (Song et al., 2020). La difusion libre ocurre dadas
las condiciones de pH acido del apoplasto, en donde la molécula de Aux se encuentra
protonada (Vanneste and Friml, 2009), brindandole propiedades lipofilicas, las cuales les
permiten difundirse a través de la membrana celular. Una vez en el citoplasma, la
molécula sera desprotonada haciéndola incapaz de permear la membrana plasmatica,

siendo concentrada dentro del citoplasma celular (Vanneste and Friml, 2009).

El transporte activo se lleva a cabo mediante transportadores de influjo de alta afinidad
conocidos como Aux/Lax, transcritos de los genes AUX1/LAX1-3. Estas proteinas
(transportadores) llevan a cabo el transporte del AIA que se encuentra desprotonado al
interior de la célula (Swarup and Péret, 2012). Estos transportadores cuentan con 11
segmentos transmembranales con el extremo amino terminal en el interior de la célula y

el extremo carboxilo en el apoplasto (Péret et al., 2012).

Los transportadores de eflujo abarcan dos grandes familias como ABCB y PIN
(Adamowski and Friml, 2015), si bien es importante sefialar que algunos miembros de la
familia ABC también transportan AlA al interior de la célula. Los transportadores ABCB
cuentan con un dominio transmembranal y un dominio de union a nucleétidos, siendo
ABCB1y ABCB19 los mas estudiados debido a su papel en el TPA (Ma and Han, 2016).
La familia de genes PIN en Arabidopsis thaliana estda compuesta por ocho integrantes
(PIN1-8), los cuales estan divididos en dos subgrupos, el primero abarcando PIN5S, PIN6
y PIN8, los cuales cuentan con su bucle hidrofilico reducido (Kre€ek et al., 2009) y el
segundo grupo que abarca a los genes PIN1, PIN2, PIN3, PIN4, y PIN7, localizados en
la membrana plasmatica y se encargan del eflujo de Aux (KfeCek et al., 2009). Su
localizacion en la membrana plasmatica no es permanente debido a que son
relocalizados en diferentes partes de la célula a través de un mecanismo conocido como

“transitosis” generada como respuesta a sefiales ambientales (Kleine-Vehn et al., 2008).

El papel de los transportadores de Aux se ha reportado en especies como A. thaliana
(Karami et al., 2023; Robert et al., 2015), Lilium pumilum DC Fisch (Song et al., 2020),

10



CAPITULO |

Oryza sativa (Xu et al., 2014), Citrullus lanatus (Yu et al., 2017) y Abies alba (Vondrakova
etal., 2011).

La accion concertada de PIN1, ABCB1, y ABCB19 es necesaria para la distribucion
diferencial de las Aux durante la embriogénesis cigdtica (Friml et al., 2003). Ya que se ha
determinado que el nivel endégeno de Aux es esencial y se encuentra relacionado con
el mecanismo de induccion de la ES. El uso de inhibidores de los transportadores como
el acido N-naftiltalamico (NPA) y el acido 2,3,5-triyodobenzoico (TIBA) (Klima et al., 2016)
genera aberraciones morfoldgicas en los embriones somaticos producidos en su

presencia (Choi et al., 2001; Marquez-Lépez et al., 2018).

1.2 JUSTIFICACION

En las ultimas décadas, el cultivo del cafeto ha adquirido una relevancia global,
generando una amplia gama de impactos socioecondmicos. Ante el creciente consumo
mundial de café, se hace imperativo desarrollar estrategias innovadoras para incrementar
su produccion. La embriogénesis somatica se presenta como una prometedora

alternativa para optimizar la propagacion de este cultivo.

Numerosos estudios se han dedicado a elucidar los mecanismos que llevan a la ES. A
pesar de los significativos avances logrados, aun persisten interrogantes fundamentales,

entre los que destaca el papel de los transportadores de Aux en este proceso.

En nuestro laboratorio, hemos desarrollado un protocolo que favorece significativamente
la induccion de embriogénesis somatica en nuestro modelo experimental, C. canephora.
Sin embargo, los mecanismos moleculares que regulan este fenémeno y la interaccién
de los genes que codifican para los transportadores de auxinas involucrados aun no han

sido completamente esclarecidos.

Los resultados de la investigacién realizada en la presente tesis buscan llenar este vacio
de conocimiento al caracterizar los transportadores de auxinas involucrados en la ES de

C. canephora. Los resultados obtenidos en esta investigacion serviran como base sélida

11
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para futuros estudios que profundicen en el papel de las Aux en la regulacién de este

proceso fundamental para la propagacion del cafeto y el desarrollo de nuevas estrategias

de mejoramiento genético.

1.3. OBJETIVO GENERAL

Analizar el papel de los transportadores de Aux antes y durante la induccion de la ES en

C. canephora.

1.3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analizar la variacion temporal del numero de transcritos asociados con el

transporte de auxinas durante el pre-acondicionamiento y la induccién de la ES.

Examinar filogenéticamente los transportadores de auxinas en C. canephora en
comparacion con otras especies para identificar diferencias evolutivas y posibles

implicaciones funcionales.

Investigar las diferencias en la expresion de genes asociados con los
transportadores de LAX, PIN y ABCB en diferentes dias de pre-acondicionamiento

e induccion de la ES.

1.4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Como se regula el numero de transcritos asociados con el transporte de las Aux

en un ciclo temporal durante el pre-acondicionamiento y la induccién de la ES?

¢ Existen variaciones en los transportadores de Aux entre especies cercanas a C.

canephora?

¢, Coémo los transportadores de Aux regulan las diferentes etapas de la induccion
de la ES?

12
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1.5 HIPOTESIS

Silos transportadores de Aux regulan los gradientes de concentracién de auxinas durante
el desarrollo embrionario, entonces los genes asociados a los transportadores de auxinas

mostraran una expresion diferencial durante la induccién de la ES en C. canephora.

1.6 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Induccion « Induccion de embriogénesis somatica en (_?oﬁea canephora.
— \'_/
.-'/ f@ @ ", ." [
a9,
e .'“.._ ]
Analisis Il + Conteo de embriones somaticos al dia 56.
fenotipico ﬁ ﬂ *
|5 k;
Analisis - Cuantificacion de auxinas y sus conjugados durante el
bi L. ]! pre-acondicionamiento. Raky
loquimico :
Analisis + Busgueda de genes asociados a los transportadores de
. g s auxinas.
transcriptomico
HEEE EEEE
HN- NEEE
L
| [ |
A
F"Ogenia « Generacion de arbol filogenético de genes involucrados
en el transporte de auxinas.
Analisis
« Analisis de expresion de genes de transportadores de
molecular AUinas.

Figura 1.5 Diagrama general de la estrategia experimental.
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS
2.1. MATERIALES

2.1.1. Material bioldgico

Las plantulas de C. canephora fueron cultivadas in vitro en medio de mantenimiento de
Murashige y Skoog (1962) (MS) que consiste en un medio semisélido adicionado con
tiamina-HCI 29.6 uM, mio-inositol 550 uM, L-cisteina 0.15 uM (Sigma-Aldrich, C121800),
sacarosa 87.64 mM (Sigma-Aldrich, S 5391) y 0.25% Gellan Gum (PhytoTechnology
Laboratories, G434). El pH del medio fue ajustado a 5.8 y esterilizado a 121 °C por 20
minutos. Las plantulas se cultivaron bajo un fotoperiodo de 16/8 h luz/ (150 pmol m=2 s™)
/oscuridad a una temperatura de 25° C. y fue resembrado cada 4 semanas de acuerdo

con el protocolo de (Quiroz-Figueroa et al., 2006a).
2.1.2. INDUCCION DE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA

Para la induccién de la ES de C. canephora las plantulas fueron colocadas por 14 dias
en un medio de pre — acondicionamiento, el cual contenia 0.44 uM de acido naftalén
acético (ANA) (SIGMA, K0763-5G) y 2.32 uM de kinetina (KIN) (Sigma-Aldrich, KO763-
5G).

La induccién de la ES fue realizada de acuerdo con el protocolo de Quiroz-Figueroa et
al. (2006a). Brevemente, pasados los 14 dias del pre — acondicionamiento, se obtuvieron
explantes foliares del segundo y tercer par de hojas, con ayuda de un sacabocados de
0.8 mm. Cinco explantes se depositaron en matraces Erlenmeyer de 250 mL que
contenian 50 mL de medio liquido (Yasuda et al., 1985), con 5 yM de benciladenina
(Phyto Technology Laboratories, B800). Los matraces se mantuvieron en agitacion a 55
rom en condiciones de oscuridad a una temperatura de 25 + 2 ° C, durante un periodo de
56 dias.
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2.2. METODOS

2.2.1. CONTEO DE LA PRODUCCION EMBRIOGENICA

El conteo del numero de embriones somaticos se llevd a cabo 56 dias después del dia
de la induccién, se contabilizaron los 5 explantes en cada matraz, por un total de 3
matraces. Para el conteo los embriones fueron separados y contabilizados de acuerdo
con su estadio de desarrollo. Para visualizar los embriones para su conteo se utilizé un
estereoscopio marca Nikon SMZ745T equipado con una camara Canon modelo
DS126311

2.2.2. EXTRACCION DE AUXINAS

Para la cuantificacion de las Aux se colectaron 100 mg de tejido foliar para cada punto
de muestreo y se congel6 a -80 °C y almacenado hasta su uso. Todos los analisis se

llevaron a cabo con un minimo de dos réplicas biolégicas.

El tejido congelado fue liofilizado durante 48 horas, posteriormente macerado y pesado.
Se colocaron 20 mg de muestra en cada tubo Eppendorf de 2 mL, a los cuales se
afiadieron 200 uL de agua acida (pH 2.8, ajustado con HCI). Luego, se afiadieron 200 uL
de una solucion de hidroxitolueno butilado (Agros Organics) y acetato de etilo (MERCK,
506188N). La mezcla fue agitada en un vértex (Scientific Industries, Vortex Genie 2)
durante 2 min y posteriormente centrifugada (Hettich- Mikro 22R) a 20,000 % g durante 5
min. Se tomo la fase superior (fase organica) y se transfirié a un tubo Eppendorf limpio y
seco. Se anadieron nuevamente 200 pL de hidroxitolueno butilado (Agros Organics) y
acetato de etilo (MERCK, 506188N). La mezcla fue agitada en un vortex durante 2 min y
centrifugada (Hettich- Mikro 22R) nuevamente a 20,000 x g por 5 minutos.

Después de separar las fases, se extrajo la fase organica y se afadio al tubo Eppendorf
que contenia las extracciones anteriores. Este procedimiento se repitié una vez mas,

afiadiendo 200 pL adicionales de hidroxitolueno butilado (Agros Organics) y acetato de
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etilo (MERCK, 506188N). La mezcla se agitd en un vértex por 2 min y se centrifugd
(Hettich- Mikro 22R) a 20,000 x g por 5 minutos. Finalmente, la fase organica extraida

fue colocada en el mismo tubo Eppendorf con las extracciones previas.

Las muestras fueron evaporadas en un SpeedVac (Labconco, CentriVap Micro IR) a 35
°C durante 15 min. Una vez secas, las muestras se almacenaron a -80 °C (Thermo

Scientific, 8922) hasta su resuspension.

Para el analisis mediante HPLC, las muestras se resuspendieron en 500 uL de la fase
movil, compuesta por 60% de acetonitrilo (MEYER, 75-05-8) y 40% de agua HPLC (J.T.
Baker, 4218-03) con 0.5% de acido acético (TEDIA, AS1102-002). Finalmente, las
muestras resuspendidas fueron filtradas con una jeringa a través de un filtro de
membrana de nailon (MILLEX-GN, SLGNX13NK) y transferidas a viales para HPLC.

2.2.3. DETERMINACION DE LAS AUXINAS Y SUS CONJUGADOS.

Para su analisis las muestras fueron inyectadas en el HPLC (Thermo Scientific, Ultimate
3000). Se utilizé un gradiente isocratico en una columna de fase reversa C1s utilizando
como fase movil, una relacion de acetonitrilo (MEYER, 75-05-8) - 4cido acético (TEDIA,
AS1102-002) al 0.5% (6:4 v/v), previamente desgasificada y a una velocidad de flujo de
0.6 mL min-'. La deteccion de las Aux se realizd con un detector de fluorescencia a una

longitud de onda de excitacién de 280 nm y de emision de 340 nm.

Para la cuantificacion de las Aux se comparo el area de los picos de las muestras con el

area de los picos de una curva de calibracion.
2.2.4. ANALISIS ESTADISTICO

Para analisis estadistico se utilizd el software R (V 4.3.3) para realizar pruebas de
normalidad. Los datos que seguian una distribucion normal fueron analizados a través
de la prueba ANOVA (P > 0.05), mientras que los datos no paramétricos fueron

analizados con la prueba de Kruskal-Wallis.
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2.2.5 ANALISIS DEL TRANSCRIPTOMA

La busqueda de los genes de la familia PIN se llevé a cabo en el transcriptoma de C.
canephora reportado recientemente por Couoh-Cahuich et al. (2025). De los 23,375
unigenes reportados en el transcrptoma, se identificaron 25 unigenes pertenecientes a

los transportadores de Aux. Los mapas de calor fueron generados usando la plataforma

“heatmapper” (diciembre 2024; www.heatmapper.ca) utilizando el calculo del valor Z y el

meétodo de agrupamiento de uniéon completa y medicion de distancia euclidiana.
2.2.6. ANALISIS FILOGENETICO

Para la obtencion de los arboles filogenéticos, las secuencias de los genes
pertenecientes a las familias PIN y ABCB de las diferentes especies fueron alineadas por
medio de CLUSTAL W, y posteriormente estos alineamientos permitieron la generacion

de las filogenias dentro del sotfware MEGA 12 (enero 2025; www.megasoftware.net/). Se

aplico el método neighbor-joining (NJ) a una matriz de distancias por pares estimadas
utilizando el enfoque de maxima verosimilitud compuesta (MCL). El analisis involucro un
total de 98 secuencias. El porcentaje de replicas en el que los taxones asociados se
agruparon en la prueba Bootstrap (1000 réplicas) se muestra junto a las ramas. Todas

las secuencias fueron obtenidas de NCBI (enero 2025, www.ncbi.nIm.nih.gov/).

2.2.7. EXTRACCION DE ARN Y SINTESIS DE ADNc.

El ARN total fue aislado utilizando el método de extraccion por TRIZOL (93289, Sigma)
a partir de 100 mg de muestra de pre-acondicionamiento (dias -14, -9 y 0) y dias
posteriores a la induccion (7, 14, 21). El tejido fue congelado a -80 °C hasta su utilizacion.
La concentracién y pureza del ARN fueron verificadas por medio de un Nanodrop
(Thermo Fisher Scientific) y fueron analizadas en geles de agarosa (Promega) al 1.5 %
y tefidos con GelRed (Sigma, 41003).
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Para la sintesis de ADNCc se utilizé el kit de sintesis Thermo Scientific (K1622), siguiendo

las instrucciones del fabricante, partiendo de 1000 ng de ARN.
2.2.8. DISENO DE CEBADORES

Los cebadores para analizar la expresion de los genes que codifican para los
transportadores de eflujo (LAX17) y eflujo (PIN1, PIN5, ABCB1, ABCB19) de las auxinas
fueron disefiados partiendo del transcriptoma de C. canephora (Couoh-Cauich et al.,
2025) (Tabla 2.1). Las herramientas bioinformaticas utilizadas fueron Oligocalc version
3.27, OligoEvaluator y OligoAnalizer. Finalmente, también se evalué in silico la

efectividad de los cebadores en la plataforma Solgenomics.

Gen Forward Reverse Tamaio (pb)
PIN1 AAGCGTGATGACAAGGCTGA CGGTTGCAAAGCCATGAACA 127
PINS TTGTGGGAGTGCCTATTGCC TGTCAGCCGCCTTTGAATCT 183
LAX1 GGTCATGCTGTCACTGTGGA ACGAAAACGAGTGCGAGGAA 192

ABCB1 CAGGCCAGGTGGAGCTAAAA TCTGCTGCCTCAGCCATCTA 243
ABCB19 GGGAATTGCTTTTGCTGGGG AGGTGCATCCCAATCCAAGG 238
ACTINA GTCAAGGCTGGTTTTGCTGG CAATGCCATGCTCGATTGGG 178

Tabla 2.1: Cebadores disefiados para el analisis de expresion de los genes que
codifican para los transportadores de Aux estudiados.

2.2.9. CONDICIONES PARA LA PCR.

Las reacciones de PCR fueron llevadas a cabo empleando una concentracion inicial de
500 ng de ADNCc para cada una de las muestras, 0.15 pyL de Taq ADN polimerasa, 1 yL
de cada cebador (10 mM), 0.5 yL de dNTPS (10 mM), 2.5 uL de amortiguador 10x, y 1.5
ML de MgCl2 para analizar la expresiéon de los genes PINS, LAX1, ABCB1, ABCB19 y
actina; para el caso de PIN1 el volumen se modificé a 2 pyL y el volumen total fue ajustado

con agua libre de nucleasas a un volumen final de 25 pL.
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Las condiciones de corrida de los genes fueron las siguientes:

PIN1: 95 °C durante 2 minutos, 32 ciclos de 95 °C durante 30s, 64 °C durante

30s, 72 °C durante 1 minuto y una extension final de 72 °C durante 10 minutos.

PIN5: 95 °C durante 2 minutos, 32 ciclos de 95 °C durante 30s, 58 °C durante

30s, 72 °C durante 1 minuto y una extension final de 72 °C durante 10 minutos.

LAX1: 95 °C durante 2 minutos, 32 ciclos de 95 °C durante 30s, 60 °C durante

30s, 72 °C durante 1 minuto y una extension final de 72 °C durante 10 minutos.

ABCB1: 95 °C durante 2 minutos, 32 ciclos de 95 °C durante 30s, 56 °C durante

30s, 72 °C durante 1 minuto y una extension final de 72 °C durante 10 minutos.

ABCB19: 95 °C durante 2 minutos, 32 ciclos de 95 °C durante 30s, 56 °C durante

30s, 72 °C durante 1 minuto y una extension final de 72 °C durante 10 minutos.

ACTINA: 95 °C durante 2 minutos, 32 ciclos de 95 °C durante 30s, 60 °C durante

30s, 72 °C durante 1 minuto y una extension final de 72 °C durante 10 minutos.

Los productos obtenidos de la PCR fueron visualizados en un gel de agarosa (Promega)
al 2% y tefiidos con GelRed (Sigma, 41003).

2.2.10. ANALISIS DENSITOMETRICO

Se llevé a cabo un analisis densitométrico de cada gel en los distintos dias de pre-

acondicionamiento e induccion durante la ES, utilizando el software Imaged. Las

imagenes de los geles se importaron al programa, donde se seleccionaron las bandas

correspondientes para cuantificar el area y el porcentaje de intensidad de cada banda en

cada réplica. Los datos obtenidos fueron normalizados y posteriormente representados

graficamente.
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CAPITULO 1l

RESULTADOS
3.1 INDUCCION DE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA

La induccion de la ES se realizé de acuerdo con el protocolo establecido por Quiroz-
Figueroa et al. (Quiroz-Figueroa et al., 2006a). Fueron fotografiados diferentes dias del
proceso de nuestra induccion para observar su progreso y la formacion de embriones

somaticos (Figura 3.1).

Figura 3.1 Proceso de embriogénesis somética a través de los dias.

14 dias antes de la induccion de la embriogénesis somatica, las plantas de C. canephora
fueron expuestas en un medio adicionado con acido naftalén acético y kinetina (Figura

3.1, Pre A), una vez transcurridos los 14 dias, los explantes se obtuvieron del segundo y
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tercer par de hojas con la ayuda de una sacabocado de 8 mm (Figura 3.1, DO). Este

consideré como dia 0 de la induccidén de la ES.

Siete dias después de la induccion (Figura 3.1, D7) no se observaron cambios
morfolégicos en el explante. Al dia 14 (Figura 3.1, D14) se encontr6 una ligera
decoloracion en el perimetro del explante. Al dia 21 (Figura 3.1, D21) ya se puede
apreciar la formacién de masa pre-embriogénica en el perimetro del explante. Al dia 28
(Figura 3.1, D28) se observaron las primeras estructuras globulares en el borde del
explante, y al dia 35 (Figura 3.1, D35) se observé un aumento en el numero de embriones
somaticos y en desarrollo. Este aumento continué para el dia 42 (Figura 3.1, D42).
Después de 56 dias de iniciada la induccién de la ES se observé un aumento exponencial
en el numero de estructuras embriogénicas, las cuales se encontraban en diferentes

estadios de desarrollo.
3.2 CONTEO DE EMBRIONES SOMATICOS

El conteo de los embriones somaticos se llevd a cabo 56 dias después a la induccion. Se

contaron los embriones de tres matraces, cada uno conteniendo 5 explantes.

N =
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Figura 3.2 Numero de embriones somaticos por matraz. El conteo de embriones se

realizé en tres matraces con cinco explantes cada uno.

21



CAPITULO Il

El resultado del conteo fue el siguiente (Figura 3.2): 1er matraz se obtuvieron 450
embriones, 2° matraz ser obtuvieron 600 embriones y en el 3°" matraz se obtuvieron 750

embriones somaticos.
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Figura 3.3 Numero de embriones somaticos de acuerdo con su estadio.

Los embriones somaticos obtenidos fueron contabilizados de acuerdo en su estadio de
desarrollo sumando los embriones de los tres matraces para cada estadio de desarrollo
(Figura 3.3). Los resultados obtenidos fueron los siguientes. Se obtuvieron 1,778
embriones en el estadio globular. En el estadio de corazon se obtuvieron 67 embriones,
en la etapa de torpedo 6 embriones y finalmente se obtuvieron 8 embriones en su estadio

cotiledonar.

3.3 CUANTIFICACION DE AUXINA LIBRE (AIA) Y SUS CONJUGADOS.

La cuantificacion del AIA y sus conjugados con aminoacidos (leucina, alanina, glutamato

y aspartico) se realizé de acuerdo con el protocolo de Dobrev et al. (2017).
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Figura 3.4 Grafica de cuantificacion del acido-3-indol acético libre durante el pre-
acondicionamiento (dias -14, -9, -7, -4 y 0) en unidades de pico moles por gramo de
peso fresco. Las barras representan la media + error estandar de la media. Los puntos
individuales muestran los datos crudos (n=5). La prueba ANOVA revel6 diferencias

significativas entre los tiempos (p<0.05), destacando el pico en el dia -4.

En la Figura 3.4 se presentan los resultados de la cuantificacion mediante HPLC de
acido-3-indolacético libre. En el dia -14 se determiné una concentracion de 10 pmoles, la
cual disminuy6é de manera significativa en los dias -9 y -7. En el dia -4 se observd un
incremento exponencial, alcanzando un valor de 50 pmoles g PS, seguido de una
reduccion en el dia 0, momento en el que los explantes son transferidos al medio de

induccion.
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Figura 3.5 Grafica de cuantificacion de acido-3-indol acético (AlA) conjugado con
leucina por medio de HPLC durante el pre acondicionamiento, siendo el dia -4 con
mayor cantidad de AlA-Leu y el dia -7 con menor AlA-Leu en picomoles por gramos de
peso seco. Las barras representan la media * error estandar de la media. Los puntos
individuales muestran los datos crudos (n=5). La prueba ANOVA revelé diferencias

significativas entre los tiempos (p<0.05), destacando el pico en el dia -4.

En la Figura 3.5 se presentan los resultados de la cuantificacién mediante HPLC de AIA
conjugado con leucina. En el dia -14 se detectaron bajos niveles de AIA conjugado con
leucina, los cuales disminuyeron aun mas en los dias -9 y -7. Sin embargo, en el dia -4
se observé un aumento significativo, alcanzando 80 pmoles g PS-', seguido de una nueva

disminucién en el dia 0, con valores cercanos a 2 pmoles g PS-.
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Figura 3.6 Cuantificacion por medio de HPLC del acido-3-indol acético conjugado con
alanina durante el pre-acondicionamiento. Las barras representan la media + error
estandar de la media. Los puntos individuales muestran los datos crudos (n=5). La
prueba ANOVA revelé que no habia diferencias significativas entre los tiempos

(p>0.05), destacando el pico en los dias -14 y -4.

En la Figura 3.6 se presentan los resultados de la cuantificacion mediante HPLC del
acido-3-indolacético conjugado con alanina. En el dia -14 se detectan 2 pmoles g PS™',
cantidad que disminuye en el dia -9, sigue con un ligero incremento en el dia -7 y alcanza
un valor de 2.5 pmoles g PS-'en el dia -4. Posteriormente, los niveles se reducen a 0.5

pmoles g PS' en el dia 0.
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Figura 3.7 Grafica de cuantificacion de &cido-3- indol acetico conjugado con aspartico
por medio de HPLC durante el pre-acondicionamiento, el dia -14 muestra los niveles
mas bajos y el dia -7 los mayores niveles de AlA-Aspartico en picomoles por gramo de
peso seco. Las barras representan la media * error estandar de la media. Los puntos
individuales muestran los datos crudos (n=5). La prueba ANOVA reveld diferencias
significativas entre los tiempos (p<0.05).

En la Figura 3.7 se presentan los resultados de la cuantificacion mediante HPLC del
acido-3-indolacético conjugado con acido aspartico. En el dia -14 se cuantificaron

concentraciones muy bajas, las cuales aumentaron al dia -9 hasta 2 pmoles g PS™'. En
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el dia -7, los niveles continuaron incrementandose y alcanzaron 2.5 pmoles g PS™'. Sin
embargo, en el dia -4 se observé una disminucion hasta 0.5 pmoles g PS™', seguida de

un nuevo aumento al dia 0, alcanzando valores de 2 pmoles g PS-".
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Figura 3.8 Grafica de cuantificacion de acido-3-indol acetico conjugado con Glutamico
por medio de HPLC durante el pre-acondicionamiento, el dia -9 muestra los niveles mas
bajos de AlA-Glutamico y el dia -7 los mayores niveles de AlA-Glutamico en picomoles
por gramos de peso seco. Las barras representan la media  error estandar de la media.
Los puntos individuales muestran los datos crudos (n=5). La prueba ANOVA revelé que

no habia diferencias significativas entre los tiempos (p<0.05).

En la Figura 3.8 se presentan los resultados de la cuantificacion mediante HPLC del
acido-3-indol acético conjugado con acido glutamico. En el dia -14 se cuantifico una
concentracion de 350 pmoles g PS™, la cual disminuy6 drasticamente en el dia -9.
Posteriormente, se observé un aumento exponencial, alcanzando 600 pmoles g PS" en
el dia -7. Esta concentracion disminuyé a 300 pmoles en el dia -4 y continud

descendiendo hasta 50 pmoles g PS™' en el dia 0.
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3.4 ANALISIS DEL TRANSCRIPTOMA

En el estudio de las interacciones genéticas relacionadas con los transportadores de
auxinas del transcriptoma de C. canephora (Couoh-Cauich et al., 2025), se identificaron
25 unigenes asociados con este proceso. De estos, cuatro pertenecen a la familia
AUX/LAX (AUX1, LAX1, LAX2 y LAX3), dos a la familia NTR (NTR1.1y NTR1.2), cinco
que corresponden a la familia PIN (PIN1, PIN3, PINS, PIN6y PIN8) y 14 a la familia ABCB
(ABCB1, ABCB2, ABCB3, ABCB6, ABCB7, ABCB13, ABCB15, ABCB19, ABCBZ20,
ABCB23, ABCB26, ABCB27, ABCB28 y ABCB29).

1.0 1
Row Z-Score

AUX1
LAX1
LAX2
LAX3
NTR1.1
NTR1.2
PIN1
PIN3
PIN5
PIN6
PINT
ABCB1
ABCB2
ABCB3
ABCB6
ABCB7
ABCB13
ABCB15
ABCB19
ABCB20
ABCB23
ABCB26
ABCB27
ABCB28
ABCB29

Dia -14 Dia -9 Dia0 Dia1l4 Dia 21

Figura 3.9 Mapa de calor correspondiente a las familias de genes relacionadas con los
transportadores de auxinas, color rojo correspondiente a genes a la alta y color verde

correspondiente a genes a la baja.
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En el mapa de calor generado de la expresion de los genes para la familia AUX/LAX se
puede apreciar que, para el dia -14, el gen con mayor expresion es AUX1. Al dia -9, la
expresion del gen AUX7 aumenta, al igual que la del gen LAX3. Para el dia 0, la expresion
del gen LAX3 disminuye. Durante el proceso de induccién, al dia 14, se observa un
aumento en la expresion del gen LAX1, y al dia 21, la expresion de LAX7 continua
incrementandose. Ademas, en este punto también se registra un aumento en la expresion
del gen LAX2.

El mismo analisis para la expresién de los genes de la familia de los genes PIN muestra
que, para el dia -14, el gen PIN3 aumenta su expresion. Para el dia -9, los genes PIN3 y
PIN8 presentan un aumento significativo en su expresion. Al dia 0, se observa un drastico
aumento en la expresion del gen PINS. Al dia 14, el gen PIN6 muestra un aumento
considerable en su expresion, y al dia 21, PIN7 es el unico gen que registra altos niveles

de expresion.

En el caso de la familia ABCB, el analisis de su expresion durante el estudio muestra que
al dia -14 observamos una mayor expresion de ABCB2, ABCB13, ABCB27, ABCB28 y
ABCBZ29, para el dia -9 un aumento de expresion en ABCB15, ABCB23y ABCB26, para
el dia O los genes ABCB6 y ABCB15 muestran una mayor expresion, para el dia 14 se
observa una expresion a la alta de ABCB3, ABCB7, ABCB19 y ABCB20, finalmente para

el dia 21 se muestra un aumento significativo en la expresion de ABCB1.

22



CAPITULO Il

Figura 3.10 Diagrama de Venn de los genes diferencialmente expresados (GDE) en
cada dia analizado del proceso de induccién de ES. Las regiones traslapadas muestran

el numero de GDE compartidos entre cada dia del proceso.

El analisis de expresién diferencial (Figura 3.10) en los dias antes de la induccién nos
permitié6 observar al dia -14 (color rosa) 8 genes diferencialmente expresados a la alta
(AUX1, NTR1.1, ABCB2, ABCB13, ABCB27, ABCB28, ABCB29), al dia -9 (color naranja)
9 genes diferencialmente expresados (AUX1, LAX3, NTR1.2, PIN3, ABCB2, ABCBS,
ABCB15, ABCB23, y ABCB26) y al dia 0 (color amarillo) 7 genes diferencialmente
expresados (PIN5, PIN7, LAX3, NTR1.1, PIN3, ABCB6 y ABCB15)

Dentro de estos dias, se observan GDE que se pueden encontrar en mas de un dia del
proceso, en el caso del dia -14 vs. -9 se encuentran dos GDE (AUX1 y ABCB2), en ambos
dias, para -14 vs. 0 se encuentra un GDE (NTR1.1), para -9 vs 0 se encuentran tres GDE
(LAX3, ABCB6 y ABCB15), y para -14 vs 0 se encuentra un GDE (PIN3).

En cuanto a los dias posteriores a la inducciéon (14 y 21), al dia 14 (color azul) se
encuentran cinco genes diferencialmente expresados a la alta (ABCB19, ABCBZ20,
ABCB23, PIN6 y ABCB1) y al dia 21 (color purpura) se encuentran cuatro genes
diferencialmente expresados a la alta (LAX1, LAX2, ABCB1 y PIN1). Dentro de la
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comparativa de 0 vs. 14 y 0 vs. 21, no se encontraron GDE, sin embargo, en el caso de

14 vs. 21 se encontraron 2 GDE (LAX1 y ABCB1).

3.5 ANALISIS FILOGENETICO.

Las diferencias evolutivas de las familias PIN y ABCB pudieron ser visualizadas con la
construccion de filogenias. Para el analisis las especies seleccionadas fueron
Arabidopsis thaliana (representante del grupo de las dicotileddneas), Oriza sativa (grupo
de las monocotiledéneas), Solanum lycopersicum (especie cerca taxondmicamente al
modelo de estudio), Vitis vinifera (especie con investigaciones previas al papel de los

transportadores de auxinas en la ES) y C. canephora.
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Figura 3.11 Analisis filogenético de la familia de transportadores ABCB en las diferentes especies

seleccionadas.
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La relacion filogenética entre los miembros de las familia ABCB en diferentes especies
(Figura 3.11) se realiz6 con 19 secuencias correspondientes a A. thaliana, siete
secuencias correspondientes a O. sativa, 26 secuencias de S. lycopersicum, 14

secuencias de C. canephora y tres secuencias de V. vinifera.

Este analisis filogenético revel6 una relacion cercana entre el gen CcABCB19 con genes
como VWABCB4y OsABCB19. Cercano a estos podemos encontrar al gen AtABCB1, el

cual muestra una cercana relacién con el gen CcABCB1.
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Figura 3.12 Analisis filogenético de la familia de transportadores PIN en las diferentes

especies seleccionada.
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La relacion filogenética entre los miembros de las familia PIN en diferentes especies
(Figura 3.12) conto con 7 secuencias pertenecientes a A. thaliana, una secuencia
perteneciente a O. sativa, 10 secuencias de S. lycopersicum, cinco secuencias de C.

canephora y seis secuencias de V. vinifera.

El analisis filogenético perteneciente a esta familia de transportadores de eflujo mostré
una relacion cercana de los genes CcPIN1 y SIPIN1, contando ambos con relacion
estadisticamente confiable con AtPIN1. Otro dato muy interesante es la cercania del gen
CcPINS con SIPIN10, contando ambos con una relacion estadisticamente confiable al
gen AtPINS.

3.5 ANALISIS DE LA EXPRESION GENETICA.

Para el analisis de expresidn genética se evaluaron la expresion de los genes LAXT,
ABCB1, ABCB19, PIN1 y PIN5, cuyos productos se encuentran involucrados en el
transporte de las Aux; con ello generan gradientes de concentracion. Se seleccion6 al

gen de la actina como testigo positivo.
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Figura 3.13 Analisis de expresion de genes asociados a transportadores de auxinas
durante el pre-acondicionamiento (dias -14, -9), dia de la induccién (dia 0) y dias

después de la induccién (dias 7, 14 y 21).
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Figura 3.14 Analisis densitométrico de los geles resultantes de la PCR.

28



CAPITULO Il

De acuerdo con los analisis de expresién (Figura 3.13) y el analisis densitométrico (Figura
3.14), PIN1 muestra un aumento a partir del dia 0 hasta el dia 21, el cual es el dia mayor
expresion. Para el caso de PIN5 su expresidon es variada durante el pre-
acondicionamiento e induccion. El transportador LAX7 se muestra un aumento
progresivo en el pre-acondicionamiento (del dia -14 al dia 0), siguiendo con la misma
tendencia en los primeros puntos de induccién (dia 7) para finalmente comenzar a

disminuir durante los dias 14 y 21.

Los transportadores de eflujo como ABCB1y ABCB19, el primero muestra un aumento
al dia -9 y mantiene esta tendencia al dia 0, comienza a disminuir al dia 7, para en el dia
14 de induccion muestra un descenso drastico, aumentando abruptamente al dia 21,
caso contrario de ABCB19 el cual muestra expresion constante en los primeros dias de

induccion (0, 7, y 14) y una fuerte disminucion al dia 21.

29






CAPITULO IV

CAPITULO IV
4. DISCUSION

La ES se ha posicionado como una gran técnica biotecnolégica que permite propagar
de forma masiva especies de importancia econémica como C. canephora. A pesar de
que esta técnica ha sido estudiada en multiples especies, aun hay diversos factores

celulares, bioquimicos, moleculares y genéticos que no se conocen.

Se sabe que diversos factores influyen en la induccion de la ES, entre ellos los RCV. De
este grupo de compuestos el mas estudiado es el grupo de las Aux. Estos compuestos
estan formados por un anillo inddlico y una cadena lateral de acido acético (Ljung, 2013).
Durante la induccion de la ES, las Aux juegan un importante papel, si bien aun no se
conoce el mecanismo mediante el cual modifican la respuesta morfogénica. Se sabe que
su homeostasis es muy importante, de lo que se puede inferir la importancia de sus
transportadores. De hecho, la inhibicion del transporte de las Aux produce la inhibicion

en el desarrollo de las estructuras embriogénicas.

En el sistema de ES de C. canephora desarrollado en nuestro laboratorio (Quiroz-
Figueroa et al., 2006a), el cual se encuentra condicionado por la etapa de
preacondicionamiento, la cual cuenta con una duracion de 14 dias, generando exposicidon
a nuestra planta donadora en un medio adicionado con ANA y KIN (Loyola-Vargas et al.,
2016) (Quiroz-Figueroa et al., 2006a)

De acuerdo con los resultados obtenidos durante el preacondicionamiento, al dia -14,
siendo este el dia donde se coloco nuestra planta en el medio adicionado con RCV, el
analisis transcriptomico de Coffea canephora (Figura 3.9) en este dia no muestra una
mayor acumulacion multiples transportadores de eflujo e influjo, lo cual es respaldado por
nuestra cuantificaciéon de AIA libre (Figura 3.4) en este dia, ya que muestra bajas
cantidades de AIA libre al igual que cuantificaciones realizadas este mismo dia (Ayil-
Gutiérrez et al., 2013)
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Al dia -9, han transcurrido 5 dias de nuestra planta donadora en el medio de
preacondicionamiento, ocasionando de acuerdo con el analisis transcriptomico (Figura
3.9) un aumento en la circulacion de aux, generando una mayor acumulacion de multiples
transportadores de eflujo e influjo (LAX3, NTR1.2, PIN3, ABCB2,ABCB6, ABCB15,
ABCB23, ABCBZ26), nuestros resultados estan correlacionados con lo reportado por
(Marquez-Lépez et al., 2018) ya que su inmunolocalizacion en este dia observo un

aumento en el AIA en Coffea canephora, esto en comparacion con el dia -14.

Este incremento en el numero de transcritos de transportadores podria permitir que las
Aux que entran en el espacio citoplasmatico sean conjugadas para su almacenamiento
debido a su conjugacion con alanina (figura 3.6) o degradacién debido a su conjugacién
con aspartico (figura 3.7) y glutamico (figura 3.8). Resultados similares han sido

observados en reportes previos de ES en C. canephora (Ayil-Gutiérrez et al., 2013).

Durante el dia -4 en nuestra cuantificacion se puede observar un aumento en la
produccion de AlA libre debido a la exposicion de la planta al medio adicionado con RCV
(Figura 3.4). Nuestros resultados concuerdan con los experimentos reportados, ya que
el contacto de nuestra planta con el medio de pre-acondicionamiento genera una
activacion de los genes TAAC1y YUCT, los cuales estan relacionados con la biosintesis
de auxinas (Ayil-Gutiérrez et al., 2013), ademas de que se ha visualizado un aumento de

AlA en nuestro sistema durante este dia (Marquez-Lopez et al., 2018).

Al dia 0 se lleva a cabo la induccién de la ES, donde por medio de estrés mecanico se
obtuvieron los explantes del segundo y tercer par de hojas, los cuales fueron expuestos
a nuestro medio de induccién adicionado con 5 BA (Quiroz-Figueroa et al., 2006a), el
factor de estrés unido a los niveles de auxinas endégenas, los cuales de acuerdo con
(Marquez-Lépez et al., 2018) muestran una mayor circulacion de AlA, generan cambios
de la cromatina ocasionando una reprogramacion celular (Nic-Can et al., 2013), la cual
le permite a la célula desarrollar la competencia embriogénica (Nic-Can et al., 2016),
siendo las Aux un inductor en la reprogramacion de las células somaticas a células

embriogénicas (Méndez-Hernandez et al., 2019).
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Durante este dia también se presenta un aumento en la expresidn de diversos genes en
comparacion con los diferentes puntos de pre-acondicionamiento e induccién, siendo
estos: PIN5, LAX1, ABCB1 y ABCB19. PIN5 mostro mayor expresion durante este dia
(Figura 3.14), tomando en cuenta su localizacion intracelular en el reticulo
endoplasmatico (RE) (Mravec et al., 2009), cumple su tarea de regulador intracelular de
los niveles de Aux (Mravec et al., 2009) facilitando su transporte hasta el nucleo, donde
promovera la interaccién entre TIR1/AFB y AUX/IAA, provocando la degradacién por
ubiquitinacién de los AUX/IAA por medio del proteosoma 26 S, ya que estas actuan como
correpresores de los ARF, encargados de transcribir los genes de respuesta rapida a las

auxinas (Weijers and Wagner, 2016)

ABCB19 también muestra mayor expresion en este dia (Figura 3.14), y es que este
transportador cuenta con otra funcién muy poco conocida que puede atribuirse a los
primeros dias de induccién de ES, debido a que estabiliza los microdominios de la
membrana plasmatica, que en dias 7, y 14 después de la induccidn, facilitara la actividad
de transporte de PINT (Titapiwatanakun et al., 2009)

El aumento en la expresion de LAX1 (Figura 3.14) durante los dias O (figura 3.1 D0) y 7
(figura 3.1 D7) es consistente con los resultados reportados previamente (Méndez-
Hernandez et al., 2021) debido a podrian facilitar la entrada de auxinas a las células para
ser posteriormente conjugadas con aminoacidos, los cuales facilitaran su reserva en la

vacuola.

14 dias después de la induccion (figura 3.1 D14) se observd un aumento en la expresion
de PINS (Figura 3.14) resultados los cuales se asocian con lo reportado por (Marquez-
Lopez et al., 2018) en el que se encontré que las células de la periferia del explante
mostraron un aumento de AIA que era acumulado en el citoplasma y transportado al
nucleo. Ademas, esta acumulacién de AlA produjo la formacién de grupos celulares en
divisién, lo cual es consistente con (Quiroz-Figueroa et al., 2006b) ya que los embriones
somaticos cuentan con un origen multicelular, lo cual permite la fusién directa del embrion

al explante.
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Al dia 21 después de la induccion (Figura 3.1 D21) se observa la generaciéon de masa
pre embriogénica, resultado consistente con lo reportado con (Marquez-Lopez et al.,
2018), ya que durante esta etapa se lleva a cabo la formacién de centros meristematicos

y embriones globulares, aunque estos ultimos no son visibles al ojo humano.

PIN1 presenta su mayor expresion este dia (Figura 3.14), esto debido a que una de sus
principales funciones en la ES es movilizar la mayor cantidad de Aux hacia las células de
la periferia por medio del TPA (Marquez-Lépez et al., 2018). LAX1 muestra cambios en
su expresion los dias posteriores a la induccién (Figura 3.14), ya que de acuerdo con
(Robert et al., 2015) este transportador se expresa en las células apicales durante las
primeras divisiones y se restringe al pro-embrion hasta la division de 16 células, ademas

de contribuir a la formacién del meristemo apical (Robert et al., 2015)

La importancia de los transportadores en la ES se puede ver reflejada en el conteo de
embriones somaticos, ya que de acuerdo a nuestros resultados al dia 56 (Figura 3.2) se
obtuvo un total de 1850 embriones en diferentes estadios (Figura 3.3) estos resultados
guardan relacion con lo reportado con (Marquez-Lépez et al., 2018) ya que la inhibicion
de los transportadores por TIBA genero una drastica disminucién en la produccién de
embriones somaticos donde obtuvo un total de 345 embriones somaticos con

deformaciones visibles.

El analisis filogenético sugiere una cercana relacidon con otras especies, lo que puede
esclarecer un poco sobre la funcion de estos en nuestro sistema. CcPIN5 muestra una
cercana relacion con AtPINS (Figura 3.12), el cual es indispensable para la homeostasis

de auxinas, contribuyendo al control intracelular de estas (Titapiwatanakun et al., 2009).

La familia de transportadores ABCB mostro resultados interesantes, ya que el gen
CcABCB1 muestra una cercana relacion filogenética con AtABCB1 (Figura 3.11),
mientras que CcABCB19 muestra una cercania con el gen OsABCB19 (Figura 3.11), el
cual muestra una cercania con AtABCB19 (Xu et al., 2014), lo cual es apoyado por
nuestros resultados, sugiriendo que tanto CcABCB19 y OsABCB14 son altamente

sensitivos al AlA.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1 CONCLUSIONES

El dia de mayor actividad en la mayoria de los transportadores es el dia 0, lo cual
podria estar asociado a la transicion que se lleva acabo en este dia de la
induccion.

El transportador PIN1 muestra incremento en el numero de transcritos en los dias
14 y 21, lo cual podria estar relacionado con las primeras divisiones del embrion
somatico.

El transportador PIN5 muestra un incremento en el numero de transcritos durante
el dia O, lo cual podria estar relacionado con el transporte de auxinas al nucleo
necesario para la reprogramacion celular.

El transportador LAX1 muestra un incremento en el numero de transcritos durante
los dias 7 y 14, lo cual podria asociarse con las primeras divisiones del embrion
somatico.

Los analisis filogenéticos muestran una cercana relacion entre Coffea canephora

y Arabidopsis thaliana.
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5.2 PERSPECTIVAS

43

Analizar los efectos de la sobreexpresion de genes asociados a los
transportadores de auxinas.

Identificar cual es la molécula sefal que producen las auxinas para la generacion
de los embriones somaticos.

Llevar a cabo una inmunolocalizacion de transportadores de influjo (LAX7), eflujo
(ABCB19 y ABCB1) y transportadores intracelulares (PIN5) para visualizar su
papel a lo largo del proceso de la ES.

Estudiar los efectos de la inhibicion en la distribucién de la auxina y las diferentes

localizaciones de transportadores de influjo y eflujo durante la ES.
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ANEXOS

ANEXO 1: CUADRO DE REACTIVOS PARA MEDIO DE CULTIVO YASUDA MODIFICADO.

Stock Reactivo mg/L Gramos
necesarios
A CaCl22H20 110 2.75
KNOs3 475 11.87
B NH4NOs3 412 10.30
KN2PO4 85 2125
C H3BO4 3.100 .0775
Naz MoOs — 2H20 125 .00312
MgSO4 — 7H20 92.5 2.31
D MnSOs — 7H20 6.83 A7
CuSO4 - 5H20 .05 .0012
ZnS0O4 — 7H20 4.3 1075
E FeSO4 — 7H20 21 525
Naz EDTA — 2H20 27.9 6975
Piridoxina 1 .025
Ac. Nicotinico 1 .025
F Tiamina 10 .25
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Myo-inositol

100

2.5

6-BA

ANEXO 2: MATERIALES Y EQUIPOS UTILIZADOS EN LAS DIFERENTES METODOLOGIAS.

Dihidratado (CaClz -2H20)

Reactivo Marca |dentificador
Fosfato monopotasico Sigma-Aldrich P-0662
(KH2PO4)
Acido bérico (HzBOs) Sigma-Aldrich B6768
Molibdato de sodio di Sigma-Aldrich M1651
hidratado (NazMoOs - 2H20)
Nitrato de potasio (KNO3) Fermont 41842
Nitrato de amonio (NH4NO3) Sigma-Aldrich A-9642
Cloruro de amonio (NH4ClI) Sigma-Aldrich A9434
Cloruro de potasio (KCI) Jalmek P4825
6-bencilaminopurina (BA, SIGMA B3408-1G
C12H11Ns)
N6-benciladenina (BA, Phyto Technology B800
Ci12H11Ns) Laboratories
Kinetina (C10HgNsO) SIGMA-ALDRICH K0763-5G
Sal potasica del acido 1- SIGMA K0763-5G
naftalenacético (C12HoKO2)
Gellan Gum PhytoTechnology G434
Laboratories
Cloruro de Calcio SIGMA-ALDRICH C8106-500G
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Tiamina

SIGMA

#BCCC3997

Piridoxina (CsH11NO3)

SIGMA

30H0244

Quimicos, péptidos y proteinas recombinantes
Murashige y Skoog (medio PhytoTech M524
MS)

Sulfato de magnesio J. T. Baker 2500-01
heptahidratado
(MgSO47H20)

Sulfato de manganeso Sigma

heptahidratado
(MnSO47H20)

Sulfato de cobre J. T. Baker 1843
pentahidratado
(CuS045H20)
Sulfato de zinc Sigma-Aldrich Z-0501
heptahidratado
(ZnS0O47H20)

Sacarosa grado |l Sigma-Aldrich S-5391

(C12H22011)

Cisteina (C3H;NO,S) Sigma-Aldrich C121800
Sulfato ferroso Sigma — Aldrich F-7002
heptahidratado
(FeS0s-7H20)

Sal disédica- Dihidratada J.T. Baker 8993-01 (CAS6381-92-6)

(Naz2 EDTA - 2H20)

Myo-inositol (C6H1206) SIGMA #SLCD9427
SIGMA 61H0366

Acido nicotinico (C6H5NO2)
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CAPITULO V

Metanol ACS(CH3OH) Fermont 67-56-1
Acetato de etilo (CaHsO2) MERCK 506188N
Acetonitrilo H.P.L.C MEYER 75-05-8
(CH3CN)
Agua H.P.L.C (H20) J.T.Baker 4218-03

2,6-Di-tert-butil-4-metilfenol,
99% (C15 H24 O

Agros Organics

Acido férmico (HCOOH) Sigma - Aldrich #STBH6997
Hidroxido de amonio BAKER ANALYZED 9721-03
(NH4OH)
Acido acético H.P.L.C. TEDIA (High Purity AS1102-002
(CH3COOH) Solvents)

Modelo experimental: Organismo

Coffea canephora

Biologia molecular

TRIZOL Sigma 93289
Cloroformo CTR 01876
Isopropanol JT baker 9038

Etanol
Resuspensor Elution solutions A Lot # 595013
Agarosa Promega Lot 0000031750
Kit sintesis de cDNA Thermo Scientific K2562
Primers T40LIGO R4855 — R4870
Taq polimerasa Thermo Scientific 00795671
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CAPITULO V

Gel red Sigma 41003
Buffer 10x Thermo Scientific 00775703
MgCl2 Thermo Scientific 00783322
Dntps Thermo Scientific R0192
Equipos
Potenciometro Hanna Instruments pH 210
HPLC Thermo Scientific Ultimate 3000
Ultracongelador Thermo Scientific 8922
Centrifuga Thermo Scientific Sorvall ST16R
Liofilizadora Labconco FreeZone 4.5
Speedvac Labconco CentriVap micro IR
Balanza AND HR-60
Termociclador Techne 5 Prime
Parrilla de agitacién y Corning PC-620D

calentamiento

Agitador Vortex Scientific Industries Vortez Genie 2
Estereoscopio Nikon SMZ 745T
Nanodrop
Bafio maria Lab line instruments N°2090/115 volts
Termociclador
Ultra pure water system Barnstead Easypure I
Materiales
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CAPITULO V

Unidad de filtro accionada
por jeringa H.P.L.C.

MILLEX-GN

SLGNX13NK
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