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RESUMEN

La embriogénesis somética (ES) es una técnica biotecnolégica Util para la propagacion
masiva de plantas con caracteristicas elite y/o con modificaciones genéticas. A pesar de
gue la ES es ampliamente utilizada en la propagacion de especies de interés comercial, el
0 los mecanismos por los que una célula somética se convierte en una célula germinativa
no se conocen del todo y gran parte de los procesos moleculares que desencadenan la
induccién del proceso embriogénico no se comprenden. Actualmente se sabe que el
nitrégeno es un componente de los medios de cultivo vegetales que es capaz de modificar
la respuesta morfogénica de las células vegetales. El nitrgeno modifica la biosintesis de
las citocininas; a su vez, estos reguladores del crecimiento modifican la homeostasis de las
auxinas, lo que seguramente provoca un cambio en la respuesta morfogénica de las células
vegetales. En estudios anteriores realizados en nuestro laboratorio se ha observado que la
relacion entre nitrégeno oxidado y nitrégeno reducido afecta de manera importante el
proceso embriogénico. Por ello, en este estudio nos propusimos determinar si los cambios
en la relacion de la fuente de nitrégeno modifican el contenido de citocininas enddgenas
durante el proceso de ES y con ello la respuesta embriogénica.

Xi
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ABSTRACT

Somatic embryogenesis (SE) is a biotechnological method used to mass-produce
plants with elite traits and/or genetic modifications. Although SE is commonly applied
to propagate species of commercial interest, the mechanisms by which a somatic
cell transforms into a germ cell are not fully understood, and much of the molecular
processes initiating embryogenesis remain unclear. It is now known that nitrogen in
plant growth media can influence the morphogenic response of plant cells. Nitrogen
affects the biosynthesis of cytokinins, which in turn regulate auxin homeostasis, likely
leading to changes in the morphogenic behavior of plant cells. Previous research in
our laboratory has demonstrated that the ratio of oxidized to reduced nitrogen
significantly impacts embryogenic development. Therefore, this study aims to
explore whether variations in the nitrogen source ratio alter the endogenous
cytokinin levels during the embryogenic process and, consequently, the

embryogenic response.
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INTRODUCCION

La ES es el proceso por el cual células somaticas llevan a cabo una reprogramacion
de su desarrollo que les permite formar embriones sin la participacion de los
gametos. Este proceso depende de un gran nimero de factores fisicos, quimicos y
genéticos que aun no son comprendidos por completo y necesitan estudiarse a
fondo para comprender las diferentes interacciones que dan lugar a la adquisicion
del potencial embriogénico por parte de las células somaticas. Entre los principales
factores se tienen los reguladores del crecimiento vegetal (RCV) como las
citocininas (CK) (Méndez-Herndndez et al.,, 2019). Las CK son moléculas
involucradas en procesos fisioldgicos como la divisién y proliferacion celular, que a
Su vez estan vinculadas con la fuente de nitrégeno del medio de cultivo. Hay una
estrecha relaciéon entre la fuente de nitrogeno y las CK, ya que el nitrato presente
en el medio de cultivo modifica la biosintesis de la trans-zeatina, la cual a su vez
modifica la homeostasis de las auxinas (Marquez-Lopez et al., 2019). Ademas, el
nitrdgeno es uno de los macronutrientes esenciales para el crecimiento y desarrollo
de las plantas; por ello, las plantas han desarrollado una compleja red de regulacion
para adaptar estos fendmenos a la disponibilidad del nitrégeno en el suelo, lo que
ha desembocado en que las rutas de biosintesis de varios RCV estén

profundamente ligadas al nitrogeno (Duarte-Aké et al., 2022).

En este trabajo, el propésito principal fue estudiar el efecto de la fuente nitrogenada,
especificamente la relacion nitrato-amonio, en la induccién de la embriogénesis
somaética y elucidar si el contenido endégeno de CK esta vinculado al efecto de la

relacion de la fuente nitrogenada.
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CAPITULOI
ANTECEDENTES

1.1. EMBRIOGENESIS SOMATICA

La totipotencia es una de las caracteristicas mas importantes y Unica de las plantas.
Esta propiedad permite a cada célula vegetal regenerar todos los tipos celulares
necesarios para formar una planta completa mediante una extensiva
reprogramacion celular. Un ejemplo claro de este potencial es la ES, un proceso
que es practicamente el mismo morfolégicamente hablando al proceso de
embriogénesis cigbtica, ya que pasa por los mismos estadios y es controlada por
mecanismos moleculares y bioquimicos similares, pero que no tiene un origen
sexual, ya que en lugar de ser gametos las células que le dan origen, en la ES son
células somaticas las que inician el proceso. Para que este proceso tenga lugar, las
células sométicas deben sufrir una extensa reprogramacion, principalmente
mediada por una serie de cambios en la expresion génica y otras cascadas de

sefializacion (Elhiti and Stasolla, 2022; Loyola-Vargas and Ochoa-Alejo, 2016).

Este fendbmeno sucede tanto ex vitro como in vitro; un modelo caracteristico para
observarlo ex vitro es el género Kalanchoe, en el que algunas especies estan
formando embriones somaticos constantemente en los bordes de sus hojas
mientras que otras especies del mismo género requieren estimulos o condiciones
especificas para ello, siendo casi siempre sefales de estrés para la planta las que

desencadenan la respuesta embriogénica (Garcés et al., 2007).

Por otro lado, en el cultivo in vitro este proceso biolégico es una herramienta de gran
utilidad en varios aspectos, principalmente para estudios sobre la totipotencia, ya
que al ser una de las principales demostraciones de esta capacidad, estudiar este
proceso arroja nuevo conocimiento sobre las vias de sefalizacion y factores
moleculares involucrados, siendo algunos de ellos esenciales para la regeneracion.
Otro aspecto primordial es el proceso de embriogénesis en general, ya que, al

compartir gran parte de la fisiologia de los embriones cigoticos, pero sin estar
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protegidos por tejido materno ni tener limitantes en cuanto a cantidad, los embriones
somaticos han permitido el analisis y comprensién de varias partes del proceso con
mayor detalle. También es necesario resaltar su importancia en protocolos de
modificacion genética y multiplicacion de plantas de interés comercial, porque al
tener un origen somatico y frecuentemente unicelular, las plantas regeneradas por
esta via son genéticamente idénticas al explante inicial (Quiroz-Figueroa et al.,
2006b; Wojcik et al., 2020)

De manera general, la ES consta de dos fases: inducciény desarrollo. En la primera,
el tejido somatico sufre una desdiferenciacion y/o rediferenciacion de las células,
dependiendo si el proceso es ES indirecta (en la que el explante pasa por una fase
de células desdiferenciadas o callo) o ES directa (sin fase de callo), en la cual las
células somaticas adquieren potencial embriogénico y se forman masas
proembrionarias o cumulos de células que daran origen a los embriones somaticos.
En la segunda fase, la de desarrollo, el tejido embriogénico o0 masas
proembrionarias completan el desarrollo y formacién de los embriones somaticos,
que siguen una via de desarrollo similar a la de los embriones cigoticos, ya que
también pasan por los estadios de embrion globular, corazén, torpedo y cotiledonar
(en eudicotiledéneas), con la diferencia siendo el destino final, ya que los embriones
cigdticos se dirigen a un proceso bioquimico que los prepara para la dormancia
previa a la germinacion, mientras que los embriones somaticos comienzan
directamente el desarrollo del meristemo apical y el crecimiento o germinacion una
vez completado su desarrollo o ES secundaria, en donde se generan mas
embriones somaticos a partir de los primeros embriones somaticos (Asghar et al.,
2023; Fehér et al., 2016; Méndez-Hernandez et al., 2019).

El andlisis molecular del proceso de ES ha permitido la identificacion de varios
genes claves en el proceso, varios de los cuales también se han llegado a encontrar
en el proceso de embriogénesis cigética. Algunos de los mas frecuentemente
mencionados y determinantes son (Fig. 1.1): SOMATIC EMBRYOGENESIS
RECEPTOR KINASE (Sertel et al.), un receptor de membrana que esta involucrado
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en la adquisicion de competencia embriogénica, ya que es parte de la cascada de
sefializacion que origina el remodelamiento de la cromatina necesario para el
cambio en la expresion génica, lo que se le ha catalogado como un marcador
importante de la ES en varias especies (Zhang et al., 2016); LEAFY COTYLEDON
(LEC), gen que codifica a proteinas necesarias para la maduracion de los
embriones, por lo que estd presente también en la embriogénesis cigotica
(Horstman et al., 2017); BABYBOOM (BBM), un factor de transcripcion que esta
involucrado en el mantenimiento de la identidad meristemética, la proliferacion y el
crecimiento celular. Este factor de transcripcion favorece la morfogénesis y esta
vinculado a otros genes considerados embriogénicos, asi como a rutas de
biosintesis de auxinas (Boutilier et al., 2002); LATE EMBRYO ABUNDANT (LEA),
codifica a proteinas necesarias para la maduracién de embriones tanto cigéticos
como somaticos, y también estan relacionadas con la respuesta a estrés (Olvera-
Carrillo et al., 2010). Estos y otros genes son considerados marcadores moleculares
en el proceso de ES debido a que estan involucrados en el proceso y a su rol

significativo en la adquisicion de potencial embriogénico.

Embriogénesis somatica (ES)
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Figura 1.1. Embriogénesis somatica, principales rutas y factores que la afectan.

Adaptado de Gulzar et al. (2020).
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Si bien la ES parece compartir caracteristicas morfolégicas y anatomicas con la
embriogénesis cigotica, en la ES se han encontrado variaciones en el proceso que
aun no tienen una explicacion clara, debido a que el modelo de estudio parece ser
anico, no solo en cuanto especies sino en cuanto a genotipos (Gulzar et al., 2020).
Algunos de los cambios que se pueden observar son el origen de los embriones,
que puede ser unicelular o multicelular (de acuerdo al nimero de células que inician
la formacion del embridn), asi como la seccidn del tejido en el que se originan, que
puede ser epidérmico o subepidérmico (Fig. 1.2). Aunque no hay una Unica forma
en la que los embriones somaticos se originan ni una regla clara que explique en
qué casos ocurre una u otra, se han observado relaciones tales como un origen
unicelular en donde los embriones se forman a partir de células epidérmicas
superficiales y un origen multicelular en donde los embriones se forman a partir de

células subepidérmicas (Yang and Zhang, 2010).

Embriogénesis somdtica Via uni o multicelular

Directa
Tejido organizado

Indirecta

Tejido sin organizacién

Figura 1.2. Origenes celulares de la embriogénesis somatica (Quiroz-Figueroa
et al., 2006).

1.2. EMBRIOGENESIS SOMATICA EN Daucus carota
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Uno de los modelos clasicos del cultivo de tejidos vegetales, en particular de la ES,
ha sido D. carota, el protagonista de dos de los tres primeros reportes de la
induccion de callos (Gautheret, 1939; Nobécourt, 1938), asi como el caso de la ES
(Reinert, 1959; Steward et al., 1958). Desde entonces, D. carota ha sido un modelo
de estudio para la ES (Fig. 1.3), los diversos factores que la afectan como los
medioambientales (Ammirato and Steward, 1971) y las diferentes formas en las que
la ES puede suceder, ya sea a partir de diferentes explantes (Kameya and Uchimiya,
1972; Nag and Street, 1973), en ausencia de gravedad (Krikorian and Steward,
1978) y con modificaciones especificas para aumentar la respuesta embriogénica
(Hari, 1980).

o °® 8B & %Q%

: Etapa 0 Etapa 1 Etapa 2 Globular Corazon Torpedo
' L L] Ll L L} 1
Fase 0 Fase 1 Fase 2 Fase 3
Reguladores
del -—> < >
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(Requerida) (Auxina inhibe la diferenciacion)
Patrones de
division > = > = > = >
celular Division desigual TD=51h TD=6.3h TD=36h
- - >
Polanidad Sintesis ARNm y ADN, Ca++

Division celular, (Auxina)

Figura 1.3. Aspectos morfolégicos vy fisiolégicos de la embriogénesis somatica

de la zanahoria. TD = tiempo de duplicacion. Figura tomada de Fujimura (2014).

Las principales ventajas de este modelo residen en la rapidez con la que crecen las
suspensiones celulares a partir de la cual se induce la ES, ya que alcanzan la fase
estacionaria en 14 dias; la induccion de la ES es simple, solo requiere la disminucion
del nimero de células y eliminar el acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) con el que

se mantiene la suspension celular (Fujimura, 2014; Fujimura and Komamine, 1975).
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Ademas, la eficiencia del modelo es alta, formando hasta millones de embriones
somaticos por litro de medio de cultivo y se puede manipular facilmente la
composicion del medio de cultivo, asi como sincronizar mediante el tamizado

(Fujimura and Komamine, 1979).

Todas estas facilidades han permitido que la ES en D. carota pudiera ser estudiada
con gran detalle, desde servir para las primeras descripciones de los estadios por
los que pasa el desarrollo de los embriones somaticos (Fujimura and Komamine,
1980) hasta ser utilizado para el andlisis de los aspectos moleculares del proceso
(Raghavan, 2006), al grado de contar con el estudio de la ES de mutantes como la
reportada por Giuliano et al., (1984) variante, tsl1c, que es sensible a la temperatura
ya que no puede regenerarse a 31-33 °C (temperatura no permisiva), pero si forma

embriones a 24 °C (temperatura permisiva).

Otro de los descubrimientos importantes de la ES en D. carota esta vinculado al
efecto del nitrdgeno durante la induccién de ES, que marco el inicio del estudio del
efecto de la fuente de nitrégeno en este proceso (Dougall and Verma, 1978; Halperin
and Wetherell, 1965; Reinert et al., 1967). En el primer estudio a cargo del grupo de
Dougall (Wetherell and Dougall, 1976), se modifico la fuente inicial de nitrdgeno (40
mM de nitrato de potasio y 10 mM de cloruro de amonio) afiadiendo diferentes
compuestos nitrogenados al medio de cultivo. Asi, fue que se determiné que
concentraciones tan pequefias como 0.1 uM de cloruro de amonio afiadido a un
medio que contiene solo nitrato permite la formacion de embriones somaticos y 10
mM de cloruro de amonio es casi 6ptimo cuando el nitrato se encuentra en el rango
de concentracion de 12 a 40 mM. Las conclusiones mas importantes de ese trabajo
sugieren que se requiere una fuente de nitrégeno reducida como suplemento del
nitrato para un crecimiento rapido del cultivo y la induccion de ES en cultivos de
zanahoria y que el pH final del medio es influido de manera considerable por la

relacion nitrato-amonio suministrada al medio de cultivo.

1.3. FACTORES QUE AFECTAN LA EMBRIOGENESIS SOMATICA



CAPITULO |

Si bien la ES se reportd por primera vez a final de los afios 50’s, aun no se han
elucidado todos los mecanismos involucrados en el proceso, incluso a pesar de
haber sido abordado desde varios puntos de vista como el molecular, el quimico y
el fisioldégico. Si bien se cuenta ya con descripciones anatdmicas y morfolégicas
detalladas, no hay descripciones moleculares ni bioquimicas completas del
respecto. Esto se debe a que la reprogramacion celular requerida es altamente
compleja, involucra una gran cantidad de genes y otras moléculas, casi todos ellos
relacionados entre si en complejas cascadas de sefializacion, eso sin tomar en
cuenta que la ES puede desencadenarse de varias formas, lo que involucra sefales

diversas.

Otro obstaculo importante es que el proceso es esencialmente diferente para cada
genotipo, dificultando el trasladar los aprendizajes del estudio de modelos clasicos
como D. carota a otros organismos (Yang and Zhang, 2010). Este proceso depende
de una gran cantidad y variedad de factores fisicos (temperatura, humedad,
condiciones de luz), quimicos (pH, RCV, metales pesados) y genéticos. Si bien en
la mayoria de los estudios sobre ES resalta el efecto de los RCV; los RCV
desencadenan una serie de sefiales moleculares que regulan la transcripcion de
genes especificos que liberan el programa genético de las células y median la
transicion entre las fases de desarrollo embrionarias (Fehér, 2015; Kikuchi et al.,
2006; Nomura and Komamine, 1995). Si bien todos los RCV se encuentran en
mayor o menor medida involucrados entodo el proceso de reprogramacion genética
y desarrollo de la ES, hay dos de ellos que resaltan de manera especial: las auxinas
y las CK (Asghar et al., 2023). Estos dos tipos de reguladores estan involucrados
en un gran namero de eventos fisioldgicos de las plantas, pero sus actividades
principales estan vinculadas al crecimiento y la proliferacion celular, particularmente
cuando estan juntos, siendo un ejemplo de esto su uso en el cultivo de tejidos (Lee
et al., 2024).

Por otro lado, si bien los RCV pueden considerarse como factores clave que

determinan el proceso de ES, muchas veces las sefiales de crecimiento y desarrollo
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tienen un origen mas primario, como lo pueden ser los nutrientes que componen el
medio de cultivo, tan es asi que se ha encontrado que los nutrientes minerales
pueden afectar la sensibilidad de las células a los RCV (Ramage and Williams,
2002). Entre estos nutrientes, el nitrdgeno es uno de los que influyen en la induccion
de la ES, pues modifican la homeostasis de los RCV como las auxinas y las CK
(Duarte-Aké et al., 2022). Otro nutriente que ha demostrado tener un efecto en la
ES es la fuente de carbono, con un papel importante en la histodiferenciacién de los
embriones somaticos y la regulacion de la expresidén génica, ademas de que la
fuente de carbono frecuentemente afecta también el potencial osmotico del medio
(Yaseen et al., 2013).

Las condiciones del explante también son determinantes para la respuesta
embriogénica, generalmente explantes de tejidos jévenes responden mejor a la
reprogramacion extensiva necesaria para inducir la ES. El contenido endégeno de
RCV del explante también debe ser un factor a considerar, ya que la induccion de
la ES tiene como primer objetivo el terminar el programa de expresion genética del
explante y reemplazarlo por un programa de expresion embriogénico (Von Arnold
et al., 2002; Yang and Zhang, 2010).

En la mayoria de los protocolos, infligir una herida al explante y el estrés que induce
es otro factor importante para desencadenar la repuesta embriogénica, ya que al
estar las células de un tejido tan habituadas a la comunicacion intercelular para
mantener sus respectivas condiciones fisiolégicas, la interrupcion de estas sefiales
entre células genera un estrés, que de agravarse con otras condiciones estresantes,
como en el caso del cultivo in vitro, promueve una reprogramacién genética como
medida adaptativa de supervivencia (Nic-Can et al., 2016). Ademas, se ha
encontrado que las heridas provocan la produccién de una serie de respuestas que
favorecen la formacion de embriones somaticos, como las especies reactivas de
oxigeno y la expresion de genes codificantes de factores de remodelacion de la
pared celular, lo que esta ligado a la adquisicion de un destino celular (Elhiti and
Stasolla, 2022).

10
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En resumen, se podria considerar al proceso de ES como una respuesta ante el
estrés, una medida extrema para lidiar con el problema asegurando la sobrevivencia
de la especie mediante la formacion de plantas completas, que a pesar de ser
estudiada desde hace tiempo es posiblemente el tipo de regeneracion vegetal

menos comprendido (Fehér, 2015).

1.4. NITROGENO

Como uno de los componentes principales de biomoléculas como los acidos
nucleicos, los aminoacidos y la clorofila, el nitrogeno (N) es uno de los
macronutrientes mas importantes para las plantas. Las plantas absorben el
nitrogeno del suelo en formas inorganicas, como el nitrato (NOz") y el amonio (NHa4%),
o en formas organicas, como aminoacidos y péptidos, aunque el NOs- suele ser la

forma de N preferida por las plantas superiores (O'Brien etal., 2016).

La toma de NOsz, su transporte y almacenamiento esta mediada por transportadores
de la familia NITRATE TRANSPORTER 1/PEPTIDE TRANSPORTER FAMILY
(NPF),NITRATE TRANSPORTER 2 (NRT2), CHLORIDE CHANNEL FAMILY (CLC)
y SLOW ANION ASSOCIATED CHANNEL HOMOLOG (SLAC/SLAH). Una vez
dentro de la célula, el NOs™ se almacena en la vacuola para evitar efectos adversos
en caso de estar presente en exceso. El primer paso en la asimilacion del NOs™ es
la reduccion del NOz~ a NO2™ por la accion de la nitrato reductasa (NR), a lo que
sigue el transporte del NOz2" al cloroplasto para ser reducido a NH4* por la ferredoxin-
nitrito reductasa (NiR). Una vez generado el NH4*, éste se asimila por medio de la
actividad de las enzimas glutamina sintetasa y la glutamato sintasa, con lo que el N
se integra de manera organica en la célula en forma de aminoacidos (Duarte-Aké et
al., 2022).

Desde el inicio del cultivo de tejidos vegetales in vitro se ha estudiado a detalle el
efecto de cada nutriente mineral en el crecimiento y desarrollo de las plantas, en el
caso del N se ha determinado que es un elemento necesario para la diferenciacion

de las células vegetales y el desarrollo de los embriones somaticos (Reinert et al.,

11
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1967), incluso se ha llegado a considerar al NOgz-, la fuente de N inorganica mas
utilizada, tan influyente como un RCV en si mismo al actuar como molécula sefal
(Krouk, 2016; Trewavas, 1983).

La naturaleza de la fuente de N mas conveniente para la planta dependera del pH,
ya que por un lado el NH4* esta involucrado de manera mas directa en las rutas
metabdlicas comparado con el NOs-, que requiere ser convertido en NH4* antes de
integrarse a las principales rutas metabdlicas, pero justamente es esta rapidez en
la absorcién del NH4* lo que lo vuelve inconveniente como Unica fuente de N en el
cultivo in vitro, ya que debido a que la toma de NHa4* por parte de la célula provoca
una salida de protones al medio que contribuye a la acidificacion del mismo,
afectando el crecimiento y desarrollo (Pasternak and Steinmacher, 2024; Raven,
1986). Para la eficaz absorcién del N, un pH acido es preferible, lo que depende de
la presencia de ambos iones (NOs y NH4*) en el medio, ya que tras la rapida
absorcion del NHs4* y la consecuente acidificacion del medio, se estimula la
absorcién del NOz-, lo que contribuye al incremento del pH, regresando a un nivel

adecuado para el cultivo (Duarte-Aké et al., 2022).

De manera mas detallada, se ha determinado que la naturaleza de la fuente de
nitrogeno, su contenido total, disponibilidad y la relacion de NOs3/NHa4* tiene un
efecto importante en varios sistemas in vitro, incluyendo la ES (Fuentes-Cerda et
al., 2001; Méndez-Hernandez et al., 2019). Para la mayoria de los cultivos, a pesar
de la variacion entre las diferentes combinaciones y tipos de fuente nitrogenada, la
cantidad total de N optima ronda los 15 mM (Pasternak and Steinmacher, 2024). La
formula que ha resultado ser mas efectiva durante la ES en varias especies suele
ser una mezcla de NO3z™ y NH4*, 0 una combinacion de alguna fuente de N inorganico
y N organico (amino&cidos); esto, debido a una serie de factores que van desde el

vinculo del N con los RCV hasta el efecto del N en el pH del medio.

Aunque existen estudios en los que el correcto crecimiento celular se ha dado ante
la presencia solo de NO3z (Neumann et al.,, 2009; Neumann and Pauler, 1969;
Ramage and Williams, 2002) o solo de NH4* (Gamborg and Shyluk, 1970; Halperin

12
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and Wetherell, 1965), también existen evidencias en las que, si bien el NO3 es
suficiente para permitir el crecimiento y division de las células vegetales en cultivo
de tejidos, no permite el desarrollo de tejidos embriogénicos, problema que se
soluciona al afadir NH4* al medio de cultivo (Cunha and Fernandes-Ferreira, 1999;
Tazawa and Reinert, 1969). Por otro lado, el NH4* parece promover la formaciéon de
embriones somaticos, pero los cultivos con NH4* como Unica fuente de N muestran
un crecimiento lento y eventualmente el pH del medio es demasiado acido,
afectando uno de los factores que influyen en procesos morfogénicos como lo es la
ES (Mihaljevic et al., 2011).

La fuente de N ha demostrado ser tan importante no solo en su forma inorgénica,
sino también en forma organica, como los aminoacidos. El uso de aminoacidos y
fuentes de nitrdgeno organicas en protocolos de ES es una practica comun (Loyola-
Vargas et al., 2016). Por ejemplo, se ha encontrado que la adicion de glutamina es
crucial para el metabolismo primario de aminoécidos, asi como para la proliferacion
de cultivos embriogénicos, resultando especialmente efectiva en medios con NO3z
para el desarrollo de los embriones somaticos (Carlsson et al., 2017; Dahrendorf et
al., 2018). De la misma forma, en algunas especies, la respuesta embriogénica
aumenta en un medio que contiene glutamina y NHa* en comparacién con el medio
gue solo contiene NHa* (Mihaljevic et al., 2011), ya que el efecto de los aminoacidos
en la ES también depende de la especie, el explante o la respuesta morfogénica
esperada. El efecto de los aminoacidos llega a ser tan determinante en algunos
casos como para dictar la competencia embriogénica de un cultivo, como en el caso
de Cryptomeria japonica, en el que se determind que las células no embriogénicas
de las suspensiones celulares tenian una mayor produccion de glutamina, lo que
estimulaba y mantenia la competencia embriogénica de las células embriogénicas
del cultivo, por lo que al separarlas, éstas Ultimas perdian la capacidad de formar

embriones (Ogita et al., 2001).

Para lidiar con la variante disponibilidad de NOs en el suelo, las plantas han

desarrollado mecanismos que balancean la asimilacion de NOs con los
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requerimientos de crecimiento, principalmente regulando componentes de las redes
de regulacion de los RCV a nivel molecular, cuya funcion es coordinar casi todos
los aspectos del crecimiento; también son importantes integradores endégenos y
traductores del estado del N a respuestas adaptativas de la planta (Abualia et al.,
2023). Es asi como el N puede regular la biosintesis, conjugacion, degradacion y
transporte de diferentes RCV, ajustando el crecimiento y desarrollo vegetal de
procesos como la ES a la disponibilidad de N (Kiba etal., 2011; Krouk, 2016).

Si bien no se ha identificado con precision el papel del N en todo el proceso de ES
a nivel molecular, existen varias hipotesis al respecto (Fig. 1.4). Una de estas
hipotesis esté vinculada al estrés como factor de cambio del programa celular (Nic-
Canetal., 2016), mientras que otras de las hipotesis atribuyen su efecto a la relacion
que existe entre el N y los RCV, principalmente aquellos involucrados en el proceso

de reprogramacion celular de la ES: auxinas y CK.
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Figura 1.4. Modelo hipotético del metabolismo del N y su relacion con la ES
(Duarte-Aké et al.,, 2022). L-GIn: L-glutamina; AIA: acido indol-3-acético; CK:
citocinina; IPT: isopentenil transferasa; AFB3: auxin-signaling F-box 3; Aux/IAA:
reguladores de la respuesta a auxina;, ARFs: factores de respuesta a auxina;
DAHPS1: primera enzima en la biosintesis de aminoacidos aromaticos; DHQ-
sintasa: 3-deshidroquinato sintasa; GlIn: glutamina; Glu: glutamato; Trp:

triptéfano; WUS, BBM y LEC: genes \inculados a la respuesta embriogénica.
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En el caso de las auxinas, el N puede no solo afectar la biosintesis de las mismas
al afectar genes clave como PIN-FORMED (PIN) o TRYPTOPHAN AMINO-
TRANSFERASE RELATED 2 (TAR2) o debido al efecto de aminoacidos como el
triptofano que estan intimamente ligados a la sintesis de auxinas, sino que también
se ha observado un papel importante del NO3™ en cuanto al transporte de auxinas
desde los brotes hacia las raices, siendo esta relacion tan estrecha que se han
reportado transportadores de NOs  que pueden transportar auxinas (Krouk, 2016;
Ma et al., 2014). Del lado del NH4*, se han encontrado casos en los que usar NH4*
como fuente de N estimula la sintesis de auxinas (Pencik et al., 2015), asi como la
relacion auxina/CK (Endres et al., 2002; Fei and Vessey, 2003).

En otros casos, el NHa* provoca una disminucion en el contenido de CK (Rahayu et
al., 2005), lo que aunado a las evidencias en las que afiadir CK al medio de cultivo
compensaba la falta de NH4* en el medio (Halperin and Wetherell, 1965), sugiere
que tienen una funcién similar en la formacion de los embriones somaticos. Otro
efecto que se ha encontrado de la fuente de N sobre las CK es la induccion de su
biosintesis, al incrementar los niveles de CK (Garnica et al., 2010; Poitout et al.,
2018), lo cual se vincula a una sefial necesaria para el crecimiento radicular, ya que
hay evidencia de que las CK actian como moléculas mensajeras de larga distancia
del NOsz™ (Vega et al., 2019) y modulan la respuesta y asimilacién del N, al reprimir
la expresion de genes de proteinas relacionadas al transporte del N (Kiba et al.,
2011).

1.5. CITOCININAS

De manera general, las CK se han definido como sustancias que promueven la
divisién celular de manera similar a la kinetina, la primera CK identificada, si bien
esta CK no es natural (Skoog and Armstrong, 1970). Las CK son uno de los
principales grupos de RCV, ya que controlan cambios en la diferenciacion celular y
regulan procesos del crecimiento junto a las auxinas, por lo que se puede decir que
son un grupo esencial y determinante para modelar los diferentes destinos celulares

a lo largo del ciclo de vida de las plantas (Hluska et al., 2021; Li et al., 2021).

15



CAPITULO |

Ademas, las CK estan involucradas en una amplia gama de procesos fisiologicos
como el desarrollo vascular y floral, la homeostasis de nutrientes, y las respuestas
al estrés abidtico, apertura de los estomas, desarrollo de las raices laterales,
regulacion del transporte de auxinas polares y el crecimiento de las raices
(Marquez-Lopez et al., 2019).

Las CK son un grupo de RCV derivados de la adenina con distintas sustituciones
en la posicion N© del anillo de la adenina (Fig. 1.5). Hay dos grupos de CK por el
tipo de cadena lateral que contienen, el primer grupo y mejor caracterizado tiene
una cadena lateral isoprenoide; estas CK comprenden a la zeatina (en su
configuraciones cis (cZ) y trans (t2)), la dihidrozeatina (DZ) y la N®-(A2-isopentenil)
adenina (iP). Si bien estan agrupadas por su cadena lateral, estas CK resultan tener
actividades y efectos muy diferentes en las plantas (Kamada-Nobusada and
Sakakibara, 2009).
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Figura 1.5. Citocininas clasificadas de acuerdo con su cadena lateral.
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Las CK aromaticas tienen un grupo bencilo o hidroxibencilo aromatico en la posicion
N6, siendo las principales CK aromaticas presentes en los tejidos vegetales la
metatopolina (mT), la ortotopolina (oT), la 6-benciladenina (BA) y derivados de 6-
BA (Fig. 1.5) (Saenz et al., 2003). A diferencia de las CK isoprénicas, no se conoce
mucho sobre su metabolismo, especialmente su biosintesis, debido a que son las
CK menos frecuentes en plantas y se carece de un modelo de estudio apropiado.
El Unico estudio al respecto fue un acercamiento desde la IPT, se queria averiguar
si esa enzima seria la clave de la sintesis de CK aromaticas, pero las plantas de
Arabidopsis transformadas con IPT de alamo (especie donde se inicio la
caracterizacion de las CK aromaticas debido a su predominancia) no mostraron
ningun contenido de CK aromaticas, aunque no es evidencia suficiente para
descartar la importancia de las IPT en la sintesis de CK aromaticas, ya que tal vez
éstas necesitaban un sustrato diferente (Jaworek et al., 2019). Una de las pocas
cosas que se saben de estas CK, es que tienen la capacidad de unirse tanto a los
receptores de CK como a la CKX, aunque no activan a los receptores ni son

sustratos de la enzima.

Las CK se presentan en las plantas como nucleétidos, nucledsidos, como bases
libres y como conjugados; estos ultimos son de dos tipos distintos: glucosilacion y
alanilacion. Estas modificaciones se dan principalmente en la posicion O y en la
posiciones N3, N® o N7, siendo parte importante de la homeostasis de las CK, ya
que las glucosilaciones provocan que las CK sean almacenadas, siendo este un
cambio reversible, mientras que la alanilacién es irreversible y marca a las CK para

su degradacién (Marquez-Lépez et al., 2019; Sakakibara, 2006).

1.6. SINTESIS DE CITOCININAS

La sintesis de CK isoprenoides tiene dos rutas dependiendo de su sustrato principal;
la primera utiliza una molécula de adenosin difosfato o trifosfato (ADP o ATP) y al
dimetilalil pirofosfato (DMAPP) proveniente de la via del metileritriol fosfato (Cheng

etal.) o de la ruta del mevalonato (MVA), siendo la primera la méas frecuente para la
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sintesis de iP y tZ, mientras que la ruta MVA es mas comun para la formacién de cZ
(Fig. 1.6). En la segunda, la base nitrogenada proviene de la adenina 37 del ARNt,
que se prenila con la cadena proveniente del DMAPP dando como producto
pirofosfato y dimetilaliladenina3’ARNt. Esta reaccion es catalizada por una familia
de enzimas denominadas isopentenil transferasas, produciendo
isopenteniladenosina-5’-difosfato  (iPRDP) o isopenteniladenosina-5’-trifosfato
(iPRTP).

N~#SOH
— NN b
e PRTP P zRTP tRNA
DMAPP o oo tRNA-IPT ]|
+ 14 14
ATP/ADP/avP — PN L~ OH prenyl-tRNA
NN NN 4
—_— Sy i X i
") iPRDP o) zRop cis-prenyl-tRNA
OHOH OH OH ‘
1, 1; oH
L aek CYP735A oo 3 e Lo H,(\:l
u)\li ! 'R':DA'NJ i > P
@, iPRMP "°k_>| ZRMP L) DZRMP o) czrMmP
OH OH DH OH DH OH W OHOH
.I’ @ OH” »f @
H Hr MOH HN’\’L l
HO| o, HO o, HO| o,
douou |PR O%W?H rZR I = DZFl %%?H cZR
.2 o2 OH
ol HN/\/L
L ] > N‘N>tZ ________ |N> b7 "i)\,I[N?cZ
1 \,/ w E/Gém 1
N-glucésido N-glucésido O-glucosido Ade
tZ7G, t79G 0-gl id.
(iP76, iP9G) Cadena lateral ( ) glucssido (cZOG, cZROG) Cadena lateral

(tZ0G, tZROG)

Figura 1.6. Modelo de sintesis de citocininas isoprenoides. 1, fosfatasa; 2, purina
nucleosido fosforilasa; 3, zeatina reductasa; 4, cis-hidroxilasa; 5, tentativamente
una PB-glucosidasa (Sakakibara, 2024). DMAPP: dimetilalii pirofosfato;
ATP/ADP/AMP: tri/di/mono fosfato de adenosina; IPT: isopentenil transferasa,;
iPRTP/iPRDP/iPRMP: isopenteniladenosina-5’-trifosfato/isopenteniladenosina-
5’-difosfato/isopenteniladenosina-5’-fosfato; CYP735A: citocromo P450
monooxigenasa 735A; tZRTP/tZRDP/tZRMP: nucleésidos 5'-monofosfatos de
citocinina; LOG: lonely guy; GY3: 5'-ribonucleétido fosfohidrolasa grain yield 3;
AK: adenosina cinasa; CPN: citocinina/purina ribosido nucleosidasa; CKX
citocinina oxidasa; UGT85A1/UGT76C2: O-glucosiltransferasa; BGLU44: [3-
glucosidasa.

Una vez afiadida la cadena isoprénica, estos productos pueden ser hidroxilados en
esta por una enzima de la familia del citocromo P450, formando tZ-ribosido-5’-

fosfatos (tZRPs). En el segundo paso, el de formacion de CK activas, hay dos rutas
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reportadas: en la primera, los nucledtidos inactivos se transforman directamente en
bases libres por la accion de LONELY GUY (LOG) que exhibe una actividad de

citocinina ribésido 5'-monofosforribohidrolasa.

La segunda, la independiente de LOG, permanecio desconocida por muchos afios
hasta que se encontr6 a la enzima GY3, que actia como 5'-ribonucleotido
fosfohidrolasa, convirtiendo los nucledtidos de CK inactivos en ribésidos y
finalmente la citocinina/purina ribosido nucleosidasa 1 (CPN1) forma las bases libres

biolégicamente activas (Kojima et al., 2023; Wu et al., 2023).

1.7. NITROGENO Y LA SINTESIS DE CITOCININAS

Al tratar de elucidar el mecanismo por el cual el contenido de N afecta la
concentracion endégena de CK, se ha encontrado evidencia que sugiere que la
fuente nitrogenada puede afectar la sintesis de CK, principalmente al modificar la
expresion de genes que codifican a enzimas que patrticipan en este proceso (Fig.
1.7), siendo los principales genes afectados los que codifican a la IPT (Duarte-Aké
et al., 2022; Krouk, 2016).

DMAPP +  ATP/ADP/AMP + HMBDP

lms 11

— iPRP§ ———» tZRPs DZRMP ﬁ
A 1 \ 2: 5'-nucleotidasa o fosfatasa
3: adenosin nucleosidasa
4| 2 4|l 2 4(| 2 o
4: adenosin cinasa
y v v 5: purina nucleosido fosfatasa
6t 7 T
8 iPR > {ZR » DZR 7: zeatina reductasa
4 \0\ 1,0/ : 4 8: fosforribosiltransferasa
Ado . inai
513 5|3 5| 3 9:zeatinaisomerasa 2
' / — \ \ 11: ARNt IPT
70 ﬁ?(\
e i > > DZ

P 1z
6 7
s 11
<— tANA-P <——— tRNA + DMAPP

Figura 1.7. Modelo de sintesis de citocininas y el efecto del nitrato en diferentes
enzimas. Adaptado de Sakakibara et al. (2021). DMAPP: dimetilalil pirofosfato;
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ATP/ADP/AMP: tri/di/mono fosfato de adenosina; HMBDP: (E)-4-hidroxi-3-metil-
but-2-enil  pirofosfato;  IPRPs/tZRP/DZRMP: nucleétidos;  IPR/tZR/DZR:

nucleosidos; iP: isopenteniladenina; tZ: trans-zeatina; DZ: dihidrozeatina.

El primer paso de la biosintesis de la CK est4d catalizado por las
isopenteniltransferasas (IPT). Su nombre es dimetilaliitransferasas, ya que el
sustrato es el dimetilalil pirofosfato (DMAPP), y no el A3-isopentenil difosfato (IPP);
aun asi, este es el nombre que se ha generalizado para la primera enzima de la ruta

(Mérquez-Lépez et al., 2019).

Actualmente se reconocen tres clases de isopenteniltransferasas implicadas en la
biosintesis de las CK: la adenilato dimetilaliltransferasa (dependiente de AMP; EC
2.5.1.27), la ARNt dimetilalitransferasa (EC 2.5.1.75) vy Ila adenilato
dimetilaliltransferasa (dependiente de ADP/ATP; EC 2.5.1.112). De éstas, la Unica
gue ha demostrado tener restricciones por el sustrato, es la ARNt
dimetilaliltransferasa teniendo actividad Unicamente sobre la adenina 37 del ARNt,
mientras que las otras dos adenilato IPT pueden utilizar varias moléculas
(Sakakibara, 2010).

Arabidopsis tiene nueve miembros en la familia IPT, mientras que el arroz tiene diez
genes. Los genes IPT estan mejor caracterizados en Arabidopsis, en donde se
identificd una division en grupos de IPT2 y IPT9, que codifican a ARNt IPTs,
mientras que los demas genes muestran una relacion mas cercana al gen IPT/TMR
bacteriano, con lo que AtIPT1 y AtIPT3-8 son los principales genes involucrados en

la sintesis de CK como la iP y la zeatina (Argueso and Kieber, 2024).

En numerosos estudios y modelos se ha encontrado que la fuente nitrogenada
influye en la expresion de los genes IPT, concretamente en IPT3 e IPT5, si bien de
manera diferente: mientras que IPT3 tiene una respuesta rapida y especifica al NOs
, IPT5 presenta una respuesta a mas largo plazo que se activa tanto con NO3" como
con NH4* (Hluska et al., 2021; Sakakibara, 2005). Esta respuesta es clave en la
sefalizacion del N, ya que las CK se vuelven mensajeras a larga distancia sobre la

disponibilidad de N, regulando una amplia gama de genes involucrados en el
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metabolismo y desarrollo, asi como en la adquisicibn de otros nutrientes
(Sakakibara, 2006).

Después de la accion de la IPT en la biosintesis de CK, la cadena isoprénica del
producto obtenido, un nucleétido N&-(A2%-isopentenil) adenina (iP), debe ser
hidroxilado por una citocromo P450 monoxigenasa (CYP735A1 o CYP735A2) para
generar CK del tipo tZ. La expresion de CYP735A2 es inducida por CK, lo que
apunta a que estos genes también son sensibles al NOs™ ; en este caso, CYP735A

responde a la CK sintetizada por IPT3 (Sakakibara et al., 2006).

A pesar de contarse con evidencias de la relacion entre el N y las CK, la integracion
de la ruta de sefalizaciébn completa y todas las implicaciones que tiene durante el

crecimiento y desarrollo vegetal alin no se comprende (Krouk et al., 2011).

1.8. JUSTIFICACION

La ES es un proceso, que ademas de ser una poderosa herramienta biotecnologica,
es un ejemplo de la totipotencialidad de las células vegetales. Desafortunadamente,
no se entiende del todo y no se tiene certeza de las sefiales que llevan a las células
sométicas a la adquisicion y desarrollo del potencial embriogénico. A la fecha se
sabe que las auxinas y las CK juegan un papel clave e interrelacionado en el inicio
de la ES, principalmente mediante la expresién de genes como los de la familia de
la isopentenil transferasa, primera enzima de la biosintesis de CK. Por todo lo
anterior, comprender como estas sefales regulan el proceso de ES representaria
un avance importante en los protocolos de multiplicacion de especies de interés

comercial y en el conocimiento cientifico de la ES.

1.9. OBJETIVO GENERAL

Elucidar si la sintesis de CK es afectada por la fuente de nitrdgeno durante el

proceso de ES.

1.10. OBJETIVOS ESPECIFICOS
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e Analizar el efecto de diferentes fuentes de nitrdgeno en el proceso de

induccién de la ES.

e Analizar el efecto de diferentes fuentes de nitrégeno en el contenido de CK

durante el proceso de induccion de la ES.

1.11. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Los cambios en la relacion de la fuente de nitrdgeno en el medio de cultivo
modifican la sintesis de CK durante la induccion de la ES?

1.12. HIPOTESIS

Si el cambio en la relacion de la fuente nitrogenada afecta la expresion de los genes
de la biosintesis de CK, modificando el contenido endégeno de CK, entonces la

respuesta embriogénica cambiara.

1.13. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

De manera general, se llevd a cabo la induccion del proceso de ES en explantes
obtenidos de plantas de Coffea canephora cultivadas in vitro y en suspensiones
celulares de D. carota utilizando diferentes relaciones en la fuente de nitrdogeno (NO3-
INH4%), manteniendo la concentracion de nitrogeno total en 15 mM para C.
canephora y 60 mM para D. carota. Se utilizaron cinco relaciones de NOz/NH4*,
sé6lo nitrato, s6lo amonio, 2:1, 1:1 y 1:2. Finalmente, se evalu6 el contenido de CK.
(Figura 1.8).
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Figura 1.8. Diagrama general de la estrategia experimental.
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MATERIALES Y METODOS
2.1. INTRODUCCION

El proceso de ES ha sido estudiado por décadas debido a lo complejo y multifactorial
gue es, particularmente en cuanto a genotipo se refiere. Aunque se han encontrado
factores comunes, como la participacion de los RCV en el proceso (principalmente

auxinas y CK), la influencia de éstos no es idéntica para cada caso.

En este caso, se utilizaron dos modelos para el estudio del efecto de la fuente
nitrogenada enla ES: C. canephora yD. carota. La primera es una especie de gran
interés comercial alrededor del mundo, lo que ha impulsado el establecimiento de
protocolos de propagacion eficientes como el de Quiroz-Figueroa (2006a). Por otro
lado, D. carota es un modelo para el cultivo de tejidos desde sus comienzos, incluida
la ES.

Si bien estos dos modelos son muy diferentes entre si, siendo uno ES directa y el
otro ES indirecta, se probaron de maneras similares los efectos de la relacion NO3-

INH4*, en ambos casos manteniendo la cantidad de N total igual.

2.2. MATERIALES Y METODOS
2.2.1. MATERIAL BIOLOGICO

2.2.1.1. Coffea canephora

Se utilizaron plantulas cultivadas in vitro de C. canephora que contaban con al
menos tres pares de hojas. Las plantulas fueron colocadas en condiciones de
preacondicionamiento por 14 dias en un medio formado por las sales del medio de
Murashige y Skoog (Murashige and Skoog, 1962) (MS, Phyto Technology
Laboratories, M524), suplementado con tiamina-HCI 29.6 uM (Sigma, T3902), mio-
inositol 550 uM (Sigma, 15125), cisteina 0.15 pM (Sigma, C121800), acido nicotinico
16.24 pM (Sigma, N4126), piridoxina-HCI 9.72 puM (Sigma, P9755), sacarosa 87.64
UM (Sigma, S539) y Gellan gum 0.285% (p/v) (Phyto Technology Laboratories,
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G434), acido naftalenacético (ANA) 0.44 uM (Sigma, N1145) y kinetina (KIN) 2.32
MM (Sigma, K0753) ajustado a pH 5.8 e incubadas en condiciones de fotoperiodo
(150 umol m1s1) 16 h luz/ 8 h oscuridad a 25 + 2 °C.

2.2.1.1.1. INDUCCION DE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA EN Coffea

canephora

La induccién de la ES se llevé a cabo como se ha sido descrito previamente por
Quiroz-Figueroa et al. (2006a). Brevemente, tras los 14 d de preacondicionamiento,
se tomaron explantes del segundo y tercer par de hojas con un sacabocados de 0.8
cm de didmetro y se colocaron 5 explantes en 50 mL de medio de Yasuda
modificado (Yasuda et al., 1985) adicionado de benciladenina 5 pM (Phyto
Technology Laboratories, B800), contenido en matraces de 250 mL.

Para evaluar el efecto de la relacién de las fuentes nitrogenadas, se usaron cuatro
tratamientos adicionales al testigo. EI medio de cultivo fue el mismo, excepto por la
cantidad de NH4* y NOz". Las relaciones entre las dos fuentes de nitrégeno se

muestran en el Cuadro 2.1.

Cuadro 2.1. Tratamientos empleados con las diferentes relaciones de NO3/NHa*.
La relacion 2:1 es el testigo.

Relacion Concentracion
KNOs3 | NHaNOs3 KCI NHaClI
NO3/NH4* NO3/NHs*
1:0 15 mM: 0 mM 15 mM
01 0 mM: 15 mM 5mM 15 mM
2:1 10 mM: 5 mM 5mM 5mM
1:2 5 mM: 10 mM 5mM 5mM 5mM
1:1 75 mM: 7.5 mM 75mM | 7.5 mM

Los matraces se mantuvieron en la oscuridad a 25 + 2 °C y una agitacion de 55 rpm
durante 56 d. Para los analisis posteriores se tomaron muestras durante la induccion

de la ES (7, 14, y 21 d). Los embriones somaticos derivados de los explantes se
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examinaron, documentaron y cuantificaron bajo un estereomicroscopio (SMZ745T,
Nikon, Tokio, Jap6n) con una camara adaptada (EOS Rebel T3i; Canon, Melille,
NY, EE. UU.).

2.2.1.2. Daucus carota
2.2.1.2.1 INDUCCION DE CALLO A PARTIR DE SEGMENTOS DE RAIZ

Para la induccion de callos a partir de la raiz de zanahoria (Daucus carota; variedad
Imperator, marca: Daily salad) se seleccionaron zanahorias sin dafios visibles, con
un didmetro de entre 3 y 5 cm. Las zanahorias se lavaron con agua de grifo y jabon
para eliminar cualquier suciedad o contaminante en su superficie. Posteriormente,
se eliminé 1 cm de la parte superior y 2 cm de la parte inferior desechando ambos
cortes. Con un pelador se retird la cubierta exterior de la raiz y se cortd
transversalmente en segmentos entre 5 y 7 cm, aproximadamente. A partir de ese
momento, se trabajé en una campana de flujo laminar bajo condiciones asépticas
para prevenir la contaminacion. Los cortes de la raiz de zanahoria se sumergieron
en 400 mL de etanol al 70% por un minuto y se enjuagaron con agua estéril tres
veces. A continuacion, se sumergieron en 400 mL de una solucién de hipoclorito de
sodio al 10% (v/v) durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo los cortes de
zanahoria se enjuagaron tres veces. Una vez enjuagados los cortes, se transfirieron
a un papel filtro para cortar todas las orillas con un bisturi estéril con el objeto de
eliminar el tejido muerto. Se cortaron transversalmente rodajas de 1 mm de espesor,
transfiriendo de 2 a 3 explantes por frasco con medio MS. El medio MS contenia 4.5
UM de 2,4-D y 87.64 mM de sacarosa y se gelifico con 0.285% (p/v) Gellan gum, a
pH de 5.8 y esterilizado a 121 °C (1 kg cm?) durante 20 min. Los explantes se
incubaron en la oscuridad a 25 + 2 °C. La formacién de callo se evalu6é con ayuda
de un microscopio estereoscopico (Nikon SMZ 745T). A los 30 dias de cultivo el

callo formado se transfiri6 a medio fresco para su proliferacion.

2.2.1.2.2. ESTABLECIMIENTO DE LAS SUSPENSIONES CELULARES

27



CAPITULO Il

Para la generacion de las lineas en suspension se usaron callos de 8 semanas de
edad. Se pesaron 2 g de callo y se colocaron en un matraz de 250 mL que contenia
50 mL de medio MS basal (Murashige and Skoog, 1962), suplementado con 4.5 uM
de 2,4-D y 87.64 mM de sacarosa. Los cultivos se llevaron a un orbitador y se
incubaron en la oscuridad con una agitacion de 100 rpm. Las suspensiones

celulares se subcultivaron cada dos semanas por dos meses.

2.2.1.2.3. CARACTERIZACION DE LAS SUSPENSIONES CELULARES

Para la caracterizacién de las suspensiones celulares se utilizaron suspensiones
celulares de 14 dias de cultivo. Las células se tamizaron a través de una malla de
200 pm y 100 pm para obtener un tamafio homogéneo del cultivo; de las células
recuperadas con la malla se pesaron 250 mg y se depositaron en 25 mL de medio
MS suplementado con 2,4-D 4.5 uM en matraces de 50 mL. Las suspensiones se
incubaron bajo condiciones de oscuridad a 25 * 2 °C durante 21 dias, en un
orbitador a 100 rpm. Se realizaron tres muestreos tomando tres matraces
Erlenmeyer por cada dia de muestreo. El medio de cultivo recolectado fue filtrado
en mallas de 40 um; una vez filtrado el medio de cada matraz, se tomaron
parametros de crecimiento como peso fresco y peso seco de las suspensiones
celulares. Ademas, se determino el volumen final del medio de cultivo al cual se le

midi6 el pH y la conductividad.
2.2.1.2.3.2. NUMERO DE CELULAS

Para poder contabilizar las células se requiere la separacion de los agregados
celulares. Por lo cual, se tom6 1 mL de la suspension celular en un tubo, se mezclo
con 2 mL de trioxido de cromo al 8% y se calentdé por 15 minutos a 75 °C. A
continuacion, el tubo se agité vigorosamente durante 10 minutos para separar los
agregados celulares. Seguidamente, 10 yL de la muestra se colocaron en una
camara de Neubauer y se contabilizd el nimero de células en los campos

correspondientes. El muestreo se realiz6 por triplicado.

2.2.1.2.3.3. PARAMETROS DE CRECIMIENTO
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Para tener una mejor estimacion del crecimiento de las suspensiones, con los datos
recopilados durante la caracterizacion se calculd la velocidad de crecimiento (u), el
tiempo de duplicacion (Td) y el indice de crecimiento (I) siguiendo las siguientes

formulas:

InXe—1InX n2
w= T Td = —= | = Lo
tf_to 48 XO

Donde X, es peso final, X, es peso inicial, ¢, es tiempo final y ¢, es tiempo inicial.
2.2.1.2.4. INDUCCION DE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA EN Daucus carota

Para la inducciéon de ES se usaron suspensiones celulares del dia 14 del ciclo de
cultivo. Esta suspension celular se pas6 a través de una malla de 200 pm, se
desechd la parte mayor a 200 um y la suspension se volvié a pasar por una malla
de 100 um. Se desecho la parte mayor a 100 um y la suspension se paso por una
malla de 40 um. Se deseché la parte de la suspension que paso la malla y la parte
mayor a 40 pum se resuspendié en 5 mL de medio MS sin reguladores del
crecimiento en un tubo que fue centrifugado a 3,000 rpm por 5 min para después
eliminar el liquido y repetir el proceso con medio MS nuevo por tres veces. Esta
suspensién se resuspendié por un periodo de 4 horas en 5 mL de medio MS sin
reguladores del crecimiento para eliminar todo rastro del 2,4-D (Lee et al., 2023). Al
final de las cuatro horas, la suspension se centrifugd y la pastilla se resuspendid en
5 mL de medio MS.

Para el estudio del efecto de la fuente de nitrbgeno se tomaron 50 pL de in6culo
para cada matraz de 250 mL con 50 mL de medio MS sin 2,4-D, haciendo las
variaciones en la relacién de la fuente nitrogenada de acuerdo con el cuadro 2.2.
Los cultivos permanecieron en agitacion en condiciones de oscuridad a 25 + 2 °C
en un orbitador a 100 rpm. Los embriones sométicos obtenidos se examinaron y
cuantificaron bajo un estereomicroscopio (SMZ745T; Nikon, Tokio, Jap6n) con una
camara adaptada (EOS Rebel T3i; Canon, Melville, NY, EE. UU.).
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Cuadro 2.2. Tratamientos empleados con las diferentes relaciones de NO3/NH4*.
La relaciéon 2:1 es el testigo.

Relacion Concentracion KNOs3 | NH4NOs | KCI NH4Cl
NO3/NH4* NO3/NH4*
1:0 60 mM: 0 mM 60 mM
0:1 0 mM: 60 mM 20mM | 60 mM
2:1 40 mM: 20 mM 20mM | 20mM
1:2 20 mM: 40 mM 20mM [20mM | 20 mM
11 30 mM: 30 mM 30mM | 30 mM

2.2.2. METODOS ANALITICOS

2.2.2.1. EXTRACCION DE LAS AUXINAS Y CITOCININAS

La extraccion y cuantificacion de RCV se realiz6 siguiendo el método de Dobrev et
al. (2017). Se utilizaron 50 mg de tejido (peso fresco) de C. canephora, obtenido
durante los muestreos y se congelaron a -80 °C. El tejido fue liofilizado antes de
agregarle 1 mg de 2,6-Di-tert-butil-4-metilfenol (HTB) (disuelto en 100 pL de acetato
de etilo) hasta obtener un polvo fino, que fue trasferido a un tubo de microcentrifuga
de 2 mL con 1 mL de amortiguador de extraccion (metanol: agua: acido férmico;
15/4/1 viviv). El homogenado se centrifugd a 20,000 x g a 4 °C por 20 min. A
continuacion, el sobrenadante se transfiri6 a otro tubo, y se afiadieron 500 uL de
amortiguador de extraccién a la pastilla, se resuspendio y se dej6 reposar 30 min
en hielo, posteriormente se volvié a centrifugar a 20,000 x g a 4 °C por 20 min. Los
dos sobrenadantes de 0.5 mL se juntaron para tener un volumen final de 1 mL. Este
sobrenadante se evaporé en SpeedVac (CentriVap microlR, LABCONCO) a 10
mBar y 40 °C hasta un volumen de 250 pL.

La muestra se diluyd con 500 uL de solucion de carga (3.8 mL de acido formico al

98% y 96.2 mL de agua). Los 750 uL se cargaron en una columna Oasis MCX (30
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um; 1 mL/30 mg capacidad de retencion; Waters 186000252, Wexford, Irlanda) la
cual se equilibré previamente con 1 mL de metanol, seguido de 1 mL de solucién de
carga. Una vez cargada la columna, se lavé con 1 mL de solucion de cargay 1 mL

de agua grado HPLC, y todo el lavado se desecho.

Una vez que la columna se lavd, los reguladores del crecimiento que estaban
atrapados en ella se eluyeron. Primero, se aplicaron 500 uL de metanol para extraer
las auxinas (fraccion A). A continuacion, sin lavar la columna, se aplicaron 500 pL
de 0.35 M de hidréxido de amonio en metanol al 70% para eluir a las CK (fraccién
B).

La fraccién A se evapord hasta sequedad y la fraccion B a un cuarto de su volumen

en SpeedVac a 10 mBary 40 °C y se almacenaron a -80 °C hasta su determinacion.

2.2.2.2. ANALISIS CUANTITATIVO MEDIANTE HPLC

La fraccion que contenia las CK se resuspendié en un mL del Sistema de la fase
movil para el HPLC (30% acetonitrilo grado HPLC y 70% agua grado HPLC
conteniendo 0.5% de acido acético). La solucion se filtré a través de un filtro Millipore
(0.22 pm). La separacion cromatogréfica de las CK se llevé a cabo inyectando 20
uL de la muestra en una columna Kromasil C1s de fase reversa (5 y, 100 A, 250 x
4.6 mm, Phenomenex, Torrance, CA, USA). La deteccion se llevo a cabo a 280 nm
con un detector de arreglo de diodos 3000RS como parte de un Sistema
cromatografico Ultimate 3000 UHPLC series con bomba (Thermo Scientific Dionex,
Waltham, MA, USA) y un automuestreador WPS-3000. La columna se empledé a
temperatura ambiente (25 °C). El flujo de 1.0 mL min -1 fue aplicado con un sistema

isocratico.

Para controlar el instrumento, en ambos casos, se utiliz6 el Chromeleon

Chromatography Data System software v7 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).

2.2.2.3. CURVAS DE CALIBRACION
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Se realizaron diferentes curvas de calibracion para los estandares trans-zeatina (t2),
isopenteniladenina (iP) y benciladenina (BA) para cuantificar las CK presentes en

los tejidos.

2.2.8. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE AUXINAS Y CITOCININAS
2.2.8.1. ANALISIS CUANTITATIVO MEDIANTE HPLC

La fraccidon conteniendo las auxinas se disolvio en 1 mL del sistema de fase movil
de HPLC para auxinas, 60% de acetonitrilo grado HPLC y 40% agua grado HPLC
que contenia 0.5% de &cido acético, filtrado a traves de un filtro Millipore (0.22 pm).
La separacion cromatografica de las auxinas se llevo a cabo inyectando 20 uL de la
muestra en una columna Kromasil C1s (5 pm, 100 A, 250 x 4,6 mm, Phenomenex,
Torrance, CA, EE. UU.). Su deteccién se llevd a cabo con un detector de
fluorescencia FLD-3400RS como parte de una bomba de la serie Ultimate 3000
UHPLC (Thermo Scientific Dionex, Waltham, MA, EE. UU.) y un muestreador
automatico WPS-3000 con una excitacion de 280 nm y una emisién de 340 nm. La
columna se corrié a temperatura ambiente (25 °C). Se aplicé un flujo de 0.6 mL min-

1 con un sistema isocratico.

La fraccion que contenia las CK se resuspendio en 1 mL del sistema de la fase movil
para el HPLC (30% acetonitrilo grado HPLC y 70% agua grado HPLC conteniendo
0.5% acido acético). La solucion se filtré a través de una filtro Millipore (0.22 pum).
La separacion cromatografica de las CK se llevd a cabo inyectando 20 puL de la
muestra en una columna Kromasil C1s de fase reversa (5 p, 100 A, 250 x 4.6 mm,
Phenomenex, Torrance, CA, USA). La deteccion se realizd a 280 nm con un
detector de arreglo de diodos 3000RS como parte de un sistema cromatografico
Ultimate 3000 UHPLC series con bomba (Thermo Scientific Dionex, Waltham, MA,
USA) y un automuestreador WPS-3000. La columna se emple6 a temperatura
ambiente (25 °C). El flujo de 1.0 mL min -1 fue aplicado con un sistema isocratico.
Para controlar el instrumento, en ambos casos, se utilizd el software v7 Chromeleon
Chromatography Data System (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).
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2.2.8.2. CURVAS DE CALIBRACION

Se realizaron diferentes curvas de calibracion para los estandares de acido
indolacético (AlA), trans-zeatina (t2), isopenteniladenina (iP) y benciladenina (BA)

para cuantificar las CK presentes en los tejidos.

2.2.9. ANALISIS ESTADISTICO

El procesamiento de los datos para realizar las graficas y los andlisis estadisticos
se realiz6 con el programa de analisis de varianza ANOVA utilizando el software
Origin Pro 2021 de 64 bits, ver. 94E (software de analisis de datos y gréaficos). Los
valores de significancia se determinaron mediante la prueba de Tukey. Las

diferencias se consideraron significativas a P < 0.05.
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CAPITULO llI
RESULTADOS
3.1. INTRODUCCION

La fuente de N es un elemento clave en el cultivo de tejidos, ya que es indispensable
para la morfogénesis. Es aun mas complejo cuando se observa que no solo el
contenido de N es determinante, sino que la relacion entre una fuente oxidada y
reducida de N puede afectar en gran medida el programa de desarrollo de las

plantas.

El efecto del NO3™ es tan poderoso que hay quienes sostienen que deberia ser
considerado un RCV a la par de las auxinas y CK, por ejemplo, con los cuales tiene
una estrecha relacion afectando procesos como la biosintesis, transporte y

almacenamiento.

Desde los inicios del estudio de la ES, la fuente de N ha demostrado ser de gran
relevancia, aunque a la fecha no se ha logrado elucidad por completo su papel en

la compleja red de sefalizacion que desencadena este proceso.

3.2. INDUCCION DE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA EN DIFERENTES
RELACIONES DE NO3/NH4"EN C. canephora

3.2.1 INDUCCION DE LA ES EN DIFERENTES RELACIONES DE NOz/NH,* A
PARTIR DE PLANTAS DE 6 MESES DE EDAD.

Siguiendo el protocolo establecido para la ES directa en C. canephora, se realizé la
induccién de la ES con cinco diferentes variaciones en la relacion de la fuente
nitrogenada NOz/NHa4*, siempre manteniendo la concentracion total de N en 15 mM:
la primera contenia solo NOs™, la segunda solo NH4*, la tercera (o testigo para este
protocolo) una relaciéon 2:1, la cuarta una relacién 1:2 y la ultima una relacion 1:1.
De manera general, se observaron cambios significativos entre los cinco
tratamientos (Fig. 3.1), siendo el segundo (que contenia solo NH4*) en el que no

llegé a formar embriones somaticos, mientras que en el resto de tratamientos se
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formaron tanto masa proembriogénica como embriones somaticos, a partir del dia

28 para el tratamiento testigo y el dia 42 para todos los demas tratamientos.

Dia
NO,/NH,* 14 28 42 56

1:0

0:1

2:1

1:2

1:1

Figura 3.1. Embriogénesis somaética en explantes derivados de plantas de 6
meses de edad de C. canephora cultivados con diferentes relaciones de NO3
INHa4*. Primera fila, relacién 1:0 NO3/NHa4* o tratamiento A; segunda fila, relacién
0:1 o tratamiento B; tercera, relacion 2:1 o tratamiento C; cuarta, relacion 1:2 o
tratamiento D; Ultima fila, relacién 1:1 o tratamiento E. Se colocaron cinco
explantes en cada matraz de 50 mL y cada tratamiento se realiz6 por triplicado.

De entre los cuatro tratamientos que mostraron respuesta embriogénica, se
destacan el tercero con relacion 2:1 (testigo) y el quinto con relacién 1:1, al ser los
gue tuvieron un mayor nimero de embriones soméaticos por matraz, en promedio
70.6 embriones en el caso del testigo y 50.6 embriones para la relacion 1:1 (Fig.
3.2), mientras que los tratamientos con solo NO3" y una relaciéon 1:2 formaron un

nimero de embriones menor.
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Figura 3.2. Conteo de embriones somaticos por matraz en explantes derivados
de plantas de 6 meses de edad de C. canephora cultivados con diferentes
relaciones de NOsz/NH4*. Se muestran, de izquierda a derecha, la relacion 1:0
NO3 /NH4* (tratamiento A), 0:1 NO3z/NHs* (tratamiento B), 2:1 NOs/NHa4*
(tratamiento C), 1:2 NO3/NHas* (tratamiento D) y 1:1 NO3/NHas* (tratamiento E).
Se colocaron 5 explantes por matraz y se contabilizaron 3 matraces por
tratamiento 56 d después de la induccion.

Se contabilizé el nimero de embriones para cada estadio. Entodos los tratamientos
el nimero de embriones globulares fue el predominante, con una presencia
reducida de los tres estadios restantes en el tratamiento testigo y el de relacion 1:1,
mientras que en la relacion 1:2 solo se encontraron embriones en estadio globular
y corazdn, y en el tratamiento con solo NO3 solo se encontraron globulares y

torpedos.

3.2.2 INDUCCION DE LA ES EN DIFERENTES RELACIONES DE NOz/NH;" A
PARTIR DE PLANTAS DE 1 ANO

De la misma forma que en el experimento con plantas de 6 meses de edad, se
realizé la induccion de la ES con cinco diferentes variaciones en la relacion de la
fuente nitrogenada (NO3/NH4*), manteniendo siempre la concentracion total de N
en 15 mM: la primera contenia solo NOz, la segunda solo NH4", la tercera (o testigo
para este protocolo) una relacion 2:1, la cuarta una relacion 1:2 y la ultima una

relacion 1:1. Se observaron resultados similares a los del primer experimento en lo
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referente al efecto de la relacion en la fuente nitrogenada (Fig. 3.3), si bien en este
experimento la formacion de masa proembriogénica en los bordes del explante fue

visible en casi todos los tratamientos que formaron embriones desde el dia 28.

Dia

NO,/NH,*

1:0

0:1

2:1

1:2

11

Figura 3.3. Induccién de ES en explantes derivados de plantas de 1 afio de edad
de C. canephora cultivados con diferentes relaciones de NO3/NHa4*. Primera fila,
relacién 1:0 NOs/NH4* o tratamiento A; segunda fila, relacion 0:1 o tratamiento B;
tercera, relacién 2:1 o tratamiento C; cuarta, relacion 1:2 o tratamiento D; dltima
fila, relaciéon 1:1 o tratamiento E. Se colocaron cinco explantes en cada matraz
de 50 mL y cada tratamiento se realiz6 por triplicado.

Si bien la tendencia general fue muy similar a la del primer experimento, el nimero
de embriones fue mayor en todos los tratamientos (Fig. 3.4). En el caso del mejor
tratamiento, el de la relacion 2:1, el promedio de embriones por matraz fue de 602,
mas de 8 veces el nimero de embriones obtenidos en el primer experimento. En el
caso de la relacion 1:1 el nimero de embriones obtenido por matraz fue de 155, tres

veces mas comparado con el primer experimento.
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Figura 3.4. Conteo de embriones somaticos en en explantes derivados de
plantas de 1 afio de edad de C. canephora cultivados con diferentes relaciones
de NO3/NH4*. Se muestran, de izquierda a derecha, la relacion 1:0 NOs/NHa*
(tratamiento A), 0:1 NO3z/NHa* (tratamiento B), 2:1 NOs/NH4* (tratamiento C), 1:2
NO3/NHa4* (tratamiento D) y 1:1 NOz/NHs* (tratamiento E). Se colocaron 5
explantes por matraz y se contabilizaron 3 matraces por tratamiento 56 d después
de la induccién

3.2.3. CONTENIDO DE CITOCININAS DURANTE LA INDUCCION DE LA
EMBRIOGENESIS SOMATICA EN DIFERENTES RELACIONES DE NO3z/NH4*

Al evaluar el contenido de tres diferentes CK naturales en el proceso de ES, se
encontraron variaciones entre los diferentes tratamientos y puntos de muestreo. La
diferencia mas notoria fue la observada entre las tres CK, siendo la iP la que se
encontré6 en mayor abundancia a lo largo de casi todo el proceso, excepto en el dia
21, mientras que la cantidad de BA no lleg6 a la mitad del contenido de iP enla gran
mayoria de los puntos de muestreo y tratamientos. En el caso de la tZ, se detectd

en muy baja cantidad en practicamente todos los puntos y tratamientos (Fig. 3.5).
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Figura 3.5. Cuantificacion de citocininas en explantes de C. canephora durante
la ES con diferentes relaciones de NO3z/NH4*. Se cuantificaron tres CK distintas
(iP, BA y tZ) a lo largo del proceso. De izquierda a derecha se muestran los 5
puntos del preacondicionamiento (dias -14, -9, -7, -4 y 0), seguidos del dia 7, 14
y 21 para los 5 tratamientos de variacion de la fuente nitrogenada NOs/NHa4*. A,
relacién 1:0; B, relacion 0:1; C, relacion 2:1; D, relacion 1:2; E, relacion 1:1. Se
cuantificaron 3 réplicas de 50 mg de peso fresco distintas para cada punto en

cada tratamiento.

La iP se encontré en forma abundante durante el preacondicionamiento, oscilando
entre 185.4 y 201.4 pmol g1 PF hasta el dia -4, momento en el que disminuyé casi
seis veces, para posteriormente aumentar ya durante la induccién de ES en todos
los tratamientos, siendo los tratamientos de las relaciones 1.0 y 0:1 los que menos
aumentaron, y el de la relacion 1:2 el que mas aumento. Para el dia 14 hubo una
reduccion importante en todos los tratamientos, alcanzando valores de entre 10.2 y
28.3 pmol g1 PF, siendo el tratamiento de relaciéon 1:1 en el que mas se redujo. Para

el dia 21, ya no se detect6 iP en ningun tratamiento.

La tZ se mantuvo en un contenido bajo a lo largo del proceso; durante el
preacondicionamiento su contenido varié entre 0.22 y 2.92 pmol g1 PF, los mayores
contenidos se dieron en el dia 7 en todos los tratamientos en un rango de entre 2.58

(relacion 1:2) y 7.99 (relacion 2:1) pmol g1 PF, tras lo cual se redujeron nuevamente
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a valores de 0.27 y0.47 pmol g1 PF en el dia 14, y para el dia 21 de 0.5 y 1.13 pmol
glPF.

Finalmente, la BA mantuvo wuna baja concentracion durante el
preacondicionamiento, siendo su punto mas alto de 15.3 pmol g-* PF en el dia -4.
Una vez iniciado el proceso de induccion de ES, su contenido aumentd en todos los
tratamientos en un rango de entre 21.7 y 59.7 pmol g! PF, siendo el aumento mas
importante en el tratamiento con una relacion 1:0 y el menor en la relacion 1:1. En
el dia 14 no se detectd BA para los tratamientos con relacién 1:0,0:1 y 2:1, y en los
tratamientos restantes hubo una reduccién que alcanz6 hasta los 12.9 pmol g1 PF,
situacion que se revirtié en el dia 21, aumentando el contenido de BA en todos los
tratamientos, especialmente en el de relaciéon 1:2 (43.5 pmol g1 PF) y en menor

medida en la relacién 2:1 (16.6 pmol g1 PF).

3.24. CONTENIDO DE AUXINAS DURANTE LA INDUCCION DE LA
EMBRIOGENESIS SOMATICA EN DIFERENTES RELACIONES DE NO3/NH4*

El contenido de AIA y sus conjugados AlA-Leu, AIA-Glu y AlA-Asp también sufrié
alteraciones notables en cada una de las relaciones de variacion de la fuente
nitrogenada NO3/NH4* (Fig. 3.6). En el caso del AIA, en el preacondicionamiento
solo tuvo un par de aumentos en los dias -9 y 0 (inicio de la induccion), ambos con
0.002 pmol g PF. Los valores para los tratamientos A-D se mantuvieron bajos en
el dia 7, entre 0.0014 y 0.0025 pmol g! PF, destacandose asi el tratamiento E con
0.013 pmol g-* PF. Conforme avanzé el proceso, el contenido de AIA disminuy6 de
manera general, aunque el tratamiento C (relacién testigo) tuvo un aumento en el

dia 14 al llegar a los 0.006 pmol g-* PF.

En el caso del conjugado de almacenamiento AIA-Leu, no hubo grandes
fluctuaciones durante el preacondicionamiento y se notaron diferencias para los 5
tratamientos en el dia 7: en los tratamientos A (1:0) y B (0:1) el contenido disminuyé,
pasando de 0.009 pmol g PF a 0.001 y 0.0006 pmol g! PF, respectivamente. En
los tratamientos C (2:1) y E (1:1) también hubo una disminucién, aunque menos

notoria, pasando a 0.004 y 0.006 pmol g PF. El Unico aumento se vio en el
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tratamiento D (1:2), en el que se alcanzaron los 0.02 pmol g! PF. Para el dia 14, el
AlA-Leu no fue detectado en los tratamientos A y B, y en el C practicamente
permanecié sin cambios, en el D se redujo cuatro veces al llegar a 0.005 pmol g-*
PF y en el E aumentd drasticamente a 0.097 pmol g! PF. Hacia el final de la
induccion, el contenido disminuyé en todos los tratamientos, alcanzando valores

entre 0.0001 y 0.004 pmol g* PF.

AlA AlA-Leu
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Figura 3.6. Cuantificacién de AIA y 3 de sus conjugados en explantes de C.
canephora durante la ES con diferentes relaciones de NO3z/NH4*. Se
cuantificaron tres conjugados distintos (AlA-Leu, AIA-Glu y AlA-Asp) a lo largo
del proceso. De izquierda a derecha se muestran los 5 puntos del
preacondicionamiento (dias -14, -9, -7, -4 y 0), seguidos del dia 7, 14 y 21 para
los 5 tratamientos de variaciéon de la fuente nitrogenada NOs/NH4*. A, relacion
1:0; B, relaciéon 0:1; C, relacion 2:1; D, relacién 1:2; E, relacion 1:1. Se
cuantificaron 3 réplicas de 50 mg de peso fresco distintas para cada punto en

cada tratamiento.
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El contenido de AIA-Glu disminuydé durante los ditimos dias de
preacondicionamiento, bajando desde el punto mas alto en el dia 9 (2.48 pmol g1)
hasta 0.63 pmol g* PF en el dia 0. Enel dia 7 de la induccién el contenido bajé aun
mas para todos los tratamientos excepto en el de solo amonio (B), donde alcanzé
los 2.43 pmol g1 PF, mientras que en el resto de los tratamientos los niveles se
mantuvieron en un rango de 0.1 a 0.25 pmol g PF. En el dia 14, todos los
tratamientos mostraron un aumento importante, especialmente en el C, en el que
se alcanzaron los 18.6 pmol g* PF. Al final de la induccién, en todos los tratamientos
se disminuyeron notablemente los niveles, teniendo valores de entre 0.14 pmol g1

PF (tratamiento B) y 0.27 pmol g'! PF (tratamiento D).

Finalmente, el conjugado del que se encontré un mayor contenido fue del AIA-Asp.
Comenzd con valores bajos durante el preacondicionamiento, solo aumentando en
el dia -9 (0.71 pmol g! PF). En el dia 7, en los 5 tratamientos se mostraron
contenidos similares con 1.9 pmol gt como minimo (tratamientos A, C y E) y 2.52
pmol g1 PF como maximo (tratamiento B). En todos los casos, la cantidad de AlA-
Asp aumento en el dia 14, especialmente en el tratamiento B, donde alcanzo los
27.5 pmol gt PF. Durante el final de la induccién, en el dia 21, todos los tratamientos
disminuyeron el contenido del conjugado, alcanzando valores de entre 0.28 y 1.64

pmol g PF (tratamientos Ay E, respectivamente).
3.3. Daucus carota

3.3.1. INDUCCION DE CALLOS Y ESTABLECIMIENTO DE SUSPENSIONES
CELULARES

Tras cuatro semanas de cultivo en medio suplementado con 2,4-D se inici6 la
formacion de callo en las secciones de raiz, principalmente en la zona del
procambium (Fig. 3.7C). Para establecer las suspensiones celulares, después de
ocho semanas de cultivo de los callos friables obtenidos, con un subcultivo a las
cuatro semanas (Fig. 3.7D), se tomaron 2 g de callo y se colocaron en matraces de
250 mL con 50 mL del mismo medio empleado para la induccién de los callos. El

establecimiento de las suspensiones celulares, a partir de los callos de raiz de
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zanahoria, se obtuvo después de cuatro transferencias, cada dos semanas, de la

suspension inicial (Fig. 3.7E-F).

Figura 3.7. Induccién de callos y establecimiento de suspensiones celulares de D. carota. A,
segmentos de raiz desinfectados; B, establecimiento en el medio de induccion de callo con 2,4-D;
C, inicio de la formacién de callo a los 30 dias de cultivo; D, callo de 8 semanas utilizado para el

establecimiento de suspensiones celulares; E y F, suspensiones celulares de 14 dias.

3.3.2. CARACTERIZACION DE LAS SUSPENSIONES CELULARES DE RAIZz

La toma de muestra para evaluar el crecimiento de las suspensiones celulares se
llevé a cabo durante 21 dias de cultivo y se evaluaron los parametros de peso fresco,
conductividad, nimero de células y pH. En el caso de la determinacién del peso
seco se evaluaron solamente los dias pares (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14). Los resultados
obtenidos en la determinacion de los pesos seco y fresco, el nimero de células y la
conductividad del medio de cultivo, asi como el cambio en el pH se muestran en la
Fig. 3.8.
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Figura 3.8. Caracterizacién del ciclo de cultivo de la suspension celular de D. carota durante 21 dias.
De izquierda a derecha y de arriba abajo, se presentan el peso fresco y conductividad, y el peso
seco durante 14 d (rosa) en los paneles superiores, mientras el pH del medio (verde), y el nimero
de células (morado) en los paneles inferiores.

El peso fresco se mantuvo en una tendencia a aumentar durante los 21 dias, siendo
el peso realinicial de 0.1 g, llegando a 2.5 g enel dia 16 y descendiendo a 2.2 g en
el dia 21. El peso seco mostr6 el mismo comportamiento, iniciando en 0.01 g y
terminando en 0.13 g. Las células al crecer toman los nutrientes del medio de
cultivo, lo que provoca una disminucion en su conductividad. Si se resta la
conductividad de cada dia a la conductividad inicial el resultado muestra el
crecimiento de las células (Fig. 3.8).

Cuando el crecimiento se midié como el aumento en el nimero de células se puede
apreciar un aumento importante desde el dia 8 (0.45 x 10° células mL1),
comenzando una fase de crecimiento exponencial hasta el dia 13 (2.04 x 10° células

mL-1), manteniéndose brevemente para empezar a decaer el dia 17 (Fig. 3.8).

El pH es un parametro indispensable para monitorear el crecimiento del cultivo, ya

gue nos otorga informacion sobre los elementos presentes en el medio de cultivo,
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como el NOsz" y el NH4*. El pH sufrié una caida considerable en los primeros dos
dias, para aumentar durante el resto del ciclo, un comportamiento esperado en este
caso, donde las suspensiones toman primero el NH4* del medio, acidificandolo, para

tomar después el NOs, lo que produce la alcalinizacién al final.

Estos parametros sugieren que las suspensiones estan creciendo de manera
adecuada, asi como los valores de la velocidad de crecimiento, tiempo de
duplicacion y el indice de crecimiento (Cuadro 3.2), para cuyo célculo se considero

el nimero de células por mililitro durante la fase exponencial (dia 8-13).

Cuadro 3.2. Caracterizacion de suspensiones celulares en D. carota

Velocidad de crecimiento Tiempo de duplicacion indice de crecimiento

6 1 6 1
0.36 células x10 mL 2.293d 3.53 células x10 mL

/d

3.3.3. INDUCCION DE LA ES CON DIFERENTES RELACIONES DE NO3z/NH4*

Para estudiar el efecto de la fuente de nitrégeno en la inducciéon de la ES, ésta se
realizo con cinco diferentes variaciones en la relacion de la fuente nitrogenada (NOs3-
INH4%), manteniendo siempre la concentracion total de N en 60 mM: la primera
relacién contenia solo NOs™ , la segunda solo NH4*, la tercera (o testigo para este

protocolo) una relacion 2:1, la cuarta una relacion 1:2 y la ultima una relacion 1:1.

En los primeros 8 d de la induccidn se pudieron observar en el microscopio 6ptico
los primeros embriones y el crecimiento de las células para los tratamientos C
(relacion 2:1) y E (relacién 1:1). En el resto de los tratamientos no se observd
crecimiento. Para el dia 11 después de la induccion de la ES, los embriones
somaticos eran visibles para los dos tratamientos que respondieron y se considero

una respuesta nula para los tres restantes (Fig. 3.9).
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Figura 3.9. Embriogénesis somatica en diferentes relaciones de nitrdbgeno en D. carota. A-C.
Relacién nitrato-amonio 2:1, D-F, Relacién nitrato-amonio 1:2. A. Embriones en estadios tempranos
de desarrollo a los 8 d de la induccién, B-C. Embriones sométicos obtenidos tras 11 dias. D. Células

alos 8 d de la induccién, E-F. Embriones somaticos obtenidos tras 11 dias.

Al dia 11 se realiz6 el conteo de embriones somaticos (Fig. 3.10). El promedio para
la relacion 2:1 fue de 39 embriones por matraz, mientras que el promedio para la
relacion 1:1 fue de 10 embriones por matraz. El desarrollo de los embriones
somaticos no mostré una diferencia entre estos dos tratamientos, ya que ambos
tenian para ese momento mayor nimero de embriones cotiledonares. No se
reportaron embriones en estadio globular debido a que el conteo se realizd en un
estereomicroscopio, lo que no permite contabilizar embriones de ese tamafio

(aproximadamente 80 pm).
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Figura 3.10. Embriones somaticos en diferentes relaciones de nitrdgeno en D. carota al dia 11.
Izquierda, conteo total de embriones somaticos en todas las relaciones nitrato-amonio. Derecha,
Conteo de embriones somaticos por estadios de desarrollo en los dos Unicos tratamientos exitosos,
en la relacion nitrato-amonio 2:1 (tratamiento C) y en la relacion nitrato-amonio 1:1 (tratamiento E).

Se contabilizaron 3 embriones por tratamiento.

Se realizé un segundo conteo tras 32 d de cultivo, en el que se observé un nimero
mayor de embriones germinados en los tratamientos C, D y E, asi como la formacion
de embriones somaticos en el tratamiento A. Sin embargo, los embriones en el
tratamiento A mostraban un desarrollo menor y aparente formacion de callo,
ademas de que los embriones en los tratamientos D y E formaron embriones
somaticos secundarios (Fig. 3.11). Para este dia, se contabilizaron mas embriones
somaticos en el tratamiento A, seguido por el C, Dy E, mientras que en el B solo se

logré formar un embrion.
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Figura 3.11. Embriones sométicos en diferentes relaciones de nitrdgeno en D. carota al dia 32. Panel
de la izquierda, embriones somaticos en los tratamientos A, C, D y E. Panel de la derecha, conteo

de embriones para cada tratamiento.
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CAPITULO IV
DISCUSION

4.1 INDUCCION DE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA EN DIFERENTES
RELACIONES DE NO3/NH4"EN C. canephora

Los resultados obtenidos muestran una diferencia clara en la respuesta
embriogénica dependiendo de la relacién NOz /NHa4* que se use, lo que evidencia
gue no es solo la cantidad de N total la que determina el efecto sobre el cultivo, sino
que es la relacién entre la fuente de N oxidada y reducida la que determina la
sefalizacion necesaria para la induccién de la ES, ya que el contenido total de N en
todos los experimentos fue la misma, 15 mM, ya reportada como Optima para varios

modelos incluyendo C. canephora (Pasternak and Steinmacher, 2024).

En el tratamiento testigo fue la relacién 2:1, en la que obtuvo el mayor nUmero de
embriones por explante, seguido por la relacion 1:1. El que los dos tratamientos mas
exitosos sean aquellos donde predomina el NO3™ 0 exista una combinacion de NOz-
INH4* en la que el NH4* no predomine sugiere que, si bien el NO3™ sea la fuente de
N principal de las células vegetales, el NH4* sigue siendo clave en la induccion de
la ES. Esto coincide con reportes para otras especies como D.carota , Linum
usitatissimum (Cunha and Fernandes-Ferreira, 1999) y Cucurbita pepo (Leljak-
Levanic et al., 2004) en los que la presencia de iones de amonio en el medio de
cultivo fue necesaria para la formacion de embriones somaticos o su correcto
desarrollo. Este efecto estd posiblemente vinculado a RCV, como las auxinas y CK,
ya que en estudios previos se ha encontrado cambios en los contenidos enddgenos
de estos y otros RCV debido a la concentracién de amonio en el medio de cultivo
(Dziewit et al., 2024; Li et al., 2024; Pencik et al., 2015).

Por otro lado, el Unico tratamiento en el que no se logré la induccion de la ES o
formacion de masa proembriogénica fue el que contenia solo NH4* sugiere que ésta

no es la fuente de N mas idonea en el cultivo de tejidos, debido a una serie de

51



CAPITULO Il

efectos adversos como lo son: la inhibicién de la absorcién de cationes (K*, Mg?* o
Ca?") y los consiguientes cambios en el equilibrio iénico de la planta; alcalinizacién
intracelular y acidificacion extracelular; e interferencia con la actividad fotosintética
(Esteban et al., 2016).

Otro aspecto a resaltar es que estos resultados se obtuvieron en ambos
experimentos, tanto en el de plantas de seis meses de edad como en el de plantas
de un afio, en el que a pesar de tener eficiencias muy dispares a causa de la edad
del explante, el efecto de la relacion NOz /NH4* fue practicamente idéntico, por lo
gue podemos asumir que para C. canephora el efecto de la relacion en la fuente
nitrogenada es independiente de la edad del explante y una relacion con mayor N
oxidado pero con presencia de N reducido es necesaria para la mejor respuesta en

la induccién de la ES.

4.1.2 CONTENIDO DE CITOCININAS DURANTE LA INDUCCION DE LA
EMBRIOGENESIS SOMATICA EN DIFERENTES RELACIONES DE NO3/NH4*

De manera general, la dinAmica de la concentracion de CK durante el proceso de
induccion de la ES podria ser descrita como una disminucion inicial durante el
preacondicionamiento teniendo sus puntos mas bajos en el dia 0 o inicio de la
induccion, seguido de un aumento considerable durante la primera semana (en
diferentes medidas para cada tratamiento) para finalmente reducirse hasta llegar a
ser indetectable en algunos casos para el dia 21. Este patron es consistente con lo

reportado previamente para C. canephora (Avilez-Montalvo et al., 2022).

En cuanto a las diferencias en los tratamientos, el contenido de CK parece ser
afectado en mayor medida por la combinacion entre NO3z3/NHs4*, ya que los
tratamientos con relaciones 2:1, 1:2 y 1:1 presentaron las variaciones mas notables
con respecto al tiempo, ademas de tener un mayor contenido de CK isoprénicas en
general, mientras que en los tratamientos que contenian solo una de las dos fuentes
de N presentaron menos cambios en su contenido de CK a pesar de seguir las

mismas dinamicas.
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En el caso de las CK isoprénicas la tendencia fue igual, hubo un aumento importante
en los primeros 7 dias para disminuir durante el resto de la induccion, especialmente
para los tratamientos mas exitosos (relacion 2:1 y 1:1) en el contenido de tZ, y para
el testigo y la relacién 1:2 en el contenido de 2-iP, donde se observd el mayor
contenido de estas CK comparado con el de los otros tratamientos. La Unica
diferencia para estos casos estuvo en el dia 21, en el que la 2-iP no fue detectada
en ningln tratamiento mientras que la tZ aun estuvo presente, aunque en niveles
bajos. Estos resultados apuntan a que el contenido de CK en el dia 7 posiblemente
esté vinculado a la diferencia en las respuestas embriogénicas en los tratamientos,
especialmente en cuanto al testigo (relacion 2:1), que fue en el que se detectaron

los contenidos mas elevados.

Es importante sefialar que para el modelo de C. canephora, se han encontrado
cambios notables en el contenido de CK durante las primeras horas de la induccién
(Avilez-Montalvo et al., 2022), asi que es necesario ampliar el andlisis a esa ventana
de tiempo para los 5 tratamientos, ya que seguramente hay cambios importantes

que pudieran explicar mejor los resultados obtenidos.

En el caso de la Unica CK aromética cuantificada (BA), se observd un aumento
importante en los primeros 7 dias debido a que es la CK adicionada en el medio de
cultivo, aunque hubo un aumento en el dia 21 después de una disminucion drastica
en el dia 14, lo que sugiere una biosintesis durante el proceso, y aunque no se
observaron diferencias significativas entre los diferentes tratamientos, ni se tienen
antecedentes de que la fuente nitrogenada afecte la biosintesis de CK aromaticas
(debido a que esta se desconoce por completo), en el caso de C. canephora ya se
ha comprobado que la induccién de ES es totalmente dependiente de la BA

agregada en el medio de cultivo (Quiroz-Figueroa et al., 2006a).

4.1.3 CONTENIDO DE AUXINAS Y SUS CONJUGADOS DURANTE LA
INDUCCION DE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA EN DIFERENTES
RELACIONES DE NOs/NH4*
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La auxina AlA es uno de los RCV mas importantes en el proceso de induccion de la
ES, en el caso de C. canephora es indispensable, como ya se ha demostrado el
hecho de que al inhibir la biosintesis de AIA se inhibe la induccion de la ES (Uc-
Chuc et al.,, 2020). ElI aumento inicial durante el preacondicionamiento estuvo
provocado por la adicion de auxinas exdégenas, mientras que los contenidos variaron
en gran medida en todos los tratamientos a lo largo de la induccion. Dada la edad
de las plantas usadas para el experimento de cuantificacion, hay diferencias
importantes a lo reportado previamente para este modelo, donde tras una drastica
disminucion en las primeras 24 h, el contenido de AIA aumentaba en el dia 7 para

disminuir nuevamente durante el resto del proceso (Ayil-Gutiérrez et al., 2013).

En este experimento, la fuente de N tuvo un efecto importante sobre el contenido
de AIlA; los tratamientos con una sola fuente de N reducen el contenido de auxina
en la induccion de la ES, algo necesario para la formaciéon de embriones, aunque
los resultados finales sugieren que no es solo el contenido de AIA lo que dicta la
formacion de embriones somaticos y que es el balance NOs/NH4* lo que permite el
correcto desarrollo de la ES. En los tratamientos C y D (2:1 y 1:2) se observaron
comportamientos similares, pues en ellos disminuyé el contenido de AIA en el dia 7
y aumentdé hacia el dia 14, mientras que en el tratamiento E (1:1) hubo un aumento
en el dia 7 y una drastica disminucion en los demas dias. En estos casos se podria
asumir lo contrario a los primeros dos, a pesar de no seguir la disminucidén necesaria
en el contenido de AlA, las sefiales que coordinan el NOs3  y el NH4* parecen pesar

mas para lograr la formacion de embriones somaticos.

Los conjugados de auxinas son un elemento importante para la homeostasis de las
células, ya que formas como AlA-Leu permiten almacenar auxinas y otras como
AIA-Glu o AlA-Asp participan en el proceso de degradacion de las auxinas,
ayudando a mantener bajo control las respuestas desencadenadas por la auxina.
En cuanto al AlA-Leu, el aumento de este conjugado en los tratamientos C-E

durante el proceso de induccidon de la ES posiblemente se vincula con el aumento
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en el contenido de AIA en estos tratamientos, siendo la estrategia para regular el

contenido de la auxina libre.

En el caso de los conjugados para la degradacion, también se puede suponer un
vinculo con el contenido de AIA libre, ya que el AIA-Glu mantuvo valores bajos
excepto en el tratamiento C al dia 14, justo en donde tuvo el mayor contenido de
AlA libre. Por otro lado, el AlA-Asp tuvo una dinamica mas uniforme entre los
diferentes tratamientos, solo se distingui6 un aumento en el dia 14, muy
especialmente en el tratamiento B (solo NH4*), en el que el aumento drastico de

este conjugado podria explicar la ausencia de AlA libre.

4.2 INDUCCION DE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA EN DIFERENTES
RELACIONES DE NO3/NH4*EN D. carota

Tras 11 d de cultivo, solo en dos tratamientos (relacion 2:1 y 1:1) se formaron
embriones sométicos, lo que apunta a una preferencia por la fuente nitrogenada
oxidada durante el proceso de ES, si bien el NH4* sigue siendo necesario para la
morfogénesis, ya que tanto en el tratamiento donde predomin6 el NOs como en
aquel con NO3z como Uunica fuente de N no se formaron embriones en el tiempo

sefalado.

En este caso, comparativamente con los primeros experimentos con C. canephora,
la diferencia no solo estuvo en el ndmero de embriones formados, sino
principalmente en el tiempo que tomo la formacion de embriones somaticos para
cada tratamiento, ya que al pasar 20 d méas los tratamientos A y D formaron
embriones somaticos. Sin embargo, debido al largo tiempo que permanecieron en
esas condiciones, también se pudieron observar diferencias en el desarrollo de
dichos embriones. En el caso del tratamiento A, los embriones no continuaron con
el desarrollo normal a germinacion y presentaron tejido adherido a la parte apical de
los embriones; mientras que en el tratamiento D y E se formaron plantulas pero
también con un gran nimero de embriones mas pequefios adheridos, posiblemente
por ES secundaria, mientras que en el tratamiento testigo C fue el Unico en el que

los embriones germinaron en su totalidad sin presentar ninguna alteracion.
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CAPITULO VI
5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
5.1 CONCLUSIONES

El proceso de ES es uno de los desarrollos fisiolégicos mas complejos del desarrollo
vegetal y es afectado por una gran diversidad de factores. Su comprension total aun
esta lejos. La fuente nitrogenada, como uno de estos factores, parece producir una
respuesta tan compleja como el proceso mismo, al estar vinculada a otros
elementos como RCV tales como auxinas y CK. Los resultados aqui expuestos
apuntan no solo al efecto determinante del NOs" y el NH4*, sino a su vinculo con el
contenido enddgeno de AIA y CK isoprénicas durante el proceso de induccién de la
ES.

Para los modelos utilizados en este estudio, ambas fuentes nitrogenadas son
indispensables, apuntando a que la fuente de nitrdgeno oxidada es la predominante
en la induccién de la respuesta embriogénica, pero no Unica. El efecto positivo de
una combinacion de NO3/NH4* en la ES parece estar vinculado de alguna forma al
contenido de CK durante los primeros dias de la induccidn, ya que en las diferentes
combinaciones de NO3/NH4* se mostraron cambios importantes en el contenido de

CK en C. canephora.

Si bien se observd que el proceso de ES es diferente para cada especie, las
similitudes en la respuesta morfolégica a las relaciones NO3/NH4* entre los dos
modelos no descartan la posibilidad de que las CK también sean afectadas durante
la ES de D. carota.

5.2 PERSPECTIVAS

e Averiguar como es que la relacion NOs/NH4* afecta el contenido enddégeno

de auxinas y CK en C. canephora.

e Analizar los contenidos de auxinas y CK durante la induccion de ES en D.

carota.
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e Evaluar si CK exdgenas pueden igualar la respuesta embriogénica de la
combinacion NOz/NHa* en los tratamientos menos exitosos (una sola fuente
de N).
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Anexo 1. Tabla de recursos.

Equipo

Compafia

Modelo

Agitador Vortex

Scientific Industries

Vortez Genie 2

Balanza AND HR-60
Centrifuga Thermo Scientific Sorvall ST16R
Conductimetro Hanna HI Series HI 8733
Espectrofotometro Halo Halo XB-10
Estereoscopio Nikon SMZ 745T
HPLC Thermo Scientific Ultimate 3000
Liofilizadora Labconco FreeZone 4.5
Microscopio 6ptico Zeiken

Parrila de  agitacion y| Corning PC-620D
calentamiento

Potenciometro Hanna Instruments pH 210

Speedvac Labconco CentriVap micro IR
Termociclador Techne 5 Prime
Ultracongelador Thermo Scientific 8922

Reactivo Marca Identificador

2,6-di-ter-butil-4-metilfenol,

Agros Organics

99% (Ci5H240)

Acetato de etilo (C4HsO2) MERCK 506188N
Acetonitrilo HPLC (CHsCN) MEYER 75-05-8
Acido acético HPLC | TEDIA (High Purity | AS1102-002
(CHsCOOH) Solvents)
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Acido borico HsBOs Sigma-Aldrich B6768
Acido diclorofenoxiacético (2,4- | Sigma-Aldrich D6679
D)
Acido formico (HCOOH) Sigma - Aldrich #STBH6997
Acido nicotinico (CsHsNO2)
Agua HPLC (H20) J.T.Baker 4218-03
Azul de Evans Sigma-Aldrich E21129
Cisteina (CsH;NO,S) Sigma-Aldrich C121800
Cloruro de amonio NH4Cl Sigma-Aldrich A9434
Cloruro de calcio dihidratado | Sigma-Aldrich C8106
(CaClz-2H20)
Cloruro de potasio KCI Jalmek P4825
Fosfato monopotasico KH2PO4 | Sigma-Aldrich P-0662
Gellan Gum PhytoTechnology G434
Laboratories
Hidréxido de amonio (NHsOH) | BAKER ANALYZED | 9721-03
Kinetina (C10HsNsO) Sigma-Aldrich K0763
Metanol ACS(CHsOH) Fermont 67-56-1
Molibdato de sodio dihidratado | Sigma-Aldrich M1651
Na:MoOa4-2H.0
Murashige y Skoog (medio MS) | PhytoTech M524
Myo-inositol (CsH1206) Sigma-Aldrich 15125
N6-benciladenina (BA, | Phyto  Technology | B800
C12H11Ns) Laboratories
Nitrato de amonio NHsNO3 Sigma-Aldrich A-9642
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Nitrato de potasio KNOs Fermont 41842
Sacarosa grado Il (C12H22011) | Sigma-Aldrich S-5391
Sal disédica- Dihidratada (Naz | J.T. Baker 8993-01 (CAS6381-92-6)
EDTA -2H:0)

Sal potasica del &cido 1-| Sigma-Aldrich N1145
naftalenacético (Ci2HsKOz2)

Sulfato de cobre | J. T. Baker 1843
pentahidratado (CuSO4 -5H20)

Sulfato de magnesio | J. T. Baker 2500-01
heptahidratado (MgSO4+7H:20)

Sulfato de manganese

heptahidratado (MnSOa4-7H20)

Sulfato de zinc heptahidratado | Sigma-Aldrich Z-0501
(ZnS04-7H:0)

Sulfato ferroso heptahidratado | Sigma—Aldrich F-7002
(FeS0O4-7H0)

Trioxido de cromo Merck

Materiales

Columnas de extraccion OASIS MCX 186000252
Filtros de 40 umy 100 pm

Unidad de filtro accionada por | MILLEX-GN SLGNX13NK

jeringa HPLC

Modelos experimentales

Coffea canephora

Daucus carota

Software
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