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INTRODUCCION

adicionadas al medio de cultivo; los reguladores de crecimiento vegetal (RCV) exégenos,
particularmente el 2,4-D; algunos genes asociados con la histodiferenciacién y la

formacién del meristemo apical, entre otros.

El panorama de las proteinas endégenas en la embriogénesis somatica de chile
habanero, tampoco ha sido muy alentador al relacionarlo con la baja capacidad de
germinacién de los embriones somaticos de esta especie. En estudios realizados por
Lecona-Guzman (2008), donde se estudié el comportamiento de las proteinas endégenas
a lo largo del desarrollo de los embriones somaticos de chile habanero, se observé que,
contrario a lo reportado para embriones somaticos de otras especies, el contenido de
proteinas de los embriones somaticos de chile habanero disminuyé con el avance de su
desarrollo, mostrando el embrién globular el de mayor concentracién de proteinas,
mientras que en el estadio cotiledonar las proteinas disminuyen, llegando a ser
dramaticamente bajo su contenido. Estos resultados permiten inferir que, este grupo de
proteinas que estan presentes en el perfil proteico del embrién cigético, y ausentes en el
perfil proteico del embrién somatico cotiledonar, pudieran tener alguna relacién con la
maduracién del embrién y en consecuencia, con la incapacidad de estos embriones

somaticos para germinar y convertirse en plantas.

Es por esto que es necesario optar por estrategias que permitan incrementar el contenido
endégeno y composicién de las proteinas en los embriones somaticos de chile habanero.
Una estrategia viable es la adicién de Acido Abscisico al medio el cual esta involucrado en
la sintesis de proteinas como LEA o de reserva importantes para la maduracién del
embrién o de alguin aminoacido como la Asparagina, ya que las células los utilizan como
fuente de nitrégeno, ademas que esta relacionada a la sintesis de proteinas.
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1.2 ANTECEDENTES
1.2.1 CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

Se llama cuitivo de tejidos vegetales (CTV) al conjunto de técnicas que permiten el
establecimiento, mantenimiento y desarrollo de cualquier parte de una planta, desde una
célula hasta un organismo completo, bajo condiciones artificiales, asépticas y controladas
(Pérez-Molphe et al., 1999).

El CTV es una herramienta invaluable para la resolucién de problemas basicos y
aplicados en la biologia vegetal, ya que por una parte ofrece una serie de sistemas
modelo ideales para la investigacion fisiolégica, bioquimica, genética y estructural y por
otro lado tiene una aplicaciéon practica en la clonacién, conservaciéon y manipulacién in
vitro de cualquier material vegetal (Perez-Molphe et al., 1999).

Los primeros trabajos tuvieron un éxito muy limitado, debido a tres factores
fundamentales. El primero fue el desconocimiento de los requerimientos nutricionales de
los tejidos vegetales cultivados in vitro; el segundo fue el uso frecuente de tejidos
vegetales maduros y bien diferenciados para iniciar los cultivos. Estos tejidos, como se
sabe actualmente, son los que muestran una menor capacidad de respuesta al cultivo in
vitro (Perez-Molphe et al., 1999). El tercer factor que retard6 el desarrollo de las técnicas
de CTV fue la ignorancia de la existencia y del papel que juegan en el desarrolio vegetal
las llamadas fitohormonas o reguladores del crecimiento. Estas sustancias eran
desconocidas hasta 1928, cuando Went y Timan descubrieron la auxina conocida como
acido indolacético (AIA) y en 1955 Skoog descubrié la citocinina conocida como cinetina
(CIN).

Skoog y Miller (1957) fueron los primeros que consiguieron manipular la formacién in vitro
de brotes, raices y tejido calloso mediante el uso de diferentes combinaciones de auxina
(AlA) y citocinina (CIN). Otro de los pasos fundamentales para la consolidacion de las
técnicas de CTV lo dieron Murashige y Skoog (1962), al desarrollar el medio de cultivo MS
que reunia las caracteristicas apropiadas para ser utilizado en el cultivo de una gran
variedad de tejidos de diferentes especies vegetales; dicho medio de cultivo sigue

utilizandose de manera rutinaria en innumerables trabajos que se realizan actualmente.
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Las fases fundamentales de la ES son la induccién, histodiferenciaciéon, maduracion,
germinacién y conversion del embrion. Cada una de éstas fases es regulada por diversos
factores (Rudus et al., 2006).

1.2.3 HISTODIFERENCIACION

En el proceso de histodiferenciacién, las masas de células proembriogénicas se
diferencian formando embriones somaticos, mediante una division y diferenciacién celular
simultdnea. Para que estas células cesen su multiplicacién y pasen a una fase de
diferenciacién, se requiere la eliminacién de las auxinas exégenas (Perez-Molphe et al.,
1999). Uno de los fendmenos iniciales en esta etapa es el establecimiento de una
polaridad en las masas de células proembriogénicas. Esta polaridad se mantiene durante
todo el desarrollo del embrién. Durante la etapa de la histodiferenciacién, los embriones
somaticos pasan por una serie de estadios muy similares a los que ocurren en la
embriogénesis cigética. En las dicotiledéneas, estos estadios son: globular, de corazon y
de torpedo, mientras que en la monocotiledéneas son: globular, coleoptilar y escutelar. El
desarrollo de la embriogénesis somatica se asemeja a la embriogénesis cigotica tanto en
su morfologia como en su desarrollo, pues en ambos procesos los embriones pasan a
través de los mismos estadios que incluyen el globular, corazén, torpedo y cotiledonario
(McKersie y Brown, 1996). Por otra parte Nakamura et al. (1992), basados en un estudio
de microscopia electronica, propusieron 8 diferentes estadios de desarrollo los cuales
son: célula somatica madre, embrién preglobular, embrién globular, embrién elongado,
embrién corazon temprano, embrion corazén, embrion torpedo y embrién cotiledonar.

1.2.4 MADURACION DE EMBRIONES SOMATICOS

Durante la maduracién, los embriones somaticos experimentan cambios morfolégicos y
bioquimicos. Estos se caracterizan por la deposiciéon de sustancias de almacenamiento,
represion de la germinacion y adquisicion de tolerancia a la desecaciéon (Thorpe, 1995).
Sin embargo, hay especies en las que los embriones somaticos no se desarrollan
normalmente. En algunos casos germinan, pero no se convierten en plantulas normales.
El desarrollo del embrion y la maduraciéon pueden en ciertos casos interrumpirse por la
germinacién precoz, lo que provoca que las plantulas no se desarrollen normalmente
(Jiménez, 20095).
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tolerancia a la desecacién y la dormancia. Para lograr la conversion del embrién y mejorar
la eficiencia de la regeneracién a planta, se han evaluado diferentes estrategias, como la
adicion de agentes osméticos, tales como: carbohidratos y azicares alcohol (Sorbitol y
Manitol). Los RCV como el acido giberélico (AG;) se han empleado en el medio de cultivo
durante la conversién de los embriones somaticos en plantas (Binzel et a/., 1996a; Choi et
al., 2002; Junaid et al., 2006). Es probable que el AG; sea necesario en los cultivos de

embriones somaticos que experimentan dormancia (Choi et al., 1999).
1.2.6 CULTIVO in vitro DE Capsicum spp.

Aunque algunas especies de la familia Solanaceae se han convertido en modelo de
morfogénesis in vitro, como es el caso de Nicotiana tabacum, existen también especies,
incluso géneros, reconocidos como recalcitrantes a la regeneraciéon de plantas in vitro.
Ejemplo de ello es el género Capsicum en la que la Gnica especie que ha respondido a la
induccién de diferentes procesos morfogéneticos in vitro, es Capsicum annuum (Tabla
1.1), aunque la reproducibilidad y eficiencia de los procesos inducidos adn siguen siendo
bajas (Binzel et al., 1996a; Binzel et al., 1996b).

Numerosos investigadores han descrito metodologias para inducir la regeneracién in vitro
de diferentes cultivares de Capsicum annuum por diferentes vias morfogénicas (Agrawal y
Chandra 1983; Arroyo y Revilla, 1991; Ochoa-Alejo e Ireta-Moreno, 1990; Szasz et al.,
1995, Binzel et al., 1996a; Binzel et al., 1996b; Ramirez Malagon y Ochoa-Alejo, 1996;
Husain et al., 1999), asi como el estudio de los factores que influyen en la regeneracién
de esta especie (Jacobs y Stephens, 1990). Hasta la fecha sélo existe un reporte de
embriogénesis directa de C. annuum en medio sélido (Harini y Sita, 1993), asi como de
un protocolo de embriogénesis somatica y regeneracién de chile a partir de células
embriogénicas en suspensién (Buyukalaca y Mavituna,1996)..

10
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procesos ocurran con la calidad requerida (Lépez-Puc et al., 2006). Sin embargo, el
empleo de las técnicas biotecnolégicas en el género Capsicum ha sido ampliamente
reportado.

En lo que respecta a la regeneracion in vitro de cultivares de C. chinense, se sabe que
esta especie pertenece a un género recalcitrante, en el que la regeneracion de plantas a
partir de células, tejidos y 6rganos asi como la transformacion genética no se han logrado
grandes avances (Ochoa-Alejo y Ramirez Malagén, 2001). Actualmente se cuenta con
varios reportes sobre esta especie (Tabla 1.2). Santana-Buzzy et al., (2005) reportaron la
regeneraciéon de plantas via organogénesis. Este mismo grupo detecté una gran
sensibilidad de esta especie al etileno presente en los recipientes de cultivo (Santana-
Buzzy et al., 2006) y propusieron un protocolo en el que se logra reducir los efectos de
este gas-regulador. Lépez-Puc et al., (2006) y Zapata-Castillo et al., (2007) reportaron la
induccién de embriones somaticos de chile habanero de forma directa e indir=~ta,
respectivamente. Mientras, Montalvo-Peniche et al., (2007) establecieron un protocolo de
lento crecimiento, para la conservacion in vitro del germoplasma de esta especie.

12
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Estas proteinas generalmente se presentan en organelos bien definidos llamados cuerpos
de proteinas o granos de aleurona. Estos cuerpos se han encontrado en numerosas
semillas como oleaginosas y los cereales. En estos ultimos se localizan en la mayoria de
las células del endospermo, pero en especial se le llama capa de aleurona a estos
cuerpos de proteinas que predominan en la capa que rodea al endospermo. En general
tienen un alto contenido de nitrégeno y de prolina y una baja cantidad de lisina, triptéfano
y metionina. Ademas de los compuestos mencionados, las semillas contienen muchas
otras sustancias. Contienen algunos minerales y la composicién de éstos es similar a la
del resto de la planta. Ademas del nitrogeno que esta presente en las proteinas, las
semillas contienen cierta cantidad de aminoacidos y de amidas (por ejemplo, glutamina y
asparagina en las nueces). Otros compuestos con nitrogeno son los alcaloides, como la
piperina en semillas de Piper nigrum, la ricinina en Ricinus communis, la cafeina en

Coffea spp., la teobromina y cafeina en Theobroma.
1.2.7.2 PROTEINAS LEA

En la fase de maduracién de la semilla, el acido abscisico (ABA) induce la sintesis de una
serie de proteinas conocidas como proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundance), las
cuales estan rigurosamente conservadas en una gran variedad de especies (Barcel6 et
al., 2001; Colorado et al., 1995; Rock y Quatrano, 1995; Delseny et al., 2001). Todas se
caracterizan por ser solubles en agua, extremadamente hidrofilicas, tener escasos
residuos hidrofébicos y basicos y contener abundantes aminoacidos cargados y polares,
en particular glicina y lisina. Por lo regular carecen de algunos aminoacidos como
triptéfano y muy a menudo de cisteina. Estas caracteristicas les confieren una importante
funcién: proteger a las células ante los dafios producidos por la brusca deshidratacion que

sufren las semillas en las Ultimas fases de desarrollo (Dure ef al., 1989).

Dentro de las proteinas LEA podemos destacar las deshidrinas (DHN), también conocidas
como proteinas RAB (Responsive to ABA) o LEA Il. Estas proteinas se inducen por
deshidratacion, ya sea por calor, sequia o frio y se acumulan en grandes cantidades en
semillas maduras, como por ejemplo las proteinas RAB21 o RAB16A-C de arroz (Mundy

14
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proteinas (2.5 pg-mg”) y el ESs cotiledonar el de contenido mas bajo (0.5 pg-mg™),
concluyendo que el bajo contenido y la poca expresién de proteinas que se encuentra en
los embriones somaticos de Capsicum chinense, particularmente en el estadio
cotiledonar, contrario a lo que se ha reportado para especies no recalcitrantes, pudiera
estar contribuyendo a la baja capacidad de germinacién y conversion en plantulas, de las
embriones somaticos de esta especie.

La adicion de glutamina, alanina, prolina y arginina en concentraciones de 30 mM en
medio de regeneracion de M. sativa incrementa la produccion de embriones somaticos, su
peso seco, la sintesis de proteinas almacenadas, al igual que el promedio de conversion a
planta (Lai et al., 1992). Morcillo et al. (1999) describieron que la adicién de arginina y
glutamina incremento la acumulacién de proteinas en embriones somaticos de palma de
aceite; pero que la acumulacién de proteinas depende del genotipo y aminoacido
utilizado.

Nuutila et al., (2000) describieron que los estados embriogénicos tempranos de
embriones somaticos de cebada, requieren la presencia de glutamina u otro aminoacido,
para que pueda ser transformado hasta proteinas.
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based on their similarity with their zygotic counterparts. Most knowledge so far has come
from studies on alfalfa (Stuart et al. 1988; Krochko et al. 1992, 1994; Lai et al. 1992;
Lecouteux et al. 1993; Lai and Mckersie 1994) and soybean (Christou and Yan 1989;
Slawinska and Obendorf 1991; Komatsuda et al., 1992; Dahmer et al., 1992; Stejskal and
Griga 1995; Chanprame et al., 1998; Griga et al., 2007), which represent traditional
experimental models of SE. However, there is a lack of information on biochemical
aspects involved in somatic embryogenesis of Capsicum genus. The objective of this
study was to meet the changes in protein profiles in somatic embryo of C. chinense in
different developmental stages.

2.3 Material and methods

Preparation of plant material. Seeds of Habanero pepper cv. Rux-02 were surface
sterilized with a solution of ethanol at 70% for 5 min, rinsed three times in sterile distilled
water, soaked in a solution of commercial sodium hypochlorite at 13% for 15 min, and
rinsed again three times (1 min) in sterile distilled water. The sterile seeds were cultured in
glass jars with 20 mL germination medium composed of mineral salts recommended by
Murashige and Skoog MS (1962), supplemented with 1.156 uM GA;, 3% sucrose and
0.2% gelrite. The pH was adjusted to 5.7 before sterilization in autoclave. The cultures
were incubated in darkness for 7 d to accelerate germination. After the seeds had
germinated, they were transferred to a photoperiod of 16 h lights (40 — 50 pmol m?s™) at
25 + 2 °C. The hypocotyls were extracted from the dissection of plantlets at 20-25 d of

germination.

Somatic embryogenesis induction (SE). Under aseptic conditions, segments from in vitro
plantlet hypocotyls were isolated by cutting with a razor blade. These isolated segments
were used as explants. Induction of SE and somatic embryo production were performed as
reported by Lopez-Puc et al, (2006). Excised hypocotyls were placed in 250-mL
Erlenmeyer flasks containing 100 mL MS medium supplemented with 3% sucrose, 9 pM
2,4-dichlorophenoxiacetic acid, 29 puM thiamine-HCI, 42 uM cisteine-HCI, 55 uM myo-
inositol, and 0.2% gelrite. Explants were maintained at 25 + 2°C in photoperiod (16 h light,
40-50 pmol - m™? - s/ 8 h dark). A total of 5 explants were placed in each flask, and 5
replicas were used. All reagents for plant growth culture w -~ obtained from Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA).
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acetone containing 0.07% f-mercaptoethanol. Subsequently, pellets were resuspended in
buffer B (7 M urea, 2 M thiourea, 4% NP-40, 1% DTT, and 2% ampholytes [pH 3-10]).
This resuspension was continually mixed and then centrifuged at 16000 x g for 15 min at
4°C. Supernatants were recovered and stored at —-80°C until use. Protein quantitation was
carried out using the Bradford (1976) method, using bovine serum albumin as the
standard. |EF was carried out with 20 ug of total protein extract using an immobilized linear
3-10 pH gradient (7 cm x 3.3 mm, dry strip; Invitrogen, CA, USA). The strips were
rehydrated for 24 h at room temperature with protein supernatant in buffer that contained
9.5 M urea, 2% NP-40, 1% DDT, 2% ampholytes, and 0.05% bromophenol blue. IEF was
carried out using the ZOOM® IPGRunner system (Invitrogen) at 200 V for 20 min, 450 V
for 20 min, 750 V for 20 min, and 1000 V for 60 min. Focused strips were equilibrated for
15 min in NUPAGE® LDS buffer (Invitrogen). Equilibrated strips were placed on top of
vertical 15% polyacrylamide gel. Electrophoresis was carried out at 4°C according to
Laemmli (1970) for 8 h at 160 V. Gels were silver stained. Three independent protein
extractions were performed from both samples (somatic embryos in the cotyledonary
stage and mature zygotic embryos). Each extraction was analyzed by two gel replicates.

Data analysis. Results were analyzed using analysis of variance and means compared
using Tukey's test (P < 0.05). SPSS 17.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) was
used.

2.4 Results and discussion

Direct somatic embryogenesis was induced from hypocotyl segments cultured on MS
medium supplemented with 9 uM 2,4-dichlorophenoxiacetic acid (2,4-D). Somatic embryos
in the globular stage became visible after 2 weeks of culture (Figure 1A). After 5 weeks,
the transferred embryogenic mass to liquid medium showed an abundant proliferation of
somatic embryos (Figure 1A-B), in which were distinguished all of developmental stages
(Figure 1C-F). This process was highly efficient and reproducible, and corroborated as
reported by Lépez-Puc et al., (2007).
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In a similar study, was reported the presence of 200 proteins with high similarity between
zygotic and somatic embryos of Cyclamen persicum Mill. (Winkelmann et al., 2006). These
researchers identified a protein of approximately 27 kDa and 5-6 p/, similar to 11S
globulin. They also observed proteins of 10-15 kDa and p/ 4.5-5.5; they were highly
expressed, but their expression decreased notably during germination. One protein was
very similar to vicilin, suggesting that these proteins could belong to the 7S group of
globulins. In contrast, Lippert ef al., (2005) reported the expression of 1250 proteins.

A maturation treatment with ABA revealed the higher expression of a protein of 45.2 kDa
and p/ 8.09 corresponding to vicilin, a storage protein. This finding contrasts notably with
our results, because unlike in zygotic embryos, expression of storage proteins in somatic
embryos decreases from a low level to none at all. Low protein expression could contribute
to the inability of somatic embryos to germinate. The majority of proteins in dicotyledonous
seeds correspond to globulins of the 7-8S and 11-14S groups (Derbyshire et al., 1976;
Higgins 1984). 7S globulins are from 150 to 180 kDa, with 3 subunits bound by weak
interactions (Derbyshire et al., 1976; Higgins 1984; Shewry et al., 1995). In contrast, 11S
globulins are hexamers (350—460 kDa) with intermediate subunits bound by disulphide
bridges that create monomers of 40 and 20 kDa when denaturalized. Viladova et al.,
(2004) found two 11S globulin subunits on 2 varieties of C. annuum, and Griga et al.,
(2007) reported on the expression of storage protein—type globulins (legumin, vigilin,
convicilin) as well as their subunits. The highest expression corresponded to convicilin and
vicilin proteins at 47—50 kDa and 70-75 kDa, respectively.

Biochemical and molecular changes associated with SE have been studied in such
species as rapeseed (Crouch 1982), carrot (Choi and Sung 1984; Dodeman and Ducreux
1996), ruffle (Chen and Luthe 1987), break wind (Stirn and Jacobsen 1987), cotton
(Shoemaker et al., 1987), trifolium (McGee et al., 1989), Dactylis glomerata (Hahne et al.,
1988), coffee (Yuffa et al., 1994), Camellia japonica (Pedroso et al., 1995), soybean
(Stejskal and Griga 1995), barley (Stirn et al., 1995), sugarcane (Blanco et al., 1997), and
birch (Hvoslef-Eide and Corke 1997). However, there have been no reports related to
biochemical changes during SE in Capsicum.
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proteinas de reserva (Wurtele et al.,1993; Etienne et al., 1993).

En este trabajo se evalu6 el efecto de diferentes concentraciones de ABA (3.78 uM, 18.9
uM y 37.8 uM) en el contenido y composicién de las proteinas en embriones somaticos de
Capsicum chinense. Se encontraron cambios en el contenido de proteinas para todos los
estadios de desarrollo analizados y para los tres tratamientos de ABA evaluados. Los
mejores resultados se obtuvieron cuando se utilizé el tratamiento con ABA a una

concentracion de 37.8 uM, ya que el contenido y composicién de proteinas fue mayor.

3.2 MATERIALES Y METODOS
3.2.1 MATERIAL VEGETAL

Para este estudio, se seleccionaron semillas del cultivar Uxmal-02 (Rux) proveniente del
banco de germoplasma de la Unidad de Bioquimica y Biologia Molecular de plantas del
Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan. Esta variedad de fruto de color rojo fue
seleccionada por ser una de las mas conocidas y demandadas, tanto local como

nacionalmente.
3.2.2 DESINFECCION Y GERMINACION DE SEMILLAS

Las semillas se desinfectaron en una solucién de etanol al 70% por 5 minutos, se
enjuagaron tres veces con agua destilada estéril y posteriormente se colocaron en una
solucién de hipoclorito de sodio comercial (Cloralex: 6% de cloro activo) diluido al 30 %
(v/v) durante 15 minutos. Después de esto, las semillas se enjuagaron tres veces mas con
agua destilada estéril. Todo el procedimiento se realizd en agitacion (Santana et al.,
2005).

Las semillas fueron germinadas in vitro, con el fin de establecer un stock de plantas
asépticas para la toma de explantes. El medio utilizado para la germinacién de semillas
fue el MS (Murashige y Skoog, 1962), suplementado con 1.156 uM de acido giberélico
(AG 3), 3% de sacarosa, 0.2% de gelrite, y un pH de 5.7, las semillas se incubaron en

cuarto oscuro a una temperatura de 25 + 2°C por 10 dias. Una vez germinadas, las
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Para la realizacién de la electroforesis se utilizaron como muestras embriones cigéticos y
mezclas de embriones somaticos de cada tratamiento con ABA. Las muestras se
prepararon homogenizando en frio de forma individual embriones en cada uno de los
estadios de desarrollo en 300 pL de solucién amortiguadora de extracciéon 0.011M Tris-
Glicina pH 7.5. Los extractos proteicos se pasaron para su andlisis por una fase de
desnaturalizacién por calentamiento en bafio Maria a 100 °C. En todos los casos los
extractos obtenidos se centrifugaron a 13000 rpm. durante 10 minutos. El sobrenadante
fue transferido a un nuevo tubo eppendorf previamente rotulado y conservado a —80°C
hasta su uso.

Los estudios de la variacién en la composicion de proteinas totales se realizé mediante el
método electroforético en sistema disociante (SDS-PAGE; Electroforesis en Geles de
Poliacrilamida, empleando dodecil sulfato de sodio) siguiendo el protocolo de Laemmli
(1970). Se emplearon geles de poliacrilamida al 15 y 5% de concentracién para los geles
de separacién y compactacion, respectivamente. Se empleé el equipo de electroforesis
(SE 600 series electrophoresis unit |, Hoefer) de 14 x 16 cm con un espesor de 1.5 mm, y
para su ensamblaje se siguieran las instrucciones del fabricante. En los electrodos se
utilizé en todos los casos solucién amortiguaodora Tris-Glicina pH 8.3 (Iglesias, 1986). En
el caso de las separaciones proteicas se empled un kit de estandares de pesos
moleculares (200,000-21,500 d). Los extractos proteicos fueron separados a 160 volts
durante ocho horas a 4°c de temperatura, para este fin se empleé una fuente de poder

marca Consort modelo E844.

Finalizado el tiempo de corrida, los geles se tifieron con una solucién de nitrato de plata al
0.2% y formaldehido al 0.03% por 20 min. Después del periodo de incubacién, la solucién
de plata se retir6 y los geles se enjuagaron con agua destilada dos veces por 20 s.
Posteriormente se llevé a cabo el revelado con una solucién de carbonato de sodio al 6%,
formaldehido al 0.019% y 0.4 mM de tiosulfato de sodio. Una vez que la solucion
reveladora se oscurecié, se cambié por otra porciéon de solucion reveladora fresca.
Después de que se adquirié la intensidad de tincion deseada, el revelado se detuvo
retirando la solucién reveladora y se adicioné acido acético al 12% y metanol al 50%. Los
geles tefiidos se almacenaron en acido acético al 7% a 4°C .Todo este proceso se realiz6

en un equipo de agitacién Shaker 25 a 30 rpm.

























CAPITULO Il

3.5 BIBLIOGRAFIA

Ammirato, P.V. (1987). Organizational events during somatic embryogenesis in: Green
CE, Somers DA, Hackett WP, Biesboer DD (eds). Plant Tissue and Cell. Alan R.
Liss, Inc., Berlin Heidelberg pp 57-81.

Avileés-Vifas Susana A. (2008). Papel del etileno durante la embriogénesis somatica de
chile habanero Capsicum chinense Jacq. Tesis de Maestria.

Barcelé J., Nicolas G., Sabater B. and Sanchez R. (2001). Fisiologia Vegetal. Ed.
Piramide, Madrid, Espania.

Benelli C., Fabbri A., Grassi S., Lambardi M. and Rugini E. (2001). Histology of somatic
embryogenesis in mature tissue of olive (O. europaea L.). J. Hort. Sci.
Biotechnol. 76:112-119.

Binzel, M. L., Sankhla, N., Joshi, S. and Sankhla, D. (1996). Introduction of direct somatic
embryogenesis and plant regeneration in pepper (Capsicum annuum L.). Plant
Cell Rep. 15: 535-540.

Bradford, M.M. (1976). A rapi and sensitive method for the quantification of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal. Biochem.,
72:248-254.

Brown C, Brooks FJ., Pearson D., Mathias RJ. (1989). Control of embryogenesis and
organogenesis in inmature wheat embryo callus using increased medium
osmolarity and abscisic acid. J Plant Physiolo 133:727-733.

Cailloux F, Julien-Guerrier J, Linissier L and Coudret A. (1996). Long-term somatic
embryogenesis and maturation of somatic embryos in Hevea brasiliensis. Plant
Sci. Limerick.120(2): 185-196.

Carman JG (1988) Improved somatic embryogenesis in wheat by partial simulation of the
in-ovulo oxygen, growth-regulator and desiccation environments. Planta 175:417-
424.

56






CAPITULO Il

Iglesias, L. (1986). Estudio de la variabilidad morfoagronémica y bioguimica en soya
(Glicine max (L.) Merril) Tesis de grado de Doctor en Ciencias. Instituto Nacional
de Ciencias Agricolas. La Habana, Cuba. 233p.

Jayasankar S., Bondada B., Li Z. and Gray D. (2002). A unique morphotype of grapevine
somatic embryos exhibits accelerated germination and early plant development.
Plant Cell Rep. 20:907-911.

Junaid A., Mujib A, Bhat M. and Sharma M. (2006). Somatic embryo proliferation,
maturation and germination in C. roseus. Plant Cell Tiss.Org. Cult. 84: 325-332.

Label P., Lelu MA. (1994). Influence of exogenous abscisic acid on germination and
plantlet conversion frequencies of hybrid larch somatic embryos (Larix x
leptoeuropaea). Plant Growth Regul. 15:175-182.

Laemmli Uk. (1970). Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature 227, 680—685.

Liao YK. and Amerson HV. (1995). Slash pine (Pinus elliottii Engelm.) somatic
embryogenesis |l. Maturation of somatic embryos and plant regeneration. New
Forests 10(2): 165-182.

Lopez-Puc G.; Canto-Flick A., Barredo-Pool F., Zapata-Castillo P., Montalvo-Peniche M.,
Barahona-Perez F., Santana-Buzzy N. and lIglesias-Andreu L. (2006). Direct
Somatic Embryogenesis: A Highly Efficient Protocol for In Vitro Regeneration of
Habanero Pepper (Capsicum chinense Jacq.). HortScience 41 (7):1645-1650.

Murashige, T. and Skoog, F. (1962). A revised medium for rapid growth and bioassays
with tobacco cultures. Physiol. Plant. 15:473-479.

Nickle C. and Yeung E. (1993). Failure to establish a functional shoot meristem may be a
cause of conversion failure in somatic embi'yos of D.carota. Am. J. Bot. 80:128—
1291.

58






CAPITULO Il

Steinitz B., Kiisek M., Tabib Y., Paran |. and Zelcer A. (2003). Pepper (Capsicum annuum
L.) regenerants obtained by direct somatic embryogenesis fail to develop a shoot.
In vitro Cell. Dev. Biol. Plant. 39:296-303.

Stipp L., Mendes B., Piedad S. and Rodriguez A. (2001). In vitro morphogenesis of C.
melon var. inodorus. Plant Cell Tiss. Org. Cult. 65:81-89.

Suhasini K., Sagare A. and Krishnamurthy V. (1996). Study of aberrant morphologies and
lack of conversion of somatic embryos of chickpea (C. arietinum L.). In Vitro Cell.
Dev. Biol. Plant 32:6-10.

Tomaz M., Mendes B., Filho F., Demetrio C., Jansakul N. and Rodriguez A. (2001).
Somatic Embryogenesis in Citrus ssp.: Carbohydrate stimulation and
histodifferentiation. In Vitro Cell. Dev. Biol. Plant 37: 446-452.

Torres AC., Ze NM., Cantliffe DJ: (2001) Abscisic acid ans osmotic induction of
synchronous somatic embryo development of sweet potato. In Vitro Cell Dev Biol
37: 262-267.

Von Arnold S, Hakman |. (1988). Regulation of somatic embryo development in Picea
abies by abscisic acid (ABA). J. Plant Physiol 132:164-169.

Walton DC. (1980). Bochemistry and physiology of abscisic acid. Annu Rev Plant Physiol.
31: 453-489.

Waurtele ES, Wang H., Durgerian S., Nikolau BJ., Ulrich TH. (1993). Characterization of a
gene that is expressed early in somatic embryogenesis of Daucus carota. Plant
Physiol. 102:303-312.

Zdravkovic-Korac S, Neskovic M. (1999). Induction and development of somatic embryos
from spinach (Spinacia oleracea) leaf segments. Plant Cell Tiss Org Cult 55:109-
114.







CAPITULO IV

embargo, persisten deficiencias que imposibilitan la conversion de los embriones
somaticos en plantas, y de las cuales aun se desconoce su naturaleza. Se ha reportado
que el etileno provoca un efecto negativo sobre los brotes de chile habanero durante su
desarrollo (Santana-Buzzy et a/ (2005); Santana-Buzzy et al., (2006). Otros estudios se
estan realizando a fin de encontrar una respuesta a las incégnitas que existen respecto a
la recalcitrancia de esta especie y probablemente del género. Algunos de los estudios que
ser estan abordando son: Las proteinas endégenas en los embriones somaticos; las
poliaminas, tanto endégenas como adicionadas al medio de cultivo; los reguladores de
crecimiento vegetal (RCV) exdgenos, particularmente el 2,4-D; algunos genes asociados

con el desarrollo y particularmente, con la formacién del meristemo apical.

El panorama de las proteinas endégenas en la embriogénesis somatica de chile habanero
tampoco ha sido muy alentador, al relacionario con la baja capacidad de germinacion de
los embriones somaticos de esta especie. En estudios previos realizados por Lecona-
Guzman y Santana-Buzzy (2008), donde se analizé el comportamiento de las proteinas
endégenas a lo largo del desarrollo de los embriones somaticos de chile habanero, se
evidencié que, contrario a lo reportado para embriones somaticos de otras especies, el
contenido de proteinas de los embriones somaticos de chile habanero disminuye con el

avance de su desarrollo.

La adicion de aminoacidos, como Asparagina ha sido una de las estrategias que se han
utilizado para incrementar el contenido de proteinas y mejorar el desarrollo de los
embriones somaticos, en diferentes especies vegetales (Chia and Saunders, 1999;
Witjaksono and Litz, 1999). La adicién al medio de cultivo de estos compuestos ha
aumentado la frecuencia de formacién de embriones somaticos por explantes, asi como

del numero de embriones germinados y convertidos en plantas.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la Asparagina sobre el contenido y

composicién de las proteinas en embriones somaticos de chile habanero.
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colocaron cinco explantes por frasco, con cinco réplicas y se mantuvieron a 25 + 2 °C,
bajo condiciones de fotoperiodo (16 horas luz/8 oscuridad) a una intensidad luminica de
40-50 umol'm?2s™,

4.2.3.2. HISTODIFERENCIACION

Posterior a los 30 dias de induccién, los explantes obtenidos fueron trasferidos a medio
liquido como fue reportado por Avilés (?nN8), el cual esta constituido de la siguiente
manera: sales MS, 2,4-D (4.5uM), sacarosa (30 g-L™"), y el pH de 5.8. y fue suplementado
con diferentes concentraciones de Asparagina (0, 0.38 mM, 7.6 mM, 15.2 mM). Los
explantes se incubaron a una temperatura de 25 + 2°C, con luz continua (24 hrs. luz) a
una intensidad luminica de 40-50 uM-m-2-s-1. Por un periodo de 7 dias con agitacion
(100rpm), una vez transcurrido este tiempo, los embriones somaticos fueron transferidos a
medio MS nuevo libre se Asparagina con cambio de medio cada 14 dias.

4.2.4 ANALISIS BIOQUIMICOS
4.2.4.1 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE PROTEINAS

El contenido de proteinas solubles se determiné de acuerdo con el método de Bradford
(1976) utilizando albumina de suero bovino (BSA) como estandar. Con la ayuda de un
espectrofotometro Genesys 5 UV-VIS.

4.2.4.2. DETERMINACION DE LA COMPOSICION DE PROTEINAS

Para la realizacién de la electroforesis se utiliz6 como muestras embriones cigéticos y
mezclas de embriones somaticos en diferentes momentos de su desarrollo. Las muestras
se prepararon homogenizando en frio de forma individual embriones en cada uno de los
estadios de desarrollo en 300 pul de solucién amortiguadora de extracciéon 0.011M Tris-
Glicina pH 7.5. Los extractos proteicos para su andlisis se pasaron por una fase de
desnaturalizaciéon por calentamiento en bafio Maria a 100 °C. En todos los casos los
extractos obtenidos se centrifugaron a 13000 rpm. durante 10 minutos. El sobrenadante
fue transferido a un nuevo tubo eppendorf previamente rotulado y conservado a —80°C
hasta su uso.
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20.6, 19.2, 14.6 KDa respectivamente. De igual forma se encontraron péptidos que
Unicamente se expresaron en los tratamiento con Asn (Fig. 4.5 asteriscos verdes) estas
bandas fueron de pesos moleculares de 18.4 y 15.5 KDa.

Cuando los embriones fueron tratados con 0.38 mM de Asn se observé la expresién de
dos péptidos con pesos moleculares de 21.2 y 13.5 KDa. En embriones somaticos
tratados con 7.6 mM de Asn se visualizo un péptido con peso molecular de 27.4 KDa. Los
embriones tratados con 15.2 mM de Asn expresaron dos péptidos con pesos moleculares
de 25y 21.2 KDa. (Fig. 4.5 asteriscos rosas).

Estos resultados son similares a lo reportado por Schmidt et al., (2005) quienes en un
analisis del perfil de proteinas mediante SDS-PAGE, reportaron que al comparar el perfil
proteico de embriones somaticos de soya tratados con 7.5 mM de Asn con el de semilla
de la misma especie, encontraron gran similitud entre ambos perfiles. Asi mismo, este
grupo reporto la presencia de péptidos con pesos moleculares de 12 y 20 kDa. los cuales
se expresaron cuando los embriones somaticos fueron tratados con Asn (7.5 mM).
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contienen abundantes aminoacidos cargados y polares, en particular glicina y lisina
(Colorado et al., 1995; Rock and Quatrano, 1995; Delseny et al., 2001) ademas que en
algunas especies como G. max, A. thaliana, D. carota, Z. mays y O. sativa, se ha
reportado que estas proteinas tienen un rango de punto isoeléctrico de 5.51-6.74 y en
algunos casos como en V. radiata estas proteinas tienen p! de 8.86 y en P. patens pl de
4.80 (Rajesh y Manickam, 2006).

Al evaluar el efecto del ABA en el contenido de proteinas se observd que este se
incrementa en todos los estadios de desarrollo de los ESs en respuesta a los tratamientos
con esta fitohormona, asi también se encontraron cambios en el contenido de proteinas
para todos los estadios de desarrollo analizados y para los tres tratamientos de ABA
estudiados (3.78 uM, 18.9 uM y 37.8 uM). Este resultado probablemente se deba a que el
ABA promueve la acumulacién de proteinas de reserva (Cailloux et al., 1996; Liao and
Amerson, 1995; Wurtele et al., 1993; Etienne et al., 1993). Por otro lado, ademas de
regular la sintesis y deposicion de proteinas de reserva, el ABA regula la expresién de
proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant) (Barcel6 et al., 2001; Delseny ef al., 2001;
Dodeman et al., 1997; Colorado et al., 1995; Rock and Quatrano, 1995).

La adicién de Asn al medio de cultivo ocasiono un incremento en el contenido de
proteinas y la expresion de siete péptidos que antes no se encontraban en los embriones
somaticos y que se encuentran en el perfil del embrién cigético; los pesos moleculares de
esos péptidos son de 64, 44.3, 39.2, 23.4, 20.6, 19.2, 14.6 KDa respectivamente. Estos
resultados son similares a lo reportado por Schmidt et al., (2005) quienes en un analisis
del perfil de proteinas mediante SDS-PAGE, reportaron que al comparar el perfil proteico
de embriones somaticos de soya tratados con 7.5 mM de Asnh con el de semilla de la
misma especie, encontraron gran similitud entre ambos perfiles. Asi mismo, este grupo
reportd la presencia de péptidos con pesos moleculares de 12 y 20 kDa. los cuales se
expresaron cuando los embriones somaticos fueron tratados con Asn (7.5 mM). Este
incremento en el contenido y expresion de proteinas pudiera atribuirse a que los
aminoacidos son responsables de funciones especiales en el metabolismo primario y
secundario en plantas, y son ademas, precursores en la sintesis de proteinas ya las
células los utilizan como fuente de nitrégeno (Coruzzi and Last 2000).
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con 7.6 mM de Asn fue el que presento mayor contenido de proteinas que el resto de los
tratamientos. La adicién de Asn al medio de cultivo ocasiono la expresién de siete
péptidos que antes no se encontraban en los embriones somaticos y que se encuentran
en el perfil del embridn cigético.

Estos resultados permiten inferir que, las proteinas que estan presentes en el perfil
proteico del embrién cigético, y ausentes en el perfil proteico del embrién somatico
particularmente en el estadio cotiledonar, pudieran tener alguna relacién con la
maduraciéon del embriéon y en consecuencia, con la incapacidad de estos embriones
somaticos para germinar y convertirse en plantas.
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