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RESUMEN
.
La creciente demanda de palmas de cocotero resistentes a
enfermedades requiere de la multiplicacibn masiva de palmas
mejoradas o seleccionadas. Esta situacién puede ser resuelta con la
micropropagacion. Se ha reportado un protocolo reproducible de
regeneracion via embriogénesis somatica a partir de explantes de
plumula, pero su eficiencia es aun baja. El protocolo estad basado en el
uso de una auxina para inducir la formacién de callo embriogénico. Ya
que se sabe que los BRs actuan sinergisticamente con las auxinas y
podrian estar involucrados en el control de la embriogénesis vegetal, se
prob6 el efecto del HBR en el desarrollo de callo inicial, callo
embriogénico y la formacién de embriones somaticos en explantes de
plumula con resultados positivos. Sin embargo, poco se sabe acerca del
modo de accién de los BRs. El objetivo de este trabajo fue estudiar si el
efecto estimulatorio del HBR sobre la formacién de callo embriogénico y
de embriones somaticos estda asociado con un incremento en la
expresion del gen CDKA, clave en el control de los eventos del ciclo
celular. Se establecieron tres experimentos usando como explantes
plimulas y estructuras embriogénicas globulares. Los explantes fueron
expuestos a tres concentraciones de HBR (durante 3 d de pre-cultivo
0.01, 0.1 y 1.0 uM). Los explantes respondieron favorablemente a los
BRs incrementando su capacidad de formar callo embriogénico y
embriones somaticos. Se determiné la expresion de CDKA mediante la
técnica de RT-PCR cuantitativo; se utilizaron iniciadores del gen 78S

como normalizador. Los resultados mostraron que el HBR incremento



hasta ocho veces la expresion del gen CDKA respecto al control en
callos embriogénicos procedentes de plumula. Los callos no
embriogénicos mostraron una disminucion en la expresion de CDKA
aun en presencia del HBR. Por otra parte, se establecid un protocolo de
hibridacién in situ para la deteccion de las células que expresan este
gen. Muchos resultados indican la presencia de ruido de fondo, otros
mostraron un patrén regular de la expresion de CDKA aportando

evidencias de un proceso morfogénico ordenado.
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ABSTRACT
The increasing demand for coconut palms resistant to diseases requires
massive multiplication of improved or selected palms. This could be
achieved through micropropagation. A reproducible regeneration
protocol via somatic embryogenesis from plumule explants has been
reported already, but its efficiency is still low. The protocol is based on
the use of an auxin to induce embryogenic callus. Since
brassinosteroids are known to act synergistically with auxins and might
be involved in the control of plant embryogenesis, the effect of the
brassinosteroid 22(S), 23(S)-homobrassinolide (HBR) on initial callus,
embryogenic callus and somatic embryo formation in coconut plumule
explants was tested with positive results. However little is known about
how the BRs are acting. The aim of this work was to study if the
stimulatory effect of HBR on embryogenic calli and somatic embryo
formation was associated with an increase in the CDKA expression, key
on control of cell-cycle events. Three experiments using plumules and
embryogenic structures from embryogenic calli were established. The
explants were exposed to different concentrations (0.01, 0.1, and 1 uM)
of the HBR (during a 3 d pre-culture). The plumule explants responded
favorably to the HBR increasing their capacity to form embryogenic calli
and somatic embryos with embryogenic structures, respectively. The
expression of CDKA was determinated by quantitative RT-PCR using
primers of the ribosomal subunit 18S as normalizer. The results shown
clearly that the HBR induced as high as eight times expression of the
CDKA gene over control, in embryogenic calli derived from coconut in

vii



vitro tissue culture. Non-embryogenic calli showed a decrement on the
CDKA expression even with HBR. On the other hand an in situ
hybridization protocol was established in order to detect the type of cells
that were expressing this gene. Some results had background signal,
but others could be analized, showing a regular pattern of CDKA into

calli tissues.

viii



INTRODUCCION

El cocotero ocupa un lugar importante en la economia mundial como
cultivo de subsistencia en las zonas tropicales y subtropicales. La copra
es el principal producto del cocotero y junto con la semilla de la palma
aceitera (Elaeis guineensis) son las unicas fuentes de acidos grasos de
cadena corta (de 8 a 14 atomos de carbono; Berger y Ong, 1985). El
aceite extraido contiene alrededor de 48% de acido ladrico el cual es
utilizado en la fabricacion de jabones, por la industria de los cosméticos
y en confiteria. Por otra parte este cultivo presenta una problematica
muy particular en cada pais que lo produce. Asi se tiene por ejemplo
que en México, en la década pasada las poblaciones de cocotero
sufrieron una enfermedad denominada AL que las afecté6 gravemente
en las costas de la Peninsula de Yucatan, y que continia su avance
hacia los estados de Tabasco y Veracruz. La dispersion del AL en
México ha devastado las areas productoras del Golfo de México,
transformando los paisajes drasticamente, debido a la alta
susceptibilidad de los materiales plantados. Por otro lado, en el Pacifico
las poblaciones son muy antiguas y necesitan ser renovadas, por lo que
se ha venido generando en ambas zonas una enorme demanda
potencial de palmas para los proximos anos. A pesar del desarrollo de
nuevas practicas agronémicas, los rendimientos generalmente estan
por debajo de su potencial y por otra parte, tampoco se tienen
materiales mejorados mas alla de los hibridos resistentes o tolerantes al
AL.



En los ultimos afos estos aspectos han recibido una considerable
atencion, sin embargo, actualmente el enfoque se esta dirigiendo hacia
técnicas biotecnolégicas de mejoramiento recién desarrolladas que
puedan beneficiar la industria del cocotero. Las técnicas tradicionales
de mejoramiento genético usadas en el cocotero han producido material
mejorado, pero su propagacion por semilla resulta insuficiente para las
necesidades actuales. Por esta razén se han venido estudiando otras
formas de propagacion basadas en el cultivo in vitro. Dentro de los
diferentes enfoques que se han desarrollado en la micropropagacién en
diversas especies, la embriogénesis somatica se perfila como una
solucién a mediano plazo en el caso particular de cocotero. Durante las
investigaciones realizadas con esta especie se han probado distintas
fuentes de explantes. Entre ellos se han utilizado hojas jovenes,
embriones cigéticos maduros e inmaduros, sin embargo, los resultados
mas exitosos y reproducibles han sido con inflorescencias y plumulas.
En el caso particular de plimula, es posible obtener embriones
somaticos y regenerar plantas en forma reproducible (Chan et al.,
1998), con una eficiencia mayor a la alcanzada con otros tipos de
explantes. Adicionalmente se ha desarrollado un protocolo de
embriogénesis somatica secundaria y multiplicacion de callo. Estos
protocolos permitirian una multiplicacion masiva de embriones que
resultaria en una aplicaciéon practica a mediano y largo plazo (Pérez-

Nufez, et al., sometido).

La aplicacion de reguladores del crecimiento vegetal ha demostrado ser

crucial para el desarrollo del proceso embriogénico en cocotero. Los
2



experimentos han mostrado que la adicién del 2,4-D, induce la
formacién de callo embriogénico. Las citocininas son importantes para
el desarrollo del embrién somatico, ya que se ha encontrado una
relacion inversa entre su concentracion y la formacién de los embriones
somaticos. A pesar de los avances obtenidos en la utilizacién de estos
reguladores, su aplicacion para el mejoramiento del protocolo ha sido
empirica. Recientemente se comprobé que la utilizaciéon de un tipo de
BRs, el HBR, increment6 la formacion de callo y callo embriogénico en
explantes de plumula de cocotero cultivados in vitro (Azpeitia et al.,
2003). El mecanismo por medio del cual el HBR estimula el proceso

embriogénico en cocotero aun es desconocido.

Una hipétesis propuesta del efecto de los BRs en la estimulacién del
proceso morfogénico es que podrian estar induciendo el ciclo celular,
sin embargo, a pesar de que el efecto de los BRs sobre elongacion
celular esta plenamente comprobado, existen dudas sobre el efecto que
tienen en la estimulacién del ciclo celular ya que se han reportado
resultados contradictorios. Por ejemplo se han encontrado que los BRs
estimulan la divisién celular en células parenquimatosas de frijol soya
(Clouse y Zurek, 1991), asi como también en protoplastos de col china
(Nakajima et al., 1996), protoplastos de petunia (Oh y Clause, 1998) y
mas claramente en la linea BY-2 de células en suspension de tabaco
(Miyazawa et al., 2003). Sin embargo, en estudios con cultivos celulares
de zanahoria o con callos de tabaco transformados via Agrobacterium,
los resultados reportados mostraron que los BRs no tuvieron un efecto
en estimular la division celular (Roth et al., 1989; Sala y Sala, 1985).
3



Ademas los estudios histolégicos de mutantes deficientes en la sintesis
de BRs y mutantes insensibles a ellos, indicaron que el fenotipo enano
es debido a una disminucion del volumen celular mas que a una
disminucion en el numero de células, sin embargo, esto es
contradictorio a lo determinado por Nakaya et al, (2002) que

encontraron un incremento en la division celular.

Actualmente se sabe que el paso por las diferentes fases del ciclo
celular esta regulado por varias familias de CDKs, cuyas actividades
estan determinadas por la unién coordinada con diferentes tipos de
ciclinas en cada fase del ciclo celular. Asimismo, existen otros
componentes como la familia de factores de transcripciéon E2F, que
cuando se liberan de la accion represiva de la pRb por acciéon de los
complejos CDK/CYCD, inician la transcripcién de diversos genes

involucrados en la progresion del ciclo celular.

En trabajos previos realizados por investigadores del Centro de
Investigacion Cientifica de Yucatan (CICY) y del Instituto Nacional de
Investigaciones Agricolas, Forestales y Pecuarias, se lograron aislar
algunos genes de cocotero implicados en el ciclo celular, entre ellos
CYCD3, E2F, Rb, CDKA (Sandoval, 2003). Los primeros estudios de
estos genes han concluido que la CDK tipo A no es soélo un factor critico
para la division celular, sino que también, lo es para el establecimiento
de la competencia de la célula a dividirse (Hemerly et al., 1993;
Martinez et al., 1992). Por lo tanto, debido a que la formacién de estos

callos esta acoplada a un proceso primario de activacion de la division
4



celular, seria importante determinar si la promocion de la embriogénesis
somatica en estos explantes por el HBR esta asociada a la estimulacion
de algunos genes reguladores del ciclo celular, como la CDKA.
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CAPITULO |

ANTECEDENTES

1.1 EL COCOTERO

El cocotero, también llamado arbol de la vida, es una especie que
puede ser encontrada a lo largo de la costa de casi todos los paises
ubicados entre los trépicos de Cancer y Capricornio (Ohler, 1999). Su
amplia distribucién ha sido favorecida por su utilidad, asi como por su
adaptabilidad a diferentes condiciones ecoldgicas y a la habilidad de la
nuez para flotar en el mar y germinar sobre la playa una vez depositada

en el suelo.

1.1.1 Descripcion taxonémica

El cocotero (Cocos nucifera L.) es un género monotipico (Uhl y
Dransfield, 1987) de la familia Arecaceae, de las mas importantes
econdmicamente junto con las gramineas, entre las familias de las
monocotiledéneas (FAOSTAT, 2002). Su ubicacién taxondémica se

describe en el Cuadro 1.1.



Cuadro 1.1. Ubicacién taxonémica del cocotero.

Orden Principes
Familia Arecaceae
Sub-familia Arecoidae

Tribu Cocoeae
Subtribu Butiinae
Género Cocos
Especie C. nucifera

Fuente : Uhl y Dransfield, 1987.

En funcién de su altura, el cocotero se clasifica en altos y enanos. Los
primeros crecen de 30 a 40 m y los segundos de 10-20 m. También son
diferentes en su tipo de polinizacion; es alégama para los altos, lo cual
produce elevada heterocigocidad y autégama para los enanos, por lo
que presentan un alto indice de homocigésis (Popenoe, 1979). En
términos botanicos no es un arbol, ya que no tiene corteza, ni
ramificaciones y tampoco cambium que genere crecimiento secundario.
Es una monocotiledénea perenne lefiosa; su tronco es un tallo unico.
Su numero cromosémico es 2n=32. La fertilidad del polen es muy
elevada en las variedades altas o en las hibridas, comparada con la
fertiidad de las variedades enanas o semialtas. Se ha reportado
heterosis en casi todas las cruzas de prueba realizadas entre plantas

altas y enanas (Ohler, 1999).
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1.1.2  El cultivo del cocotero

Esta especie se encuentra distribuida en las regiones calidas, aunque
se considera que el sudeste asiatico es el centro de origen y
domesticacién de la especie (Harries, 1990) por encontrarse en esta
zona la mayor diversidad intraespecifica, mayor numero de
enfermedades e insectos parasitos; por otra parte, es esta zona donde
se encuentra la mayor riqueza cultural en torno a su cultivo y utilizacion
(Purseglove, 1968; Thampan, 1982). En nuestro pais fue introducido a
las costas del Golfo de México en la época colonial durante los siglos
XVI-XVIII provenientes de Cabo Verde en Africa Occidental y en las
costas del Pacifico Mexicano de Panama, Islas Salomén y Filipinas
(Zizumbo, 1996).

El cocotero se cultiva en areas costeras comprendidas entre los 20° de
latitud al Norte y Sur del Ecuador; la altitud mas favorable para su
cultivo es de 0 a 100 m sobre el nivel del mar, siendo tolerante a los
suelos salinos. Requiere climas con atmésferas humedas (de 80 a 90%
de humedad relativa), temperaturas moderadas (27°C a 37°C) y una
precipitacion media anual de 1 300 a 2 500 mm, bien distribuida durante
todo el afno. El cocotero puede crecer en una gran variedad de suelos,
siempre que estén aireados y drenados; tolera las variaciones en el pH
de 5.0 a 8.0. Por lo general requiere de un complemento de fosfatos,
nitratos y potasio (Ohler, 1999; Dalhgren et al., 1985).
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1.1.3  Utilizacion del cocotero

La copra es el principal producto del cocotero que, junto con la semilla
de la palma aceitera (Elaeis guineensis), provee a la industria de acidos
grasos de cadena corta (de 8 a 14 atomos de carbono) (Berger y Ong,
1985). El aceite extraido contiene alrededor de 48% de acido laurico, el
cual es utilizado en la fabricaciéon de jabones y por la industria de los
cosméticos, asi como, en la obtencion de combustibles a partir de los
ésteres de metilo, como resultado de la transformacién por alcoholisis
(Graille et al., 1985). Los catalizadores para este proceso pueden ser
las mismas cenizas del endospermo de la semilla. La industria
alimenticia utiliza el aceite de coco para la produccién de margarinas,

cremas sintéticas y confiteria.

Ademas del consumo humano o animal de los productos o
subproductos del fruto de cocotero, existen muchos usos para las
diferentes estructuras de la planta, utilizdndose para la construccion de
muebles rusticos, viviendas, artesanias. La savia producida es utilizada
para obtener azucar, almibar y vinagre (Reyes-Jael, 1985). Por otra
parte, esta planta es por excelencia un elemento del paisaje en zonas
turisticas o naturales como playas y selvas (Ohler, 1999).

1.1.4  El cultivo del cocotero en México

En México se cultivan 163 822 ha en los estados de Guerrero (75 000

ha), Colima (24 500 ha), Tabasco (25 000 ha), Oaxaca (11 701 ha),

Michoacan (8 000 ha), Sinaloa (7 000 ha), Jalisco (5 000 ha), Veracruz
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(3 000 ha), Chiapas (2 000 ha), y Quintana Roo (1 000 ha). Este cultivo
representa la principal fuente de ingresos para mas de setenta mil
familias que intervienen en la cosecha, procesado, industrializacion, y
comercializacion de fruta fresca asi como en la fabricacion de
artesanias. A pesar de que es uno de los cultivos tropicales de mayor
importancia en Meéxico, la superficie de este cultivo ha disminuido
alrededor de 41 000 ha en los ultimos 10 afos (Figura 1.1) (Ramirez y
Pifia, 1998).
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Figura 1.1. Evolucién de la superficie cosechada de cocotero en México en los
Ultimos diez afios. Fuente: FAOSTAT Database, 2002.

1.1.5 Problematica del cultivo

La situacion actual del cultivo del cocotero se ha discutido en diferentes
reuniones, en los que se ha resumido el consenso en los siguientes
puntos.
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Cuadro 1.2. Problematica del cocotero en América Latina y el Caribe.

Problemas Causas Efectos
a) Baja productividad e Practicas agronémicas | e Creciente
insuficientes disminuciéon de los

e Utilizacion de material no ingresos de los

mejorado productores
e Edad de las plantaciones e Produccion
e Plagas y enfermedades decreciente de
b) Disminucién de la e Abandono de las plantaciones. nueces
superficie cultivada e Muerte de las plantas * Abandono de las
e Plagas y enfermedades (AL) plantaciones
¢) Mercado e Falta de un plan de desarrollo *Dafio a la industria

izaci¢ ; ; . delc
d) Organizacion nacional para esta industria o Goeearg

e) Bajo aprovechamiento de subproductos y diversificacion

Fuentes: Seminario Sobre la Problematica del AL en México. Mérida Yucatan, 1989:
Seminario Internacional Sobre Investigacion y Desarrollo del Cultivo de Cocotero,
Kingston, Jamaica, 1992. Simposio Internacional sobre AL. Mérida, Yucatan, 1993.

Para hacer del cultivo de cocotero una actividad rentable, es necesaria
la introduccion de materiales mejorados con caracteristicas deseables.
Algunas de estas cualidades deseadas son la produccién de nuez
grande, mayor contenido de copra y de agua (caracteristica del Alto),
asi como precocidad, resistencia al AL y mayor cantidad de nueces
(caracteristica del Amarillo). Ejemplo de estos materiales son los
hibridos Maypan, resultado de la cruza de Enano Malayo Amarillo con
Alto de Panama. Desafortunadamente la produccién de plantas con

estas caracteristicas es muy limitada con métodos tradicionales, por lo
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que la demanda de estos materiales es por mucho, superior a lo que se
obtiene actualmente (Ramirez y Pifia, 1998).

1.1.6  Alternativas para la propagaciéon convencional

La producciéon de hibridos implica enormes esfuerzos, gran cantidad de
recursos y de tiempo. En una estimacion realizada por Azpeitia (2003),
se considera que la produccién potencial de nueces hibridas en 220 ha
de huerta madre junto con la produccion de 106 ha ya establecidas (de
las cuales unicamente 32 producen hibridos) se necesitarian 23 afos
para cubrir 200 mil ha que demandan ser plantadas. Desde 1998 el
requerimiento de nueces hibridas es de cerca de 50 millones de
nueces, pero solamente se producen alrededor de 283 mil nueces
anualmente lo que cubre solo necesidades para establecer 1 600 ha

por afio (Ramirez y Pifa, 1998).

La micropropagacién o propagacién in vitro es un metodo alternativo
para la multiplicacibn masiva de especies vegetales (Villalobos vy
Thorpe, 1991). Se realiza por medio del cultivo de células, tejidos u
6rganos de una planta madre en un medio nutritivo artificial bajo
condiciones estériles (Pierik, 1987; George, 1993). La micropropagacion
presenta ventajas respecto a los sistemas tradicionales de propagacion,
destacando: a) el rapido incremento del nimero de plantas de un
genotipo de interés en menor superficie, b) la reduccién del tiempo de
multiplicaciéon y c) el mayor control de sanidad del material que se

propaga, lo que facilita el intercambio seguro de material in vitro de un
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lugar a otro con menores restricciones fitosanitarias (Murashige y
Skoog, 1974; Villalobos y Thorpe, 1991). La micropropagaciéon de
materiales élite de cocotero representa una alternativa para aumentar la
productividad, la resistencia a enfermedades (tales como el AL) y la
precocidad. La sustitucion de las plantaciones antiguas con estos
nuevos materiales permitiria resolver el problema de senectud y la
introduccion de las caracteristicas arriba mencionadas. Ademas se
podrian reforestar zonas devastadas por el AL, asi como anticipar la

siembra en zonas libres de esta enfermedad (Azpeitia, 2003).

1.1.7  Micropropagacion

El cocotero es propagado generalmente de forma sexual por semilla.
Las semillas tardan en germinar entre 1 y 2.5 meses dependiendo del
genotipo (Dominguez et al., 1999). La propagacion asexual de cocotero
se inicié con los trabajos exitosos reportados por Eeuwens (1976, 1978)
y Eeuwens y Blake (1977), quienes identificaron los requerimientos
minerales, organicos y de reguladores del crecimiento para la
produccion de callo a partir de explantes de tallos, hojas e
inflorescencias de cocotero maduro, donde a esta nueva formulacién
mineral se le denomind Y3. Varios grupos de cientificos en diferentes
paises han trabajado desde los afios 70 con el objetivo de realizar la
clonacion de cocotero in vitro, evaluando diferentes tipos de explante
como hojas inmaduras, raices, embriones e inflorescencias inmaduras,
con diferentes grados de éxito (Verdeil y Buffard-Morel, 1995). En todos
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los casos se ha visto que la via mas comun para la regeneracion de las

plantulas es a través del proceso de enibriogénesis somatica.

A partir de explantes de plumula (Hornung, 1995; Oropeza y Chan,
1995) se ha logrado obtener un protocolo para la obtencion
reproducible de callos, CE, ES y eventualmente la regeneracion de
plantas, algunas de las cuales se han establecido exitosamente en
campo (Chan et al., 1998).

El proceso de embriogénesis somatica utilizando plimulas como

explantes se describe graficamente en el cuadro 1.3

Los resultados muestran claramente que el protocolo a partir de
plimula, presenta mejor respuesta en comparacion al de inflorescencia.
Sin embargo, los resultados de micropropagacion a partir de explantes
de plumula no son suficientes para tener una aplicacién practica, por lo
que el protocolo inicial ha sufrido cambios como la introducciéon de
pasos de multiplicacion, tal es el caso del proceso de embriogénesis
secundaria y actualmente la multiplicacién de callo embriogénico
(Pérez-Nunez et al., sometido).
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Cuadro 1.3. Protocolos desarrollados en

la actualidad para la

propagacion in vitro de cocotero (Cocos nucifera L.)

Etapa Protocolo
Inflorescencia’ Plumula®
Explantes con Duracion  Explantes con  Duracién de
respuesta de la fase respuesta la fase
(%)° (meses) (%)° (meses)

Induccién de callo
embriogénico 15-40 4-8 90 1-2
Callo embriogénico 9.2 2-6 57 3
Embriones 6.4 4-6 22 3-6
Plantulas 0.25 10-12 22 6
Duracion total del
proceso - 26 - 15

T De acuerdo a Hocher et al., 1998; “ Chan et al., 1998; °% a partir del 100 % inicial.

Por otro lado, la utilizacion de reguladores del crecimiento vegetal no

convencionales como los BRs, han tenido éxito para incrementar la

formacion de embriones somaticos (Azpeitia, 2003); esto ha permitido

mejorar la eficiencia del protocolo, el cual podra tener una aplicacién

practica a mediano plazo.

No obstante, la micropropagacién del cocotero presenta aun problemas

tales como: una baja capacidad de conversion de embriones somaticos

a plantulas bien desarrolladas (Oropeza et al., en prensa).
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1.1.8 Formacion de callo embriogénico

La formacién de callo embriogéﬁico en el caso de plimula
generalmente ocurre después de tres meses y hasta seis en muchos
casos con explantes de inflorescencia. EI medio de cultivo utilizado
generalmente se basa en el reportado por Eeuwens (1976), el cual
contiene 2,4-D. La concentracion de este compuesto debe ser adaptada
en funcién del tipo de carbén activado utilizado, ya que este causa la
adsorcion de esta fitohormona (Saenz, 1999). En el caso de secciones
de embriéon cigético se adiciona BAP al medio de cultivo a
concentraciones de 5 uM (Samosir et al., 1999).

1.1.9 Formacion de embriones somaticos

La formacion de embriones a partir del callo embriogénico se logra
cuando se reduce la concentracion de auxina en el medio de cultivo en
los protocolos para inflorescencias y plumula (Branton y Blake, 1986;
Verdeil et al., 1992; Hornung, 1995; Chan et al., 1998). La inclusién de
citocininas favorece un desarrollo adecuado de los embriones y su
germinacion ocurre en ausencia de auxina (Branton y Blake, 1986;
Verdeil et al., 1992; Verdeil et al, 1994; Hornung, 1995; Oropeza y
Chan, 1995; Chan et al., 1998).

1.1.10 Formacion de plantulas

La germinacion de varios embriones en un mismo callo da lugar a

cumulos de brotes, los cuales deben ser separados mecanicamente
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para poder ser cultivados posteriormente en forma individual. La adicién
de agentes que promueven la formacién de raices (auxinas) no es
necesaria en el caso de plumula (Chan et al, 1998) aunque ha sido
reportada en cultivos de inflorescencia (Verdeil y Buffard-Morel, 1995) y

de embriones cigéticos inmaduros (Fernando y Gamage, 2001).

La baja eficiencia de los protocolos de micropropagacion para esta
especie ha sido atribuida parcialmente a procesos del desarrollo
asociados en la adquisicién de la competencia embriogénica. Uno de
los procesos relacionados con tal competencia embriogénica, esta
relacionada con la regulaciéon de la division celular. Se llegé a esta
conclusién debido a que en un estudio anterior, Francis y Sorrell (1991)
mediante analisis de citometria de flujo encontraron que menos del 1 %
de las células se encontraban en mitosis y que el 99% restante se
encontraban bloqueadas en la transicion de las fases de G0-G1. Esto
condujo a la hipétesis de que la activacion del ciclo celular podria tener
efectos positivos en el desarrollo de los procesos morfogénicos que
favorecerian la regeneracion. Por otra parte, se ha descrito que
unicamente las zonas translucidas de los callos, que consisten de
células en division activa, son areas donde posteriormente se
encuentran células con caracteristicas embriogénicas (Pérez-Nunez,
2005 y Verdeil, 2001). Estos analisis sugieren la interconexién entre el
ciclo celular y la diferenciacion hacia embriogénesis somatica, a través
de otros genes con funciones especificas de diferenciacion (Neumann,
2000).
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Dado el panorama en el que se desarrolla este trabajo de tesis, a
continuacién se abordan topicos relacionados con el ciclo celular.
Posteriormente se presenta una revision sobre evidencias de que los
BRs favorecen la diferenciaciéon y el ciclo celular, para poner en
contexto la discusion del capitulo de morfogénesis relacionado con la

expresion del gen CDKA.

1.2 EL CICLO CELULAR

La divisién celular es el principal determinante de la actividad
meristematica que junto con la elongacién celular rige la tasa de
crecimiento a través de la regulacién de las fases que componen al
ciclo celular (Cockcroft et al, 2000). El ciclo celular es descrito
normalmente en términos de cuatro fases distintivas: interfase post-
mitética (G1), fase de sintesis de ADN (S), interfase postsintética (G2) y
mitosis (fase M) (Doerner, 2000). Otras extensiones son la citocinesis y
la existencia de una fase no ciclica (G0). Cada fase tiene un punto de
transicion para pasar a la siguiente, de tal forma, que el ciclo celular se
compara con una pista que contiene diferentes puntos de control que
determinan la continuidad de una fase a otra. Los puntos de control
determinan, por ejemplo, si la célula se encuentra en condiciones para
que los cromosomas sean duplicados durante la fase S o para que las
cromatidas estén listas para repartirse durante la fase M (Francis y
Sorrell, 2001).
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1.2.1 Regulacién del ciclo celular

Las células se dividen al duplicar sus cromosomas y segregar una copia
de cada cromosoma duplicado, asi como proveer de los organelos
esenciales, a cada una de las células hijas. La regulacion de la division
celular es critica para el desarrollo normal de los organismos
multicelulares (Doerner, 2000). A finales de la década de los 80’s,
quedé claro que los procesos moleculares que regulan la replicacién del
ADN vy la division celular son semejantes en todas las células
eucarioticas. Desde entonces, muchas técnicas genéticas, bioquimicas
y de ADN recombinante han sido empleadas en el estudio de diversos
aspectos del ciclo celular (Mironov et al.,, 1999; Chua, 1999). Estos
estudios han revelado que la division celular es controlada por la
sincronizacion de dos eventos criticos en el ciclo celular: la iniciacion de
la sintesis nuclear de ADN vy la iniciacién de la mitosis (Stals e Inzé,
2001).

Durante la fase G1, la célula monitorea el medio que lo rodea y su
propio tamano, hasta que en un momento determinado da el paso
decisivo que la lleva a la replicacién del ADN y la continuacién del ciclo
celular. La fase G2 es una fase de seguridad donde se verifica que la
célula haya replicado completamente el ADN antes que continte hacia
la mitosis. Al final de las fases G1 y G2 existen los llamados puntos de
restriccion, estos puntos se definen como sitios de regulacién de la fase
que esta por concluir (fase A) requerida para que ocurran los eventos

que identifican la siguiente fase (B); esto es, que para que ocurra el

22



paso B es necesario que previamente se haya completado el paso A
(Hartwell y Weinert, 1989). ‘

Los encargados de generar las sefales para que ocurra un cambio de
fase son un pequefio numero de complejos de proteinas cinasas. Por la
importancia de su funcién constituyen los controles maestros de estos
eventos. Estos complejos regulan las actividades de multiples proteinas
involucradas en estos procesos al fosforilarlas en sitios regulatorios
especificos, activando unos e inhibiendo otros para coordinar sus
actividades. Estas proteinas cinasas son proteinas heterodiméricas. Las
subunidades regulatorias son llamadas ciclinas porque su presencia
estda asociada con el ciclo celular. Las subunidades cataliticas son
llamadas CDKs porque no tienen actividad a menos que estén
asociadas con una ciclina, que son las subunidades regulatorias (Shaul
et al., 1996; Doerner, 2000; Stals e Inz&, 2001; Francis y Sorrell, 2001).

1.2.2 Proteinas reguladoras de la fase G1

Cinasas dependientes de ciclinas. La divisién en las células eucariotas
esta controlada por una accion ordenada de CDKs. Estas son cinasas
de serina-treonina, las cuales son activadas por reguladores conocidos
como ciclinas, que aparecen peridodicamente durante el ciclo celular y
determinan la actividad y la especificidad del complejo enzimatico para
cada sustrato (Roudier et al., 2000). La primera CDK (antes CDC)
descrita fue identificada en Schizosaccharomyces pombe y denominada
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cdc2. El producto de este gen es una proteina de 34 kDa también

conocida como p34°“ (Hindley y Phear, 1984).

Las plantas presentan una cantidad de genes con secuencias
relacionadas con las CDKs y las evidencias sugieren que estan
involucradas en la regulacion de diferentes fases del ciclo celular
(Burssens et al., 1998). En plantas se han descrito hasta cinco clases
de genes de CDKs (Magyar et al., 1997) y cinco clases de ciclinas
mitéticas (Renaudin et al., 1996), indicando el alto potencial de

regulacion del ciclo celular en estos organismos.

En A. thaliana se han descrito cuatro tipos de CDKs (Cuadro1.4)
(Segers et al.,, 1997). La CDKAAt esta clasificada como la Gnica CDK
tipo A, la cual es la mejor caracterizada en plantas. La CDKAAt contiene
el motivo conservado PSTAIRE, motivo de unién a ciclinas y es hasta
ahora el Gnico gen que codifica para una proteina en Arabidopsis que
pudo complementar funcionalmente al mutante CDC2 de levaduras, el
cual es sensible a temperatura. Las otras clases de CDKs contienen
diversos motivos PYSTVRE; PSALRE y PLSTIRE (Cuadro 1.4) (Joubés
et al., 2000).
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Cuadro 1.4. Clasificacion de las CDKs en plantas

Clase de CDK Motivo de interacéion Funcién
con ciclinas
CDKA PSTAIRE Constitutivo de ciclo celular
CDKB PPTALRE o PPTTLRE Transicién G2/M
CDKC PITAIRE Poco caracterizado
CDKDy E NO PSTAIRE Poco caracterizado

De acuerdo a Mironov et al., 1999.

Los primeros estudios sobre estos genes han concluido que la CDKA1
(antes cdc2aAt) no sélo es un factor critico para la divisién celular, sino
también lo es para el establecimiento de la competencia de la célula a
dividirse (Hemerly et al., 1993; Martinez et al., 1992). Tal competencia
se define como un estado fisiologico en el que la célula tiene la
madurez necesaria para dar origen a una célula hija. La CDKA activa,
ademas de estar implicada en la via del retinoblastoma, fosforila a otras
proteinas esenciales para la continuacion del ciclo celular. En la
transicion G1/S, es posible que el sustrato de la CDKA sea la proteina
cuya funcion es iniciar el reconocimiento del origen del replicon (Dutta y
Bell, 1997). Aparentemente, en la transicion G2/M la CDKA provoca una
serie de eventos: las histonas se fosforilan provocando la condensacion
de los cromosomas; el nucleo y el nucleolo se desorganizan al
fosforilarse ciertas proteinas componentes de la envoltura de estos
organelos (Jacgmard et al., 1994).

El analisis de expresion del gen CDKA en Arabidopsis thaliana ha
mostrado que diversas hormonas pueden regular la transcripcién de
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CDKA, activando diferentes respuestas particulares en diferentes
tejidos radicales (Hemerly et al., 1993). La restriccion espacial de la
division celular en plantas puede ser impuesta a través de la alteracion
de los niveles de expresion de genes involucrados en la progresion del
ciclo celular (Hemerly et al., 1999).

Ciclinas. Las ciclinas son reguladores positivos de proteinas cinasas
que regulan eventos claves del ciclo celular, por lo que la actividad de
estas Ultimas depende de su mutua interaccion. Se les denominé
ciclinas porque su presencia fluctia a lo largo del ciclo celular, segun lo
determine el control transcripcional (Doerner, 2000). Las ciclinas tienen
un tiempo de vida corto y sus niveles disminuyen drasticamente cuando
han terminado su funcion (Hemerly ef al., 1999).

Las ciclinas estan clasificadas como tipos A, B, D y E en mamiferos,
con base en su secuencia y a la fase en la que actuan. Los transcritos
de la ciclina tipo A y B se acumulan periédicamente durante la fase
tardia S (hacia la fase G2), antes de ser destruidas durante la mitosis.
Las ciclinas tipo D interactuan con las CDK mediante un motivo LxCxE
situado en el extremo amino terminal de la ciclina (Dowdy et al., 1993).
El complejo formado por la ciclina tipo D, o incluso E, con la CDKA,
fosforila directamente la pRb en la parte media de la fase G1, de esta

manera las células pasan hacia la fase S (Pines, 1995).

Durante la fase G1, las ciclinas son consideradas como sensores de los

factores de crecimiento dado que su transcripcion es absolutamente
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dependiente de la presencia de estos compuestos, mas que de la
ubicacion de la célula en el ciclo celular (Doerner 2000; Meijer y Murray
2000; Murray et al., 2000).

Proteina del retinoblastoma. La pRb es el producto de un gen supresor
de tumores descubierto en un tipo de cancer infantil. La pRb es una
proteina nuclear de 105 kDa, que se regula por fosforilacién (Lee et al.,
1987; Friend et al., 1987) y esta relacionada con otras dos proteinas, la
p107 y la p130, que son otros reguladores negativos del ciclo celular
(Ewen, 1994; Weinberg, 1995). El producto del gen Rb, asi como los de
p107 y p130, contiene una regién tipo “bolsillo” requerida para la union
de otras proteinas celulares, asi como para la unién de oncoproteinas
codificadas por virus de ADN. Uno de estos motivos contiene el sitio de
unién de proteinas que porten el motivo LxCxE, tal como las ciclinas D y

proteinas codificadas por algunos geminivirus (Xie et al., 1995).

La pRb regula la transicién G1/S en los mamiferos y forma parte de un
mecanismo de transduccion de sefales que conecta el reloj del ciclo
celular con la maquinaria transcripcional de la célula (Echevarria et al.,
2002). Recientemente se detecto en las plantas y se sugiere que puede
tener una participacion importante en los procesos de proliferacion
celular, desarrollo e infeccion viral (Grafi et al., 1996), por lo que el
conocimiento de su funcion podria ser una valiosa ayuda en la
comprension de estos procesos en las plantas (Echevarria et al., 2002).
Factores de transcripcion E2F. E2F es el nombre que se le da a una

familia de factores de transcripcién que activan una serie de genes que
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actuan en la fase S. Esta familia de factores se identificé primero en
humanos y otros animales. Entre los genes que son activados por E2F
estan los involucrados en la ruta de sintesis de ADN tales como la
timidina sintasa (Dou y Pardee, 1996), la dihidrofolato reductasa
(Slansky et al., 1993; Slansky y Farnham, 1996), la ADN polimerasa a
(Pearson et al., 1991), o la ribonucleotido reductasa, (Chaboute et al.,
2000). Los mecanismos moleculares de induccién génica mediados por
el factor E2F involucran fosforilacién e interacciones proteina-proteina.
Estas interacciones son altamente reguladas durante el ciclo celular.
E2F es activo cuando se encuentra asociado a su proteina compaifera
DP, aunque este dimero es transcripcionalmente inactivo cuando forma
complejos con proteinas de bolsillo, tales como Rb, p107 y p130
(Dyson, 1998). Conforme el ciclo celular progresa, la hiperfosforilacion
de esas proteinas por los complejos CDK-CYC dispara la transcripcion
de los genes blanco de E2F (Eckardt, 2002).

La CDKA es una proteina clave en la via del retinoblastoma, una via
critica para que las células pasen de la fase G1 a la fase S. Durante las
etapas tempranas de G1, la pRb se encuentra en un estado activo
defosforilado y ejerce su efecto inhibitorio en el ciclo celular al unirse e
inhibir a la familia de factores de transcripcion E2F, requeridos para el
comienzo de la fase S. La hiperfosforilacion de la pRb por el complejo
CDKA-CYCD3 la inactiva, provocando la liberacién del factor E2F, lo
que promueve la transcripcion de genes necesarios para impulsar las

células a la fase S (Figura 1.2).
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Figura 1.2. La via de la retinoblastoma.

1.2.3 Relacion del ciclo celular con la morfogénesis

La elaboraciéon de la forma de la planta y su funcién depende de la
habilidad de las células vegetales para dividirse y diferenciarse. Las
plantas ofrecen una posibilidad Unica para estudiar la integracién de la
division celular, el crecimiento y el desarrollo. Dado que las plantas se
desarrollan principalmente en una etapa postembriogénica, tienen una
plasticidad enorme y parecen tolerar mas cambios en el numero y
tamano de células que otros organismos (Inzé, 2003). Esta plasticidad
puede ayudar a elucidar si la division celular es la que determina el
crecimiento y desarrollo (teoria celular) o si la division celular
Unicamente es parte del desarrollo integral de la planta (teoria del
organismo). Sin embargo, este tema permanece aun sin resolver. Los
datos experimentales apoyan a una u otra teoria. Por ejemplo la
sobreexpresion del factor E2F produce mas células que provocan la
formacion de estructuras mas grandes (De Veylder et al., 2002). Sin
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embargo, el efecto de la sobreexpresion de las proteinas inhibidoras de
las CDKs (las KRPs) las cuales reducen el numero de células, es
compensado por células mas grandes (Wang et al.,, 2000). Otros
estudios muestran que la sobreexpresion de ciclinas tipo B y D acelera
el ciclo celular y consecuentemente el desarrollo de los 6rganos
(Doerner et al., 1996; Dewitte et al., 2003). Lo que se puede concluir de
ésta y de mas informaciéon es que la divisiéon celular esta integrada y
coordinada al desarrollo en las plantas, y que division celular y la

diferenciacion son eventos complementarios o afines.

1.3 LOS BRASINOESTEROIDES

Como se dijo anteriormente los brasinoesteroides tienen injerencia en
diversos procesos fisiolégicos tales como la elongacion celular y la
respuesta a estrés, entre otros; hay procesos en los que no esta
plenamente comprobado su accién, como es el caso de los procesos
relacionados con la divisién celular y la embriogénesis somatica. En
esta seccién se abordan trabajos en los que se reportan evidencias a

favor y en contra de esta relacion.

1.3.1  Definicion

El término de BRs fue asignado por Mandava (1988) a los esteroides
que promueven el crecimiento de los tejidos vegetales. Los BRs son
formados a partir de la condensacion de moléculas de isoprenos.

Cuentan con cuatro anillos (A, B, C y D) y una cadena lateral (Figura
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1.3) tienen 27, 28 y 29 atomos de carbono con diferentes sustituyentes
en los anillos Ay B y en la cadena lateral. Sin embargo, existen varios
esteroides intermediarios en su sintesis, por lo que no habia acuerdo de
cual era la linea divisoria entre los esteroides y los BRs. Para aclarar
esta situacién Bishop y Yokota (2001) propusieron definirlos como
esteroides que tengan un oxigeno o grupo hidroxilo, en el carbono (C) 3
y otros adicionales en C-2, C-6, C-22 y C-23 de acuerdo al orden
numérico de los esteroides. (Figura 1.3).

Cadena lateral

Figura 1.3. Estructura quimica del BL.

Quimicamente se han identificado mas de 50 BRs de fuentes vegetales
(Bajguz y Tretyn, 2003) de los cuales, el BL es hasta ahora el que
produce la mayor actividad biolégica entre ellos y que puede
sintetizarse directamente del campesterol o a través de la sintesis
general de los esteroles. Los esteroles vegetales ademas de su papel
como precursores de los BRs, son componentes integrales de la
membranas los cuales sirven para regular su fluidez y permeabilidad

(Bishop y Yokota, 2001).
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1.3.2 Efectos fisiolégicos

La aplicacién de los BRs induce un amplio rango de respuestas
incluyendo un incremento en la tasa de elongacion del tallo, aumento
en la expansion de las hojas, crecimiento del tubo polinico,
desenrollamiento de las hojas en pastos, reorientacion de la
microfibrillas de celulosa, asi como la adaptacién al estrés ya que
aumenta la tolerancia al frio en plantas de arroz (Bishop y Yokota,
2001). Ademas en células de zinnia (una planta ornamental) la adicion
de los BRs induce la formacién de tejido conductor (Yamamoto et al.,
1997).

La etiolacion que presentan las plantulas recién germinadas en la
oscuridad, es un ejemplo que muestra como la ausencia de luz afecta la
morfologia de las plantas (fotomorfogénesis). Estas presentan tallos
alargados y la parte final del tallo donde comienzan los cotiledones, se
curva en forma de gancho, ademas contienen precursores no
diferenciados de los cloroplastos, por lo que el color de las hojas es
amarillo palido. Sin embargo, cuando estas plantulas se exponen a la
luz, la elongacion del tallo disminuye dramaticamente, la plantula se
endereza y aparecen las primeras hojas verdes (Yoshizumi et al,
1999). Algunos tipos de mutantes con defectos en la sintesis o
percepcion de BRs muestran una morfologia similar a las plantulas que
crecen en luz, aun cuando crecen en la oscuridad. Ademas muestran
defectos en su desarrollo cuando son crecidos en presencia de luz: las
plantas son enanas, con hojas verde oscuro, con tallos, raices,

peciolos, hojas y tallos de inflorescencias mas cortos que las plantas
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normales. Asi mismo, la fertilidad masculina se ve reducida (Nemhauser
y Chory, 2004). De esta manera se deduce que los BRs estan

involucrados directa o indirectamente en la fotomorfogénesis.

1.3.3 Percepcion de los brasinoesteroides en la célula

Para que un compuesto ejerza un efecto fisiolégico es necesario que la
célula blanco lo perciba. Esta percepcion del compuesto puede ser a
través de un receptor localizado en la membrana que rodea a la célula
como ocurre con las hormonas en animales (Beato et al., 1995). La
identificacion del receptor de los BRs surgié del descubrimiento de una
planta mutante que no mostraba cambios fisiolégicos con la adicion de
los BRs (Chory et al., 1991). La confirmacién de la funcién del receptor
se hizo utilizando un receptor quimérico que incluyé la secuencia que
codifica el dominio extracelular del receptor denominado BRI1
fusionada con la secuencia del dominio cinasa del gen Xa21; este es un
gen de resistencia a enfermedades que produce una respuesta letal en
presencia de patégenos. Este receptor quimérico se introdujo a las
células de arroz. La aplicacién del BL a estas células produjo su muerte.
Una respuesta similar a la observada se presenta en las células que
expresan el gen Xa21 cuando son expuestas con el patégeno. Las
células que no contenian la proteina no sufrieron alteraciéon alguna (He
et al., 2002).

Por otro lado, para ejercer su funcién, el receptor debe interactuar con
otros componentes proteicos. En condiciones de ausencia o baja
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concentracion de BL (Figura 1.4 panel a), BIN2 una cinasa del tipo
GSK3, fosforila BES1 y BZR1. Esta modificacion provoca la
desestabilizacion de BES1 y BZR1 y su degradacion por el proteosoma
26S (He et al., 2002; Nemhauser y Chory, 2004). Una vez que el BL es
percibido por BRI1 en la superficie celular (Figura 1.4 panel b), BIN2 es
inactivado por un mecanismo desconocido, lo que conduce a la
acumulacién de BES1 y BZR1 en el nucleo e induciendo la expresion
de genes incluyendo aquellos involucrados en la modificacion de la
pared celular y el crecimiento, pero también conduce a la represion de
varios genes biosintéticos de BRs. El resultado final es la produccion de
una respuesta fisiolégica especifica (Yin et al., 2002) tal como
elongacién celular, desarrollo reproductivo, diferenciacién vascular,
polarizacion de la membrana, regulacion de las relaciones
fuente/demanda, o la modulacion del estrés (Clouse y Sassé, 1998).
BAK1, al igual que BRI1 es una cinasa de LRR transmembranal y
aunque se ha demostrado que interactiua con BRI1, su funcién exacta
en la respuesta a BRs no ha sido demostrada (Adaptado de Nemhauser
y Chory, 2004).
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a) Sin Brasinélido b) Con Brasineélido
Membrana ERtl BARL
celular

Figura 1.4. Modelo propuesto para la sefializacion de BRs en plantas.
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1.3.4 Efecto de los brasinoesteroides sobre el ciclo celular

Desde que se descubrié su presencia en plantas, diversos autores han
reportado efectos de los BRs en el ciclo celular ya sea al favorecerlo o
al inhibirlo (Roth et al., 1989; Gaudinova et al., 1995). A continuacion se
resumen algunos reportes donde se indica que los BRs han favorecido

el ciclo celular.

En cultivos celulares de Helianthus tuberosus en presencia de auxinas y
citocininas, la aplicacibn de concentraciones nanomolares y
micromolares de BRs estimularon la division celular incrementandola
50% (Clouse y Sasse, 1998) respecto a los controles. En protoplastos
de col china (Brassica campestris var. Pekinensis), la aplicacién de 24-
epibrasinélido conjuntamente con 2,4-D y cinetina, promovié la divisién
celular en forma dependiente de la dosis y potenci6 el agrupamiento y

formacién de agregados celulares. Los datos sugieren que la
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diferenciacion de los protoplastos fue potenciado y que los BRs
promovieron o aceleraron la regeneracion de la pared celular antes de
la divisiéon (Clouse y Sasse, 1998). Los BRs también aceleraron la tasa
de division celular en protoplastos de Petunia en presencia de auxinas y
citocininas, pero no hubo respuesta en ausencia de alguno de estos
ultimos (Oh y Clouse, 1998).

Hu et al., (2000) reportaron que las CYCD3 son inducidas en respuesta
a un tratamiento con epibrasindlido, y que este puede sustituir a las
citocininas al promover el crecimiento de callos y cultivos en suspension
de Arabidopsis thaliana. También reportan que la induccion de CYCD3

por BRs es a través de una ruta de sefnalizacion aun no identificada.

Por otra parte los mismos autores, al tomar como punto de partida el
hecho de que la cicloheximida es un inhibidor de sintesis de proteinas y
que la actividad registrada se deba a proteinas presentes, sugieren que
la induccién de la CYCD3 por BRs requiere la sintesis de proteinas de
novo al no registrarse actividad alguna de las proteinas presentes.
Debido en parte, a que los resultados obtenidos con inhibidores de
fosforilacion o defosforilacién, no tienen efecto sobre la induccién con
BL se concluyé que CYCD3 no es un gen de respuesta primaria (Hu et
al., 2000); este resultado no concuerda con lo anteriormente reportado
por Li y Chori (1997) ya que la ruta conocida a través del receptor BRI1
involucra defosforilacion o fosforilacién. Para aclarar este punto, se

realizé la induccion con BRs de células en suspension del mutante brif,
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encontrando que aun en condicién de inhibicién de la fosforilacién, se
habia inducido la transcripcién de CYCD3 (Hu et al., 2000).

Recientemente en células en suspensién de tabaco de la linea BY-2, la
adicion de BL al medio convencional (que incluia a la auxina 2,4-D)
produjo un ligero incremento en los indices mitdticos en forma
dependiente de dosis; por el contrario cuando se le afadié al medio en
ausencia de la auxina los indices se incrementaron drasticamente,
igualmente en funcion de la dosis utilizada. Por otra parte, en los
cultivos tratados con el BL en ausencia de auxinas, las células
contenian menos granos de almidén y tamafo menor. Ademas, las

células tenian alterada su morfologia (Miyazawa, et al., 2003).

Este mismo autor también encontré un incremento en la expresion de
los genes ciclina B (CYCB) e Histona H4 (His4), marcadores de mitosis
y de la fase S, respectivamente, cuando se aplican dosis a partir de 10°
"M, alcanzando el mismo nivel de expresién de células en medio
convencional con 2,4-D después de dos dias de cultivo. La disminucién
de la dosis de BL por debajo de 10”M resulté en niveles decrecientes
de CYCB, mientras que la acumulacién de transcritos de His4 fue casi
igual al de las células cultivadas en medio convencional (Miyazawa et
al., 2003).

También existen reportes sobre efectos negativos en el crecimiento.
Roth et al, (1989) obtuvieron resultados desfavorables en el

crecimiento de callos y cultivos en suspension de tabaco transformados
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con genes que sobreproducen citocininas. Al utilizar una linea que no
requiere de la adicion exogena de reguladores, se les adicionaron dos
diferentes BRs (el 2a, 3a, 22S, 23S-tetrahydroxy-24S-metil-B-homo-7
oxa-5a colestan-6-ona BR-1 y el 2a, 3a, 22R, 23R-tetrahydroxy-24S-
metil-B-homo-7 oxa-5a colestan-6-ona BR-2) en un rango de 107 M
hasta 10® M. Los resultados muestran una fuerte inhibicion, que es
observable en el peso fresco y seco de los tejidos y que es decreciente
conforme disminuye la concentracién del BR. Este efecto es mayor con
el BR-1 que con el BR-2 y solo pudo revertirse transfiriendo los cultivos
con las concentraciones menores de los BRs a medio fresco libre de
ellos, siendo irreversible el dafio en los de mayor concentracién. Por
otra parte en presencia Unicamente de 10° M de AIA hubo una
disminucién del 50% en el crecimiento respecto al control, sin embargo,
en combinacién con los BRs ésta disminucién no fue tan drastica (15-
35% respecto al control). Ademas cuando se aumentd la concentracion
de AIA a 10“*M hubo un efecto positivo del BR-1 a 10°M y 10% M al

incrementar en 40% el peso fresco de los callos.

Finalmente los mismos autores, en otro experimento, utilizaron una
linea silvestre de tabaco que requiere del suministro exdgeno de
auxinas y citocininas para su crecimiento natural, y redujeron o
eliminaron los niveles de cinetina. La adicién de 10'°M de BR produjo
una reduccion del crecimiento cercano al 50%, concentraciones
mayores no tuvieron mayor efecto, sin embargo, se indujo la produccién
de brotes cuando se disminuyé la cinetina a 0.5 mgl”' (Roth et al.,

1989).
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Gaudinova et al.,, (1995) también obtuvieron resultados negativos con
tabaco en cultivos en suspension y callos, ya que el 24-EpiBR y del
THA-BR, tuvieron un efecto demeritorio sobre el crecimiento de los
cultivos, mismo que se acrecenté conforme aumenté el contenido de
citocininas endégenas. De esta forma se encontré un efecto antagénico
de las citocininas a los BRs. Por otra parte, se observé una correlaciéon
positiva entre el crecimiento de los tejidos en presencia de THA-BR y el
contenido enddégeno de AIA; también encontraron una correlacién
negativa del crecimiento en presencia del AlA respecto a las citocininas
endégenas en los cultivos que contenian al 24-EpiBR. Lo anterior
confirma que hay una fuerte influencia de los BRs sobre el contenido
endogeno de auxinas.

1.3.5 Efecto de los brasinoesteroides en la morfogénesis in vitro

Al haberse reportado evidencias de que los BRs podian tener efectos
benéficos sobre el cultivo, diversos autores han realizado ensayos con
BRs para determinar si tienen algun efecto sobre la morfogénesis in
vitro. A continuacion se presentan algunas evidencias del efecto

estimulatorio de estos reguladores en el proceso morfogénico.

Ponsamuel et al., (1998) desarrollando un protocolo de regeneracion de
cacahuate (Arachis hipogea cv. Ocrum) encontraron que al utilizar
explantes de plumula de semillas maduras, de las yemas latentes se
originaron 3 veces mas brotes cuando los explantes fueron cultivados

sobre medio que contenia 1 uM de un analogo del BL.
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En la planta haléfita Spartina patens (Aith. Mehl), una monocotiledénea
de la familia Poaceae, el BL tuvo efecto al incrementar el porcentaje de
regeneracion de brotes en 425% respecto al control, cuando se utilizé a
una concentracion de 0.03 mg I'". Por otra parte una concentracion de
0.005 mgl”, potencié el crecimiento de los brotes regenerados en
395%, respecto al control, a los 40 dias de cultivo. En ambos casos las
concentraciones de auxinas y citocininas fueron las mismas para cada
tratamiento (Zhou et al., 2003).

En el caso de embriogénesis somatica, Ponsamuel et al, (1996)
demostraron que concentraciones micromolares de un compuesto
analogo del BL, estimularon la maduracion de embriones de té (Camelia
japonica) durante el estado de torpedo y hasta la obtencion de

plantulas.

Recientemente en cocotero, Azpeitia et al, (2003) encontraron un
efecto estimulatorio de los BRs sobre la embriogénesis somatica. Ellos
establecieron un experimento con explantes de plumula, en el cual
éstas se sometieron a un pretratamiento con HBR en concentraciones
de 0.01 y 0.1 uM durante 3 dias en un medio modificado sin carbén
activado y una concentracion de 1 pM de 2,4-D. Estas condiciones
permitieron obtener un incremento de 100% en la formacion de
embriones somaticos (10.8 embriones por cada callo embriogénico) con

respecto al control sin HBR (6 embriones por callo embriogénico).
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1.4 JUSTIFICACION .

Las poblaciones de cocotero en el pais e incluso en la regién del
Caribe, se encuentran bajo la amenaza constante de plagas y
enfermedades, en particular el AL, y con una carga de edad de las
plantaciones. Existe por lo tanto la necesidad de contar con materiales
mejorados en caracteristicas de interés, como mayor rendimiento en la
produccion de frutos, contenido de agua, copra y resistencia a
enfermedades. Una alternativa es la propagacién clonal del cocotero.
Esta situacion implica la obtencién de una metodologia eficiente de
propagacion tanto para aplicaciones practicas, como para su utilizacion
en otras metodologias que requieran la regeneraciéon in vitro de la
especie, como es la transformacién genética. Sin embargo, poco se
sabe de los procesos in vivo que ocurren en las células. Los
reguladores del crecimiento juegan un papel importante en la respuesta
morfogénica en cocotero. Al respecto se ha encontrado que los BRs
estimulan la formacion de callo embriogénico y callo con embriones en
explantes de cocotero, sin embargo hasta la fecha se desconoce el
mecanismo por el cual estos BRs estimulan la formacion de callo y
embriones. Para contribuir al entendimiento de como actuan los BRs en
explantes de cocotero cultivados in vitro, el presente trabajo pretende
estudiar la expresion del gen CDKA implicado en la regulacién del ciclo

celular. Para esto se ha planteado la siguiente hipétesis:
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1.5 HIPOTESIS

Si la aplicacién del HBR en explantes de plumula favorece la ES, como
resultado de la asociacién de este proceso al ciclo celular, entonces es
probable que se produzca una respuesta diferencial en la expresion del

gen de la CDKA implicado en la regulacién del ciclo celular.

1.6 OBJETIVOS

Objetivo general:
Determinar el efecto estimulatorio de los BRs sobre la ES en explantes
procedentes de estructuras embriogénicas y evaluar la relacién con la

expresion de genes reguladores del ciclo celular.

Objetivos especificos:

1. Estudiar el efecto de tres concentraciones del HBR, en la
expresion a los 90 dias del gen CDKA, mediante la técnica de
PCR quantitativa, durante la etapa | de la embriogénesis somatica

en Cocos nucifera L.
2. Determinar el patrén espacio-temporal del gen CDKA, mediante la

técnica de hibridacion in situ durante la etapa | de |la

embriogénesis somatica en Cocos nucifera L.
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CAPITULO I

ESTABLECIMIENTO DE LOS CULTIVOS IN VITRO.

2.1 INTRODUCCION

Las investigaciones en el desarrollo de un protocolo eficiente para la
micropropagacion del cocotero han incluido diversos tipos de explantes
(Hornung et al., 1995) y la utilizacion de variaciones en el suministro de
reguladores del crecimiento vegetal. A la fecha se han venido
desarrollando algunas modificaciones por parte del grupo de cocotero
del Centro de Investigacién Cientifica de Yucatan, en las que se
incluyen procesos de multiplicacion a partir de callos embriogénicos y la
utilizacion de embriones en estado globular para inducir callos
nuevamente. Estas estrategias se proyectan como prometedoras para
la obtencién de lineas homogéneas generadas de una sola plumula.
Anteriormente Azpeitia (2003) habia realizado experimentos de
multiplicacion sin resultados favorables. Asimismo, para realizar
estudios de expresion génica es necesario reproducir los resultados
anteriormente obtenidos por Azpeitia et al., (2003). Por otra parte
resulta interesante evaluar el efecto del HBR, del cual ya se tienen
diversos reportes sobre su efecto en el cultivo in vitro de diferentes
especies, en este tipo de explantes. Este capitulo reporta la utilizacion
del HBR para estimular la formacion de callo, callo embriogénico a partir

de explantes de plumulas, asi como del desarrollo de embriones

61



somaticos de estructuras embriogénicas utilizadas como explantes,

cultivadas in vitro.

2.2 MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y condiciones de cultivo. Para el desarrollo de este
trabajo se colectaron nueces de cocotero Enano Malayo en Dzidzantun,
Yucatan. Los embriones cigéticos fueron desinfectados bajo
condiciones asépticas de acuerdo al protocolo reportado por Chan et
al., (1998). Las plumulas fueron cultivadas en viales de vidrio con
capacidad de 35 ml conteniendo 10 ml del llamado medio | de cultivo,
basado en el medio Y3 reportado por Eeuwens (1976), adicionado con
sacarosa (5%), Gelrite (0.3%), carbén activado (0.25%) y 0.65 mM de 2,
4-D de acuerdo a Chan et al. (1998) y se establecieron bajo la
condicion | que consiste de oscuridad durante un periodo de tres meses
a 27 +2°C para inducir la formacion de callo embriogénico. Al finalizar el
periodo de 90 dias los cultivos fueron subcultivados en el medio Il
también a base de la férmula Y3 (Eeuwens, 1976) que ademas
contiene sacarosa (5%), Gelrite (0.3%), carb6n activado (0.25%), con
300 uM de 6-BAP y 6 uM de 2,4-D de acuerdo a Chan et al. (1998).
Esta etapa se realiz6 en la condicién de fotoperiodo con 16 h de
iluminacién (45-60 umol m?s™” ppfd)/ 8 h de oscuridad a 27+2°C.

Utilizacion de estructuras embriogénicas como explantes. Con la ayuda
de un microscopio estereoscépico, se aislaron de callos de 75 dias las

estructuras embriogénicas que se encontraban en la periferia y se
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cultivaron en el medio |, en condiciones |. En el caso de los tratamientos
con el HBR, se procedié de igual' forma que con los explantes de

plamula.

Todos los reactivos empleados en la formulacion de los
macronutrientes, micronutrientes y componentes organicos fueron
suministrados por Sigma®, asi como los fitorreguladores utilizados
(auxinas, citocininas), utilizando el carb6n activado lavado acido (plant

cell culture tested, No de catalogo C-6289).

2.2.1 Diseno de tratamientos y condiciones de cultivo

Experimentos con el HBR. El HBR fue disuelto en etanol y esterilizado
por filtracién (Millipore 0.22 um) y afiadido al medio estéril de cultivo
antes de la gelificacion. Las concentraciones finales fueron de 0, 0.01,
0.1, y 1 M. Las plumulas fueron expuestas durante tres dias de
precultivo de acuerdo a Azpeitia et al., (2003). La formulaciéon del medio
| para el precultivo con el HBR fue modificado: se eliminé el carbén
activado, la concentracion de 2,4-D se redujo a 1 uM en vez de 0.55
mM (de acuerdo a Azpeitia, 2003). Durante el precultivo se conservaron
las condiciones |. Al terminar el precultivo los explantes fueron
transferidos al medio | no modificado y permaneciendo durante tres
meses en las condiciones |. En el caso de los callos generados de
estructuras embriogénicas, fueron transferidos a medio Il en las
condiciones Il hasta que ocurri6 la formacion de los embriones
somaticos.
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Anélisis estadistico. Para los estudios de la formacién de callo y callos
embriogénicos, cada tratamiento consistié en tres lotes de 20 plumulas
cada uno (una plumula por vial). Para los estudios de formacion de
embriones somaticos, por cada tratamiento, cada experimento consistio
de 10 callos y fueron replicados tres veces. Los resultados se
sometieron a un analisis de varianza y a la prueba de comparacion de
medias S-N-K (a=0.05). Estos analisis fueron realizados con el
programa Sigmastat.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Experimentos realizados con explantes de plumula

Se realizaron dos experimentos con plumulas, utilizando diferentes
concentraciones de HBR (de acuerdo a lo descrito en Materiales y
Métodos) para determinar si los datos del presente trabajo reproducian

a este autor y por lo tanto si se podria probar la hipétesis planteada.

En el primer experimento los resultados morfogénicos obtenidos a los
90 dias de cultivo in vitro, coincidieron parcialmente con los resultados
de Azpeitia et al, (2003). Se realiz6 un analisis de varianza
encontrandose diferencias significativas entre los tratamientos (Figura
2.1), se encontré que la concentracion de 1.0 uM de HBR produjo que
el 47% de las plumulas formaran callo embriogénico, respecto al control
en el que unicamente el 23 % formd callo embriogénico. Estos
resultados concuerdan con lo reportado por Azpeitia et al., (2003)
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quienes observaron que el HBR tenia un efecto positivo en la formacién

de callo embriogénico y en la formacién*de embriones somaticos.

Respuesta (%)

0 0.0t 0.01 0.1 1
OCallo W C.embriogénico

|
Homobrasinélido [uM] ‘
|
|

Figura 2.1. Efecto del HBR en la generacién de callo y de callo embriogénico
observado a los 90 dias de cultivo. Estos resultados corresponden al primer
experimento llevado a cabo en el presente trabajo (n=3, donde cada repeticién estuvo
formada con 20 callos embriogénicos, medias con letras iguales no son
estadisticamente diferentes, a= 0.05; las barras representan la desviacion estandar).

En un segundo experimento los resultados mostraron que no hubo
diferencias significativas (¢=0.05) entre los tratamientos y nuevamente
se presentd un alto nivel de variacion en el error estandar (Figura 2.2).
Como es de esperarse, el porcentaje de callo se reduce conforme se
genera el callo embriogénico. Estos resultados difieren del experimento
anterior y de los resultados de Azpeitia et al.,, (2003). Esta diferencia
pudo deberse a la heterogeneidad del material vegetal y por otra parte
a que el lote de carb6n activado es distinto al utilizado en esos
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experimentos. Este cambio podria haber afectado la concentracion
optima de 2,4-D para la formacién de callo embriogénico (Ebert y
Taylor, 1990; Saenz, 1999).

Explantes que responden (%)

0 0.0t 0.01 0.1 1
Homobrasinélido [uM]

Figura 2.2. Efecto del HBR en la generacién de callo y callo embriogénico a los 90
dias de cultivo. Estos datos corresponden al segundo experimento llevado a cabo en
el presente trabajo. Las columnas blancas corresponden al callo, las columnas negras
al callo embriogénico (n=3, donde cada repeticién estuvo formada con 20 callos
embriogénicos, medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes, a =

0.05; las barras representan la desviacién estandar).

Los resultados de este experimento mostraron que, aunque

estadisticamente no hay diferencias significativas, en este caso se

observa un efecto positivo del subcultivo, tal como lo observaron

Azpeitia et al, (2003). La formacion de callo embriogénico fue

ligeramente superior en los explantes inducidos con 1.0 y 0.1 uM de

HBR. Cabe mencionar que los embriones a los que se les extrajo la
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plumula habian estado sometidos a un estrés como consecuencia del
paso de un huracan. Por otra parte la disponibilidad de material
seleccionado fue menor que en el primer ensayo, lo que pudo también
incidir en una mayor heterogeneidad en las respuestas morfogénicas.
Las tendencias de estos resultados fueron corroborados por otros
miembros del grupo en experimentos independientes realizados en
condiciones similares a las del segundo experimento (Chan y Pérez-

Nufez, com. pers.).

2.3.2 Efecto del HBR en estructuras embriogénicas como

explantes

Debido a la poca disponibilidad de material biolégico y al desarrollo de
un proceso de multiplicacion de callo por segmentacion, se establecié
otro experimento independiente utilizando como fuente de explante las
estructuras embriogénicas de callos embriogénicos de 75 dias (Figura
2.5A). Este proceso tiene las ventajas de que el suministro de material
es mas frecuente y también mas homogénea. Al momento de su
utilizacion las lineas sometidas a tres fases de multiplicacion. Esto
significa que de una plumula se indujo callo embriogénico; este callo
embriogénico fue seccionado para inducir nuevamente callo
embriogénico, constituyendo el primer ciclo de multiplicacién y asi
sucesivamente. Las condiciones de cultivo fueron las mismas que para

los experimentos anteriores.
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Los resultados mostraron que a los 90 dias de realizado el tratamiento,
no se detectaron diferencias estadisticas entre los tratamientos
utilizando un analisis de varianza, a pesar de la homogeneidad del
material de inicio. Sin embargo, al utilizar una prueba de t pareada, se
detectd una diferencia significativa entre el control convencional y el
tratamiento con 0.01 yM. En las demas combinaciones posibles no se

encontro tal diferencia (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Efecto del HBR en la respuesta morfogénica a los 75 dias de cultivo
utilizando estructuras embriogénicas como explantes. (n=3, donde cada repeticion
estuvo formada con 20 callos embriogénicos, tratamientos con letras iguales no son

estadisticamente diferentes, a= 0.05; las barras representan la desviacién estandar).

La ventaja de la utilizacion de este sistema, es que el tiempo requerido
para la formaciéon de callo embriogénico nuevamente es menor y la
respuesta de los explantes en este proceso es mayor que el obtenido

con las plumulas (Pérez-Nufiez, 2005).
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2.3.3 Formacion de embriones somaticos

Una vez transferidos los callos a etapa Il, se dio seguimiento al
desarrollo de los embriones somaticos. Finalmente a los 30 dias se
evalué el niumero de embriones somaticos originados en cada uno de

los tratamientos (Figura 2.4).
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Figura 2.4. Efecto del HBR sobre la formacién de embriones somaticos en callos
embriogénicos obtenidos de explantes de callo. (n=3, donde cada repeticién estuvo
formada con 20 callos embriogénicos, tratamientos con letras iguales no son

estadisticamente diferentes, a= 0.05; las barras representan la desviacién estandar).

Los resultados indican que el HBR tuvo un efecto positivo en la
formacion de embriones. Este efecto fue observado con Ia
concentracion de 1.0 uM (a=0.05). A esta concentracion la formacion de
embriones somaticos se incrementdé en mas de 100% (de 4 ES/explante
a 9 ES/Explante). En los otros tratamientos no existe diferencia
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estadistica significativa con respecto al control. Algunos de los callos

que originaron embriones se presentan en la Figura 2.5.

Figura 2.5. Desarrollo de embriones somaticos en explantes de callo pretratados con
HBR después de 30 dias de haber sido transferidos a etapa Il. A) Estructuras
utilizadas como explantes de callo embriogénico. B) Embriones sométicos en un callo
no tratado sin subcultivo; C) ES en callo con subcultivo; D) ES en un callo con 0.01 uM
de HBR; E) ES en un callo con 0.1 uM de HBR; F) ES en un callo tratado con 1.0 uM
de HBR.

2.4 DISCUSION

Se sabe que los BRs actuan sinérgicamente con las auxinas (Katsumi,
1985) los fitoreguladores requeridos para la induccién de los callos
embriogénicos a partir de los explantes de plumula (Hornung, 1995;
Chan et al., 1998) y pueden estar relacionados con el desarrollo de los
embriones en plantas (Jang et al., 2000). En este estudio se evalué el

efecto de un BR, el HBR, en la respuesta morfogénica de los explantes
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de plumula cultivados in vitro con el propésito de reproducir los
resultados de Azpeitia et al., (2003) y de determinar si este efecto se
debia a un incremento en la transcripcién de un gen regulatorio de la
fase G1: CDKA.

Se probaron diferentes concentraciones de HBR (0.01, 0.1 y 1 uM),
exponiendo los explantes al BL durante tres dias de precultivo de
acuerdo a Azpeitia et al., (2003). Estos resultados mostraron que los
explantes respondieron favorablemente a mayor concentracion de HBR,
lo que sugiere que incrementaron su capacidad para formar callos
embriogénicos. En el segundo experimento debido a la variacion
observada, no hubo diferencias significativas. En el experimento con
estructuras embriogénicas, si bien no hubo diferencias significativas en
la formacion de callo embriogénico si lo hubo en la formaciéon de
embriones somaticos, ya que se obtuvo el doble en promedio de
embriones somaticos formados por callo embriogénico, cuando el HBR
fue aplicado durante tres dias de precultivo de acuerdo a lo obtenido
por Azpeitia et al, (2003). En su caso los resultados fueron mas
notables en la formacién de callo embriogénico, en este trabajo se
observa un efecto estimulatorio menor del HBR sobre la respuesta
morfogénica. Parte del problema pudo ser debido a que el material
biolégico utilizado era muy heterogéneo, es decir, habia una mezcla de
ecotipos amarillo y verde, se habia observado antes que el ecotipo
amarillo es menos responsivo que el ecotipo verde (Azpeitia, 2003). Por
otra parte se obtuvo una mayor formacion de embriones somaticos,

consistente a lo reportado por Azpeitia et al., (2003) con la utilizaciéon de
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estructuras embriogénicas procedentes de una linea homogénea de

callos.

En general los callos embriogénicos mostraron morfolégicamente una
mayor abundancia de estructuras nodulares. La capacidad
embriogénica ha sido asociada con la presencia de nédulos
meristematicos en diferentes especies (Schwendiman et al., 1990;
Alemanno et al., 1996), incluyendo cocotero (Verdeil et al., 1994; Chan
et al., 1998). Por lo tanto una mayor abundancia de estos dos tipos de
estructuras puede explicar el incremento en los ES de los explantes
tratados con HBR. Esta promocién de la morfogénesis por HBR en
explantes de plumula de cocotero puede estar relacionado con la
accion sinérgica de los BRs con las auxinas (Katsumi, 1985) o su
posible funcién en la regulacion de sefales durante la divisién celular y
expansion celular durante el desarrollo embriogénico (Jang et al., 2000).
Por otro lado, los BRs son también conocidos por actuar sobre los
niveles endogenos de citocininas. Gaudinova et al., (1995) reportaron
que en callos de tabaco, el efecto de dos BRs podria estar relacionado
con los niveles endégenos de citocininas. El efecto fue inhibitorio o
estimulatorio dependiendo de la concentracion de los BRs utilizados, ya
que concentraciones nanomolares la favorecieron y concentraciones
micromolares, la inhibieron. Aunque los BRs utilizados por Gaudinova et
al., (1995) fueron diferentes a los utilizados en este trabajo, el analisis
de los niveles endoégenos de citocininas en callos derivados de plimula
mostré una relacion inversa ente la capacidad embriogénica y el

contenido endégeno de citocininas (Saenz, 1999). De esta manera que
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el HBR podria tener algun efecto sobre los niveles endégenos de

citocininas en los explantes de cocotero cultivados in vitro.
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CAPITULO 1l

EFECTO DEL HBR SOBRE LA EXPRESION DEL GEN CDKA

3.1 INTRODUCCION

La CDKA es una cinasa de serina-treonina cuya actividad es clave para
que las células puedan pasar a la fase S del ciclo celular. En un trabajo
previo de personal del CICY se aislo el ADNc de este gen, a partir de un
banco de ADNc de plumulas de cocotero germinadas in vitro en el

laboratorio de Genetrop (IRD, Francia).

La expresion del gen CDKA es un indicador de la existencia de un
estado de competencia a la divisiéon en las células donde se localiza
(Hemerly et al., 1993). Esto significa que un mayor nivel de expresion
correlaciona con un mayor estado de competencia a la divisiéon. En
animales, se han hecho trabajos donde se reporta la activacién
transcripcional del gen en etapas especificas del ciclo celular (Welch et
al., 1992), cuando se presentan algunas sefiales ambientales o estas
son inducidas por fitoreguladores (De Veylder et al, 1999; Riou-
Khamlichi et al., 2000; Inzé, 2003). Otros trabajos se han enfocado a la
activacion postraduccional desde un punto de vista bioquimico (Zhang
et al., 1996). Por otra parte, aunque se ha demostrado que los BRs
tienen efectos en la activacion del ciclo celular a través de la expresién

de genes, como las ciclinas (Hu et al., 2000; Miyazawa et al., 2003) no
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existen reportes de que afecten la expresion de la CDKA en ninguna

especie.

Para determinar si el HBR tenia efecto en la expresiéon del gen CDKA
se procedié a utilizar la técnica de PCR cuantitativo. Esta técnica estj
basada en el hecho de que la sintesis de ADN en los primeros ciclos de
reaccion, cuando los reactivos no son limitantes, ocurre de manera
exponencial (Dorak, 2003). De tal manera, si calculamos el ciclo al cual
la sintesis exponencial de ADN (ciclo umbral o Ct) en cada muestra, se
encuentra por encima del nivel de fondo, y posteriormente se le
compara con el valor de los umbrales de una curva estandar de
fluorescencia de distintas concentraciones de ADN o con un el ciclo
umbral de un gen que se expresa en forma constitutiva, se puede
calcular ya sea la concentracion del templado, la expresion relativa del
gen respectivamente, o ambos. Esta técnica se ha utilizado con éxito
para cuantificar la expresion de transcritos poco abundantes en casos
clinicos de enfermedades en una fase temprana (Bustin, 2000). En
plantas se ha utilizado en la caracterizacion de genes como los de la
subunidad corta y larga de la ribulosa fosfato carboxilasa (Goda et al.,
2002), genes responsivos a auxinas y genes relacionados con
embriogénesis (Thomas et al., 2004) y su uso se ha venido ampliando
en los ultimos dos afos. La deteccién del incremento de cadenas
sintetizadas puede hacerse de diferentes maneras. Una consiste en
incluir en la mezcla de reaccion una sonda dual fluorescente (es decir
tiene un fluoréforo que emite fluorescencia cuando es excitado y otro

que absorbe la fluorescencia, “apagador”, cuando se encuentra cercano
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al emisor) especifica al ADN blanco intercalado entre los
oligonucléotidos (sonda TagMan) (Heid et al., 1996) conforme ocurre la
sintesis de las cadenas las sondas son degradadas y el apagador ya no
puede absorber la fluorescencia emitida por el fluoréforo, por lo que
puede ser detectada con una camara que va registrando el aumento en
la florescencia que equivale a la sintesis de nuevas cadenas de ADN.
Existen otras alternativas para detectar el ADN sintetizado que no
involucran sondas, como puede ser un nucleétido marcado (fluoréforo)
en el iniciador. EI método mas simple es la inclusiéon de un fluoréforo
que se intercala con el ADN de doble hebra sintetizado por la ADN
polimerasa, como el fluoréforo SYBR-GREEN | o el bromuro de etidio y
cuya fluorescencia se incrementa durante la sintesis de ADN. Para el
presente trabajo se utilizo el fluoréforo SYBR-GREEN I. En un trabajo
relacionado al presente, este método se reporté en la literatura para
detectar transcritos de homoélogos de SERK en explantes cultivados in
vitro de girasol (Thomas et al., 2004).

En esta fase del proyecto el objetivo fue determinar si el HBR tiene
efecto en la activacién del ciclo celular durante la etapa | de la
embriogénesis somatica del cocotero, determinando la expresion del
gen de la CDKA en tejidos de cocotero cultivados in vitro con un

pretratamiento con diferentes concentraciones de este compuesto.
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3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Colecta de material vegetal

Se colectaron los callos embriogénicos de 90 dias para los cultivos
provenientes de plumula. Este periodo equivale al total de la etapa |.
Para el caso de los callos que provenian de estructuras embriogénicas,
el periodo fue de 75 dias, ya que por tener un crecimiento activo el
periodo de cultivo se reduce. Se tomaron 3 callos embriogénicos al azar
en cada repeticiéon del tratamiento para su posterior analisis. Para los
callos de estructuras embriogénicas ademas de los callos
embriogénicos, también se incluyé el muestreo de callos no

embriogénicos para el analisis de expresion.

Se extrajo el ARN total a 200-300 mg de tejido de cada uno de los
tratamientos utilizando Trizol (INVITROGEN, USA) segun las
instrucciones del fabricante. Posteriormente se le dio un tratamiento con
DNasa | para eliminar el ADN gendémico y evitar falsos positivos por
amplificacién de este material. Se estimaron las concentraciones de
ARN con un espectrofotometro Beckman DU-65. Finalmente se
sintetizo ADNc a partir de 4 ug de ARN de las repeticiones de cada

tratamiento (ver anexo 8.1).

3.2.2 Cuantificacion relativa de la expresion de CDKA

Para los analisis de expresion cuantitativa se utilizé un equipo de PCR
en tiempo real iCycler (BIO-RAD, USA). Las reacciones se hicieron con
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cantidades iguales de ADNc usando iniciadores especificos para
CDKA-Fw (5" TGG ATC AGT ATG AGA AGG TGG AGA AGAT-3") y
CDKA-Rv (5'-TCG ATC TCA GAA TCT ACA GGA AAC AGT G-3)). El
protocolo de amplificacion fue el siguiente: 1 paso de 95°C por 3 min,
un segundo paso de 94°C por 1 min, 62°C por 40 s, 72°C por 40 s por
36 ciclos y un tercer paso de sintesis a 72°C por 10 min.

La interpretacion de los resultados estda basada en el método de
cuantificacion relativa de la expresiéon de un gen (Pfaffl, 2001; Dorak,
2003). Para esto primero se calcula la ACt. Este parametro consiste en
calcular el cambio, del ciclo umbral del gen de interés de (CDKA por
ejemplo) respecto al ciclo umbral de un gen de referencia (como el
18S), es decir que la ACt= Ct gen (cpka) - Ct normalizador (1ss). La ACt
de la muestra que presentd el valor mas alto se le denomina ACt de la
linea base. Este valor es restado al valor de ACt de las otras muestras y
se le denomina AACt (AACt=ACtjinea base - ACtmuestra). El Ultimo paso en la
comparacion del nivel de expresion fue calcular las unidades relativas

con la férmula: UR = 244¢

3.2.3 Analisis de productos amplificados por PCR

Los productos finales de la PCR cuantitativa de CDKA, obtenidos a
partir del ARN de los tejidos bajo diferentes pretratamientos de HBR,
fueron corridos por electroforésis en un gel de agarosa al 1%, a un
voltaje de 80 V durante 25 min. Los productos amplificados fueron

tefiidos con una solucién de bromuro de etidio (1 pug ml™") durante 15
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min. Los geles fueron fotografiados en un transiluminador de luz
ultravioleta con una camara digital KODAK (Mod. DC120).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Estandarizacion de la técnica de PCR cuantitativa

a) Prueba de especificidad de oligonucléotidos. Con la técnica de PCR
cuantitativa y el empleo de SYBR-GREEN | como fluoréforo, se
determiné si la amplificacion del gen CDKA con los iniciadores es
especifica, es decir, no hay formacién de dimeros u otros productos no
especificos. Esto es importante ya que al utilizar un fluoréforo que se
intercala al ADN de manera inespecifica, al presentarse la formaciéon de
dimeros en las reacciones, los resultados se ven afectados debido a
que el Ct resulta sobreestimado. Para verificar la existencia de estos
productos no deseados, se realizaron reacciones de PCR a partir de
ADNCc sintetizado de ARN de callos embriogénicos de plimula con
diferentes concentraciones de HBR (Figura 3.1). A los productos finales
después de la reaccion de PCR cuantitativa (36 ciclos), se realizé una
curva de desnaturalizacion para determinar la presencia de un sélo
producto amplificado en cada reaccién. Los resultados mostraron un
solo pico de fusién a los 86°C lo que indica que no hay formacion de
dimeros (Figura 3.1A), de otra manera se observaria otro pico a una
temperatura de fusién mas baja. Con este experimento se determin6
que los oligonucléotidos CDK-Fw y CDK-Rv, podian ser utilizados en

los ensayos posteriores. Por otra parte, también se verificé que los
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productos amplificados procedieran del ADNc sintetizado y no de
contaminacién genémica. Para esto 'se realizé6 una PCR con el ARN
extraido de algunas muestras empleado para hacer la sintesis del
ADNCc (Figura 3.1B).

2
52 54 5 58 60 62 64 66 68 70 72 74 7 78 60 82 B4 86 688 0 R H %
A Tempershure, Colds

Figura 3.1. Pruebas de dimerizacion de los oligonucledtidos. A) Curva de
desnaturalizacién del amplicon de CDKA con varias muestras; la presencia de un pico
unico indica la existencia de un solo producto amplificado. B) Controles negativos de
la RT-PCR semicuantitativo para el mismo gen obtenidos utilizando el ARN de cada
tratamiento. Con este ensayo se determind la ausencia de amplificaciéon de ADN
genémico. M: Marcador de peso molecular 100 pb; 1) ARN de callos con 0.01 uM de
HBR; 2) ARN de callos con 0.1 uM de HBR; 3) ARN de callos con 1.0 uM de HBR; 4)
control positivo; 5) control negativo sin templado.

b) Determinacion de la eficiencia de la PCR. Debido a las
caracteristicas de la PCR, cambios en 6rdenes de magnitud de 10 en
las concentraciones de templado provocan diferencias de 3.3 ciclos en
los umbrales de cada reaccion. Por esta razon se realizd este ensayo
con dos concentraciones plasmidicas del gen, una de las cuales estaba
diluida 10 veces respecto a la concentracion inicial (Figura 3.2). Los

resultados indican que la reaccién de PCR cuantitativa presenté una
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diferencia de alrededor de 3.3 ciclos, tal como se esperaba entre los
dos ordenes de magnitud utilizados. Debido a la naturaleza exponencial
de la reaccion, esta diferencia de 3.3 ciclos equivale a que el estandar

esté 10 veces mas concentrado que la dilucién
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Figura 3.2. Gréfica de tiempo real de una concentracion estandar de CDKA y su

dilucién 1:10. Esta prueba fue realizada para determinar la eficiencia de la PCR.

¢) Normalizacién de las reacciones. La reaccion de PCR tiempo real
partiendo de ADNc, se normaliza utilizando un control que se encuentra
expresado constitutivamente (Dorak, 2003). Tal es el caso del gen de la
subunidad ribosomal 78S. Otros ejemplos de genes normalizadores son
los que codifican para la B-actina y para la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) (Bustin, 2000; Dorak, 2003). Para la
normalizacion de la PCR tiempo real se probaron los oligonucléotidos
que amplifican la subunidad pequefia del gen ribosomal 78S para

determinar el cambio en los ciclos umbral (Act) entre una concentracion
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estandar de ADNc (95.2 ng pI”) y su dilucién 1/10, De esta forma, al
igual que en el caso anterior, se espéra que haya una diferencia de 3.3
ciclos del Ct de cada dilucién (Figura 3.3).

NN
i E
il

COKAstd
185 1:10

8

78S std

8

PCR Base Line Subtracted CF RFU
=]
=]

o

a
g

-100

+ + + ——-100
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 3B

Cycle

Figura 3.3. Grafica de determinacion de la linearidad para el gen 18S, tras 36 ciclos de
amplificacion.

3.3.2 Expresion de CDKA en callos originados de plimula

Se determind la expresion relativa temporal del gen CDKA a los 30 y 90
dias de cultivo del segundo experimento de cultivo in vitro por medio de
la técnica de RT-PCR cuantitativo (Figuras 3.4 y 3.5). Se encontr6 que
a los 30 dias la expresion relativa del gen CDKA disminuy6 ligeramente
con respecto al control (Figura 3.4). Sin embargo, a los 90 dias de
cultivo se encontré un mayor nivel de expresion del gen en los callos
obtenidos de explantes tratados a la concentracién de 0.1 uM de HBR,

correspondiente a alrededor de siete veces respecto al control (Figura
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3.5A). El nivel de expresidon en estos tejidos fue de una magnitud tal
que pudo observarse claramente en un gel de agarosa (Figura 3.5B).

Esto coincide con lo sefialado por Miyazawa et al., (2003) quienes
sometieron a tratamiento con BRs a cultivos celulares de la linea BY2
de tabaco y obtuvieron un incremento en el nivel de expresién de genes

del ciclo celular.
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Figura 3.4. Expresion relativa del gen CDKA a los 30 dias de cultivo. A) Porcentaje de
expresion del gen CDKA en los callos de explantes embriogénicos tratados con HBR.
Las barras representan la desviacion estandar (n=3). B) Visualizacion de los
productos de RT-PCR semicuantitativa de la expresion de CDKA en callos
embriogénicos con: carriles 1) control (0.0); 2) control con transferencia (0.0t); 3)
0.01uM de HBR; 4) tratamiento con 0.1 uM de HBR. 5) control negativo de CDKA; 6)
control positivo de CDKA.
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Figura 3.5. Expresion relativa del gen CDKA a los 90 dias de cultivo. A) Porcentaje de
expresion. B) RT-PCR semicuantitativa. Carriles: 1) control (0.0); 2) control con
transferencia (0.0t); 3) 0.01uM de HBR; 4) tratamiento con 0.1 uM de HBR. 5)
tratamiento con 1.0 uM de HBR. 6) control negativo de CDKA; 7) control positivo de
CDKA.

3.3.3 Expresion de CDKA en callos originados de estructuras
embriogénicas

La expresion de CDKA en los callos originados a partir de las
estructuras embriogénicas de 65 dias (Figura 3.6A), se modificé con el
tratamiento de HBR. La concentracion de 0.01 uM incrementé el nivel
de expresion relativa ocho veces en relacion al control (0.0). Aunque en
menor proporcién, también se dio un incremento de tres veces la
expresion relativa del gen a las concentraciones de 0.1 y 1.0 uM de
HBR. Por otra parte, en los callos no embriogénicos se observdé una
disminucion de la expresién de CDKA en los explantes tratados con las
tres concentraciones de HBR utilizados (Figura 3.6B).
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Figura 3.6. Expresion relativa del gen CDKA en callos embriogénicos y no
embriogénicos, obtenidos de estructuras embriogénicas tratadas con HBR a los 75
dias de cultivo. A) Expresion CDKA en callos esponjosos con respecto a la expresién
encontrada en callos embriogénicos con los diferentes tratamientos. B) Expresién
relativa de CDKA en callos no embriogénicos. Los porcentajes se calcularon con

respecto al control sin tratamiento (n=3). Se graficé el promedio entre ellas.

En la Figura 3.7 se muestran los geles de electroforesis con los
productos finales de la amplificacion de los callos embriogénicos y no
embriogénicos (Figura 3.7A y 3.7B, respectivamente) tratados con

diferentes concentraciones de HBR.
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Figura 3.7. Gel de electroforesis en agarosa con los productos de PCR. A) Productos

de PCR de los callos embriogénicos. B) Productos de PCR de los callos no
embriogénicos. Carriles Ay B: 1) Marcador de masa de 1 kb; 2) Control sin HBR (0.0).
3) Control con transferencia (0.0t); 4) 0.01 uM de HBR; 5) 0.1 uM de HBR; 6) 1.0 uM
de HBR; 7) Control negativo de la PCR. 18S es el gen utilizado como normalizador.

3.4 DISCUSION

La CDKA es una cinasa dependiente de ciclinas que esta relacionada
con la regulacién del ciclo celular a través de la via de la retinoblastoma
(Sherr, 1996). Su actividad también determina otros procesos
relacionados con el citoesqueleto y la matriz nuclear. De esta forma
esta implicada en la determinacién de las tasas de crecimiento de los
tejidos y asociada a procesos morfogénicos mediante la interaccién con
su ciclina regulatoria, por lo tanto su expresién esta localizada
principalmente en los tejidos con crecimiento meristematico (Hemerly et
al., 2000). En este trabajo se analiz6 su expresibn en callos
embriogénicos y no embriogénicos de cocotero de dos tipos de
explantes con diferentes tratamientos de HBR.
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Los resultados obtenidos demostraron que efectivamente el HBR tuvo
un efecto positivo en la estimulacion de la expresiéon de CDKA 7-8
veces en relacion a los controles sin HBR. El analisis de la expresién
relativa de CDKA de callos procedentes de explantes de plumula, la
concentracion de HBR que mas incremento la expresién del gen fue 0.1
MM; con las otras condiciones se registr6 un aumento que no fue
consistente con el incremento o la disminucién de la concentraciéon del
HBR, incluso se dio un aumento importante en el caso del control con
transferencia (0.0t). Esta misma condicion produjo por si misma un
aumento en la generacion de embriones en el trabajo de Azpeitia et al.,
(2003).

Respecto a la expresion de CDKA a partir de estructuras embriogénicas
utilizadas como fuente de explante, el mayor efecto en la expresién
relativa del gen se obtuvo con una concentracion diez veces menor
(0.01 uM) del HBR. En este caso, las otras concentraciones mayores
registraron 3 veces el nivel de expresion del control (0.0t). Esta
diferencia podria deberse al contenido endégeno de reguladores del
crecimiento en los explantes, principalmente de auxinas, ya que se ha
visto que los BRs actuan sinérgicamente con este tipo de hormonas

(Katsumi, 1985) mismas que tienen efecto en la tasa de division celular.

Por otro lado son pocos los estudios donde se ha demostrado el efecto

de los BRs sobre los componentes que regulan alguna fase del ciclo

celular. Recientemente se encontré que un gen de Arabidopsis que

codifica para una cinasa dependiente de ciclo celular, CDC2b, fue
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inducida por BR en la oscuridad. Sin embargo, se determind que ese
gen juega un papel importante én la elongacién de hipocétilo,
alargamiento del cotiledon y la formaciéon de la curvatura apical, mas
que al control del ciclo celular (Yoshimuzi et al., 1999). Otro gen de ciclo
celular del que se ha demostrado su responsividad a BRs es el de la
ciclina D3, en Arabidopsis thaliana (Hu et al., 2003). Las células de la
linea BY2 de tabaco muestran un incremento de la expresion de una
ciclina mitética y la histona H4 (Miyazawa et al., 2003). Sin embargo, en
el caso de la CDKA no existen estudios de activacién transcripcional por
BRs y menos aun en cocotero.

Respecto a los callos no embriogénicos, hubo una disminucién de la
expresion de la CDKA bajo las diferentes concentraciones de HBR.
Este tipo de callo suele formarse frecuentemente durante el cultivo in
vitro y no presenta estructuras embriogénicas. Sus células no se
agrupan en centros meristematicos como lo hacen los callos
embriogénicos, por lo tanto se consideran no embriogénicos. La
disminucion en la expresiéon de la CDKA podria deberse a que este tipo
de tejido tiene un crecimiento heterogéneo, pierde su potencial de
proliferacién y termina necrosandose y acumulando fenoles. Por otra
parte, existen reportes donde los BRs han mostrado efectos negativos
en la division celular, por ejemplo en células transformadas de tabaco,
el BR no tuvo efecto en promover la division celular (Roth et al., 1989);
Azpeitia et al, (2003) también encontraron que la exposicion
prolongada de los explantes de plumula al HBR provoca necrosamiento

general. Al respecto anteriormente se reporté que los BRs inducen la
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formacién de etileno (Arteca et al., 1983; Arteca, 1984; Arteca et al.,
1984; Arteca et al., 1988).
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CAPITULO IV

DETERMINACION DE LA EXPRESION ESPACIO-TEMPORAL DE
CDKA

4.1 INTRODUCCION

La hibridacién in situ es una técnica que permite detectar la expresién
de genes en células especificas de un tejido. El principio de la técnica
consiste en el apareamiento de sondas marcadas de ADN o ARN,
complementarias a la secuencia del transcrito blanco en tejidos fijados,
seguido por la deteccion de la sonda. Durante la década de los noventa
la hibridacién in situ se convirti6 en un método esencial en biologia
molecular y celular para la localizacién y deteccion de secuencias de
transcritos de interés. La técnica es capaz de vincular secuencias de
ARN con su patrén de expresion en tejidos durante el desarrollo, por lo
que ha venido complementando otros métodos de analisis génico. Su
uso se ha extendido en los ultimos afos, dada la importancia de los
datos que genera en especies que no han podido ser transformadas
(Schwarzacher y Harrison, 2000). Aunque existen varios tipos de
hibridacién in situ en funcién del tipo de sonda utilizada y si la
secuencia blanco es ADN o ARN, este trabajo se refiere exclusivamente
a la hibridacion de ribosondas con ARN mensajeros. Estas técnicas han
sido utilizadas tanto en tejidos animales, para detectar principalmente la
presencia de virus como el VIH (Patterson et al., 1993) como en
plantas para la ubicacion de mensajeros, por ejemplo, que codifican

para factores de transcripcion (Yanofsky et al., 1990; Drew et al., 1991).
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Actualmente esta técnica se utiliza ampliamente para investigar la

expresion de genes en células en ambos tipos de organismos.

Algunos genes asociados al crecimiento en plantas han sido estudiados
utilizando técnicas como la hibridacién in situ. Entre los genes de
regulacién del ciclo celular destacan CDKA (Martinez et al., 1992:
Fobert et al., 1994 y 1996; Boucheron et al., 2002) y ciclinas B (Fobert
et al, 1994; Boucheron et al., 2002). Cabe mencionar que estos
estudios se han realizado en meristemos donde la actividad
meristematica esta asociada a la aparicion de primordios foliares e
inflorescencias (Fobert, et al, 1994). En este trabajo se presentan los
pasos iniciales para establecer la técnica de hibridacién in situ de CDKA

en explantes de cocotero cultivados in vitro.

4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Preparacion de las muestras

Los callos colectados fueron fijados en paraformaldehido al 4% durante
24 horas. Posteriormente fueron deshidratados en series crecientes de
etanol, el cual fue sustituido después con combinaciones progresivas
de etanol y un solvente de parafina (Histochoice; SIGMA, USA) en

forma progresiva hasta llegar al 100 % de solvente.

A los tejidos inmersos en el solvente se les fueron adicionando hojuelas

de parafina lentamente a temperatura ambiente y en agitacién. Al dia
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siguiente los tejidos fueron incubados a 58°C con cambios frecuentes
de parafina liquida, que se siguieron durante varios dias hasta sustituir
completamente el solvente con la parafina. Los tejidos se montaron en
bloques y se cortaron en un microtomo MICROM HM 325 a un grosor
de 10-14 um; posteriormente se adhirieron a portaobjetos cubiertos con
polilisina (Polyprep; SIGMA, USA) manteniéndolos en una estufa a
42°C durante 24 horas.

4.2.2 Sintesis de la sonda marcada con digoxigenina

Para la sintesis de las sondas sentido (SS) y antisentido (AS) de CDKA,
se parti6 del plasmido pCDKA, el cual contiene un inserto de 1330 pb
correspondiente a la secuencia total del ADNc del gen. Este ADNc se

obtuvo a partir del escrutinio de una biblioteca de apice de cocotero.

La sonda antisentido se obtuvo por la linearizacién de este plasmido
con EcoRl, el cual fue sometido a una reaccion de transcripcion in vitro
con la T7 polimerasa y el nucleétido UTP como reportero, marcado con
digoxigenina (ROCHE, Alemania). De la misma manera, la sonda
sentido se sintetizd del plasmido linearizado con Xhol, el cual fue
utilizado como templado para otra reaccién de transcripcion in vitro con

la T3 polimerasa (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Diagrama de obtencién de las sondas sentido y antisentido de pCDKA.

Dado el gran tamafo del inserto del plasmido (1.33 kb), las sondas
inicialmente obtenidas fueron sometidas a una hidrélisis alcalina a 60°C
durante aproximadamente 23 min para generar fragmentos de
alrededor de 300 b. Las sondas obtenidas fueron cuantificadas por
comparacion con tiras de referencia (DIG- control test strips) y
resuspendidas en amortiguador de hibridacién y almacenadas a -20°C

(ver protocolo detallado en el anexo 8.2.2).

4.2.3 Hibridacion in situ

La primera parte del protocolo de hibridacion in situ consiste en
desparafinar, hidratar, permeabilizar, refijar y deshidratar el tejido que
se encuentra adherido a los portaobjetos. Posteriormente se inicia la
hibridacion que consiste en adicionar 85-100 pl de la diluciéon de la
sonda correspondiente a cada portaobjetos. Los portaobjetos se
cubrieron con una mica especial (Coverslip, SIGMA, USA) y se
colocaron en una caja humeda cerrada herméticamente. Se probaron

dos condiciones de lavado, una basada en dos lavados de formamida al
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50% y SSC 2X y, por otra parte, una condicion alternativa basada en
dos lavados con SSC 0.1X y SDS 0.T, seguidos de un tratamiento con
ribonucleasa A. Los lavados tienen la finalidad eliminar el exceso de
sonda que no haya hibridado especificamente con los mensajeros
blanco. Posterior a los lavados, sigue una etapa final de deteccién de la
sonda que consiste en un tratamiento bloqueador seguido de una
incubacién con el anticuerpo antidigoxigenina acoplado a una fosfatasa
alcalina, una serie de lavados y el revelado que consiste en incubar los
cortes en una solucion de NBT/BCIP durante 24-48 horas. Los cortes
hibridados se observaron al microscopio y se fotodocumentaron para su
analisis. El protocolo utilizado se basé en el protocolo de Ferrandiz et
al., (2002) modificado por Burgeff et al., (2002) (ver protocolo en anexo
8.2.3).

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Sintesis de la sonda

Los pasos seguidos para la obtencién de la sonda son presentados en
la figura 4.2. En el panel A se ilustra la linearizacién de pCDKA y en el

panel B, el resultado de la transcripcion in vitro.
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Figura 4.2. Sintesis de las ribosondas. A) gel de agarosa al 1% que indica la
linearizacion de pCDKA (4288 pb). Carriles: M) marcador de masa molecular de 100
pb; 1y 2) plasmido linearizado con Xhol (sonda sentido); 3 y 4) plasmido linearizado
con EcoRI (sonda antisentido). B) gel de electroforesis en agarosa de los productos de
la transcripcion. Carriles: M) marcador de masa molecular de 1 kb; 1) plasmido
linearizado con EcoRIl. 2) sonda antisentido; 3) plasmido linearizado con Xhol; 4)

sonda sentido (control negativo).

4.3.2 Optimizacion del protocolo de hibridacion

La sonda antisentido corresponde a una secuencia complementaria del
transcrito de CDKA, lo que le permite hibridar con él. Por convencién,
para determinar si la sefial de hibridacion es especifica se emplea un
control negativo que consiste en la utilizacion de la sonda marcada en
direccion sentido que corresponde con la secuencia del transcrito, por lo

que no debe hibridar de manera especifica.

Se probaron dos protocolos de lavado, los resultados obtenidos en
ensayos con una temperatura de hibridacion de 52°C y lavados
posteriores basados en el uso de formamida al 50% y SSC 2X (ver

protocolo detallado en el anexo 8.2.4) con la sonda especifica
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antisentido de CDKA fueron heterogéneos (Figura 4.3). En algunos de
estos resultados la sefal fue meno$ intensa que la obtenida con
respecto a la sonda sentido (Figura 4.3 B, F). En otros casos no se
detecté ningun tipo de sefal aun cuando el tejido se revelé por 48 h
(datos no mostrados). Sin embargo, hubo algunos cortes que mostraron
sefial en las zonas de crecimiento y en regiones que coinciden con las
areas de formacién de nédulos meristematicos reportados por Azpeitia
et al., (2003) en sus trabajos de histologia convencional (Figura 4.5 Dy
F). Los resultados obtenidos con la sonda sentido muestran la
existencia de una sefal de fondo heterogénea en la mayoria de los
casos (Figura4.3B,D,Fy4.4B, D, F).
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Figura 4.3. Hibridacion in situ con sondas de CDKA en cortes histoldgicos de callos
de 90 dias. Resultados obtenidos a una temperatura de 52°C con lavados con
formamida 50 % y SSC 2X. A, C, E: sonda antisentido. B, D, F: sonda sentido. A-B
Diluciéon de Ac 1:500; C-D Diluciéon de Ac 1:1000; E-F Dilucién de Ac 1:3000; G-H
Controles externos, dilucién de Ac 1:500; G testigo sin sonda; H sonda heteréloga del
gen FLOR1 de Arabidopsis thaliana. Barra: 1 mm.
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En un trabajo anterior se determiné que los explantes de cocotero
cultivados in vitro no tuvieran actividad de fosfatasas endogenas
(Alcocer, 2004). Esto se realizé debido a que la deteccién de la sonda
hibridada se basa en la utilizacion de un anticuerpo acoplado a una
fosfatasa alcalina. Este anticuerpo reconoce a la 11-UTP-digoxigenina
incorporada en la sonda y la fosfatasa alcalina hidroliza el sustrato
NBT/BCIP lo que genera un precipitado insoluble de color café-azul
oscuro. La presencia de actividad de fosfatasas inherente al tejido
puede ocasionar un fondo natural que interfiera con la visualizacién de
la sonda correspondiente. En dicho trabajo no se encontré actividad de
esta enzima, por lo que el método de revelado es adecuado para la
deteccion de la expresion de CDKA (Alcocer, 2004). En este trabajo se
corroboré que no existe esta actividad enzimatica al no encontrarse
sefal en los testigos sin sonda (Figura 4.3 G y 4.4 G). Estos testigos
ademas permiten determinar si el anticuerpo interacciona con algun
componente del tejido de cocotero. En la Figura 4.3G el tejido no
presenta sefnal alguna, por lo que no parece haber interaccion del

anticuerpo con las estructuras de la célula del cocotero.

Por otra parte, para descartar un efecto de pegado inespecifico de la
sonda que pudiera producir sefal de fondo, se utiliz6 una sonda
antisentido para el gen FLORT1, especifico de inflorescencias de
Arabidopsis thaliana (Gamboa et al., 2001) donado por la Dra. A.
Gamboa, Instituto de Ecologia, UNAM. En nuestro sistema no se
encontré sefial de fondo aun con altas concentraciones de anticuerpo
(1:500; Figura 4.3 H).
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Este mismo tipo de resultados se obtuvieron en un principio con una
temperatura de 50°C, por lo que se incrementé la temperatura a 52°C,
buscando que la sefal de fondo disminuyera al aumentar la

astringencia de las condiciones de hibridacién y de lavado.

De forma alterna a los lavados con formamida, se implementé otro tipo
de lavados a base de SDS al 0.1% y SSC 0.1X, seguido de un
tratamiento con ribonucleasa A, (Burgeff com. Pers.; ver protocolo
detallado en anexo 8.2.4). Con este tratamiento se busco disminuir la
sefal de fondo. En la figura 4.4 se presentan los resultados obtenidos

con este tipo de lavados y diferentes concentraciones de anticuerpo.
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Figura 4.4. Hibridacién in situ con sondas de CDKA en cortes histologicos de callos
de 90 dias. Resultados obtenidos a una temperatura de 50°C con lavados a base de
SSC 1x y SDS 0.1X seguidos de un tratamiento con RNasa A. A, C, E: sonda
antisentido. B, D, F: sonda sentido. A-B Dilucién de Ac 1:500; C-D Dilucién de Ac
1:1000; E-F Dilucién de Ac 1:3000; G-H Controles externos, dilucion de Ac 1:500; G
testigo sin sonda; H sonda heterdloga del gen FLOR1 de Arabidopsis thaliana. Nétese
la existencia de un patrén de tincion muy fuerte cercano a los bordes y que ha sido
seflalado con flechas. Barra: 1 mm.
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Con este lavado se encontraron resultadcs favorables cuando se utilizg
una dilucién de 1:1000 de anticuerpo (Figura 4.4 C). Al igual que en el
caso de los lavados con la formamida y SSC 2X, los controles externos
no produjeron ningun tipo de sefal (Figura 4.4 Gy H).

T & T PSR e o A e M S et e e

Figura 4.5. Expresion de CDKA en callos embriogénicos de 90 dias, comparados con
cortes histolégicos con tinciones clasicas. A, B, C, E: Vista general del patrén de
expresion obtenido con la sonda AS de CDKA. B, C: Acercamiento de las zonas de
mayor nivel de expresién, donde puede observarse con mayor detalle la marca
especifica de la hibridacién (flechas). D: Tincién con naftol blue black (cortesia de
Alfonso Azpeitia). Obsérvese la conformacién de nédulos meristematicos hacia los
bordes del callo. F: Tincién diferencial con Schiff/naftol blue black de una zona con

crecimiento activo.
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La composicion de los callos muestra que hay diferentes morfologias de
las células que conforman al callo, pc')r lo que se detectaron al menos
dos tipos de tincién, una en la que la tincibn se observa hacia la
periferia y por otra parte en células con un patron de crecimiento
periclinal en donde existe un area cercana a la protodermis que no
presenta senal, posteriormente un area muy marcada de crecimiento
que posteriormente pueden dar origen a los llamados nddulos
meristematicos (Figura 4.5 C y D) de acuerdo a lo descrito por Verdeil y
Buffard Morel (1995), Fernando et al., (2003), y Azpeitia et al., (2003).
En ambos casos la intensidad de la tincién va disminuyendo hacia el
cuerpo del callo. Es decir, existe un gradiente de expresion donde la
mayor concentracion de transcritos se localiza en las zonas de reciente
proliferacion y el gradiente disminuye hacia el interior del tejido y
desaparece completamente en la zona basal (Figuras 4.3 - 4.5).

4.4 DISCUSION

La técnica de hibridacién in situ de ARN:ARN ha sido utilizada en
estudios de expresidbn genética en un gran numero de especies
destacando Arabidopsis, tabaco, Antirrhinum majus y arroz. En el caso
de estudios de genes involucrados en el control del ciclo celular,
algunos de los trabajos reportan la deteccion in situ de la expresién de
cdc2 en relacion a la actividad meristematica y la proliferacién celular
durante el desarrollo en Arabidopsis thaliana y rabano (Martinez et al.,
1992). Estos trabajos fueron ampliados por Fobert et al., (1994) quienes

definieron patrones de division celular asociados a la regulacion
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transcripcional del ciclo celular en Antirrhinum majus. Posteriormente en
esta misma especie, se analiz6 la expresién de cuatro genes
relacionados al cdc2 de Saccharomyces pombe (Fobert et al., 1996).
Los transcritos de estos genes fueron ubicados en inflorescencias
jovenes y se determin6 que dos de ellos se encontraban en regiones
con altas tasas de division, mientras que los del tipo ¢ se les encontraba
en células en fase S y durante la transicion G2/M; los del tipo d
resultaron ser especificas de las fases G2 y M. Otro caso de deteccién
in situ de CDKs es el reportado por Umeda et al., (1999) en arroz,
donde se determiné el patréon de expresiéon de tres tipos de CDKs
encontrando la expresion de dos de ellos en las regiones proliferativas
del apice de la raiz y también en células diferenciadas del
esclerenquima, periciclo, y parénquima del cilindro central del mismo
organo. En el caso de cocotero, especificamente en meristemos se ha
aplicado esta técnica para la deteccion in situ del transcrito del gen de
la ciclina D3 (Sandoval, 2003). En el presente trabajo se utilizo el
enfoque de hibridacion in situ para determinar el patron de acumulacion
de CDKA en relacion a las zonas de proliferacion celular del tejido
embriogénico y el tejido que conforma el cuerpo del callo. Los
resultados con la sonda antisentido muestran que en los tejidos
correspondientes a callos embriogénicos de 90 dias. La tinciéon se
localizé en los bordes externos del callo, correspondiendo con el patrén
de crecimiento periférico de las estructuras embriogénicas. (Figuras 4.3
- 4.5). Esto podria indicar que en las areas de mayor tincion existe una
proliferacion celular activa y por lo tanto una alta competencia a la
divisiéon y hacia las areas tefiidas con menor intensidad tal estado de
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competencia ha disminuido. Como han reportado anteriormente Jesty y
Francis (1992), en los callos el mayor porcentaje de las células se
encuentran en fase GO-G1, por lo que la sefial pudiera estar indicando
el estado de competencia a la division, mas que un proceso de division
celular. La comparacién de los resultados de expresiéon con diferentes
tinciones convencionales en tejidos del mismo origen, muestra una
correlacién entre los puntos de crecimiento hacia el borde del callo y la
sefial producida por la deteccion de CDKA, donde se generan
posteriormente los llamados nédulos meristematicos. Estos resultados
han sido corroborados mediante RT-PCR in situ en fase acuosa por
Pérez-Nunez (2005) y por otros integrantes del grupo, en los que los

patrones de tincion son semejantes a los obtenidos en este trabajo.

Muchos de los resultados mostraron que los controles negativos (sonda
sentido) generaron una fuerte sefial de fondo, lo que dificulta la
interpretaciéon de los datos. Los factores que pueden estar interviniendo
en dar esta sefal de fondo en la sonda sentido son varios: A) una
incorrecta seleccién de las condiciones de astringencia que impidan
eliminar el exceso de pegado inespecifico de la sonda (Schwarzacher y
Harrison, 2000). B) el tipo de tejido que debido a que las células son
pequefas y con una pared celular gruesa pudiera estar interactuando
con la sonda especifica CDKA, dada su composicién de nucleétidos, ya
que con una sonda de Arabidopsis thaliana no se produjo ningun tipo
de sefal. Por esta razén pudiera darse la necesidad de utilizar estos
protocolos de lavados con otros cortes de callos de diferentes etapas
del desarrollo embriogénico e incluso con embriones en formacion, asi
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como incrementar la temperatura de hibridacién. Otro factor pudo haber
sido que la hidrélisis de la sonda no fue la adecuada y por lo tanto el
tamano de la sonda fue muy grande, lo cual da mayor probabilidad de
que la sonda interactué con las estructuras de la célula. Actualmente se
esta trabajando en el desarrollo de una sonda de menor tamafio (300 b)
a partir de la secuencia de 3' UTR, misma que por su menor tamaro y
mayor especificidad, elimina la necesidad de la hidrélisis alcalina y la
posibilidad de que la sonda de hibridacién cruzada. Estos resultados
son un parteaguas para la mayor optimizacion de condiciones de
lavados, incubaciones y otros factores que puedan aportar mejores

resultados para posteriores analisis de expresioén in situ.
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V. DISCUSION GENERAL

El cocotero es una especie de suma importancia en las zonas tropicales
y subtropicales del mundo por ser fuente de materia prima para
diversas industrias. Sin embargo, este cultivo esta amenazado por
diversas causas tanto bioldgicas como socioeconémicas, con un
detrimento en la superficie plantada y en la produccion. Por estas
razones se necesita replantar las zonas afectadas con materiales mas
atractivos para los productores; sin embargo, la propagacion por semilla
es demasiado lenta para este propésito. Por esta razén se ha intentado
establecer un protocolo de micropropagacién del cocotero basado en la
embriogénesis somatica con plumulas y estructuras embriogénicas o
embriones globulares (Pérez-Nufez, 2005). Con este protocolo ha sido
posible obtener embriones somaticos y regenerar plantas en forma
reproducible (Chan et al, 1998) y con una eficiencia mayor a la
alcanzada con otros tipos de explantes, aunque no a una proporcion
que pudiera ser viable a mediana o gran escala. Con la finalidad de
obtener una mayor eficiencia en la propagacion in vitro de esta especie
se han realizado estudios sobre diferentes aspectos que incluyen: la
asimilacién de nutrimentos en callos de cocotero (Dussert, et al., 1995),
el establecimiento de suspensiones celulares (Magnaval, 1995),
estudios sobre condiciones de cultivo (Chan et al., 1998), evaluacién de
los cambios en los niveles del 2,4-D en el medio de cultivo en presencia
de carbén activado y la respuesta en el crecimiento en explantes de
inflorescencias (Ebert y Taylor, 1990), adicién de un precultivo con BRs
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(Azpeitia et al., 2003). Uno de los enfoques importantes para el estudio
de la embriogénesis somatica es la influencia de la reactivacion del ciclo
celular sobre este proceso. Esto se fundamenta por la existencia de un
bloqueo del 99% de las células en la fase GO-G1 (Jesty y Francis,
1991). Por otra parte se ha demostrado que los BRs tienen efectos,
entre otros, a nivel molecular en los procesos de reactivacion del ciclo
celular y también en diversos procesos morfogénicos (Sathiyamorthy y
Nakamura, 1990; Ponsamuel et al., 1996; 1998; Sasaki, 2002; Azpeitia
et al., 2003). Por esta razon se abordo el tema de la relacién que
pudiera existir entre los BRs, el ciclo celular y la embriogénesis

somatica.

A pesar de que se conoce la posible ruta de sintesis y degradaciéon de
los BRs, asi como su injerencia en la activacion de genes implicados en
procesos fisiologicos como respuesta a estrés ambiental y desarrollo
morfogénico durante la germinacion, se desconoce como podrian estar
actuando los BRs para promover una respuesta favorable en los
procesos de organogénesis. Una hipotesis probable es que podria estar
induciendo el ciclo celular, sin embargo, a pesar de que el efecto de los
BRs sobre elongacion celular esta plenamente comprobado, aun
existen dudas sobre su efecto en la estimulacién del ciclo celular ya que
se han reportado resultados contradictorios. Por ejemplo la aplicacion
de concentraciones nanomolares de BR a explantes cultivados in vitro
de Helianthus tuberosus estimularon la division celular, ya que se
encontr6 50% de incremento en el numero total de células en la
presencia de auxinas y citocininas (Clouse y Zurek, 1991). En
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protoplastos de repollo chino, el BR promovié la division celular
dependiendo de la dosis (Nakajima ét al, 1996). Se han reportado
también resultados similares para protoplastos de Petunia (Oh vy
Clause, 1998) y la linea BY-2 de células en suspension de tabaco
(Miyazawa et al., 2003). Otros estudios realizados con cultivos celulares
de zanahoria y con callos de tabaco transformados con Agrobacterium,
que no necesitaron fitoreguladores para crecer, mostraron que los BRs
no tenian un efecto estimulador de la divisién celular (Roth et al., 1989;
Sala y Sala, 1985).

En relacion a los genes reguladores del ciclo celular existen tres
reportes del efecto de BR sobre su expresién. Por ejemplo se encontrd
que el gen CDC2b (una cinasa relacionada con el control del ciclo
celular) de Arabidopsis thaliana, fue inducido por el BR en oscuridad,
sin embargo, se ha visto que este gen juega un papel importante en la
elongacion del cotiledén e hipocétilo y la formacién de la curvatura
apical en lugar del control del ciclo celular (Yoshizumi et al., 1999). Por
otro lado, Hu et al., (2000) encontraron que el gen CYCD3 que se
expresa diferencialmente en tejidos de Arabidopsis thaliana, es
inducible con la aplicacién de BRs y que la estimulacion de la expresién
de este gen dependid de la dosis. A nivel morfogénico se encontré que
el BR podia utilizarse en lugar de la zeatina para la formacion de callo y
crecimiento de las suspensiones celulares. Miyazawa et al., (2003)
utilizando como modelo la linea celular BY-2 de tabaco, encontraron
que el gen de una ciclina mitética y la histona H4 se incrementaron sélo

por el efecto del BR en una fase temprana del cultivo, ademas se
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encontré que el indice mitético también se increment6é en un medio sin
reguladores del crecimiento pero que contenia al BL.

Expresion relativa de CDKA

En el presente trabajo se estudié si el HBR tenia un efecto en Ia
expresion del gen CDKA durante la fase | de la embriogénesis somatica
en cocotero. La expresién de este gen indica una predisponibilidad de
las células a dividirse (Martinez et al., 1992; Hemerly et al., 1993). Los
resultados mostraron que concentraciones de 0.1 uM de HBR tuvo un
efecto estimulador de alrededor de siete veces la expresion del gen
respecto al control en callos procedentes de plumula (Figura 3.5). Por
otra parte cuando se utilizaron explantes procedentes de estructuras
embriogénicas globulares, se encontré que la concentracion de 0.01 M
producia un efecto semejante al anterior en la expresién del gen (Figura
3.7). Hasta ahora no existia evidencia de que los BRs tuvieran un efecto
sobre la expresién de la CDKA. Aunque en el trabajo realizado por
Goda et al., (2002) en el que mediante un analisis de microarreglo, se
identificaron una serie de genes responsivos a BRs en Arabidopsis
thaliana, muchos no fueron identificados por lo que cabe la posibilidad
que CDKA pudiera ser uno de ellos.

En el segundo experimento, aunque no hubo diferencias estadisticas, si
se observd un efecto en los promedios de formacién de callo
embriogénico, principalmente a la concentracion de 0.01 uM de HBR;
sin embargo, no se evalué la formaciéon de embriones somaticos debido

a que la mayoria de los callos embriogénicos del experimento se
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utilizaron para la extraccion de ARN o la fijacion del tejido para analizar
mediante la técnica de hibridacién in ‘situ. Se procedié a realizar un
tercer experimento con una linea de callo embriogénico utilizando las
estructuras embriogénicas como fuente de explante. En este caso, si
bien no hubo un efecto estadistico significativo en la formacién de callo
embriogénico, si lo hubo para la formacién de embriones somaticos,
aunque la concentracion de HBR a la cual se logr6 este efecto (1 uM)
fue diferente a la de 0.01 uM donde se logré el maximo de expresion de
la CDKA, no obstante las concentraciones de 0.1 y 1.0 uM de HBR
estimularon de 2-4 veces la expresién de la CDKA de cocotero.

Por otro lado, hubo una disminucién de la expresion de la CDKA bajo
las diferentes concentraciones de HBR en callo esponjoso o0 no
embriogénico. Este tipo de callo suele formarse frecuentemente durante
el cultivo in vitro, no presenta estructuras embriogénicas, sus células no
se agrupan en centros meristematicos como lo hacen los callos
embriogénicos. Esto podria deberse a que este tipo de tejido a los 90
dias, ha detenido su crecimiento y perdido su potencial de proliferacién,

encaminandose a un proceso de necrosamiento y fenolizacion.

Los datos obtenidos en la presente tesis muestran claramente que el

HBR induce la expresion del gen CDKA en nuestro sistema. Si bien no

hay una relacién directa entre las concentraciones, la expresion del gen

de la CDKA, la formacién de callo embriogénico y la formacion de

embriones somaticos, es porque para lograr el proceso morfogénico no

solo se necesita estimular la division celular sino que esta estimulaciéon
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debe estar integrada al crecimiento y a la diferenciacion. Un estudio
posterior seria determinar el efecto del HBR en genes relacionados
directamente con el proceso de embriogénesis, como es el caso de
SERK u otros.

Expresion espacio-temporal de CDKA

La citogenética molecular y los métodos de hibridaciéon in situ han
revolucionado el entendimiento de la estructura, funcioén, organizacién y
evolucion de los genes y el genoma. Estos métodos han establecido el
vinculo entre los datos moleculares de la secuencia del ADN con la
informacién cromosémica y de expresion en los tejidos a nivel celular y
subcelular y han cambiado la forma de aplicar la genética tanto en la
medicina o en la agricultura (Schwarzacher y Harrison, 2000), como se

menciono6 anteriormente.

El montaje de la técnica de hibridacion in situ en callos de cocotero y
embriones en desarrollo es una herramienta muy util para el estudio de
genes que se expresan durante la embriogénesis somatica o para
diferenciar estados especificos del ciclo celular indicados por genes
marcadores de cada fase, asi como definirlas o correlacionarlas con un
estado de competencia para estos procesos. Es probable que esta
técnica también pueda fortalecer su alcance cuando se le conjugue con
tinciones especificas de acidos nucleicos, como el DAPI y que ya han

sido reportados en otros trabajos.
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En este caso se trabajé en la estandarizaciéon de la hibridacion in situ
con el gen de la CDKA. Los cortes " histolégicos hibridizados con la
secuencia antisentido mostraron sefal positiva hacia los bordes
(Figuras 4.3 - 4.5) aunque por otro lado los controles negativos (sonda
sentido) también dieron senal de fondo lo que hace que nuestros
resultados con la sonda positiva puedan argumentarse. Ambos
resultados se obtuvieron con lavados a base de formamida al 50% vy
solucion de SSC 2X. Con un lavado alternativo a base de SDS y
tratamiento con ribonucleasas los resultados mostraron menor sefial de
fondo, sin embargo, las posibles zonas de expresiéon del gen CDKA no
se encontraron bien definidas. Por otra parte, utilizando la técnica
similar de RT-PCR in situ se obtuvieron resultados similares con los
controles negativos (Alcocer, 2003) con lavados a base de SSC 2X.
Esto aporta evidencias de que existen circunstancias implicitas del
tejido y de los procesos de preparacion de los tejidos que limitan los
alcances de ambas metodologias. Otro factor que puede influir es la
composicién y el tamafo de la sonda, ya que al ser de mayor'tamaﬁo y
haber necesidad por una hidrélisis aleatoria para obtener fragmentos de
menor tamafo, esta reaccion puede haber tenido fallas y una sonda
grande puede pegarse inespecificamente a muchos lugares de la
estructura celular (Burgeff, com. pers.). La obtencién de una sonda de
menor tamano (300 bases) permitiia una mayor especificidad vy
eliminaria la necesidad de la hidrélisis. Pérez-Nufez et al., (2005) al
utilizar RT-PCR in situ e hibridacién in situ en fase acuosa,
respectivamente, encontraron un patrén de expresion del gen localizado

hacia los bordes de las estructuras embriogénicas, correspondiendo a
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lo observado en el presente trabajo. Estos resultados aportan
elementos para definir posibles areas embriogénicas en niveles mas

avanzados de diferenciacion.

El establecimiento adecuado de esta técnica nos permitira conocer que
tipo de células estan acumulando a la CDKA vy si existe un efecto del
HBR para estimular la acumulaciéon del transcrito en células que
normalmente no lo hacian, como es el caso de las células del cuerpo

del callo.
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VI. CONCLUSIONES GENERALES

Se encontré un efecto positivo del HBR, a la concentracion de 1.0
MM, en la formacion de embriones somaticos, en los callos
embriogénicos originados de explantes de estructuras
embriogénicas. Este incremento es semejante a lo anteriormente
reportado por Azpeitia et al., (2003).

Los datos obtenidos en la presente tesis muestran claramente que
a los 90 dias el HBR induce la expresion del gen CDKA en callos

embriogénicos de plumulas de cocotero cultivados in vitro.

Los callos no embriogénicos mostraron un decremento en la

expresion de la CDKA aun con los tratamientos con HBR.

Se encontré un patron regular de la expresion de CDKA en callos
embriogénicos de cocotero, demostrando la existencia de un
mecanismo de control de la proliferacién durante la fase | de la

embriogénesis somatica.
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VIl. PERSPECTIVAS

Algunas perspectivas que resultan de este trabajo son las siguientes:

o Estudiar la expresion temporal cuantitativa de otros genes
implicados en el ciclo celular con el tratamiento de HBR y que
pudieran estar afectando de alguna forma el proceso de

embriogénesis somatica.

e Sintetizar una sonda de menor tamano de CDKA de la regién
3'UTR, asi como realizar el estudio de la expresién espacio-
temporal de otros genes del ciclo celular durante la etapa |, asi
como incluir la etapa Il, de la embriogénesis somatica en

cocotero.

e Probar otras condiciones de lavados mas astringentes que
permitan disminuir la sefial de fondo obtenida con el protocolo

actual.
e Realizar estudios de expresion espacio-temporal con genes

especificos de embriogénesis somatica como SERK 'y
WUSCHEL.
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vill. ANEXOS

8.1 PROCEDIMIENTOS PARA EL ANALISIS DE LA EXPRESION
RELATIVA

8.1.1 Extraccion de ARN total

El ARN total se obtuvo macerando de 200 a 300 mg de callos con
nitrégeno liquido y adicionando, antes de descongelarse este
macerado, 2 ml de Trizol. Se transfirid 1 ml de esta mezcla a un tubo
Eppendorf y se incubé a temperatura ambiente durante 5 min.
Posteriormente se adicionaron 200 pl de cloroformo y se homogenizé la
suspension. Tras incubar otros 5§ min a temperatura ambiente se
centrifugé a 12 000 rpm por 15 min. Se transfiri6 la fase acuosa del
sobrenadante a tubos nuevos y se precipité con 500 pl de alcohol
isopropilico a -20°C durante 90 min y luego 30 min a -80°C. Se
centrifugé a 12 000 rpm durante 10 min y tras eliminar el sobrenadante
se lavé la pastilla centrifugando a 7500 rpm con 1 ml de etanol libre de
ribonucleasas al 75% durante 5 min. Se elimin6é el sobrenadante, se
dejo secar sobre papel estéril y finalmente se resuspendié en 50 pl de

agua tratada con DEPC.

8.1.2 Tratamiento con Desoxiribonucleasa |

El ARN total extraido se someti6 a un tratamiento con
desoxiribonucleasa | (ADNasa 1) (2 U/ul; Ambion, USA) de la siguiente

forma: se prepar6 la mezcla de reaccién que incluye 0.1 volumenes de
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soluciéon amortiguadora y 2 pul de ADNasa | para cada tubo con 50 pl de
ARN total. Las mezclas se incubaron a 37°C durante 1h. La enzima se
inactivo adicionando 0.1 volumen de solucion inactivadora, e incubando
por 2 min a temperatura ambiente y posteriormente se precipitd la
enzima centrifugando a 10 000 rpm durante 1 min. El sobrenadante se

transfirié a tubos nuevos etiquetados.

8.1.3 Cuantificacion espectrofotométrica

Se cuantifico la cantidad de ARN presente en cada una de las muestras
a través de la lectura de su absorbancia mediante un espectrofotometro
de luz |ultravioleta (Beckman DU-65), leyendo a 260 nm vy
posteriormente obteniendo la lectura a 280 nm para determinar la
calidad del ARN obtenido. Las concentraciones se calcularon
multiplicando por un factor de 40 las lecturas obtenidas de diluciones

1:1000. EI ARN se mantuvo a -80°C para su conservacion.

8.1.4 Obtencion de ADNc

El ADNc se obtuvo siguiendo el protocolo de la transcriptasa reversa
Superscript Il (Invitrogen, USA). En un tubo de reaccién que contenia 2
pg de ARN total y agua hasta un volumen total de 11 ul se adicionaron
1 ul de oligonucledtidos (10 pM, ya sea de poli-T 6 hexameros
azarosos), y 1 pl de una mezcla de dNTP's 10 mM; tras mezclarlos
homogéneamente se dio un precalentamiento a 70°C por 10 min.
Posteriormente se adicion6 4 pl de amortiguador 5x, 2 ul de DTT 0.1M y
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1 pl de inhibidor de ribonucleasas RNAsin (Ambion, USA). La mezcla se
incub6 a 37°C durante 2 min y se agrec::;é 1yl (200 U pl'"y de enzima
Transcriptasa Reversa (Superscript Il; Invitrogen, USA), para un
volumen total de 21 ul. Se incub6 a 37°C durante 60 min. Finalmente se
desactivd la enzima calentando la mezcla a 70°C durante 15 min. Se
realizé una prueba de amplificacion por PCR con los iniciadores para
CDKA para comprobar la obtencién del ADNc. El ADNc se mantuvo a -

20°C en un congelador.

8.2 PROCEDIMIENTOS PARA EL ANALISIS DE LA EXPRESION
ESPACIO TEMPORAL

8.2.1 Preparacion de las muestras

Fijacién. Los callos seleccionados fueron fijados en paraformaldehido
4% disuelto en amortiguador de fosfatos (PBS) a pH ajustado a 7.2. La
fijacidn se realizé durante 24 h, aplicando presion negativa hasta 30 psi.
Después de la fijacion los callos fueron deshidratados progresivamente
sometiéndolos a series de etanol (30, 50, 70, 96 y 100%) durante una
hora cada uno, en refrigeracion. El siguiente paso fue sustituir el etanol
con un solvente de parafina siguiendo una serie progresiva de etanol:
Histochoice (SIGMA, USA) hasta llegar al 100%. Cada cambio se dio

por una hora a temperatura ambiente y con agitacion.

Inclusion en parafina. A los tejidos inmersos en Histochoice se les

agregaron hojuelas de parafina y se incubaron a temperatura ambiente
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con agitacion durante toda la noche. Al dia siguiente se aumentg
gradualmente la cantidad de hojuelas de parafina hasta el medio dia; y
luego se inici6 la incubacién a 58°C. Se siguié incorporando las
hojuelas hasta tener una relaciéon 1:1 con respecto al Histochoice
(SIGMA, USA). En este momento se realiz6 el primer cambio de
parafina y a partir de entonces se realizaron tres cambios de ésta
durante la jornada de trabajo. Estos cambios se realizaron hasta que se
eliminé completamente el solvente con la parafina. Por ultimo los callos

se montaron en bloques para cortarlos al microtomo.

Corte de los bloques y montado de las secciones. Los callos montados
en los bloques de parafina, se cortaron en un microtomo MICROM HM
325 a un espesor de 10-14 pm; posteriormente se adhirieron a
portaobjetos cubiertos con polilisina (Polyprep; SIGMA, USA)
manteniéndolos en una estufa a 42°C durante 24 horas.

8.2.2 Sintesis de la ribosonidas marcadas con digoxigenina

Linearizacion del plasmido que contiene CDKA. Para la obtenciéon de
las sondas se utilizaron las enzimas EcoRI y Xhol para la linearizacién
del plasmido que contiene al gen CDKA, segun las siguientes

condiciones:

Se incubaron por 5 horas a 37°C, las dos mezclas de reaccién que

contenian los siguientes componentes:
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1 ug del plasmido

2 ul del amortiguador 10x correspondie'nte a cada enzima

1 ul de enzima (ya sea para EcoRlI [15 Upl"] o para Xhol [40 Upl™")
x Ml de agua para un volumen final de 20 pl.

Posteriormente se precipité con 0.1 volumenes de acetato de sodio 3M
y 2.5 volumenes de etanol absoluto, se incub6 durante 30 min a -20°C y
se centrifugé a 12500 rpm por 15 min. La pastilla se lavé con cuatro
volumenes de etanol al 70% centrifugando a 12500 rpm por 10 min. Los
tubos se secaron durante 5 min sobre papel estéril y la pastilla se
resuspendié en 6 pl de agua estéril. Se comprob6 la linearizacion de los
plasmidos mediante un gel de agarosa al 1% (Figura 4.2).

Sintesis de la ribosonda. En condiciones libres de ARNasas se procedioé
a sintetizar la ribosonda a través de la transcripcion in vitro del gen
insertado en el plasmido. En esta transcripcion se generan dos sondas,
una antisentido cuya secuencia es complementaria al transcrito
correspondiente al gen de interés, el cual esta presente en los tejidos
por lo que lo hibridiza y otra sonda sentido que por tener la misma
secuencia del transcrito presente en el tejido, no hibridiza con éste.
Dependiendo de la orientacién del gen en el plasmido respecto a los
sitios de inicio de la transcripcién del plasmido (T3 y T7), se tendra cada
una de las sondas (Figura 4.1). Respecto a pCDKA, para la
transcripciéon de la secuencia antisentido se utilizé a la polimerasa T7 y
para la sonda con secuencia sentido se utiilizé a la polimerasa T3.

Estos sitios de origen corresponden con las linearizaciones realizadas
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previamente con las enzimas EcoRI y Xhol, respectivamente. E|
procedimiento de sintesis consiste en incubar los componentes de
reaccién en un tubo a 37°C durante 90 min. Dichos componentes son

los siguientes:

Componente AS/CDKA/EcoRI/T7 S/CDKA/Xhol/T3
Amortiguador de transcripcion 2 ul 2 ul
Mezcla de marcaje UTP-Dig 2 ul 2 ul
Inhibidor de ARNasas (RNAsin; 1 ul 1l
Ambion) 4 ul --
Plasmido CDKA (EcoRlI) - 4 pul
Plasmido CDKA (Xhol) 2 ul -
Polimerasa T7 -- 2 ul
Polimerasa T3 9 ul 9 ul
Agua-DEPC 20 pl 20 pl

Volumen total

Después de la transcripcion se eliminé el ADN plasmidico con 1ul de
ADNasa |; la mezcla se incubdé a 37°C durante 30 min. Transcurrida la

digestion se tomd una alicuota (1 pl) y se diluyé en 4 ul de agua-DEPC.

Una vez comprobada la transcripciéon de las sondas, se aforé con 24 ul
de agua-DEPC, y se agregé 1 pl de ARNt (10 pgul”) a cada tubo que
las contenia; después se procedio a su purificacién al precipitar con 220
pl de etanol 100%, asistida con 37.5 ul de acetato de amonio 5M. Las

sondas se incubaron a —20°C por 1 h. Posteriormente se verificod la
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obtencion de productos en un gel de agarosa al 1% (Figura 4.2). Los
productos obtenidos se centrifugaron a 12500 rpm. Se eliminé el
sobrenadante y se lavo la pastilla con 250 pl de etanol al 80% libre de
ARNasas y se dej6 secar la pastilla por 5 min.

Hidrélisis de la sonda. Debido a que la secuencia del gen es muy
grande (1.33 kb), y se requiere un tamano promedio de fragmentos de
300 pb es necesario realizar una hidrélisis alcalina del transcrito
obtenido in vitro. Las sondas se resuspendieron, cada una, en 50 pl de
la mezcla de 30 ul de Na,CO3; 100 mM y 20 ul de NaHCO3 100 mM (pH
10.2). Enseguida se incubaron a 60°C durante 23 min y 28 seg. Este

tiempo fue calculado con la siguiente férmula:
t= (Lo-Lf)/0.1*Lo*Lf

donde:

t: tiempo de incubacion

Lo: longitud inicial del gen en kilobases

Lf: longitud final de los fragmentos en kilobases

Por lo que sustituyendo los valores, resulta:
t:7
Lo: 1.33 kb  t=(1.33-0.3)/0.1*1.33*0.30 t=23 * 28"

Lf: 0.30 kb
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Esta mezcla se precipitdé con 5 pl de acido acético 5%, 5 ul de acetato
de sodio 3M, 1 ul de ARNt (10 ug ul™"y y 125 pl de etanol 100%. Las
mezclas se incubaron a —20°C durante toda la noche. Al dia siguiente
se centrifugaron 15 min a 12500 rpm. La pastilla se lavé con 250 pul de
etanol por 15 min a 12 500 rpm; se dej6 secar 5 min y se resuspendié
en 20 ul de agua-DEPC. De estas suspensiones se tomaron alicuotas
de 1 pl para la cuantificacion y los restantes 19 pl se diluyeron en 80 pl
de amortiguador de hibridacion. Este amortiguador consiste de SSC 6X,
SDS 3%, formamida al 50% y ARNt (10 pg ml™).

Cuantificacién de la sonda. Para definir la dilucion de la sonda para los
ensayos de hibridacion in situ, primero se determiné la concentracion de
cada sonda a través de un dot blot. Para esto se tom6 una alicuota de 1
Ml de la suspension de las sondas y se hicieron diluciones sucesivas
1:10, 1:100 y 1:500. Se transfiri6 1ul de cada dilucién a la membrana y
se fijaron en la membrana mediante luz UV utilizando para este fin un
fijador de luz UV (Stratalinker). Posteriormente, se incubé la membrana
y una tira de control con concentraciones conocidas de sonda en el
agente bloqueador al 0.05% disuelto en TBS pH 7.5 durante 15 min;
después, el control y la membrana se incubaron en el anticuerpo
(dilucién 1:5000 en TBS pH 7.5) durante 30 min. Enseguida se lavaron
en TBS pH 7.5 por 5 min. Finalmente se revelaron en soluciéon de
NBT/BCIP (1 tableta/10 ml de agua) hasta ver el punto con la mayor
dilucién. La reaccion se detuvo con agua corriente. La concentraciéon de

trabajo tedrica corresponde al punto intermedio entre los dos puntos
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mas bajos de la tira control. La concentracion utilizada para la

hibridacion es de 30 pg I para ambas sondas.

8.2.3 Protocolo de hibridacion in situ

Se utilizé un protocolo de hibridacién in situ comunmente utilizado para
cortes histolégicos de Arabidopsis thaliana (Burgeff et al., 2002;
Ferrandiz et al., 2000) inicia con dos incubaciones en Histochoice por
15 min cada uno, para eliminar toda la parafina impregnada en los
tejidos. Enseguida las secciones se rehidrataron en series decrecientes
de etanol, iniciando con etanol 100%, hasta llegar a agua-DEPC. Las
secciones se permeabilizaron en HCI 0.2M por 20 min y posteriormente
con proteinasa K a una concentracién de 1 yg ml™ durante 30 min. La
reaccion se detuvo con solucién de glicina (2 mg ml™') en amortiguador
de fosfatos por 2 min. Las secciones se fijaron nuevamente por algunos
segundos en formaldehido 4%; luego se enjuagaron en amortiguador
de fosfatos y se deshidrataron con soluciones crecientes de etanol.

Finalmente se dejaron secar en una caja humedecida con etanol 100%.

A cada portaobjeto se le adicionaron 85 ul de la dilucidon
correspondiente a cada sonda. Los portaobjetos se cubrieron con
cubreobjetos Coverslip (Sigma, USA) y se colocaron en una caja
himeda cerrada herméticamente. Las condiciones de hibridacion fueron
de 50 o 52° C, durante toda la noche.
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8.2.4 Lavados

En el segundo dia, se eliminaron los cubreobjetos en una solucién de
lavado (formamida 50% y SSC 2X). Las secciones se incubaron dos
veces en la misma solucién a 50°C por 1 h cada vez. El primer lavado
realizado fue con solucion de SSC 0.4X a la misma temperatura por 30
min. Alternativamente a este protocolo se utilizé uno que prescinde de
la utilizacién de formamida y en cambio se utiliza una mezcla de SDS
0.1% y SSC 0.1% durante 30 min en dos ocasiones a temperatura de
hibridacion. Posteriormente se incluyd un tratamiento con RNasa A (10
ug ml™") y dos lavados nuevamente con SSC 2X. Se hizo un lavado con
TBS por 5 min a temperatura ambiente y después se incubaron las
secciones en solucion de bloqueo (Roche, Alemania) durante 1 h.
Inmediatamente se lavaron en solucién de BSA 1%, Triton X-100 al
0.3% disueltos en TBS por 30 min. Enseguida se incubdé con el
anticuerpo Anti-DIG acoplado a una fosfatasa alcalina, diluido 1:3000
en la solucién TBS durante 90 min. Las secciones se lavaron en la

misma solucidn otras tres veces, 20 min cada vez.

8.2.5 Deteccion

Las secciones se lavaron en amortiguador de deteccion (Tris-HCI pH
9.5 100 mM; NaCl 100 mM y MgCl, 50 mM) por 10 min y finalmente se
incubaron toda la noche en NBT/BCIP, en una caja cerrada y protegida
contra la luz. Las reacciones se detuvieron a las 24 y 48 hrs,
sumergiendo las secciones en agua por 10 min, luego en etanol 100% y

nuevamente en agua. Por ultimo se dejaron secar y se montaron en
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resina Permount. Una vez seca la resina, se procedié a observar los
]

resultados y a la captura de las imagenes con un microscopio Axioplan

(Zeiss, Alemania). Las imagenes obtenidas se editaron con el programa

Corel Draw v10.
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