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Resumen

La embriogénesis somatica (ES) es el proceso mediante el cual las
células somaticas se desarrollan para producir un embridn, cuyo origen
puede ser unicelular o pluricelular. Los primeros estadios de desarrollo
de los embriones somaticos (globular, acorazonado y cotiledonario)
tienen patrones fisiolégicos similares a los estadios cigéticos. Asi, la ES
constituye una importante herramienta experimental para el estudio del
proceso embriogénico, que ademas tiene la ventaja de no contar con

barreras naturales como el endospermo.

El presente trabajo tuvo como objetivo principal el determinar si existen
cambios en los niveles de activacion de las proteinas cinasas activadas
por mitégenos durante el inicio y el desarrollo de la embriogénesis
somatica de Coffea canephora, a partir de explantes de hoja. Se cloné
y monitoreo la expresion del gen SERK, el cual codifica una cinasa tipo
receptor especifica del proceso embriogénico y que ha sido aceptada
como el marcador molecular mas preciso del inicio de la embriogénesis
somatica. Mediante el monitoreo de los niveles de transcrito de SERK
de C. canephora se determin6é que la transicion embriogénica debe

ocurrir alrededor de los 5 dias en cultivo.

Nosotros determinamos, mediante inmunoblot, la presencia de varias
bandas de MAPK activadas de diferentes intensidades; de especial
interés fue una banda de ~48 kDa, la cual presenté un nivel basal al
inicio del experimento, pero que para el dia 5 ya tenia un nivel

considerablemente alto. Este nivel de activacion tuvo un maximo entre

Xiii






los 5 y los 10 DIC, retornando a los niveles basales entre los dias 20 y

25 de cultivo, manteniéndose asi al menos hasta el dia 30.

Los resultados anteriores demuestran que efectivamente las MAPK
presentan una activacion diferencial a lo largo del proceso
embriogénico de C. canephora, en etapas coincidentes con el
establecimiento del inicio molecular del proceso. Lo anterior sugiere
que estas enzimas podrian ser consideradas como excelentes

candidatos para participar en la regulacién del proceso.
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Abstract

Somatic embryogenesis (SE) is the process by which somatic cells
develop to produce an embryo, whose origin could be both unicellular
and multicellular. The first developmental stages of the somatic
embryos (globular, heart-shaped embryo and cotyledons), have some
physiological similarities to the correspondent cigotic stages. Therefore,
SE becomes an important experimental tool to study the embriogenyc
process. Besides, it has the advantage, of lacking natural barriers such

as endosperm.

The objective of this project was to determine if there exist changes in
the activation levels of MAPK during the different phases of the in C.

canephora somatic embryogenesis in leaf explants.

We cloned and monitored the expression of the SERK gene, which
codifier a receptor-like kinase (RLK) that has been widely accepted as
the most precise molecular marker for the start of somatic

embryogenesis.

Monitoring of the C. canephora SERK transcript levels determined that
somatic transition occurred by 5 DIC. We then determined, using anti
active MAPK-specific antibodies, the presence of several bands that
react with the antibody; special attention was paid to a prominent ~48
kDa band, which was present in the leaf explants at the beginning of the
treatment. This band showed a noticeable increment by 5 DIC and a
maximum between 5 and 10 DIC, returning to basal levels by 20-25

DIC. The basal activation level remained until 30 DIC.






The above results proved that MAPK show a differential activation
through out the different stages of the C. canephora SE process, having
a maximum activation in the SE phases where the molecular switch to
differentiation seemed to be turned on. These results suggest that this
kind of enzymes might be considered as robust candidates to

participate in the regulation of SE process.






Introduccion

Los cultivos de café son de importancia econémica para México, como
quinto productor mundial. Entre las dos especies mas cultivadas, Coffea
canephora es el cultivo de mas importancia economica, solamente

después de Coffea arabica.

El principal inconveniente para el mejoramiento del cultivo de cafeto por
métodos tradicionales esta dado por el largo ciclo de vida lo que esto
significa muchos afos de trabajo para crear nuevos cultivares con
caracteristicas especiales, o para la conservacion de materiales con
rasgos genéticos de interés para la agricultura. Por ello, el desarrollo de
técnicas de propagacion masiva para la multiplicacion de materiales
vegetales mejorados constituye una buena alternativa para su
aplicacion en especies para las cuales la propagacion tradicional es
muy dificil. Dentro de las técnicas de propagacion masiva, el cultivo de
tejidos vegetales en general, y la embriogénesis somatica en particular,
constituyen excelentes opciones para la micropropagaciéon de
materiales elite bajo condiciones fitosanitarias apropiadas. La
embriogénesis somatica consiste en la formacion de embriones
similares en muchos aspectos a los embriones cigoticos, con la
diferencia de que provienen de células somaticas. Este proceso tiene
amplias perspectivas biotecnolégicas, ya que algunas células poseen la
capacidad latente para dar origen a una planta completa a partir de un
pequefio fragmento de tejido. Sin embargo, el mejoramiento de este
proceso en el laboratorio se ha basado tradicionalmente en el

conocimiento empirico, pues se desconocen los mecanismos celulares
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que regulan la diferenciacién mediante la cual una célula somatica se
convierte en una célula embriogénica. Por ello, se hace necesario
generar un conocimiento mejor y mas amplio de los eventos
moleculares, bioquimicos y fisiolégicos que gobiernan este proceso con
el fin de mejorarlo. A este respecto, los estudios en el ambito
internacional se han centrado en el entendimiento de los eventos de
sefnalizacion y de transduccion de sehales que disparan el inicio del
proceso. A pesar de que se ha determinado la existencia de diversos
marcadores moleculares del inicio de la embriogénesis somatica, se
desconocen los mecanismos de transduccion de senales que se activan

tras la percepcion de las senales embriogénicas.

Con base en lo anterior, el presente trabajo tuvo como objetivo principal
el determinar si existen cambios en los niveles de activacion de las
proteinas cinasas activadas por mitogenos (MAPK) durante el inicio y el
desarrollo de la embriogénesis somatica de C. canephora, a partir de
explantes de hoja. Aunque las MAPK constituyen una via de
transduccién de sefales involucradas en la percepcion de una amplia
variedad de senales extracelulares, incluyendo senales mitogénicas y
de diferenciacion, no se conoce cual es su participacién en el proceso
embriogénico. Debido a que en el modelo de embriogénesis que
empleamos no se sabia cuando ocurre la transicion entre el estado
vegetativo y el estado embrionario en las células competentes,
decidimos clonar y monitorear la expresion del gen SERK, el cual
codifica una cinasa tipo receptor especifica del proceso embriogénico y
que ha sido aceptada como el marcador molecular mas preciso del
inicio de la embriogénesis somatica.

2



CAPITULO 1

Antecedentes

1.1 LA EMBRIOGENESIS SOMATICA

La embriogénesis somatica (ES) es el proceso mediante el cual las
células somaticas se desarrollan para producir un embrién completo a
partir de células somaticas, cuyo origen puede ser unicelular (Schmidt et
al., 1997), o multicelular (Taylor & Vasil 1996), las cuales logran la
bipolaridad desde etapas tempranas como sucede en la embriogénesis
cigética, pero sin la fusion de gametos (Sharp et al., 1980; Williams &
Maheswaran, 1986). En la naturaleza se ha observado la formacion
espontanea de embriones somaticos en el borde de las hojas de plantas
de los géneros como Kalanchoe (Pretova & Obert, 2003) y Ranunculus
(Konar et al., 1972). El desarrollo de la ES in vitro fue demostrado
simultaneamente por tres grupos (Reiner, 1958, Steward et al, 1958,
Krikorian & Simola, 1999). En general hay dos vias para la obtencion de
embriones somaticos in vitro, una via es de forma directa, la cual implica
una baja desorganizacion del explante antes de formar los embriones
somaticos y es inducida en parte por una herida; la otra via es la
indirecta, la cual implica el paso por un estadio de proliferacién celular
intermediario sin organizar (callo) antes de formar el embridén somatico
(Sharp et al., 1980). Algunos de los principios para la induccion de la ES
se conocen; generalmente se requiere de la adicién de alguna auxina

para la induccién del proceso, posteriormente se elimina o se disminuye



la concentracion de la auxina para permitir la maduracién del embrién
(Dudits et al., 1991). Se sabe que hay varios factores que influyen en la
induccioén de la ES, como son la adicion de fitorreguladores, tipo de
explante y el estadio de desarrollo de la planta, requerimientos
nutricionales y el genotipo (Ammirato, 1983; Rose et al., 1999). La
relacion entre los diferentes tipos de extremos ambientales y la ES aun
no se entiende, no obstante, se ha sugerido que bajo condiciones de
estrés, se inhibe la proliferacién celular normal de las células
desdiferenciadas y como consecuencia, se estimula la produccién de

embriones somaticos (Lee et al., 2001).

Ya que los primeros estadios de desarrollo de los embriones somaticos
(globular, acorazonado y cotiledonario) tienen patrones fisiolégicos
similares a los estadios cigoticos como puede apreciarse en la figura
1.1, es muy probable que en los ambitos molecular y bioquimico ocurran
los mismos eventos. Asi, la ES constituye una importante herramienta
experimental para el estudio del proceso embriogénico, que ademas
tiene las ventajas de no contar con barreras naturales como el
endospermo, ademas de poder disponer de lineas genéticamente
homogéneas y poder ser inducida bajo condiciones controladas
(Dodeman et al., 1997). '
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Figura 1.1 Comparacion de estructuras embriogénicas entre los diferentes
estadios de la embriogénesis somatica y cigética (Traducido de Zimmerman,
1993).

1.2 LA EMBRIOGENESIS SOMATICA EN CAFETO

Staritsky (1970) fue el primero en reportar el desarrollo de embriones
somaticos en Coffea canephora (cv Pierre) a partir de ramas
ortotrépicas. Posteriormente Séndahl & Sharp (1977) describieron un
procedimiento para obtener un callos con alta frecuencia embriogénica
a partir de explantes foliares de C. arabica (cv Bourbon). Séndanhl et al.
(1979) demostraron que los embriones somaticos en café se originan de
las células del mesdfilo. Posteriormente, se han realizado diversos
trabajos acerca de la induccion de embriones somaticos en cafeto
(Dublin, 1981; Pierson, 1983; Yasuda, 1985; Hatanaka et al., 1991;



Neuenschwander & Baumann, 1992; Bieysse et al., 1993; Menéndez y
Nieto, 1994; Menéndez & Garcia, 1997). Quiroz Figueroa et al. (2002)
reportaron un estudio histolégico sobre el desarrollo de la ES tanto
directa como indirecta en C. arabica, en el cual a la primera semana se
pudo caracterizar una célula relativamente isodiametrica con un
prominente nudcleo, un citoplasma denso, una gruesa pared celular y
con signos de polaridad, lo cual les permitié concluir que el origen de la

ES en C. arabica es unicelular.

1.3 ASPECTOS MOLECULARES DE LA EMBRIOGENESIS
SOMATICA

1.3.1 GENES INVOLUCRADOS EN EL ESTABLECIMIENTO Y EL
DESARROLLO DE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA

En los afos 80 se reportd por primera vez, en Daucus carota, que
algunas proteinas excretadas al medio de cultivo por cultiyos altamente
embriogénicos podian promover la embriogénesis somatica (Sengupta
et al., 1980). Se observd que los cultivos embriogénicos secretaban
algunas proteinas especificas que modificaban la diferenciacion de
embriones y que podian ser utilizadas para caracterizar su potencial
embriogénico (De Vries et al., 1988a, 1988b). Debido a esto, el efecto
de un medio condicionado sobre la embriogénesis somatica ha recibido
mucha atencién. En suspensiones celulares de D. carota, Cucumis
sativus, Vitis vinifera y Hordeum vulgare se ha observado la presencia

de proteinas extracelulares especificas durante la embriogénesis



somatica (Coutos-Thévenot et al., 1992; Nielsen & Hanse, 1992;
Filipecki & Przybecki, 1994).

La posible funcion de las proteinas extracelulares se ha derivado de las

siguientes tres observaciones:

1. La velocidad de adquisicion del potencial embriogénico de células
del hipocotilo de D. carota aumenta considerablemente por la adicion de
proteinas extracelulares de wuna suspension embriogénica ya
establecida (De Vries et al., 1988b).

2. La capacidad en la embriogénesis somatica de lineas celulares
con bajo potencial embriogénico o lineas celulares no embriogénicas
puede ser parcialmente restablecida por la adicibn de componentes
secretados por lineas celulares embriogénicas (De Vries et al., 1988b).

3. Durante la embriogénesis somatica los mayores cambios
detectados ocurren en las proteinas de membrana o las que se secretan
al medio de cultivo. Se han aislado genes que codifican diferentes
proteinas extracelulares que influyen en la embriogénesis, las cuales
han sido denominadas EP1, EP2, EP3, EP4 y EPS5, respectivamente
(De Jong et al., 1992; Poulsen et al., 1996).

Los estudios realizados en los embriones del mutante ts11 de D. carota,
la cual desarrolla el proceso de la ES normal a 24°C pero a 32°C el
proceso no va mas alla del estadio globular al menos de que el sistema
sea complementado con medio condicionado de cultivos silvestres o del
mismo cultivo a 24°C (Lo Schiavo et al.,, 1990), revelaron que es

necesaria la actividad de una o varias proteinas extracelulares para la



transicién del estadio globular al de torpedo en el embrién somatico (De
Jong et al., 1993, 1995, Van Engel y De Vries 1992). Posteriormente
esta proteina fue identificada como una glicoproteina de 32 kDa con
actividad de quitinasa, llamada EP3 (De Jong et al., 1995); se demostrd
que esta proteina es especifica de la fase globular y que es
indispensable para el desarrollo avanzado de la embriogénesis
somatica (De Jong et al., 1995). En C. arabica, Rojas-Herrera et al.,
(2002) observaron la expresion de una quitinasa clase lll, la cual
pudiera tener un papel importante en el establecimiento de la ES. En el
caso de C. canephora var. Robusta se han reportado la presencia de
EP3 y EP32 (Rodriguez et al., 2000) a partir del momento en que se
expresaron los agregados celulares embriogénicos, la deteccion
disminuy6 cualitativamente en las etapas correspondientes a la fase de
torpedo del desarrollo embrionario. La presencia de estas dos proteinas
durante casi todo el desarrollo del proceso embriogénico al parecer
condiciona el medio desde sus etapas iniciales, para el posterior
progreso de la embriogénesis somatica. Resultados similares han sido
informados en cultivos celulares de Saccharum sp. (Blanco et al., 1997).
Por otro lado se ha demostrado que cuando se adiciona el
pentapéptido o—fitosulfocina al medio de induccion para la
embriogénesis somatica se produce un aumento en el numero de
embriones (Kobayashi et al., 1999). Sin embargo la funciéon de la
o—fitosulfocina podria estar relacionada con el crecimiento de las células

mas que con el desarrollo de los embriones (Hanai et al., 2000).

Existen diversos reportes de genes involucrados en la regulacion de los
estadios tardios de la ES (Zimmerman, 1993; Schmidt et al., 1997), pero
8



se sabe muy poco en el ambito molecular sobre los procesos de
induccion de la ES. Durante la induccion de la ES en Arabidopsis
thaliana se ha estudiado la expresién ectopica de diferentes genes. Por
ejemplo, la expresion de los genes LEAFY COTYLEDON I (LEC I)(Lotan
et al., 1998), LEAFY COTYLEDON 2 (LEC2)(Stone et al., 2001), BABY
BOOM (BBM)(Boutillier et al., 2002), WUSCHEL (WUS)(Zuo et al.,
2002), produce la formacién espontanea de embriones somaticos en
plantas o en explantes. Los tres genes codifican factores de

trascripcion.

1.3.2 CINASA TIPO RECEPTOR RELACIONADA CON LA
EMBRIOGENESIS SOMATICA (SERK)

Como se menciond anteriormente, la expresién ectopica de diferentes
genes en A. thaliana induce la ES; sin embargo, hasta la fecha poco se
conoce sobre los mecanismos bioquimicos y moleculares de dicha
induccién. Recientemente se han publicado diversos trabajos sobre una
cinasa tipo receptor de la embriogénesis somatica (SERK), en los que
se muestra que es un marcador de la ES en D. carota, D. glomerata y A.
thaliana (Schmidt et al., 1997; Somleva et al., 2000, Hecht et al., 2001).
El primer reporte sobre este gen fue en 1997 en D. carota (Schmidt et
al., 1997). En este modelo se aislé6 un gen que codifica para una
proteina con una secuencia de aminoacidos rica en leucina y con un
dominio con actividad de cinasa, la cual se nombr6 DcSERK y se
estableci6 como un marcador de la transicion de aquellas células

somaticas que poseen la competencia para formar células
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embriogénicas, debido a que en este sistema los embriones somaticos
se formaron Unicamente a partir de las células que expresaron SERK
(Schmidt et al., 1997). Los autores sugieren que el empleo de SERK
como marcador molecular permite distinguir en el ambito unicelular
aquellas células somaticas que han adquirido la facultad embriogénica.
Como puede observarse en la figura 1.2, unicamente aquellas células
de explantes de hipocotilo que expresan SERK (G) pueden
desprenderse del tejido (H) y dar lugar a un embrién somatico. Ademas,
células en suspension transformadas con el gen de la luciferasa bajo el
control del promotor de SERK, expresan el gen reportero a lo largo del
proceso embriogénico hasta la formacién de estructuras globulares

(panel inferior).

day 1 day 2 day 3 day 6 day 9 day 13

Figura 1.2. Expresion de SERK en células con capacidad embriogénica. Ver
texto para la descripcion ( Schmidt et al., 1997).
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La identificacion de SERK en Dactylis. glomerata (Somleva et al., 2000)
indica que SERK también funciona en plantas monocotiledéneas. En A.
thaliana, se encontré6 que AtSERK1 se expresa normalmente en los
6vulos y durante el inicio de las embriogénesis cigética y somatica. Por
otro lado, Hecht et al. (2001) encontraron que la sobreexpresién de
AtSERK1 aumenta el potencial embriogénico en A. thaliana, lo cual
indicaria que AtSERK1 funciona como un promotor de la competencia

embriogénica.

Al parecer, las posibles funciones de SERK no se limitan al proceso
embriogénico; por ejemplo, en cultivos de arroz (Oryza sativa) se
demostré que OsSERK ademas de intervenir en la regulacién de la ES,
es inducido por moléculas senalizadoras de defensa, y confiere
resistencia en contra de infecciones de hongos (Hu et al., 2005). Por
otro lado estudios realizados en cultivo de tejidos de Medicago
fruncatula han encontrado que la expresion de MtSERK es inducida por
el acido naftalenacético (ANA, una auxina), mientras que la citocinina
bencilaminopurina (BA) no tiene efecto alguno sobre su expresién; sin
embargo, cuando se emplearon simultineamente los dos
fitoreguladores ANA y BA se pudo observar un efecto de sinergia en la
expresion de MtSERK, aumentando el doble la expresion de SERK en
comparacién de cuando sélo se empled ANA. A través de este trabajo
Se pudo determinar que existe una correlacion entre la expresion de
MtSERK y la ES y se sugiri6 que MtSERK puede jugar un papel en la
morfoneogénesis, ya que la formacidn de raiz de M. truncatula es
régulada por auxinas (Nolan et al., 2003). Por otro lado, en girasol se

Pudo observar la expresion de SERK en las primeras horas de
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induccion de la ES asi como en organogénesis, indistintamente; los
niveles de expresion de SERK disminuyen posteriormente en el medio
de induccién a la organogénesis, mientras que en el medio de induccion
a la embriogénesis se mantiene. Sin embargo, en las primeras 48 h de
induccién a la organogénesis aun se puede revertir o cambiar el
proceso de induccion de organogénesis a embriogénesis modificando
las condiciones del medio de induccién (Thomas et al., 2004). En maiz,
los patrones de expresion de SERK son diferentes a los de DcSERK, el
cual se expresa solo en callo embriogénico mientras que los genes
ZmSERK1 y ZmSERK2 se expresaron tanto en callo embriogénico

como en el no embriogénico, (Baudino et al., 2001).

Estos estudios sugieren de que SERK puede constituir una pequena
familia de genes con funciones conservadas en las plantas, con un
papel especifico en la embriogénesis y posiblemente en otros procesos
(Hu et al., 2005).

1.4 ASPECTOS BIOQUIMICOS DE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA

1.4.1 LAS PROTEINAS CINASAS ACTIVADAS POR MITOGENOS
(MAPK) EN LA EMBRIOGENESIS SOMATICA

Las células pueden reaccionar ante cambios en el medio ambiente al
percibir senales extracelulares, mediante la produccion de respuestas
intracelulares. Los estimulos o sehales extracelulares pueden ser tanto

bidticas como abidticas (Figura 1.3).
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Uno de los mecanismos mediante los cuales las células pueden
descifrar las sefales exteriores es mediante cascadas de
fosforilacion/desfosforilacion mediadas por proteinas cinasas. De
manera general, las proteinas cinasas de los organismos eucariéticos
forman una gran familia de proteinas relacionadas entre si; estas
enzimas catalizan la transferencia del grupo y-fosfato del ATP hacia el
grupo alcohol de la cadena lateral de los aminoacidos serina y treonina
y/lo tirosina, formando ésteres fosforicos. La fosforilacion de las
proteinas es una de las principales modificaciones que afectan la
actividad bioldgica de las proteinas, entre otros factores afectan su
localizacion subcelular, su vida media o su asociaciébn con otras
proteinas (Cohen et al., 2000; Hanks et al., 1988).

Las MAPKs son activadas por una doble fosforilacion, una en residuos
de tirosina y la otra en residuos de treonina en motivos de fosforilacion
TXY, pudiendo X ser prolina, glicina, acido glutamico o acido aspartico
(Payne et al., 1991; Canagarajah et al., 1997); estos residuos estan

altamente conservados en las MAPKs de los eucariontes.

Las MAPK tienen como sustrato otras proteinas cinasas, proteinas de
superficie, proteinas del citoesqueleto y diferentes factores de
trascripcion, entre los que se encuentran miembros de las familias Jun
(Pulverer et al., 1991) y Fos (Muller et al., 1997 & Wasylyk et al., 1998).
Un sustrato que ha sido utilizado para determinar la actividad de las
MAPKSs in vitro, es la proteina basica de mielina (MBP): Para determinar
MAPK activadas se emplean anticuerpos que reconocen al motivo TXY

bisfosforilado (Hirt et al., 2000). Mediante ensayos de cinasa en gel se
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pueden observar, por autorradiografia, bandas que migran alrededor de
38 a 56 kDa aunque se han reportado genes en A. thaliana, que

codifican MAPKs de masas moleculares de hasta 58 kDa.

Las MAPKs estan conservadas en todos los eucariontes. Varios
estudios han demostrado que las MAPKs de plantas tienen un papel
muy importante en diversos aspectos del desarrollo (Wilson et al.,
1997), la division celular (Banno et al., 1993; Calderini et al., 1998;
Bogre et al., 1999) y la accidn de reguladores del crecimiento
incluyendo las auxinas -(Mizoguchi et al., 1994), el acido abscisico
(Knetsch et al, 1996), el acido giberélico (Huttly & Phillips, 1995), el
etileno (Kieber et al., 1993; Ouaked et al., 2003), el acido salicilico
(Zhang & Klessig, 1997) y el acido jasménico (Seo et al.,1995; Gomi et
al., 2005).

A pesar de haber sido originalmente descritas por su actividad en rutas
de senalizaciéon que induce a la proliferacion celular, diversas evidencias
en los ambitos fisiolégico, bioquimico y molecular sugieren que la
actividad de las MAPK de plantas esta relacionada con varios tipos de
extremos ambientales, incluyendo el dafio mecanico (Seo et al., 1995),
la invasion por patégenos (Ligterink et al., 1997), el frio, la desecacién

(Jonak et al., 1996) y el estrés osmético (Popping et al., 1996).
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Esquema que ilustra los componentes de la via de transduccioén

de sefales mediadas por el médulo de MAPK (modificado de Souza et al., 2001).

Con base en los antecedentes presentados, en el presente trabajo se
Pretendié establecer si las vias constituidas por las MAPK podrian ser
las responsables de la transduccion de las sefiales que disparan la
embriogénesis somatica en C. canephora, analizando sus niveles de
activacion a lo largo de las primeras etapas del proceso y evaluando si
existen modificaciones en su activacion en funcion de las diferentes
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1.5 HIPOTESIS

Si las proteinas cinasas activadas por mitdgenos (MAPK) estan
involucradas en la sefalizacion que conduce al establecimiento de la ES
en C. canephora, sus niveles de actividad se incrementaran en la etapa
del proceso en donde ocurre la transicion del estadio somatico al

estadio embriogénico.

1.6 OBJETIVO GENERAL

Determinar si existe una coincidencia entre la activacion de las
proteinas cinasas activadas por mitdgenos (MAPKs) vy el
establecimiento de la transicion embriogénica durante la ES de Coffea

canephora.

1.7 OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar los niveles de activacion de las MAPKs antes y después del

inicio de la embriogénesis somatica de C. canephora.

Clonar fragmentos de ADNc correspondientes a transcritos de proteinas
cinasas activadas por mitogenos, presentes durante el proceso de la Es
de C. canephora y analizar la expresion del(los) correspondiente(s)

transcrito(s).

Clonar una(s) secuencia(s) de ADNc de proteinas ortélogas de la cinasa

tipo receptor de embriogénesis somatica (SERK), presente(s) durante el
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proceso de la embriogénesis somatica de C. canephora y analizar la

expresion del(los) correspondiente(s) transcrito(s).

Clonar el(los) gen(es) de SERK de C. canephora y utilizarlo(s) como
marcador(es) molecular(es) para determinar en que etapa se presenta

el inicio de la ES.
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CAPITULO 2

Clonacion de sondas moleculares de los genes de SERK

y MAPK durante la embriogénesis somatica de Coffea
canephora
2.1 INTRODUCCION

Los estudios de los mecanismos que regulan el establecimiento de la
embriogénesis somdtica en vegetales no han logrado ofrecer
informacién sobre cudles son exactamente las sefiales que disparan el
proceso en las células somaticas, tampoco cuales son los mecanismos
celulares que transducen dichas senales extracelulares hacia el nucleo
para inducir la diferenciacion. Sin embargo, se han identificado una
serie de elementos bioquimicos y moleculares que permiten determinar
con bastante aproximacion los tiempos en los cuales podrian iniciarse

dichos procesos de diferenciacion.

Como ejemplos pueden mencionarse los genes EP3 de D. carota (De
Jong et al., 1993) y AtEP3 de A. thaliana (Passarinho et al., 2000), los
cuales codifican endoqditinasas indispensables en el establecimiento de
la ES, pero cuya expresion esta restringida a las células nodriza;
ademas, los genes que codifican para estas enzimas también presentan
niveles importantes de expresion en otros estadios del desarrollo. Por
otro lado, se ha demostrado la importancia de ciertas arabinogalacto
proteinas (AGPs) en la induccion de la ES en diferentes especies; no
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obstante, se ha demostrado, mediante el uso de anticuerpos
especificos, que los epitopes correspondientes pueden ser desplegadog
en diferentes AGP e inclusive en otras moléculas como las pectinag
(Showalter, 2001), lo que restringe su uso como marcadoreg

bioquimicos de la ES.

Tanto en D. carota (Schmidt et al., 1997) como en A. thaliana (Hecht et
al., 2001) se ha determinado que el gen SERK se expresa
exclusivamente en células somaticas que finalmente tomaran el desting
embriogénico, y su expresion se apaga después del estadio preglobular,
SERK codifica una cinasa tipo receptor, para la cual se ha demostrado
su actividad catalitica in vitro. Si bien como para la mayoria de los
receptores citoplasmicos de plantas se desconoce la identidad del
ligando, su patron de expresidn hace suponer que podria estar
involucrado en la unién de la sefal embriogénica producida por células
vecinas. Estos datos convierten al gen SERK en un marcador del inicio

del proceso de ES.

Debido a que en el presente trabajo se analizaran también los niveles
de expresion de genes de MAPK antes y después del inicio de la
diferenciacién embriogénica, la primera parte del trabajo consistié en la
clonacion de los genes de MAPK y del(os) gen(es) de SERK presentes

durante la ES del cafeto.
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2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 MATERIAL BIOLOGICO

El material biologico utilizado en esta investigacion fueron explantes
foliares de plantulas de C. canephora cultivadas in vitro bajo
condiciones de fotoperiodo (16/8 h luz/oscuridad) a 25°C, en un medio
de cultivo que contiene 4.33 g-L™" de las sales del medio MS, 0.55mM
mioinositol, 0.012 mM de tiamina, 0.158 mM de cisteina, 0.0876 mM de
sacarosa, 0.054 mM de acido naftalenacético, 0.00232 mM de kinetina,

y el pH ajustado a 5.8.

2.2.2 INDUCCION DE LA EMBRIOGENESIS DIRECTA

Para la induccion de la embriogénesis somatica se empled el protocolo
previamente establecido por Quiroz-Figueroa et al. (2006). Cada
explante fue cortado homogéneamente y colocado en un matraz de 250
mL conteniendo 50 mL de medio de cultivo de Yasuda modificado
(Yasuda et al., 1985).

2.2.3 AISLAMIENTO DEL ARN

La extraccion de ARN se realizé6 mediante el reactivo comercial basado
en el método de Chomczinski y Sacchi (1987) (Trizol, Invitrogen), de

acuerdo con el siguiente protocolo:
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1. Macerar 0.9 g de muestra en presencia de nitrégeno liquido y

adicionar 1 mL de trizol.
2. Transferir la muestra a un tubo nuevo y dejar reposar por 10 min,
3. Centrifugar a 14,000 x g por 5 min a 4°C.

4. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo, agregar 200 plL de

una mezcla de cloroformo: alcohol isoamilico (49:1).
B. Incubar por 3 min a TA.
6. Centrifugar a 12,000 x g por 15 min a 4°C.

r Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo y adicionar un volumen

igual de isopropanol.
8. Incubar por 2 h a -20°C.

9. Centrifugar a 12,000 x g por 15 min a 4°C, desechar el

sobrenadante.
10. Lavar la pastilla con etanol al 70%.

11. Centrifugar a 7,500 x g por 5 min a 4°C, desechar el

sobrenadante.
12.  Incubar la pastilla por 10 min a TA.

13. Resuspender la pastilla en agua libre de RNasas.
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2.2.4 AMPLIFICACION DE SECUENCIAS DE MAPK Y SERK POR RT-
PCR

Ambos ensayos se realizaron con el paquete comercial SuperScrip
One-Step RT-PCR (Invitrogen), empleando cebadores degenerados.
Los cuales fueron disefiados mediante el programa de computacion
Gene Runner® con base en las secuencias conservadas de diferentes
MAPKs y SERK, respectivamente. Los cebadores empleados para

MAPK fueron:

Directo

(PIG) 5-GGN GCY TAC GGH ATY GTT TGY TCK-3'

Reverso

(MKIX) 5'-GAA HAT YCA ACC BAC HGA CCA HAC ATC AAT-3'
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Para SERK se empelaron varias combinaciones de los siguienteg
cebadores:

NOMBRE SECUENCIA (direccién 5’—>37)

Directo 1 [GC(C/T)AACA(C/T) (C/G)GA(A/G)GGTGATGC

Directo 2 |GTCTTCTTGCAGAGTTGGGATCC (C/T)AC

Directo 3 |TGGA (A/G) CTTTACAG (C/T)AA (C/T)AACATAA (C/G) TGG

Directo 4 |CCTGCYGA (A/G) GAGGATCC

Directo 5 | TGATTAGCATGGC (A/T/G)G

CTTGG (A/G)CC(A/G)GA(C/T)A(A/G) (C/T)TC (A/G)ACGGCA
(C/T)G

Reverso 1

Reverso 2 [CTC (C/T)ACTTT (C/T) TGCCA (C/T) TCCCA

GG (C/G)GA(A/G)CC(C/T) TGCGTGCATCA (T/G)AG(C/G)AG(C
/T)GCCAC (C/T) TG

Reverso 3

Reverso 4 |CC (A/G) TTAGCCATGTA (A/T/G) GG

Reverso 5|C (A/C/T) GCCATGCTAATCA

2.2.5 LIGACION DE LOS PRODUCTOS DE RT-PCR AL PLASMIDO
VECTOR

Para ligar directamente los productos del PCR en vectores apropiados,
puede aprovecharse la actividad residual de la Taq polimerasa, la cual
adiciona inespecificamente 2 6 3 residuos de desoxiadenilato en los

extremos 3’-OH de las cadenas nacientes de ADN, de una manera
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independiente de la secuencia del templado, por lo que se forman
extremos cohesivos. De esta manera, los productos de RT-PCR del
tamano esperado (~570 pb para MAPKs y ~776 pb para SERK) se
ligaron directamente en el vector pGEM-T-Easy® (Promega), de

acuerdo con el protocolo descrito a continuacion.

2.2.6 PROTOCOLO PARA LA CLONACION DE PRODUCTOS DE
PCR EN EL VECTOR pGEM-T-Easy®.

Centrifugar brevemente el tubo que contiene al vector para colectar el

liquido en el fondo del tubo.

Establecer reacciones de ligacion como se describe en el siguiente

cuadro.
REACCION TESTIGO
ESTANDAR POSITIVO
Amortiguador de ligacion 2X 5ul 5 ul
Vector pGEM®-T-Easy (50ng) 1l 1l
Producto del PCR 1 ul -
Testigo de inserto DNA -- 2 ul
DNA ligasa T4 1 ul 1 ul

Aforar con agua desionizada

hasta el volumen final
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Mezclar la reaccion por pipeteo e incubar la reaccién a temperaturg
ambiente por 5 min. Transformar células competentes inmediatamente g

almacenar los productos de ligacion a -20°C.

2.2.7 TRANSFORMACION DE E. COL/ POR CHOQUE TERMICO.

1.- Descongelar las células competentes en hielo.

2.- Agregar 1 pul de la solucién de ligacion, mezclar por agitacion suave,
3.- Incubar por 30 min en hielo.

4.- Incubar a 42°C por 1 min.

5.- Incubar en hielo por 10 min.

6.- Agregar 900 pl de medio LB e incubar por 1.5 hr a 37°C con

agitacion suave.
7.- Centrifugar por 10 s a 10000 x g y eliminar el sobrenadante
8.- Resuspender la pastilla en 100 puL de medio LB

9.- Sembrar en cajas Petri en medio LB conteniendo 100 g-mL™" de
ampicilina, 0.026% de X-Gal y 0.28% de IPTG.

2.2.8 PURIFICACION DEL ADN PLASMIDICO

1.- Centrifugar 3mL de un cultivo saturado de bacterias por 20s a 10,000

X g y retirar el sobrenadante.
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2.- Adicionar 200 pL de solucion de resuspension (Tris, PH=8, 50 mM,

EDTA 10 mM y RNasa a 100ug/mL) y resuspender la pastilla.

3.- Adicionar 200uL de solucion de lisis (NaOH 200mM, SDS 1%),

invertir el tubo suavemente hasta que se aclare la solucion.

4.- Adicionar 200uL de solucion de neutralizacion (Amortiguador de

acetato 3M y pH=5.5), Invertir el tubo varias veces.

5.- Centrifugar a 10,000 x g por 5 min, transferir el sobrenadante a un

tubo que contenga 200uL de una solucién de silica y mezclar.
6.- Centrifugar a 10,000 x g por 20s y retirar el sobrenadante.

7.- Adicionar 500uL de solucién de lavado (NaCl 50mM, Tris-HCI 10 mM
pH=7.5, EDTA 2.5 mM, 50 % de etanol), resuspender la pastilla.

8.- Centrifugar a 10,000 x g por 15s, retirar el sobrenadante y dejar

secar la pastilla por 2 min a 55°C

9.- Resuspender la pastilla de silica en 35 pL de agua, e incubar a 55°C

por 2 min.

10.- Centrifugar por 30s a 10000 x g, transferir el sobrenadante a un

tubo nuevo.

2.2.9 ANALISIS DE LAS CLONAS RECOMBINANTES

Para saber si las colonias transformadas contienen los segmentos de
ADNc correspondientes a MAPK se procedidé a realizar una serie de

analisis confirmatorios.
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a) Liberacion de insertos con el uso de enzimas de restriccion. g
corte de los plasmidos con la enzima EcoRI permite determinar si gg
libera un fragmento y si éste tiene el mismo tamafo del fragmenty
amplificado, las condiciones de incubacién son las siguientes:

Calentar la solucion de ADN plasmidico a 95°C por 5§ min y enfriar en

hielo, agregar cada reactivo como se muestra en el cuadro:

REACION ESTANDAR

EcoRl 1uL
Buffer H (10X) 1ul
Muestra (plasmido) 8uL

Incubar a 37°C por 2 h.

b) Reamplificacion de insertos mediante PCR, en las siguientes
condiciones (94°C 30s, 45°C 1min y 72°C 1min en 40 ciclos y 10 min de
extension a 72°C). Los plasmidos obtenidos de las clonas seleccionadas
se utilizan como templados para amplificar segmentos de ADNc, se
deben obtener fragmentos del tamano pronosticado de acuerdo con el
diseno de los cebadores. De esta manera se descartan aquellos
segmentos inespecificos que pudieran tener el mismo tamano de los

insertos deseados.

c) Secuenciaciéon de insertos. Una vez realizadas las dos pruebas
anteriores, se seleccionan las clonas positivas para extraerle los
plasmidos por absorcion en silica. Los plasmidos recombinantes

adecuado se envian a secuenciar.
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2.3 RESULTADOS

2.31 CLONACION DE SECUENCIAS DE ADNc AMPLIFICADOS
CON CEBADORES DE MAPK

Una vez verificada la integridad de las muestras de ARN y después de
ser tratadas con DNasa | libre de RNasa, éstas se utilizaron como
templados para la sintesis del ADNc y su amplificacion por medio de
PCR empleando cebadores degenerados disefados para alinear en las
secuencias conservadas de MAPK. Para la amplificacién de secuencias
de MAPKs en cafeto se utilizaron los cebadores degenerados PIG y
MKIX y como templado una mezcla de ARN total de explantes con 15y
20 dias de induccién. Los productos de RT-PCR obtenidos se
fraccionaron en geles nativos de agarosa y se visualizaron bajo luz UV.
En la figura 2.1 se puede observar la presencia de un fragmento de
aproximadamente 570 pb (esperado), por lo cual se decidi6 analizarlo.
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Figura 2.1. Productos de RT-PCR. Muestras de ARN de 15 y 20 dias de
induccion de la ES en Coffea canephora, fueron sometidas a ensayos de RT-PCR
empleando los cebadores MKIX y PIG. Los productos fueron fraccionados por
electroforesis en gel de agarosa al 1% y teiiidos con 10 pg-mL™ de bromuro de
etidio. Carril 1: producto de RT-PCR; carril 2: escalera de ADN de 100 pb.

Debido a que en el gel se observa una sola banda, decidimos ligar
directamente el producto de PCR en el vector pGEM-T-Easy. Los
productos de ligacion fueron utilizados para transformar la cepa DH5a

de E. coli por medio de un choque térmico.

Fueron aisladas las colonias blancas para ser cultivadas en medio LB
con 100 ug'mL™" de ampicilina a 37°C toda la noche, posteriormente se
procedié a la extraccion de los plasmidos. En la figura 2.2 se muestran

los resultados de la extraccion.
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Figura 2.2. Plasmidos extraidos de E. coli por lisis alcalina. Electroforesis nativa
en gel de agarosa al 1%, tefiida con 10 pg'mL™ de bromuro de etidio. Carriles 1 a

7: plasmidos aislados de diferentes colonias blancas; carril 8: escalera de ADN.

2.3.2 AMPLIFICACION DE LOS ADNc CLONADOS.

Previo al envio para su secuenciacién, se corroboré la presencia de
secuencias de MAPK en cada clona, mediante su amplificaciéon por PCR
utilizando los cebadores degenerados especificos para MAPK, PIG y
MKIX. Los resultados se muestran en la figura 2.3. En las siete clonas

se pueden observar una banda que corresponde al tamano del inserto.
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Figura 2.3. Amplificacion por PCR de los insertos en las clonas recombinantes 2.
8. Fraccionamiento de productos de PCR obtenidos con los cebadores PIG y
MKIX, en gel de agarosa al 1.1% y tenidos con 10 pg'mL”" de bromuro de etidio,
Carriles 1y 9: escalera de ADN.

Después de la corroboracion de la presencia de una posible secuencia
de MAPK, las clonas fueron enviadas para su secuenciacion al
CINVESTAV Irapuato.

En las figuras 2,4 a la 2.7 se muestran las secuencias de nucleotidos y

las secuencias deducidas de aminoacidos de cada una de ellas.
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ggcgcttacggcattgtttgctctgttttgaattcggagacgaatgagatggtggctgta 60
G A Y G I V C S VL NSETWNEMMYV AV 20

aagaagattgccaatgctttcgataattacatggacgccaaacgtactctccgggaaatc 120
K K I A NA F D NTYMDA AIRKRTULREI 40

aagcttcttcgccatttggatcatgaaaatgtaatcgecataagagatgtgattcctecg 180
K L LR HLDMHEWNUVIATIWRTUDUVTIUPUP 60

cccttgaggagggagttttctgacgtctacatageccacagagectcatggacactgacctt 240
p L RREVF s DV Y I A TZETULMUDTDL 80

caccaaattattcgatccaatcaatctttgtccgaagagcattctcagtatttcttgtat 300
H Q I I R S8 N Q s L S8 E EH S Q Y F L Y 100

cagatccctcgaggecctgaaatatatacactctgcaaaagtaattcatagggatcttaaa 360
@ I P R GL KJYTIHSAIE KV YVYTIHARTIDILK 120

ccaagcaaccttttggtgaatgcaaattgtgatcttaagatcattgattttggtcttgee 420
P 8 N L L V N A NCD L K I I DVF G UL A 140

cgcccaaacacgaaaaatgaagtcatgacagagtatgttgtgactagatggtaccgggea 480
R P NTERKNETVM[T E Y|VVTRTWJYRA 160

cctgagctgctcctaaattcatcagattatactgecgcaattgatgtgtggtcagtecggt 540
P E L L L N S S D Y T A ATI DV W S8 VG 180

tggattttca 550
w I F 183

Figura 2.4. Secuencia nucleotidica y secuencia deducida de aminoacidos de la
clona M1 (fue la misma que la clona M2). El recuadro indica la presencia del

motivo TEY, que es la firma de las MAPK.
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aacctactgaccacacatcaattgcggcagtataatctgatgaatttaggagcagctcag 60
L VvV I G A Y G I v C s V L N S ETNEM 20

gtgcccggtaccatctagtcacaacatactctgtcatgacttcattttececgtgtttggge 120
V A VK KI ANA AWATFUDNTYMUDA ATZ KT RTL 40

gggcaagaccaaaatcaatgatcttaagatcacaatttgcattcaccaaaaggttgecttg 180
R E I KL L R H L D HENUVTIA ATIUZRIUDV 60

gtttaagatccctatgaattacttttgcagagtgtatatatttcaggecctcgaaggatct 240
I P P P L R REVF S DV Y I A TETULMD 80

gatacaagaaatactgagaatgctcttcggacaaagattgattggatcgaataatttggt 300
T DL HQ I I R S N Q S L S EEH S QY 100

gaaggtcagtgtccatgagctctgtggctatgtagacgtcagaaaactcectecctcaagg 360
F L Y Q I L R G L K Y I H S A KV I HR 120

gcggaggaatcacatctcttatggcgattacattttcatgatccaaatggcgaagaagect 420
DL KPS NTLULVUNANTCDTULI KTITITUDTF 140

tgatttcccggagagtacgtttggcgtccatgtaattatcgaaagcattggcaatcttct 480
G L ARZPNTETNTETVM[T E Y|V VTRW 160

ttacagccaccatctcattcgtctccgaattcaaaaccgaacaaacaataccgtaggeccec 540
Y R A P E L L L N S S D Y T AW ATIUD VW 180

caatcactagt S51
s V G 183

Figura 2.5. Secuencia nucleotidica y secuencia deducida de aminoacidos de la
clona M3 (fue la misma que la clona M7). El recuadro indica la presencia del

motivo TEY, que es la firma de las MAPK.
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acctactgaccacacatcaattgcggttgtataatcagaagaattcaacaataattctgg 60
R R LR MULLTITG S MUPRURTGTILTCER S 20

tgctcgataccatcttgtaacaacatattccgtcataaaatccgttteggatgttacacg 120
s F FA I WTIMIE KT SV V A IRDTITIP 40

agccaatccaaaatcgcatatttttagatcacaattggcatttaagaggagattgectagg 180
p P Q R E A F N DV Y I A Y EULMDTD 60

cttcaagtctctatgaagaacatttgcagaatggatatattttaacccgcggaggatctg 240
L H Q I I R S N Q A L 8 EEHUCOGQYVF L 80

atacaagaaatactgacaatgctcctctgatagtgecctgattagaacgaataatctgatg 300
Yy Q I L R G L K Y I H 8 A N V L H R D L 100

gagatcagtatccataagttcataagcaatgtaaacatcattaaatgcttccctectgagg 360
K P §S N L L L N ANCDULI KTITCUDTFG UL 120

tggtggaattatatctctaattgcaacaactgacgttttcatgatccatatggcgaagaa 420

A RV T S ETODF M|T E Y|V V TRW Y R 140

gcttgatctctegecaaagtcctecttegeatcgatectgttatcaaaagecattcgecaatct 480
A P E L L L NS S D Y T T ATIDV W S8 V 160

tette 485
G 161

Figura 2.6. Secuencia nucleotidica y secuencia deducida de aminoacidos de la
clona M6. El recuadro indica la presencia del motivo TEY, la firma de las MAPK.
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aacctacagaccacacatcaattgcggttgtataatcagaagaattcaacaataattctg 60
L vV I G A Y G I v €C s A L N S E T TE H 20

gtgctcgataccatcttgtaacaacatattccgtcataaaatccgtttecggatgttacac 120
vV A L K KI ANAFUDN N RTIUDA AI KU RTL 40

gagccaatccaaaatcgcatatttttagatcacaattggcatttaagaggagattgectag 180
R E I K L L RHMUDHENVY VYV A I RUDTI 60

gcttcaagtctctatgaagaacatttgcagaatggatatattttaacccgecggaggatct 240
I P P P Q R EAFNDV Y I A Y E L MD 80

gatacaagaaatactgacaatgctcctctgatagtgecctgattagaacgaataatctgat 300
T DL HQ@ I I R S N Q A L S8 E EHTCOGQ Y 100

ggagatcagtatccataagttcataagcaatgtaaacatcattaaatgcttccctctgag 360
F L Y Q@ I L R G L K Y I H S§ A N V L H R 120

gtggtggaattatatctctaattgcaacaacgttttcatgatccatatggcgaagaagect 420
D L K P §$S N L L L N A NCUDULI KTITCUDF 140

tgatctctcgcaaagtcctcttcgecatcgatecctgttatcaaaagcattcgecaatcttect 480

G L ARV T s E TDF M[T E Y|V V T R W 160

tcagcgccacatgctcagtggtctccgaattcaacgeccgagcaaacgattccgtaggecac 540
Y R AP EL L L NS SD YT T ATIUDV W 180

caatcactagt 551
s V G 183

Figura 2.7. Secuencia nucleotidica y secuencia deducida de aminoacidos de Ia
clona M4. El recuadro indica la presencia del motivo TEY, la firma de las MAPK.
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podria afirmarse que estas secuencias corresponden a MAPK por
presentar el dominio conservado TEY, el cual es considerado como la
firma de las MAPK; por ello las cuatro secuencias fueron comparadas
en el banco de secuencias EMBL. A continuacion se muestran los datos
de la comparacion de cada clona:

2.3.3 COMPARACION DE LA SECUENCIA DEDUCIDA DE
AMINOACIDOS DE LA CLONA M1 EN LA BASES DE DATOS EMBL

Score E
sequences producing significant alignments: (Bits) Value
Mitogen-activated protein kinase 3 [Brassica napu 340 2e-92

gb|AAV34677.1]
dbj'BAC5377l.1| Wound-inuduced protein kinase [Nicotiana bentham 337 le-91

dbj[gAB79636.l| Wound induced protein kinase [Nicotiana tabacum] 337 le-91
9b|AAV687ll.ll Mitogen-activated protein kinase 3 [Chorispora bu 337 le-91

9b|AAPZO421.1| Mitogen-activated protein kinase 3 [Lycopersicon 337 2e-91

dbjIBAE44363.l| MAP kinase [Solanum tuberosum] _336 2e-91
dbj |BAR09600.1| WIPK [Nicotiana tabacum] _8335 Se=951
gb]AAF81419.ll MAP kinase 1 [Capsicum annuum] 335 7e-91
dbjIBAA04866.1| MAP kinase [Arabidopsis thaliana] _335 Te-91
ref |[NP 190150.1| ATMPK3 (MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE 3);... _&5_ Te-91

2.3.4 COMPARACION DE LA SECUENCIA DEDUCIDA DE
AMINOACIDOS DE LA CLONA M3 EN LA BASES DE DATOS EMBL

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|634070] p45Ntfd4 serine/threonine protein ki... _358 4e-98
gi|77998071| Mitogen-activated protein kinase Ntf4 _358 4e-98
gi|77998069]| Mitogen-activated protein kinase Ntf4 _358 7Te-98
gi|7649153| Mitogen-activated protein kinase [Euph _357 le-97
gi|33340593| Mitogen-activated protein kinase 2 [G _357 2e-97
gi|21165525] Mitogen-activated protein kinase [So 35 2e-97
gi|30171843| Mitogen-activated protein kinase 2 [L _385% 2e-97
gi|38601858]| Mitogen-activated protein kinase 3 [ _387 2e-97
gi| 68342446 Mitogen-activated protein kinase [Rhe _356 3e-97
gi|298019| MAP Kinase [Medicago sativa] >gi|58... _355 4e-97
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2.3.5 COMPARACION DE LA SECUENCIA DEDUCIDA DE
AMINOACIDOS DE LA CLONA M4 EN LA BASES DE DATOS EMBL

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|27884252|emb|CAD61274.1| MAP Kinase [Catharanthus roseus] _267 le-70
gi|20808 |emb|CAA50036.1]| MAP kinase homologue [Pisum sativum]... 264 8e-70
gi|634070|emb|CAAS8761.1] p45Ntfd4 serine/threonine protein ki... _264 8e-70
gi|298019|emb|CAR47099.1]| MAP Kinase [Medicago sativa] >gi|58... _264 8e-70
gi|77998071|gb|ABB16418.1] Mitogen-activated protein kinase Ntf4 _264 8e-70
gi|92889449|gb|ABEBS881.1] Serine/threonine protein kinase, a... _264 8e-70
gi|38601854 |emb|CAE81274.1| Mitogen-activated protein kinase 1 [ _264 le-69
gi|7649153|gb|AAF65766.1] Mitogen-activated protein kinase [Euph _263 le-69

gi|30962145|emb|CAD59691.1| Mitogen-activated protein kinase [Ly 263 2e-69

gi|33340593|gb|ARQ14867.1| Mitogen-activated protein kinase 2 [G 262 3e-69

2.3.6 COMPARACION DE LA SECUENCIA DEDUCIDA DE
AMINOACIDOS DE LA CLONA M6 EN LA BASES DE DATOS EMBL

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|54402040|gb|AAV34677.1] Mitogen-activated protein kinase 3 [B 341 7e-93

gi|33328220|gb|AAQ09561.1| Trichoderma-induced mitogen activa... 339 3e-92

gi|27374988|dbj|BACS53771.1| Wound-inuduced protein kinase [Nicot 338 5e-92

gi[18143321|dbj|BAB79636.1| Wound induced protein kinase [Nicoti 338 5e-92

gi|55978182|gb|AAV68711.1] Mitogen-activated protein kinase 3 [C 338 6e-92

gi|30171845|gb|AAP20421.1]| Mitogen-activated protein kinase 3 [L 338 8e-92

gi|74355985|dbj|BAE44363.1| MAP kinase [Solanum tuberosum] _387 le-91
gi]1136298|db7j |BAA09600.1] WIPK [Nicotiana tabacum] _336 2e-91
gi|8925321 |gb|AAF81419.1] MAP kinase 1 [Capsicum annuum] _336 3e-91
gi|2231034 |emb|CAAT73323.1] MAP kinase I [Petroselinum crispum] _336 3e-91

Como puede observarse, la comparacion revelé que las cuatro clonas
contienen secuencias que codifican proteinas cinasas activadas pof

mitdgenos.
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En la figura 2.8, se muestra la alineacion de las correspondientes
secuencias de aminoacidos de cada MAPK clonada de C. canephora,
con secuencias deducidas de aminoacidos de cuatro especies con las
que tuvieron un mayor nivel de identidad. Como se puede observar
todas las proteinas MAPK tiene un alto grado de identidad. De igual
manera se puede observar el motivo TEY caracteristico de las MAPK.

Hi
H6
Brassica=-napus
W3

Nicotiana=t.abacun
Pisun-sat.ivun

Consensus

n
H6
Brassica=-napus

} 10 20 30 40 50 60
+ 4 4 i " |
GAYGIYCSYLNSE THEHYAYKKIANAFDNYHDAKRTLREIKLLRHLDHENYIATROVIPP
GAYGIYCSYLNSETNENYAYKKIANAFDNYMDAKRTLREIKLLRHLDHENYIAIRDYIPP
GAYGIYCSYLDSE THELYAHKKIANAFDNHMDAKRTLREIKLLRHLDHENIIATRDYYPP
GAYGIYCSALNSETTEHYALKKIANAFDNRIDAKRTLREIKLLRHHDHENYYATIRDIIPP
GAYGIYCSALNSETHEHYAIKKIANAFDNKIDAKRTLREIKLLRHHDHENIVAIRDIIPP
GAYGIYCSAHNSETNEHYAYKKIANAFDNKIDAKRTLREIKLYRHMDHENYYAIRDIVPP
RRLRHLLITGSHRRGLCERSSFFAINIHK====TSYYAIRDIIPP
gaygives,l,setne,vankkIanafdn, ,dakrt1relkl$rh,dhen! !RIRD! IPP

61 70 80 90 100 110 120
| ¥ i 4 $ 4 |
PLRREFSDYYIATELHDTDLHOIIRSHASLSEEHSAYFLYQIPRGLKYIHSAKYIHRDLK
PLRREFSDYYIATELHDTDLHOIIRSHOSLSEEHSOYFLYQILRGLKYIHSAKYIHRDLK
PLRREFSDYYIATELHDTDLHOIIRSHAOGLSEEHCAYFLYOLLRGLKYIHSAKYIHRDLK

3 POREAFNDYYIAYELHOTDLHQIIRSHQALSEEHCQYFLYQILRGLKYIHSANYLHRDLK

Nicotiana=t.abacun
Pisun=-sativun

Consensus

PQREAFNDYYIAYELHDTDLHOTIRSHOGLSEEHCQYFLYOILRGLKYIHSANYLHRDLK
PQREVFNDYYIAYELHDTDLHQIIRSHOALSEEHCOYFLYQILRGLKYIHSANYLHROLK
PQREAFNDYYIAYELHDTDLHOIIRSNQALSEEHCOYFLYQILRGLKYIHSANVLHRDLK
PqReaFnDYYIAYELHDTDLHATIRSHQaLSEEHCQYFLYQi1RGLKYIHSAnYIHRDLK

121

| % # G b #
M1 PSHLLYNANCDLKIIDFGLARPNTKNEMHTEYVYYTRHYRAPELLLNSSDYTRAIDYHSYG
H6 PSHLLVNANCDLKIIDFGLARPNTENEMHTEYYYTRHYRAPELLLNSSDYTARIDYHSYG
Brassica=napus PSHLLLNANCDLKICDFGLARPTSENEFHTEYYYTRHYRAPELLLNSSDYTARIDYHSYG
H3 PSHLLLNANCDLKICDFGLARYTSETDFHTEYVYTRHYRAPELLLNSSDYTTAIDYHSYG
Nicotiana-tabacun PSHLLLNANCDLKICDFGLARYTSETDRMTEYYYTRHYRAPELLLNSSDYTARIDYHSYG
Pisun-sativun PSHLLLNANCDLKICDFGLARYTSETDAMTEYYY|RHYRAPELLLNSSDYTRAIDYHSYG
Hd  PSHLLLNANCDLKICDFGLARYTSETDAHTEYYYTRHYRAPELLLNSSDYTTAIDYHSYG
Consensus PSHLLINANCDLKIcDFGLARvtset #fHTEYYY|RHYRAPELLLNSSDYTaRIDYHSYG

130 140 150 160 170 180

Figura 2.8. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las cuatro MAPK
de C. canephora aisladas en este trabajo, con MAPKs de otras plantas. En el
recuadro se muestra el dominio conservado en las MAPK (TEY). Los niimeros de
accesion de cada clona son los siguientes: clona M1, AJ833639; clona M3,
AJ833640; clona M4, AJ833641; clona M6, AJ833642.
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Con base en los altos niveles de identidad y en la presencia del dominig
conservado en las MAPK (enmarcado en la figura 2.8), podemos
concluir que efectivamente se pudo clonar los fragmentos de ADN
complementario de cuatro MAPK que se expresan durante los primerog

estadios de la embriogénesis somatica en C. canephora.

2.3.7 CLONACION DE SECUENCIAS DE ADNc DE SERK

Una estrategia similar a la empleada para la clonacién de MAPKs se
aplico para clonar los ADNc correspondientes de SERK, para ello se
probaron diferentes combinaciones de cebadores degenerados para
SERK. En la figura 2.9 se muestran los resultados de los ensayos de
RT-PCR con diferentes combinaciones de cebadores. Puede
observarse que unicamente se obtuvo un producto del tamano esperado
con las combinaciones D3 y R4, y D3 con R5; las demas combinaciones
no ofrecieron ningun producto (D3 con R1; D3 con R2; D3 con R4). Los
tamanos esperados de ambos segmentos de ADNc fueron de ~855 pb
para D3-R4 y de ~776 pb para D3-R5.
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Figura 2.9. Amplificacién por RT-PCR de secuencias nucleotidicas del gen SERK
de C. canephora. Los productos obtenidos con diferentes combinaciones de
cebadores, fueron fragmentados en un gel nativo de agarosa y tenidos con 10
pg'mL-1 de bromuro de etidio. Carril 1: combinacién D3-R1; carril 2:
combinacion D3-R2; carril 3: combinacion D3-R3; carril 4: combinaciéon D3-R4;

carril 5: combinaciéon D3-R5; carril 5: escalera de ADN de 1 Kpb.

Lo que a continuacién se hizo fue intentar clonar las bandas de ~855 y
~776 pb, pero solo en la de menor tamano (combinacién de cebadores
D3-R5), se tuvo excito. El fragmento de ~776 pb se ligd al vector pGEM-
Easy, se transformaron células de E. coli DH5a mediante choque
térmico, las cuales fueron seleccionadas en un medio selectivo con 100
ug-mL™" de ampicilina. En total se obtuvieron 21 colonias blancas, las
cuales fueron sometidas a un analisis de extraccion de plasmidos por
lisis alcalina. Los plasmidos aislados fueron digeridos con EcoR1 para
liberar los fragmentos ligados. Se seleccionaron siete clonas al azar
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para secuenciar. Una clona se secuenci6 completa, una no se pygj
secuenciar y las otras 5 solo pudieron ser secuenciadas parcialmentg
La secuencia completa y las secuencias parciales al parecer eran |
misma. A continuacién se muestra el cddigo de la secuencia clonada.

cgatttggagctttacagtaataacataagtggaccaatacccagtgatcttggaaatct 60
D L E L Y S N NI 8 G P I P S D L G N L 20

tactaatttggtgagcttggatctctatctgaatagtttcaatggtccaatcccagacac 120
T N L V 8§ L DL Y L N S F NG P I P DT 40

actgggaaagctatcaaaattgcgattcctgecggctcaacaacaacagecttgacaggtce 180
L G KL §$ KL RFULIRULUNNWNSULTG P 60

catcccattgtcattgactaacatatcatcgctacaagtcttggatctctctaacaatcg 240
I P L § L T N I 8§ §8 L Q@ V L D L S N N R 80

tctttctggtgctgttccagataatggtteccttttcecctatttacaccaattagtttege 300
L §S G A V P D NG S F &8 L F T P I 8 F A 100

taataacttggatctatgtggccctgttactggacgecccttgecccaggatcteccteccatt 360
N N L D L C G P VT GR P CP G S P P F 120

ctctecctecgecteecgtttgtecccaccaccteccaattgetactccaggagggaatagtge 420
s P P P P F VP P P P I A T P G G N S A 140

tactggagctattgctggaggagttgcagectggggetgectectgetgtttgetgetectge 480
T G A I A G GV A A G A AL L F A A P A 160

cattgcatttgcatggtggcgtecggcgaaaaccacaagaatatttctttgatgtaccage 540
I A F A W WU RURURIK P Q E Y F F D V P A 180

tgaggaggatcctgaggtgcatctagggcaget taaaaggttctececctgagagaattaca 600
E E D P E V HL G Q L K RVF S L RE L Q 200

agttgcaacggatagttttagtaataaaaacattctgggtagaggtgggttggggaaggt 660
vV A T D § F 8§ N KN I L G R G G L G K V 220

ttacaagggtagacttgctgatggttccttagtggctgt taagecgactaaaggaggageg 720
Y K G R L A DG S L V A V KRULI KE E R 240

aacaccaggtggagagctgcagtttcaaacagaagttgagatgattagcatggcag 776
T P G G E L Q F @ T E V E M I s M A 258

Figura 2.10. Secuencia nucleotidica y secuencia deducida de aminoacidos de la
clona que codifica una secuencia de SERK de Coffea canephora. Los

aminoacidos subrayados corresponden al dominio transmembranal del receptor.

La secuencia fue comparada en el banco de secuencias EMBL. A

continuaciéon se muestran los datos de la comparacién de la clona:
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538 COMPARACION DE LA SECUENCIA DEDUCIDA DE
AMINOACIDOS DE LA CLONA DE Coffea canephora SERK EN LA
BASES DE DATOS EMBL

Score E
sequences producing significant alignments: (Bits) Value
i|55859480|emb|CA110726.1l somatic embryogenesis receptor-like _412 9e-114
“50557183|dbj|BAD32780-1I somatic embryogenesis receptor kinas _394 le-108
gi 14573457 gb|AAK68073.1 | somatic embryogenesis receptor-lik... _385 7e-106
9'1 15218543 | ref | NP 174683.1| SERK2 (SOMATIC EMBRYOGENESIS REC... _385 le-105
9“51458314|gb|AAUO3482‘ll somatic embryogenesis receptor-like k _385 le-105
gi|24935326lgb|MN64294.1I somatic embryogenesis receptor kin... _380 3e-104
gi 2224911 |gb|AAB61708.1| somatic embryogenesis receptor-like _369 7e-101
MB‘llreleE 177328.1| SERK1 (SOMATIC EMBRYOGENESIS REC... _369 9e-101
wlﬁlgblAAKBMGlll At1g71830/F14023_24 [Arabidopsis t... _368 le-100
2“50941595|refIXP 480325.1| putative somatic embryogenesis r... _347 3e-94

91190891656|gb|AAv58833.2| somatic embryogenesis receptor kinase 345 8e-94
qi|52854318IgbIAAUBBlQB.lI somatic embryogenesis protein kina... 341 2e-92

Como puede observarse, la clona tiene valores E por debajo de 107, lo
cual significa que esta clona contiene efectivamente una secuencia que
codifica una cinasa tipo receptor que se expresa durante la

embriogénesis somatica de C. canephora.

Esta secuencia fue alineada con cuatro secuencias de otras plantas con
las que SERK de C. canephora tienen mayor nivel de identidad. En la
figura 2.11 se muestra el alineamiento, como se puede ver tienen un
elevado grado de identidad. La secuencia fue registrada en la base de
datos EMBL con el nombre CcSERK y con el codigo de acceso
AJ863559.

57



ccSERK
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Theobrona-cacao
Hedicago-truncatula
Arabidopsis-thaliana
Consensus

ccSERK
Citrus=unshiu
Theobrona=-cacao
Hedicago-truncatula
Arabidopsis-thaliana
Consensus

ccSERK
Citrus-unshiu
Theobrona=-cacao
Hedicago-truncatula
Arabidopsis-thaliana
Consensus

ccSERK

Citrus=unshiu
Theobrona-cacao
Hedicago-truncatula
Arabidopsis-thaliana
Consensus

ccSERK

Citrus-unshiu
Theobrona=-cacao
Hedicago-truncatula
Arabidopsis-thaliana
Consensus

1 10 20 30 40 50 (1]
1 + & # # e 1
DLELYSNHISGPIPSDLGNL THLYSLDLYLNSFNGPIPDTLGKLSKLRFLRLNNHSLTGP
YLELYSNNITGPIPSDLGNLTSLYSLDLYLNSFTGPIPDTLGKLSKLRFLRLNNNSLSGP
YLELYSHNISGQIPSDLGNLTSLYSLDLYLNSFSGPIPESLGRLSKLRFLRLHNNSLSGP
YLELYSNNITGPIPSDLGNL THLYSLDLYLNRFNGPIPDSLGKLSKLRFLRLNHNSLHGP
YLELYSNNITGPYPSDLGNL THLYSLDLYLNSFTGPIPDSLGKLFKLRFLRLNNNSLTGP
yLELYSHNItGp ! PSOLGNL TnLYSLDLYLMNsF . GPIP #sLGkLsKLRFLRLNNNSL . GP

61 70 80 90 100 110 120
1 b & ' 4 P 1
IPLSLTNISSLOYLDLSHNRLSGAYPDNGSFSLFTPISFANNLDLCGPYTGRPCPGSPPF
IPHSLTHNISSLOYLDLSNNRLSGYYPDNGSFSLFTPISFANNLDLCGPYTGRPCPGSPPF
IPHSLTHITSLOYLDLSHNRLSGEYPDNGSFSLFTPISFANNLDLCGPYTGRPCPGSXPF
IPHSLTNISALQYLDLSNNQLSGYYPDHGSFSLFTPISFANNLNLCGPYTGHPCPGSPPF
IPHSLTNITTLOYLDLSHNRLSGSYPDHGSFSLFTPISFANNLDLCGPYTSRPCPGSPPF
IP$SLTNIssLOVLDLSHNrLSG, YPDNGSFSLFTPISFANHL $LCGPYTgrPCPGSpPF

121 130 150 160 170 180
] & ¥ i ¥ & ]
SPPPPFYPPPPIATPGGNSATGAIAGGYARGAALLFAAPATAFAHHRRRKPOEYFFDYPA
SPPPPFIPPPPISSPGGNSATGATAGGYARGAALLFARPAIAFAMMRRRKPOEFFFDYPA
SPPPPFYPPPPISSPSGNSYTGAIAGGYARGARLLFARPAIAFAMHRRRKPOEFFFDYPA
SPPPPFYPPPPISAPGSGGATGAIAGGYAAGAALLFAARPAIAFAMHRRRKPOEFFFDYPA
SPPPPFIPPPIVPTPGGYSATGAIAGGYAAGARLLFARPALAFAMHRRRKPOEFFFDYPA
SPPPPF !PPPp!s,.PgegnsaTGATAGGYARGAARLLFAARPALAFAHHRRRKPOEXFFDYPA
}81 1390 210 220 230 240

+ + + + |
EEDPEYHLGOLKRFSLRELQYATDSFSHKNILGRGGLGKYYKGRLADGSLYAYKRLKEER
EEDPEVHLGOQLKRFSLRELOQVYATDSFSHNKNILGRGGF GKYYKGRLADGSLYAYKRLKEER
EEDPEYHLGOLKRFSLRELOYATDSFSNKHILGRGGFGKYYKGRLADGSLYAVKRLKEER
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EEDPEVHLGOLKRFSLRELQVATDsFSHKNILGRGGF GKYYKGRLADGsL YAVKRLKEER

241 250 258
| |
TPGGELAFQTEYEHISHA
TPGGELQFQTEVEMISHA
TPGGELQFQTEVEHISHA
TPGGELQFQTEVEHISHA
TPGGELQFQTEVEHISHA
TPGGELQFQTEVEHISHA

140

200

Figura 2.11. Alineamiento de la secuencia deducida de aminoacidos de la clona
CcSERK de C. canephora con cuatro secuencias de SERK de otras plantas con
las que tienen mayor nivel de identidad. Los nimeros de accesion de la clona es:
CcSERK, AJ863559.
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2.4 DISCUSION

Con base en los resultados obtenidos, podemos decir que se logrd
clonar tres secuencias de MAPK y una secuencia de SERK de C.
canephora. No sabemos si durante este modelo de diferenciacion in
vitro estén siendo expresadas solamente tres MAPKs de la familia,
aunque no se conoce el numero de genes que forman la familia de
MAPKs en C. canephora, es muy probable que se encuentren mas de
tres genes, ya que en otras especies sea encontrado que las familias de
MAPKs estan formadas por numerosos genes. Por ejemplo en A.
thaliana cuenta con una familia de 20 genes y en arroz hay 17 genes
para MAPKs (Nathan ef al., 2006). Sin embargo, tendremos que esperar
hasta realizar los analisis de expresion para determinar cuantos genes
de MAPK y SERK se estan expresando durante la induccion de la ES
en C. canephora. Las secuencias de MAPK se podran utilizaran para
analizar las modificaciones de los respectivos niveles de expresion a lo

largo del proceso embriogénico.

Si bien los genes de las MAPKs son constitutivos, pueden
incrementarse los niveles de expresion durante diversos procesos como
son: La divisidon celular (Janak et al., 1996), diferenciacién y la
percepcion de fitoreguladores (Lu et al., 2002). El incremento de la
expresion transcripcional de uno o varios genes de MAPK durante la
ES, incrementa la probabilidad de ser clonados en comparacion de los
genes de menor nivel de expresion, por lo cual los fragmentos clonados

son candidatos en estar participando en la ES
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La clona de SERK fue obtenida después de analizar varias clonag
mandadas a secuenciar; de las seis que pudieron secuenciarse, todag
ellas tenian la misma secuencia, aunque cuatro de ellas no estabap
completas. Este resultado se apoya en el hecho de que en otrag
especies, aunque el genoma contenga mas de un gen de SERk
unicamente uno de ellos se expresa durante la ES (Nolan et al,, 2003:
Thomas et al., 2004; de Oliveira Santos et al., 2005; Hu et al., 2005). g
gen SERK ha sido utilizado como marcador molecular para identificar y
monitorear el proceso de la ES en células embriogénicas (Somleva gt
al., 2000), por lo que la clona homoéloga puede ser utilizada parg
determinar con mayor precision cual es el periodo en el que ocurre |a
diferenciacion en los explantes de C. canephora. De esta manera se
han generado las clonas homoélogas para los analisis de expresion de
los genes de MAPK y de SERK en la embriogénesis somatica de cafeto,
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CAPITULO 3

Analisis de la expresion de los genes de SERK y de
MAPKs y los niveles de activacion de las MAPKs durante

la embriogénesis somatica de Coffea canephora

3.1 INTRODUCCION

Para lograr la induccion de la ES en los explantes se requiere de
condiciones especificas tanto de incubacion como en la composiciéon del
medio de cultivo. Las células competentes deben interpretar
fisiologicamente estas condiciones y responder expresando el proceso
de la ES. Ademas de las senales presentes en el inicio del proceso,
como son los cortes en el explante, la concentracién de nutrientes y de
fitorreguladores, el tejido secreta posteriormente una gran variedad de
compuestos como polisacaridos, aminoacidos, reguladores de

crecimiento, vitaminas y péptidos, entre otros (Chung et al., 1992).

Las MAPKs de plantas tienen un papel muy importante en diversos
aspectos del desarrollo (Wilson et al., 1997) y la division celular (Banno
et al., 1993; Calderini et al.,, 1998; Bogre et al., 1999). También,
participan en el reconocimiento de fitorreguladores del crecimiento,
incluyendo las auxinas (Mizoguchi et al., 1994), el acido abscisico
(Knetsch et al., 1996), el acido giberélico (Huttly et al., 1995), el etileno
(Kieber et al., 1993; Chang, 1996), el acido salicilico (Zhang & Klessig,
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1997) y el acido jasmonico (Seo et al., 1995; Stratmann & Ryan, 1 997),
Por lo cual, las MAPKSs pueden ser consideradas como candidatas parg
regular la diferenciacion de células vegetales para formar embriones jp
vitro. Las cascadas de MAPKs, presentes en los organismog
eucariontes, son activadas principalmente en el nivel postraducciona,
aunque también se ha determinado que hay un incremento en |5
transcripcion de genes que codifican para MAPKs en plantas que han
sido sometidas a diversos tipos de estrés (Jonak et al., 1996; Mizoguchj
et al., 1997; Seo et al., 1995) o a tratamientos hormonales (Huttly &
Phillips, 1995; Marcote & Carbonell, 2000).

El inicio de la ES se puede determinar a nivel molecular, mediante |g
deteccion de SERK (Schmidt et al., 1997), lo cual nos permite realizar
estudios bioquimicos y moleculares en etapas tempranas de Ia
induccién, previo a la aparicion de las estructuras embriogénicas,
Debido a que una de las metas del presente trabajo es determinar los
niveles de activacion de las MAPK, antes y durante el proceso de la ES.
Nosotros analizamos la expresion de SERK durante el proceso de la
induccion de la ES, con la finalidad de poder determinar el inicio de la
ES. El analisis histolégico del proceso de ES en C. arabica por (Quiroz-
Figueroa et al., 2002) muestra que en la primera semana de induccién

ya es posible detectar células embriogénicas.

En este trabajo empleamos el gen SERK para investigar cual es la
etapa en la que se da el disparo embriogénico, y comparar en esos
tiempos los niveles de activacion de las MAPK para determinar si estas

proteinas se regulan durante este proceso.
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3.2 MATERIALES Y METODOS

El modelo de ES es el que se describe en la seccion de Materiales y

Métodos del Capitulo 2.

El analisis de la expresion de los transcritos de los genes de SERK y de
MAPK se hizo mediante RT-PCR con los reactivos comerciales
“SuperScrip One-Step RT-PCR" (Invitrogen), empleando los cebadores
D3 y R5 para el gen SERK y los cebadores PIG y MKIX para los genes
de MAPK, la secuencia de ambos cebadores se detalla en la seccion
“Materiales y Métodos” del Capitulo 2. Los productos del RT-PCR a
partir de 2 ug de ARN total se fragmentaron en geles nativos de agarosa
y se tifieron con 10 ng-mL™" de bromuro de etidio. Las concentraciones
relativas de cada banda en el gel se cuantificaron por densitometria y se
normalizaron con relacion a la intensidad de bandas de ADNc de actina
de C. canephora, obtenidas por RT-PCR en los mismos tiempos de la
ES. Los cebadores empelados para la amplificacién de ADNc de actina

fueron los siguientes:

Directo AD: 5-TTGGCAGATGCTGAGGATATTCAACC-3’

Reverso AR: 5-CCATCATGAAGTGTGACGTTGATATC-3
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3.2.1 EXTRACCION DE PROTEINAS

Los explantes fueron macerados (0.9 g por muestra) en nitrégeng
liquido y se resuspendieron en 0.4 ml de amortiguador de extraccign
(HEPES-Tris 50 mM, EDTA 50 mM, EGTA 50 mM, B-glicerofosfaty
50mM, ortovanadato de sodio 10 mM, fluoruro de sodio 10 mM, glicerg|
10%, PMSF 1 mM, aprotinina 5 pug'ml™, DTT 5 mM vy leupeptina 1
ug-ml™”). Los extractos se centrifugaron a 22,000 x g a 4°C por 30 min y

el sobrenadante se almacen6 a -80°C hasta su uso.

3.2.2 DETECCION DE ACTIVIDADES DE MAPKS EN EXTRACTOS
DE EXPLANTES INDUCIDOS A LA EMBRIOGENESIS SOMATICA

Las determinaciones de los niveles de activacion de las MAPK se
efectuaron mediante el empleo de anticuerpos especificos contra MAPK
activadas. Estos anticuerpos fueron generados por la empresa
Santacruz Biotechnology® contra un dodecapéptido de ratén que
contiene el motivo TEY bisfosforilado (pTEpY), y se ha aceptado que
pueden sustituir al ensayo de cinasa en gel para la deteccion de MAPK
activadas (Lee ef al., 2001). Los explantes provenientes de diferentes
DIC se homogenizaron para la extraccién de las proteinas. Cantidades
iguales de proteina se fraccionaron en un gel desnaturalizante de
poliacrilamida-SDS al 12%. Después de la electroforesis, las proteinas
fueron transferidas a una membrana de PVDF mediante la aplicacion de
corriente eléctrica. Una vez que las proteinas fueron transferidas, la
membrana se bloqued con leche descremada al 5% en amortiguador
TBS-T durante 1 h. Posteriormente, la membrana se incubd por 2 h con
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el anticuerpo anti-pTEpY diluido 1:5000. Al finalizar el tiempo de
incubacion se realizaron tres lavados con amortiguador TBS-T por 15
min cada uno, y posteriormente se incub6 por 2 h con el anticuerpo
secundario (anti-lgG de conejo conjugado a peroxidasa) diluido
1:10,000. Al finalizar la incubacion, se realizaron 3 lavados de 10 min.
La actividad de peroxidasa acoplada al anticuerpo secundario se
detectdé mediante la oxidacion de luminol en presencia de un agente
catalizador (reactivos ECL de la compainia Amersham). La membrana
fue expuesta por 30 min a una pelicula autorradiografica a 37°C. La
pelicula fue revelada manualmente con revelador y fijador

convencionales de la comparnia Kodak.

3.3 RESULTADOS

331 APARICION DE ESTRUCTURAS EMBRIOGENICAS EN
DIFERENTES ETAPAS DE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA DE C.
canephora

En la figura 3.1 se muestra un experimento representativo de tres
repeticiones, obteniéndose los mismos resultados. Puede observarse
que la aparicion de las primeras estructuras semejantes a embriones
preglobulares ocurre en el lapso de los 10 a 15 DIC. Entre los 25 y los
30 dias comienzan la aparicion de los embriones globulares y disminuye
el nimero de preglobulares. No se analizaron explantes mas alla de
estos tiempos ya que el estudio estaba enfocado al proceso de
transicion embriogénica.

69



+BA

-BA

5 10 15 2 25 30 DIC

Figura 3.1. Proceso de embriogénesis somatica en C. canephora. Los explantes
obtenidos de plantulas adaptadas in vitro fueron incubados en presencia o en

ausencia de reguladores del crecimiento por diferentes periodos de tiempo. BA:
5 uM.

3.3.2 ANALISIS DE LA EXPRESION DE LOS GENES DE SERK EN
DIFERENTES ESTADIOS DE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA DE

C. canephora

En la figura 3.2 se muestran los resultados de un ensayo de RT-PCR
utilizando cebadores del gen de SERK. No se detecta el transcrito al
inicio del proceso, pero éste se comienza a acumular alrededor dée 5
dias después, la expresion aumenté a los 10 dias y se mantuvo en un

nivel constante hasta los 25 dias. Para los 30 dias disminuyo ¥ casi
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alcanza los niveles observados a los 5 dias. Comparando los resultados
mostrados en las figuras 3.1 y 3.2, puede observarse que los niveles de
transcrito de SERK comienzan a acumularse antes de que se presenten

las primeras estructuras embriogénicas (figura 3.1).

3.3.3 ANALISIS DE LA EXPRESION DE LOS GENES DE MAPK EN
DIFERENTES ESTADIOS DE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA DE

C. canephora

Aunque el principal nivel de regulacion de las MAPK es postraduccional,
existen reportes de modificacion transcripcional por efecto de diversas
sefales de estrés (Jonak et al, 1996). En este trabajo se decidio
analizar si los niveles de transcrito de las MAPKs se modifica durante la
ES. Para ello se utilizaron los cebadores PIG y MKIX que amplifican
secuencias de MAPK, generando un fragmento de 551 pb. Como puede
observarse en el panel intermedio de la figura 3.2, los niveles de
transcrito de MAPK no se modifican notoriamente durante los diferentes
estadios de la ES de C. canephora. Debe admitirse que con esta
estrategia se detectan los niveles de todas las MAPK presentes en los

explantes en conjunto.
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Figura 3.2. Productos de RT-PCR, empleando ARN total extraido de explantes

con diferentes dias de induccion. Carriles 1 a 7: productos obtenidos con ARN
de 0, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 dias en cultivo. A: amplificacion de SERK con los
cebadores D3 y R5; B: amplificacién de MAPK con los cebadores PIG y MKIX; C:
amplificacion de actina con los cebadores AD y AR, la actina se emple6 como

control de carga de ARN.
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3.3.4 INMUNODETECCION DE MAPK BIFOSFORILADAS (ACTIVAS)

Los resultados de la evaluacion del estado de fosforilacion del motivo
TEY, lo cual refleja los niveles de activacion de las MAPK, se muestran
en la figura 3.3. Como se puede observar en la figura 3.3, los
anticuerpos dirigidos contra las MAPK activadas detectan una serie de
proteinas con diferentes masas moleculares. De especial interés,
pueden observarse proteinas de ~36, ~41 y ~48 kDa, respectivamente
(marcadas con una cabeza de flecha en el panel superior de la figura
3.3. Se nota que la proteina de ~48 kDa es la que se detecta con mayor
intensidad, y las otras proteinas se detectan menos, También pueden
detectarse un par de proteinas de masas moleculares de
aproximadamente 58 y 70 kDa, aunque con muy baja intensidad. Por
otro lado se puede observar una clara disminucion en la intensidad de la
proteina de ~48 kDa.

El analisis de la modificacion en la fosforilacion de la proteina de ~48
kDa demuestra que tiene un valor basal cuando los explantes tienen
cero dias en cultivo, el cual aumenta a los cinco dias, y tiene un valor
maximo a los 10 dias. Para los 20 dias el nivel de fosforilacion
disminuye alcanzando los valores observados a los 5 dias,
manteniéndose asi hasta los 30 dias, mientras que en el carril
correspondiente al dia 15 los niveles de fosforilacion disminuyen

notoriamente con respecto a los demas dias.

El panel inferior en la figura 3.3 muestra la membrana empleada para el
inmunoblot tefida con rojo de Ponceau para verificar la cantidad de

proteinas cargadas en <cada gel. Puede observarse que

73



aproximadamente se cargé igual cantidad de proteina y puede
verificarse que es muy poco probable que los cambios observados e,
los niveles de fosforilacion de las diferentes proteinas sea el resultadq
de la utilizacién de diferentes cantidades de proteina total en cada carrj|,

kDa

0 5 10 15 2 2 3 DC

Figura 3.3. Inmunodeteccion de MAPK activadas en diferentes estadios de la ES
de C. canephora. Proteinas totales de diferentes estadios del proceso de ES
fueron fraccionadas por electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida
al 12%. Después de ser transferidas a una membrana de PVDF, la presencia de
MAPK fosforiladas se realiz6 como se detalla en materiales y métodos. kDa:
marcadores de masa molecular de proteinas (Bio-Rad); DIC: dias en que los
explantes estuvieron en el medio de induccién. Las cabezas de flecha indican
potenciales MAPK. En el panel inferior se muestra la membrana empleada para
el inmunoblot tefida con rojo de Ponceau para demostrar la cantidad de proteina

cargada en cada carril.
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3.4 DISCUSION

En diferentes especies de plantas, la expresion del gen SERK se da con
el inicio de la ES y disminuye o deja de expresarse antes de la fase
globular; por ejemplo, en D. carota se detectan los transcritos de SERK
hasta el estadio globular (Schmidt et al.,, 1997). Aunque en otras
especies existe la expresion de SERK en otras etapas del desarrollo, es
muy probable que ésta corresponda a genes de la misma familia, pero

que no estén relacionados con el inicio de la ES.

De acuerdo con los resultados encontrados en nuestro modelo,
representados en la figura 3.1, las primeras estructuras embriogénicas
aparecen entre los 10 y los 15 dias en cultivo, mientras que los
transcritos de SERK se empiezan a acumular desde los 5 dias, aunque
en niveles muy bajos, precediendo a la aparicion de estructuras
embriogénicas visibles, como ocurre en entras especies. La razén de
que la expresion de SERK en C. canephora se mantenga hasta los 30
dias cuando algunos embriones ya estan inclusive en el estadio de
torpedo, se puede deber a dos motivos: 1) la expresion de SERK en el
proceso de embriogénesis somatica de C. canephora se mantiene
realmente hasta estadios de desarrollo avanzados, como ocurre en el D.
glomerata o; 2) la induccién asincronica de los embriones origina que
haya un traslape de embriones en diferentes estadios del desarrollo
embrionario. Por lo tanto los niveles de transcritos observados deben
reflejar un promedio de los niveles de las poblaciones celulares, mas

que de células individuales.
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De cualquier manera, el principal objetivo de investigar los niveles de
expresion de este gen como marcador molecular de la ES consiste en
determinar cuando se presenta el inicio molecular de la ES. Con bagg
en eso, podemos decir que es antes de los 5 dias cuando se establegeg
el compromiso de las células embriogénicas para iniciar |
diferenciacion. En este periodo nos concentraremos entonces parg
analizar tanto los niveles de expresion como las modificaciones en |a
activacion de las MAPK en el proceso. Es decir, nosotros analizamos |3
expresion transcripcional y postranscripcional de MAPK antes y
después del inicio en la acumulacién del transcrito del gen SERK.

La siguiente pregunta es si las enzimas se modifican en el nivel
postraduccional; es decir, si la ruta de las MAPK estuviera involucrada
en la sefalizacion del proceso embriogénico, deberia fosforilarse
necesariamente en el motivo TEY, lo que se revisara mas adelante .

El analisis de los niveles de ARNm medidos por medio de RT-PCR
reveld que los transcritos de MAPKs se mantuvieron presentes durante
el proceso de induccion. Sin embargo, el principal nivel de regulacién de
la via de transduccién de sehales constituida por las MAPK es
postraduccional, mediante la fosforilacién de dos residuos presentes en
el dominio de activacién (Ferrel & Bhatt, 1997), La fosforilacién por las
cinasas de las MAPK en los aminoacidos treonina y tirosina en el motivo
TEY promueve un cambio conformacional que expone el sitio catalitico
(Canagarajah et al., 1997). Una vez activadas, las MAPK son

traslocadas al nucleo en donde pueden fosforilar factores de
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transcripcion alterando la expresion génica (Adachi et al., 1999;
Whitehurst et al., 2002).

Debido a lo anterior, nosotros analizamos los cambios en los niveles de
fosforilacion del domino TEY de proteinas presentes en extractos
proteicos obtenidos de diferentes estadios de la ES, como un parametro
de la activacion de las MAPK a lo largo del proceso. La metodologia se
bas6 en el uso de anticuerpos especificos dirigidos contra un
dodecapéptido sintético con la secuencia de MAPK de ratdn en estado
bisfosforilado (PROMEGA, comunicacién personal). Un analisis de las
secuencias de ADNc de las diferentes MAPK expresadas durante los
primeros estadios de la ES de cafeto, nos permite verificar que las
secuencias deducidas de aminoacidos de cada una de ellas contiene
practicamente el mismo motivo utilizado para generar los anticuerpos
(datos confidenciales de PROMEGA), por lo que si es posible esperar
reacciones positivas de los anticuerpos con los extractos proteicos de la
ES de cafeto.

Los resultados obtenidos del inmunoblot muestran que al menos una
MAPK de ~48 kDa tiene un ligero incremento en sus niveles de
fosforilaciéon en el motivo TEY los 5 y los 10 dias en cultivo. Esto
coincide con los tiempos en los cuales se detecta un incremento en la
acumulacion de transcritos del gen SERK de cafeto. Esta coincidencia
no significa necesariamente que la activacion de las MAPKs sea
resultado directo de la expresion del gen SERK, aunque si permite
suponer esa posibilidad. Por otro lado la ausencia de MAPKSs

bifosforilas en el dia 15 sugiere que los procesos correspondientes a
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este estadio estan regulados por la inactivacion de las MAPK. Si bien |5
mayor parte de los reportes sobre las MAPKs muestran incremento ep
la actividad, existen algunos reportes sobre su inactivacion, por ejempig
durante la germinacién de la cebada es inactivada una MAPK de 45 kD4
(Testerink et al., 2000). Cabe la posibilidad que en el proceso de la ES,
se inactive un o varias MAPKs al inicio que estén relacionadas con
eventos como la organogénesis, de esta forma inhibirla y favorecer
otras vias como la ES. El inicio de la ES y la organogénesis comparten
eventos moleculares, como la expresion del gen SERK, el cual en
ambas vias se expresa, con la diferencia de que la expresion se
mantiene durante la induccién a la ES, mientras que en el medio de
induccién a la organogénesis disminuye (Thomas et al., 2004), lo cual
se puede deber a una falta de mecanismos activos de traduccion de
senales, como son las MAPKs las cual se pueden inactivar, como
ocurre durante la germinacion de la cebada, en la cual es inactivada una
MAPK como consecuencia de la hidratacion(Testerink et al., 2000).
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CAPITULO 4

Discusion general

La ES es el proceso biolégico mediante el cual una célula somatica se
diferencia para iniciar un desarrollo embrionario, generando
potencialmente una planta nueva con la misma composicién genética de
la planta “madre”; es decir, genera una clona de ella (Feher et al., 2003).
En este proceso no esta involucrada la fusion de gametos, ni siquiera la
participacion de ellos (Sharp et al, 1980; Williams & Maheswaran,
1986).

La ES comparte muchas caracteristicas con la embriogénesis cigética y
por ello se ha utilizado para estudiar y entender los mecanismos que
regulan tanto el inicio como el desarrollo de la embriogénesis cigotica
(Zimmerman, 1993). Asi, se ha encontrado que sélo un grupo particular
de células presentes en un tejido o en un explante pueden desarrollar la
ES, es decir, tienen potencial embriogénico (Schmidt et al., 1997). Se ha
encontrado también que el inicio de la ES requiere de la presencia de
un factor externo, el cual ha sido caracterizado como un elemento de
estrés ambiental, nutricional o regulatorio que causa una acumulacion

intracelular de auxinas (Pasternak et al., 2002).

Se sabe que la célula embriogénica requiere de la presencia de una
célula nodriza de la cual son generadas una serie de sefales que en
muchos casos han sido identificadas como arabinogalacto proteinas
(Toonen et al., 1997). Estas proteinas pueden ser degradadas por

enzimas hidroliticas como las quitinasas (Passarinho et al., 2001),
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generando polisacaridos complejos y proteinas modificadas que pueden
ser reconocidas por las células embriogénicas. Se ha descrito tambign
la dependencia que tiene el proceso embriogénico de estos productog

génicos y de los compuestos que generan.

Por otro lado, se ha descubierto que en las células embriogénicas
ocurre una serie de cambios anatomicos, como la aparicion de un
citoplasma denso, un incremento en el numero de vacuolas pequefias,
una expresion mas alta de receptores de calcio en la membrang
citosolica y en general un flujo de iones mas acelerado. También se ha
demostrado que en muchos sistemas existe la induccién de una cinasa
que parece ser un receptor celular, especifico de la embriogénesis, cuyo
gen se ha nombrado SERK por sus siglas en inglés (Somatic
Embriogénesis Receptor-like Kinase). A diferencia de otras moléculas
que se expresan en estadios tempranos del proceso embriogénico
como las quitinasas o las arabinogalacto proteinas, el gen SERK parece
ser especifico del proceso embriogénico (Schmidt et al., 1997); no
obstante que en diferentes especies los genes SERK estan agrupados
en familias relacionadas (de Oliveira et al., 2005), es probable que el
que se expresa en la ES efectivamente sea especifico de este proceso.
Es por ello que en la actualidad el gen SERK es considerado como el

marcador de ES mas estricto que se conoce.

A pesar de la gran cantidad de estudios que se han dedicado para
conocer los mecanismos que regulan el establecimiento de la ES, no se
conoce cual es la sefal embriogénica ni dénde se genera, tampoco se

sabe cuales son los mecanismos de transduccion de senales que
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conducen al establecimiento de la diferenciacion en las células con
potencial embriogénico, por ello, en este trabajo nos propusimos
investigar cudles son los niveles de activacion de las MAPK durante la
ES de C. canephora, para poder decidir si estas enzimas pueden ser
consideradas como los candidatos responsables de la transduccion de

las sefnales embriogénicas.

En este trabajo se generaron las sondas moleculares que permitieron
investigar cuando ocurre la transicién embriogénica en el modelo de
estudio, mediante el analisis de la expresion del gen SERK de cafeto.
De esta manera, al analizar los niveles de expresién de los genes de
MAPK y los niveles de activacion de sus productos génicos pudimos
comparar si los cambios respectivos ocurrian antes, después o durante
la transiciéon entre el estadio somatico y el estadio embriogénico de las

células en los explantes.

En nuestro modelo de estudio los explantes de hoja de plantulas
acondicionadas de C. canephora son colocados en un medio de
inducciéon embriogénica (Quiroz-Figueroa et al., 2006). Aunque las
poblaciones celulares son asincrénicas, pudimos observar que las
primeras estructuras embriogénicas aparecen entre los 10 y los 15 DIC.
Esto significa que las células con potencial embriogénico deberian
diferenciarse antes de estos periodos. Para estadios entre los 20 y los
25 DIC comienzan a desarrollarse estructuras tipo torpedo, las cuales

ya son mayoritarias entre los 25 y los 30 DIC.

Cuando analizamos la expresion de SERK, vimos que ya desde los 5

DIC puede comenzar a acumularse y el hecho de que para los 10 DIC
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ya se tenga el nivel mas alto de expresion (el mismo que al parecer sg
mantiene hasta los 20 DIC) significa que efectivamente las célulag
competentes se diferencian alrededor de los 5 dias, para posteriormente

desarrollarse y generar embriones preglobulares a partir de los 10 DIC.

Cuando revisamos los niveles de expresion de las MAPK totales, vimog
que la cantidad de transcritos a lo largo de los primeros 30 dias en
cultivo (DIC) no present6 variacion. Tomandolo como ejemplo,
considerando que en otros sistemas las MAPK no presentan ung
regulacion importante en el nivel transcripcional (Mizoguchi et al., 1994)
y admitiendo que se requiere del analisis de las clonas individuales,
significaria que en el modelo de ES de cafeto no existe una regulacién
transcripcional de los genes de MAPK, al menos en los tiempos
estudiados. Pero cuando medimos los niveles de activacion de las
MAPK totales, descubrimos que para algunas de ellas si existe una
modificacién en su activacion que se manifiesta entre los 5 y los 15
DIC.

Estos resultados permiten corroborar nuestra hipotesis de que si las
MAPK estan involucradas en la transducciéon de la sefal embriogénica
en cafeto, deberian activarse en tiempos coincidentes con la transicion

embriogénica, como sucedid efectivamente.

Sin embargo, debemos ser muy cautelosos pues con estos resultados
no podemos afirmar que las MAPK sean las responsables del
establecimiento del proceso, lo que si podemos decir es que al
cumplirse la hipétesis, podemos ahora postularlas como fuertes

candidatos para participar en la intermediacién entre la percepcién de la
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sefal embriogénica y la alteracién de la expresion génica que conduce
al establecimiento de la ES en C. canephora, lo que no hubiésemos
podido hacer en el caso de que la hipotesis no hubiera sido

comprobada.
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CAPITULO 5

Perspectivas

La comprobacion experimental de que en extractos proteicos de
explantes de Coffea canephora, algunas MAPK se activan en los
mismos tiempos en los que se induce la expresién de un marcador
molecular del inicio de la embriogénesis somatica, permite proponer
algunos experimentos para corroborar si efectivamente estas enzimas
tienen un papel en la sefalizacion que coincidentes con el

establecimiento del proceso.

Primero, nuestras evidencias indican que alrededor de los 5 dias en
cultivo de induccidn es cuando se inicia la expresion del gen SERK; sin
embargo, en nuestro trabajo estudiamos periodos cada 5 dias. Ahora
pueden realizarse experimentos en los que se estudien periodos mas
cortos, por ejemplo de 1 dia, para determinar con mas exactitud cuando

se inicia la diferenciacién en las células con potencial embriogénico.

Segundo, al trabajar con extractos proteicos del explante completo,
diluimos las proteinas de las células embriogénicas; es probable que
esta sea una de las razones por las que se detectan varias bandas
mediante el uso de los anticuerpos anti-MAPK activadas. Para
incrementar la especificidad de la determinacién se puede realizar la
determinacion tanto de la expresidon de SERK como de las MAPK en
cortes histologicos mediante técnicas como la hibridacién in situ o la
PCR in situ.
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Tercero, para demostrar que estas enzimas participan en la regulacion
de la embriogénesis somatica en Coffea canephora, la inhibicion de su
actividad o de la expmsion de los genes debera inhibir el
establecimiento y/o el desarrollo del proceso; para ello, se pueden hacer

dos tipos de experimentos:

Pueden inhibirse las actividades de las MAPK mediante el uso de
inhibidores especificos adicionados en diferentes etapas del proceso y
estudiar sus efectos sobre el establecimiento y el desarrollo del proceso.

Con la informacion obtenida en el presente trabajo, pueden hacerse
experimentos para bloquear la expresion de los genes de MAPK y del
gen SERK. Esto puede hacerse mediante RNA de interferencia o
mediante la transformacion temporal de los explantes de cafeto con
ADN complementarios que codifiquen proteinas mutadas en la actividad
catalitica, por ejemplo en la lisina esencial para la actividad de todas las

proteinas cinasas.

Cuarto, con las secuencias de los fragmentos de ADN complementario,
tanto del gen SERK como de los genes de MAPK se puede intentar la
clonacién de los correspondientes marcos de lectura completos, con lo
que podria determinarse la existencia de motivos conservados dentro
de los ORFs o de secuencias regulatorias en las secuencias 5’ y 3'no

traducibles.

Quinto, con las secuencias parciales de ADN complementario clonadas,
se pueden identificar regiones antigénicas para la obtencién de
anticuerpos para evaluar la sintesis y la activacion de las

correspondientes enzimas a lo largo del proceso de ES. Lo mismo
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puede intentarse con la secuencia completa de los ADN
complementarios, pero ademas esto permitiria sintetizar la proteina in
vitro y utilizarla en esquemas de inmunizaciéon para la generacion de

anticuerpos policlonales.

Finalmente, nuestro hallazgo de que es alrededor de los 5 dias en
cultivo de induccion cuando ocurre la regulaciéon para que las células
con potencial embriogénico puedan diferenciarse, permite planificar
experimentos para determinar los eventos regulatorios que ocurren
antes y después de que esas células han iniciado la diferenciacion en

un camino de no retorno.

95



	Hernan_Página_01_2R
	Hernan_Página_02_1L
	Hernan_Página_02_2R
	Hernan_Página_03_1L
	Hernan_Página_03_2R
	Hernan_Página_04_1L
	Hernan_Página_04_2R
	Hernan_Página_05_1L
	Hernan_Página_05_2R
	Hernan_Página_06_1L
	Hernan_Página_06_2R
	Hernan_Página_07_1L
	Hernan_Página_07_2R
	Hernan_Página_08_1L
	Hernan_Página_08_2R
	Hernan_Página_09_1L
	Hernan_Página_09_2R
	Hernan_Página_10_1L
	Hernan_Página_10_2R
	Hernan_Página_11_1L
	Hernan_Página_11_2R
	Hernan_Página_12_1L
	Hernan_Página_12_2R
	Hernan_Página_13_1L
	Hernan_Página_13_2R
	Hernan_Página_14_1L
	Hernan_Página_14_2R
	Hernan_Página_15_1L
	Hernan_Página_15_2R
	Hernan_Página_16_1L
	Hernan_Página_16_2R
	Hernan_Página_17_1L
	Hernan_Página_17_2R
	Hernan_Página_18_1L
	Hernan_Página_18_2R
	Hernan_Página_19_1L
	Hernan_Página_19_2R
	Hernan_Página_20_1L
	Hernan_Página_20_2R
	Hernan_Página_21_1L
	Hernan_Página_21_2R
	Hernan_Página_22_1L
	Hernan_Página_22_2R
	Hernan_Página_23_1L
	Hernan_Página_23_2R
	Hernan_Página_24_1L
	Hernan_Página_24_2R
	Hernan_Página_25_1L
	Hernan_Página_25_2R
	Hernan_Página_26_1L
	Hernan_Página_26_2R
	Hernan_Página_27_1L
	Hernan_Página_27_2R
	Hernan_Página_28_1L
	Hernan_Página_28_2R
	Hernan_Página_29_1L
	Hernan_Página_29_2R
	Hernan_Página_30_1L
	Hernan_Página_30_2R
	Hernan_Página_31_1L
	Hernan_Página_31_2R
	Hernan_Página_32_1L
	Hernan_Página_32_2R
	Hernan_Página_33_1L
	Hernan_Página_33_2R
	Hernan_Página_34_1L
	Hernan_Página_34_2R
	Hernan_Página_35_1L
	Hernan_Página_35_2R
	Hernan_Página_36_1L
	Hernan_Página_36_2R
	Hernan_Página_37_1L
	Hernan_Página_37_2R
	Hernan_Página_38_1L
	Hernan_Página_38_2R
	Hernan_Página_39_1L
	Hernan_Página_39_2R
	Hernan_Página_40_1L
	Hernan_Página_40_2R
	Hernan_Página_41_1L
	Hernan_Página_41_2R
	Hernan_Página_42_1L
	Hernan_Página_42_2R
	Hernan_Página_43_1L
	Hernan_Página_43_2R
	Hernan_Página_44_1L
	Hernan_Página_44_2R
	Hernan_Página_45_1L
	Hernan_Página_45_2R
	Hernan_Página_46_1L
	Hernan_Página_46_2R
	Hernan_Página_47_1L
	Hernan_Página_47_2R
	Hernan_Página_48_1L
	Hernan_Página_48_2R
	Hernan_Página_49_1L
	Hernan_Página_49_2R
	Hernan_Página_50_1L
	Hernan_Página_50_2R
	Hernan_Página_51_1L
	Hernan_Página_51_2R
	Hernan_Página_52_1L
	Hernan_Página_52_2R
	Hernan_Página_53_1L
	Hernan_Página_53_2R
	Hernan_Página_54_1L
	Hernan_Página_54_2R
	Hernan_Página_55_1L
	Hernan_Página_55_2R
	Hernan_Página_56_1L
	Hernan_Página_56_2R
	Hernan_Página_57_1L
	Hernan_Página_57_2R
	Hernan_Página_58_1L
	Hernan_Página_58_2R
	Hernan_Página_59_1L
	Hernan_Página_59_2R
	Hernan_Página_60_1L
	Hernan_Página_60_2R
	Hernan_Página_61_1L
	Hernan_Página_61_2R

