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RESUMEN

Se han identificados genes que desempefan funciones de regulacién durante la
embriogénesis somatica (ES) tales como WUSCHEL (WUS) (Zuo et al., 2002), AGAMOUS-
LIKE 15 (AGL15) (Harding et al., 2003), LEAFY COTYLEDON2 (LEC2) (Stone et al., 2001),
BABY BOOM (BBM) (Boutilier et al., 2002) y Cinasa 1 tipo Receptor de la Embriogénesis
Somatica (SERK1) (Hecht et al., 2001), entre otros. SERK1 es indispensable en procesos
de diferenciacién celular y en el establecimiento de la embriogénesis cigética (EC) y ES, es
considerado como el mejor marcador molecular de competencia embriogénica, debido que
es el Unico gen que por sus caracteristicas biolégicas (receptor celular con actividad de
cinasa intracelular), sus niveles de expresion (se expresa en células con competencia
embriogénica y solamente en etapas tempranas de la ES) y la capacidad de su proteina
codificada para conferir competencia embriogénica a los cultivos (Hecht et al., 2001). Por
ello, la identificacion de elementos de respuesta (REs, por sus siglas en inglés) en su
promotor, que sean responsables de la expresion de SERK1 durante el establecimiento y
el desarrollo de la ES, es de extrema utilidad para entender la regulacion molecular de la

transicién somatica-embrionaria.

En el presente proyecto se aisld y se caracterizé funcionalmente una secuencia de DNA de
-1,620 pb localizada corriente arriba del gen homdélogo de SERK1 de Coffea canephora L.
(CcSERK1). Los resultados demostraron que cuando se uso la secuencia completa de DNA
(-1,620 pb), la tincién histoquimica de GUS fue observada en las venas central y
secundarias de los explantes foliares, en la masa proembriogénica y en los estadios
globular, corazoén, torpedo y cotiledonar del desarrollo embrionario somatico. Los
experimentos con las deleciones de DNA revelaron que el segmento de -1,048 pb fue
suficiente para dirigir la expresién normal de SERK1 antes del establecimiento de la ES y
durante las diferentes etapas del desarrollo embrionario; sin embargo, con el segmento de
DNA de -792 pb, la tincién de GUS desaparecié de los explantes foliares y de la masa
proembriogénica pero persisti6 de manera normal en cada etapa de los embriones en
desarrollo. Esto implica que la region de DNA comprendida entre las posiciones -1,048 y -
792, donde se ubican REs unicos para los factores transcripcionales (FT) BBM y WUS, es
necesaria para la expresion de SERK1 durante el establecimiento de la ES, pero no en el

posterior desarrollo embrionario. Finalmente, cuando se us6 el segmento de -618 pb, no se




detect6 tincién de GUS en ninguna etapa del proceso.

Por otra parte, se evaluo el efecto de la adicion exdégena de auxina sobre la actividad del
promotor de CcSERK1 en explantes de Nicotiana benthamiana. Los resultados mostraron
gue la auxina condujo al incremento en la expresion del gen reportero UidA cuando se usé
el promotor nativo; en contraste, la expresion del gen reportero UidA fue eliminada en los

explantes cuando los cuatro AUXRE existentes en el promotor fueron mutados.

Hasta donde sabemos, el presente trabajo representa el primer estudio molecular de un
promotor de cafeto durante la ES. Los resultados sugieren por primera vez que la expresion
del gen SERK1 que ocurre antes y después de la transicion soméatica-embrionaria es
regulada independientemente por diferentes regiones de su promotor, en donde se ubican
FT especificos (BBM/WUS y AGAMOUS/ANT, respectivamente). Estos resultados apoyan
la importancia del gen CcSERK1 como marcador molecular de competencia embriogénica
y el potencial de su promotor como una herramienta biotecnoldgica para entender los

mecanismos de la diferenciaciéon celular in vitro.




ABSTRACT

Genes have been identified what play functions of regulation during somatic embryogenesis
(ES) such as WUSCHEL (WUS) Zuo et al., 2002), AGAMOUS-LIKE 15 (AGL15) (Harding
et al.,, 2003), LEAFY COTYLEDON2 (LEC2) (Stone et al., 2001), BABY BOOM (BBM)
(Boutilier et al., 2002) and Somatic Embryogenesis Receptor-Like Kinase (SERK1) (Hecht
et al., 2001), among others. SERKL1 is indispensable in processes of cell differentiation and
in the establishment of zygotic embryogenesis (CE) and SE, is considered the best
molecular marker of embryogenic competition, because it is the only gene that due to its
biological characteristics (cellular receptor with intracellular kinase activity), its expression
levels (expressed in cells with embryogenic competence and only in early stages of SE) and
the capacity of its encoded protein for conferring embryogenic competence on crops (Hecht
et al., 2001). Therefore, the identification of promoter response elements (RES) responsible
for the expression of SERK1 during the establishment and development of SE, is extremely

useful for understanding the molecular regulation of the somatic-embryonic transition.

In the present project, a DNA sequence of -1,620 bp located upstream of the homologous
SERK1 gene from Coffea canephora L. (CcSERK1) was isolated and functionally
characterized. The results showed that when the complete DNA sequence (-1,620 bp) was
used, the histochemical staining of GUS was observed in the central and secondary veins,
in the proembryogenic mass and in globular, heart, torpedo and cotyledon stages of the
somatic embryonic development. The experiments with DNA deletions revealed that the -
1,048 bp segment was still sufficient to direct the normal expression of SERK1 both before
the SE establishment and during the different stages of embryo development; however, with
the -792 bp DNA segment, GUS staining disappeared from the leaf explants and
proembryogenic masses but persisted normally in every stage of the developing embryos.
This implies that the DNA region between -1,048 and -792 positions, where unique REs for
the transcriptional factors BBM and WUS are located, is necessary for the expression of
Serk1 during the establishment of the ES but not in the subsequent embryonic development.
Finally, when the -618 bp segment was used, no GUS staining was detected in any stage

of the process.

On the other hand, the effect of the exogenous addition of auxin on the activity of the

prCcSERK1 promoter in explants of Nicotiana benthamiana was evaluated. The results




showed that the addition of auxin led to the increase in the expression of the UidA reporter
gene, when the native promoter was used; in contrast, the expression of the reporter gene
UidA was eliminated from the explants when the four AUXRE present in the promoter were

mutated.

To our knowledge, the present work represents the first molecular study of a coffee tree
gene promoter during SE. The results suggest for the first time that SERK1 expression
occurring before and after the somatic-embryonic transition is regulated independently by
different promoter regions, where specific transcription factors (BBM/WUS and
AGAMOUS/ANT, respectively) are located. These results support the power of the
CcSERKZ1 gen as a molecular marker of embryogenic competence and the potential of the
CcSERK1 promoter as a biotechnological tool to understand the mechanisms of cell

differentiation in vitro.
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INTRODUCCION

La Cinasa Tipo Receptor de la Embriogénesis Somatica (SERK1; por las siglas en inglés
de Somatic Embriogenesis Receptor-Like Kinasel) (Schmidt et al., 1997), pertenece a una
pequeiia familia de cinco miembros en Arabidopsis thaliana: AtSERK1, AtSERK2, AtSERKS3
(BAK1), AtSERK4 (BKK1) y AtSERKS5. De acuerdo con los analisis filogenéticos los cinco
SERKs se agrupan en un solo clado, el de la subfamilia Il de cinasa tipo receptor con
repeticiones ricas en leucina (RLK-LRR) (Gou et al., 2010; Shiu y Bleecker 2001).

El andlisis con mutantes del gen SERK1 demostr6 que la mutante serkl-3 tiene una
reduccién en la capacidad embriogénica, esto sugiere que tiene un papel esencial en la
embriogénesis soméatica (Kwaaitaal y de Vries, 2007). En Arabidopsis, la expresion del gen
AtSERK1 se encuentra en células que adquieren la competencia embriogénica, en células
embriogénicas y en embriones somaticos tempranos. AtSERK1 también se expresa en los
ovulos antes de la fecundacion y transitoriamente durante el desarrollo del embrién cigoético.
Ademéas, AtSERK1l aumenta la competencia embriogénica cuando se expresa

ectopicamente (Hecht et al., 2001).

Por otra parte, la expresion de SERK1 también es regulada positivamente por reguladores
de crecimiento vegetal (RCV). En Oryza sativa, OSSERK1 es inducido en hojas de arroz
por moléculas de sefalizacion de defensa tales como el acido salicilico (SA), el
benzotiadiazol (BTH, un analogo de SA), el &cido jasmonico (JA) y el &cido abscisico (ABA).
Adicionalmente, la sobreexpresion constitutiva de OsSERK1 en dos cultivares de arroz
condujo a un aumento significativo de la resistencia a la infecciébn por hongos. En ese
estudio se sugiere que la proteina codificada por OsSERK1 puede mediar parcialmente la
transduccién de la sefial de defensa ademas de tener un papel basico en la embriogénesis
somética (Hu et al., 2005). En pifia, la expresion de AcSERKL1 en callos no embriogénicos
fue regulada positivamente por el acido jasmoénico (JA), el &cido salicilico (SA), el cloruro
de sodio (NaCl), por lesiones y por un tratamiento a baja temperatura (Ma et al., 2016). La
proteina codificada por AcCSERK1 puede mediar parcialmente la transduccion de la sefial
de defensa y desempefiar un papel en la respuesta al estrés (Song et al., 2008; Chinchilla
et al., 2007; Hu et al., 2005).
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En nuestro modelo de estudio, el sistema de embriogénesis somatica de Coffea canephora
L. es de tipo directo Unicamente se observa el crecimiento de células embriogénicas en el
borde del explante foliar. En este sistema, la edad de la planta y el pre-acondicionamiento
previo de la planta madre in vitro con NAA y cinetina (KIN) es critico, asi como la adicién de
benciladenina (BA) para la induccién (Quiroz-Figueroa et al., 2006; Quiroz-Figueroa et al.,
2002a, b).

En el presente trabajo se aislo una region de -1,620 pb localizada corriente arriba del gen
CcSERKL1. Esta secuencia se utilizé para generar un sistema reportero constituido por la
fusion de diversos segmentos del promotor putativo con el DNA del gen que codifica una -
glucuronidasa de Escherichia coli (GUS). Con este sistema se separo la region promotora
de CcSERK1, se investigd la expresion del gen CcSERK1 durante la embriogénesis
somética y se analizo el efecto del regulador de crecimiento auxina sobre la actividad del
promotor de CcSERK1.
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1.1 Cinasa tipo Receptor (RKLs) de plantas

Las cinasas tipo receptores (RLK: Receptor-Like Kinase) son un grupo diverso de proteinas
anclados en la membrana citoplasmética y esto le permiten a las células que reconozcan y
respondan a su entorno extracelular (van der Geer et al., 1994). El genoma de Arabidopsis
thaliana codifica al menos 450 RLKs, y mas de 750 en el genoma de arroz (Morillo y Tax,
2006; Shiu et al., 2004; Shiu and Bleecker 2001). Las proteinas RLKs tienen una estructura
tripartita conservada que consta de un dominio amino-terminal extracelular que une al
ligando, un dominio transmembranal que los ancla en la membranal citoplasmética y un
dominio conservado intracelular con actividad de cinasa de serina/treonina o tirosina (KD)
(Shiu y Bleecker, 2001).

Los RLKs juegan una amplia gama de funciones en crecimiento y desarrollo de las plantas
y en el sistema de defensa de la planta, (Tichtinsky et al., 2003; Cock et al., 2002; Shiu y
Bleecker 2001). Las proteinas RLKs llevan a cabo estas funciones por la union del ligando
en el dominio extracelular del receptor lo que origina su homo o heterodimerizacion en la
membrana citoplasmética, esta dimerizacion permite la trans-fosforilacion de ambos
receptores, lo que expone el sitio activo y permite que el dominio de cinasa fosforile a sus
sustratos citoplasmicos, iniciando de esa manera la transduccién de sefales
correspondiente (Aker et al., 2008). La desactivacion de los RLKs se lleva a cabo a través
de su desfosforilacion por fosfatasas especificas y su posterior internalizacién a través de
endocitosis (Russinova et al., 2004). Para la mayoria de estas proteinas sus funciones

siguen siendo desconocidas.

La clasificacion de las proteinas RLK, basada en la identidad entre los dominios
extracelulares, divide las 417 proteinas RLK de Arabidopsis en mas de 21 clases, tales
como: repeticion rica en leucina (LRR)-RLK, S-dominio RLK, L-lectina-RLK, RKF3-Like-RLK
y PERK-Like-RLK. Entre estas clases, LRR-RLK es la mas grande con 216 proteinas en
Arabidopsis. Las proteinas RLK de esta clase contienen varios nimeros de dominios LRR

en su receptor. Con base en la similitud entre los dominios cinasa, la clase LRR-RLK se
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divide en 13 subfamilias llamadas LRR | a LRR XIlll. En la subfamilia LRR Il se encuentran
las proteinas SERK (Ito et al., 2005; Shiu y Bleecker 2001).

1.2 La cinasa tipo receptor relacionada con la embriogénesis somatica (SERK1)

El primer reporte de una cinasa de esta familia se publicé en 1997 en Daucus carota y por
el modelo de estudio se le denominé cinasa 1 tipo receptor de la embriogénesis somética
(SERK1) (Schmidt et al., 1997). Desde entonces, genes homoélogos de SERK1 han sido
descubiertos y vinculados a la embriogénesis somética (ES) y a la cigética (EC) en un gran
namero de especies (Singla et al., 2008; Hecht et al., 2001; Schmidt et al., 1997). El
descubrimiento de varios homdlogos de SERK en diferentes especies de plantas indica que

esta proteina estd conservada en el reino vegetal.

La proteina predicha de AtSERK1 es de 625 aminoacidos (Hech et al., 2001), consta de un
dominio extracelular, un domino transmembranal y un dominio intracelular. En el domino
extracelular se encuentra un motivo de péptido sefial, una secuencia tipo cierre de leucina
(LZ) y cinco regiones de aminoacidos ricas en leucina (LRRs), el motivo LRR posee sitios
potenciales de N-glucosilacion, los cuales son esenciales para la correcta localizacién de
SERK1 (Shah et al., 2001a). Tiene también un motivo Ser-Pro-Pro (SPP) rico en prolinas,
lo cual es una caracteristica conservada de las proteinas de la pared celular vegetal
conocidas como extensinas; se ha sugerido que este motivo actia como bisagra que le
proporciona flexibilidad a la parte extracelular del receptor o como una regién de interaccion
con la pared celular (Schmidt et al., 1997). El motivo SPP es Unico para la proteina SERK
y es considerado como un sello distintivo de los RLK tipo SERK (Hecht et al., 2001; Schmidt
et al., 1997), (Figura 1.1).

SERKZ1 tiene una region yuxtamembranal, donde se encuentra una treonina en la posicion
304; este residuo es indispensable para desplegar la actividad de autofosforilacion (Shah
et al., 2001b). En el dominio intracelular de SERK se encuentra el dominio de cinasa que
contiene once subdominios caracteristicos del sitio catalitico de las proteinas cinasas de
serina/treonina (Figura 1.1). Entre el subdominio VIl y VIII se encuentra el asa critica de

activacion de la proteina (Shah et al., 2001b), que consta de dos residuos de treonina en
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las posiciones 462 y 468, necesarios para la actividad de auto y transfosforilacion (Shah et
al., 2001) y un residuo de lisina en la posicion 330 es indispensable para la actividad de
cinasa (Shah et al., 2001b). La segunda parte del extremo carboxilo terminal puede estar
mediando la interaccion proteina-proteina, un prerrequisito para la transmision de una
cascada de fosforilacion intracelular (Schmidt et al., 1997). Las proteinas SERK, como otros
receptores RLK, poseen actividad catalitica de autofosforilacion (Shah et al., 2001).
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Figura 1.1 Estructura de la cinasa tipo receptor de la embriogénesis somatica de Arabidopsis
thaliana (AtSERK1). Los dominios se describen en el texto; P: Motivo de péptido sefial; LZ:
Secuencia tipo cierre de leucina; LRR: Repeticiones ricas en leucinas; SP: Motivo Ser-Pro-Pro; T:

Region transmembranal; K: Dominio de cinasa, (Modificado de Becraft, 2010).

1.3 Expresion de SERK1 en eventos de diferenciacion celular

El gen que codifica para la cinasa tipo receptor SERK1 fue aislado como un marcador para
las células totipotentes individuales en cultivo de D. carota (DCSERK). A partir de este
trabajo, genes homologos de DcSERK fueron descubiertos en varias especies de plantas,
donde el gen es también un marcador del potencial embriogénico (Nolan et al., 2009; Hecht
et al., 2001; Somleva et al., 2000).
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En el genoma de Arabidopsis thaliana se han identificado cinco miembros de la familia
SERK (AtSERK1, AtSERK2, AtSERK3, AtSERK4 y AtSERKS) (Shah et al., 2001), pero
hasta el momento solo se ha demostrado que AtSERK1 tiene funcion en la ES (Salaj et al.,
2008; Hecht et al., 2001).

En un estudio reciente se determiné que los genes SERK1, SERK3 y SERK4 son esenciales
para la via de sefializacion de brasinoesteroides (Gou et al., 2012). Los tres SERK juegan
un papel importante en el control del desarrollo de la raiz en Arabidopsis, en vias
dependientes e independientes de brasinoesteroide (BR) (Gou et al., 2012; Du et al., 2012).
En esta ultima via, actua a través de sus interacciones con un desconocido RLK de union
a ligando. Esta via puede ser regulada a través de la modulacién de la expresion de genes
del transporte de auxina y otros genes relacionados con el desarrollo de las raices tales
como SHORT-ROOT (SHR) y WOXS5 (Du et al., 2012).

Por otro lado, en estudios realizados en Medicago truncatula se ha encontrado que la
expresion de MtSERK es inducida por el acido naftalénacético (NAA), mientras que la
citocinina benciladenina (BA) no tiene efecto alguno sobre su expresion; sin embargo,
cuando se emplearon simultdneamente el ANA y BA se observo un efecto de sinergia en la
expresion de MtSERK1, aumentando al doble la expresion, en comparacion de cuando sélo
se empled ANA. A través de este trabajo se pudo determinar que existe una correlacion
entre la expresion de MtSERK1 y la ES y se sugirio que MtSERK1 puede jugar un papel en
la morfogénesis, ya que la formacién de raiz de M. truncatula es regulada por auxinas
(Nolan et al., 2003).

En Arabidopsis, SERK1 aumenta la competencia embriogénica cuando se expresa
ectopicamente (Hecht et al., 2001). En el analisis con mutantes de SERK1, se demostro
gue la mutante serk1-3 tiene una reduccion en la capacidad embriogénica, esto sugiere que
tiene un papel esencial en la ES (Kwaaitaal y de Vries, 2007). Resultados de estudios in
planta mostraron que la proteina SERK1 se encuentra en los haces vasculares de raices,

tallos, hojas y raices laterales (Kwaaitaal et al., 2005; Hecht et al., 2001).

Dos investigaciones independientes demostraron que AtSERK1 y AtSERK2 estan

involucrados en el desarrollo de las anteras y que en ese proceso son redundantes (Albrecht
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et al., 2005; Colcombet et al., 2005). Las mutantes dobles serk1l-1 serk2-2 son estériles
masculinas debido a un fallo en la especificacion del tapetum. La fertilidad puede ser

restaurada por una sola copia de cualquiera de estos dos genes.

En otros estudios realizados se encontr6é que la expresion de SERK1 se induce en células
en proliferacion procedentes de procambium vascular después de un tratamiento
prolongado con 2,4-D. Con la exposicion prolongada a 2,4-D, células del sistema
provascular de las hojas en Dactylis glomerata (Somleva et al.,, 2000), explantes de
hipocétilo en D. carota (Guzzo et al.,, 1994) y embriones inmaduros en Arabidopsis
(Raghavan, 2004) proliferan y constituyen el origen de las células competentes. En D.
carota, la expresion de SERK1 se presenta exclusivamente en células de masas vasculares

proliferantes que adquiriran la competencia embriogénica (Schmidt et al., 1997).

En los haces vasculares, AtSERK1 se expresa en células inmaduras vasculares y se
restringié al procambium en areas mas maduras del tejido vascular. En las raices, la
expresion se observo primero en las células madre vasculares y continué siendo expresado
en la zona meristematica de células de transito de amplificacion (TA) vascular (Kwaaitaal y
de Vries, 2007), en este Ultimo estudio se demostré que la expresion de SERK1 marca la
poblacién de células en el procAmbium de células madres pluripotentes en los haces

vasculares.

Se ha hipotetizado que la aplicacién de 2,4-D, da como resultado una reversion de estas
células pluripotentes a un destino de las células madre totipotentes, donde después se inicia
la embriogénesis (Kwaaitaal y de Vries, 2007). Un trabajo reciente en Cyclamen persicum
donde se analiz6 la formacion de células madres y el mantenimiento de la embriogénesis
somatica y organogénesis in vitro, apoya esta hipétesis, ya que los genes CpSERK1 y
CpSERK2 se expresan en las células madres pluripotentes in planta e in vitro. Con estos
resultados se propone que la alta expresion de estos genes en los derivados de trans-
amplificacion de las células madres mantiene una condicion pluripotente que conduce a la
totipotencia y, en consecuencia, la embriogénesis somatica (Sanova et al., 2011). Estos
resultados parecen indicar que la expresion de SERK1 marca las células madre
pluripotentes en los haces vasculares, células que después del tratamiento con las

moléculas adecuadas tales como auxinas fuertes son capaces de adquirir totipotencia y son
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capaces de iniciar la embriogénesis somética (Kwaaitaal y de Vries, 2007).

1.4 Embriogénesis somatica

La ES es el proceso mediante el cual las células somaticas se desarrollan para producir un
embrion completo y el origen puede ser unicelular (Schmidt et al., 1997), o multicelular
(Taylor y Vasil 1996). Las células embriogénicas logran la bipolaridad desde etapas
tempranas como sucede en la embriogénesis cigética, pero sin la fusibn de gametos
(Williams and Maheswaran, 1986; Sharp et al., 1980). La ES ocurre de manera natural en
ciertas especies (Garcés et al., 2007), mientras que en otras puede ser inducida in vitro
mediante la manipulacién de diversos factores exdégenos en el medio de cultivo. Las
condiciones para la induccion de ES en diferentes especies y variedades cultivadas

generalmente se descubrieron por ensayo y error (Henry et al., 1994; Jacobsen 1991).

La determinacién de los factores especificos fisicos y quimicos que cambian el destino del
desarrollo embrionario es un paso clave en la induccidon embriogénica. Se ha propuesto que
los RCV y el estrés desempefian un papel central en la mediaciébn de la cascada de
transduccién de sefales que conduce a la reprogramacién de la expresion génica, seguido
por una serie de divisiones celulares que induce también el crecimiento desorganizado
(callo) o crecimiento polarizado que conduce a la ES (de Jong et al., 1993; Dudits et al.,
1991). Ademés de las auxinas como el principal inductor (Feher et al., 2002), hay reportes
de induccién de la embriogénesis somética como respuesta a la presencia de otros RCV
tales como citocinina (Sagare et al., 2000.) o &cido abscisico (ABA) (Nishiwaki et al., 2000;
Bell et al., 1993).

Aunque la ES fue descrita por vez primera hace méas de 50 afios (Reinert, 1958; Steward
et al., 1958), aun continta siendo objeto de numerosos estudios por su gran importancia
como modelo para estudiar la diferenciacion celular y como herramienta biotecnoldgica para
la clonacién de genotipos élite (von Arnold et al., 2002; Krikorian y Simola, 1999). Sin
embargo, los mecanismos moleculares precisos que regulan este proceso siguen sin estar
claros hasta la fecha (Yang et al., 2012); de hecho, la regulacion de la ES es una de las 25

preguntas fundamentales que permanecen sin contestar en la actividad cientifica, de
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acuerdo con una lista de 125 preguntas establecidas en la revista Science en su aniversario
125 (Vogel, 2005).

Mediante andlisis de expresién diferencial se han identificado genes que codifican para
proteinas extracelulares, intermediarios de vias de traduccion de sefiales, genes que
responden a RCV, genes del ciclo y pared celular, genes involucrados en la regulacion
epigénetica, asi como, diferentes factores de transcripcidén. La mayor atencion se centra en
los genes especificos y altamente expresados en atapas tempranas de la ES. Sin embargo,
la mayoria de los genes identificados poseen funciones diversas, que no son exclusivas de
la ES (Ikeda et al., 2006).

La identificacion de estos genes expresados diferencialmente durante la ES, permite

agruparlos de acuerdo con su funcion (Chugh and Khurana, 2002):

- Responsivos a hormonas: DcArg-1, homologsofpJCW1, pJCW2, DcECP63, Em,
DcECP40, DcECP31;

- De mantenimiento: Top I, EF-1a, CEM6, H3-1, CGS102, CGS103, CGS201;
- Transduccion de sefales: SERK, swCDKs, CRKs, MsCPK3;
- Proteinas extracelulares: EP3-1, EP3-2, PgChi-1, PgGlu-1, EP2, DcAGP1;

- De la maduracién: Mat, Dc2.15, Dc3, Dc8, DcEMB, Em, DcECP31, DcECP40,
MsLEC, MsSLEC2; Hsps y germinas: Mshspl18, Dchspl, PcGER1,

- Factores de transcripcién: LEC1, LEC2, BBM, EMK, WUS, WOX, AGL15, ABIS,
Sbh1, CHB1-CHB6, DcDB;

- Mutantes cigoticas: clv, lec, pkl, pt, stm, wus, zll/pnh.

Los genes homedticos (LEC1, LEC2 WUS, AGL15) pueden conferir un desarrollo
embriogénico cuando son expresados ectépicamente en tejidos somaticos (Arroyo-Herrera
et al., 2008; Boutilier et al., 2002; Lotan et al., 1998). El hecho de que tengan funciones en
etapas posteriores del desarrollo implica que sus funciones no son especificas de las etapas

tempranas, decisivas para la diferenciacion (Ikeda et al., 2006).
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1.5 SERK1 durante la embriogénesis somatica de Coffea canephora L.

En el modelo de estudio Coffea canephora, el sistema de ES es tipo directo y Unicamente
se observa el crecimiento de células embriogénicas en el borde del explante. En este
sistema, la edad de la planta y el pre-acondicionamiento previo de la planta madre in vitro
con ANA y Kin es critico, asi como la adicién de BA en la induccion (Quiroz-Figueroa et al.,
2002, 2006b).

En nuestro laboratorio se ha trabajado en la caracterizaciéon molecular del gen SERK1 de
Coffea canephora (CcSERK1). Se ha aislado el cDNA de SERK1 el cual contiene todos los
dominios caracteristicos de la proteina codificada (Pérez-Pascual, 2013). Por otro lado,
mediante ensayos de hibridacién tipo Southern blot, empleando como sonda un fragmento
del gen SERK1, indican que existe una copia Unica del receptor SERK1 en el genoma de

Coffea canephora (Pérez-Pascual et al., 2018).

Experimentos realizados por medio de transcripcion reversa acoplada a la reaccion en
cadena de la polimerasa (RT-PCR) de punto final, utilizando cebadores especificos,
demostraron que el gen CcCSERK1 se expresa muy poco en tejidos diferenciados como la
raiz, tallo, hojas o las yemas laterales. Sin embargo, se expresa fuertemente en embriones
provenientes de fruto verde (G), amarillo (Y) y rojo cereza (B). Estos datos sugieren que en

la planta adulta se expresa preferentemente durante la embriogénesis cigotica (Figura 1.2).

+— 223 bp

Figura 1.2 Nivel de expresion del gen CcSERK1 en el desarrollo de la embriogénesis cigoética y en
diferentes tejidos de la planta adulta de Coffea canephora. El andlisis se realizé a partir de RNAt por
RT-PCR. C: Plasmido pGEM-CcSERK1 como testigo positivo; R: Raiz; St: Tallo; L: Hoja; Sh: Boton
floral; F: Flor; G: Fruto verde; Y: Fruto amarillo; B: Fruto rojo, MF: Frutos maduros (Villanueva-Alonzo
et al., 2006).

10




CAPITULO |

Por otra parte, mediante experimentos de RT-PCR se analiz6 el nivel de expresion del gen
CcSERK1 durante el proceso de ES y se encontré que la expresion de CcSERK1 se
incrementa entre los cinco y los diez dias después de induccion del proceso de ES y
disminuye entre los 25y 30 dias después de la induccion, como se muestra en la figura 1.3.

SERK {Unidades relativas)

0 5 10 15 20 25 30 DIC

Figura 1.3 Nivel de expresion del gen CcSERK1 durante la embriogénesis somatica de Coffea
canephora. El analisis de expresién del gen CcSERK1 se analizd durante el proceso de ES en

diferentes tiempos de induccion, desde el dia cero hasta el dia 30 (Villanueva-Alonzo et al.,2006).

1.6 El uso biotecnolégico de promotores de genes de Coffea canephora L.

Los enfoques biotecnolégicos para mejorar la calidad del café se han centrado en la
manipulacion de genes asociados con rasgos agronémicos especificos (Mishra y Slater,
2012) y en el analisis de promotores vegetales aislados. La expresion de los promotores de
genes de café en sistemas heterdlogos reveld que son reconocidos por la maquinaria de
transcripcion del huésped y, por lo tanto, podrian utlizarse como herramientas
biotecnoldgicas en el fitomejoramiento (de Aquino et al., 2018; Cotta et al., 2014; Severino
et al., 2012; Marraccini et al., 2003;). Con frecuencia, el analisis de promotores de genes

implica la expresion ectdpica de genes reporteros en especies de Nicotiana tabacum y N.
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benthamiana como sistemas de validacion heterélogos. Por ejemplo, estudios de expresion
utilizando el promotor del gen que codifica una proteina putativa tipo isoflavona reductasa
(CalRL) demostr6 que se expresa exclusivamente en hojas de café y su nivel de
transcripcién es marcadamente aumentado en respuesta a la infeccién por hongos y herida
mecénica. El andlisis en plantas de tabaco transgénicas confirmo la capacidad de respuesta

del promotor putativo al estrés abidtico en hojas heridas (Brandalise et al., 2009).

En lineas transgénicas de tabaco transformadas con promotores de factores de
transcripcibn CaWRKY1la y CaWRKY1b de Coffea arabica, que dirigen la expresion del gen
reportero uidA (pW1la::GUS), estos promotores mostraron respuestas diferenciales a

reguladores del crecimiento vegetal, infeccidn fungica y lesion foliar (Petitot et al., 2013).

El promotor del gen deshidrina (CcDH2) de C. canephora se aislé y su secuencia de
nucledtidos reveld la existencia de secuencias reguladoras probablemente involucradas en
el control de la expresion de la deshidrina (CcDH2) durante el desarrollo de la semilla
(Hinniger et al., 2006). Marraccini et al. (2003) clonaron el promotor de ribulosa 1,5-
bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (RBCS1) de C. arabica y encontraron la presencia de
varias cajas de DNA putativas con similitudes con elementos de respuesta a la luz bien
caracterizados; usando una secuencia de nucleotidos de 1 kb de longitud para dirigir la
expresion del gen uidA, mostraron que este promotor de café podria dirigir la expresion
génica especifica de hoja y esta regulado por la luz en tabaco transgénico. Los promotores
de los genes 11S globulina y NMT fueron capaces de dirigir la expresion transgénica en los
tejidos del endospermo y en los embriones transgénicos secundarios de C. canephora,

respectivamente (Kumar et al., 2007).

Estos resultados demuestran el comienzo incipiente de estudios con promotores genéticos
en especies economicamente importantes del género Coffea, para comprender la
regulacion de la expresion génica durante la diferenciacién celular del proceso de ES en

estas especies.
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JUSTIFICACION

Con base en estudios realizados con mutantes, con ensayos de sobreexpresion y de
andlisis de su expresion en regiones meristematicas, asi como en las embriogénesis
somaticas y cigotica, se sugiere que SERK1 participa en la regulaciéon de la diferenciacion
celular vegetal. Pero a pesar de que la adicion de RCV como las auxinas, el acido salicilico
y el jasmonato de metilo incrementa sus niveles de expresion in planta, ain se sabe muy
poco sobre los elementos de sefializacion que regulan su expresion en los diferentes

organos Y tejidos.

Con relacion al papel del gen SERK1 durante la ES, se sabe que éste puede ser el gen que
dispare el proceso. Datos preliminares con el modelo de ES directa de C. canephora de
nuestro laboratorio indican que este gen se expresa en tiempos tempranos durante la
induccion de la ES, antes de la aparicion de estructuras embrionarias y durante el desarrollo
embrionario de manera coincidente con la aparicion de las etapas pre-globular y globular
(Villanueva-Alonzo, 2006); sin embargo, no se sabe cuales son las sefiales o los controles
moleculares que regulan su expresion diferencial en este proceso, por lo que el analisis de
su promotor podria ofrecer informacion sobre los elementos a los cuales este gen responde

durante la ES.

Con base en lo anterior, en el presente proyecto se decidio aislar una secuencia genémica
corriente arriba del gen SERK1 de C. canephora, con el objetivo de separar la region
promotora y de analizar la funcionalidad de los elementos de respuesta presentes en ella,
mediante su fusién a un gen reportero y el uso de esta herramienta para analizar
indirectamente la expresion del gen SERK1 durante el proceso de ES y en sistemas
heterdlogos, este trabajo se realizé de acuerdo a la estrategia experimental planteado en la

figura 1.4.

Los resultados aportaran informacion para conocer parte de los mecanismos de regulacion

de la expresidén de CcSERK1 durante la embriogénesis soméatica de C. canephora.
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OBJETIVOS
Objetivo general

Estudiar la regulacion de la expresion del gen SERK1 de Coffea canephora L.

Objetivos especificos
1. Aislar el promotor del gen SERK1 de Coffea canephora L.

a. Aislar y clonar una secuencia gendmica localizada corriente arriba del gen
CcSERK1.

b. Eliminar la regiébn promotora en la secuencia gendémica aislada.
c. Identificar los elementos de respuesta en el promotor de CcCSERK1

2. Analizar la expresion del gen SERK1 de Coffea canephora L. en condiciones
fisiolégicas

a. Construir los vectores binarios pCcSERK1::GUS con el promotor nativo, mutado y
con deleciones.

b. Transformar explantes de Coffea canephora L. con los vectores binarios
pPCcSERK1::GUS.

3. Evaluar la funcionalidad fisiologica del promotor del gen SERK1 de Coffea
canephora L.

a. Analizar la expresion del sistema reportero pCcSERK1::GUS como respuesta a la

adicion exdégena de auxinas.

b. Evaluar el efecto de mutaciones en los elementos responsivos a auxina dentro de

la secuencia del promotor del gen CcSERK1, sobre los niveles de expresion.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Aislamiento y clonacion del promotor de

CcSERK1
Diseccion de la region del ldentificacion de
promotor REs
b
Mutaciones en REs del
promotor de CoSERK1
pCeSERK1::GUS pCcBERK1::GUS (fragmentos
(promotor nativa) gliminados en & promotor)
I pPCcSERK1::GUS-aux
] {promotor mutade)
Construccion de
vectores binarios
.i
induccién de ES en _ Transformacién Explantes de N.
Coffea canephora genética benthamiana

Figura 1.4 Estrategia experimental para el estudio de regulacién de la expresién del gen SERK1

de Coffea canephora L.
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CAPITULO II

AISLAMIENTO Y CLONACION DEL PROMOTOR DEL GEN SERK1 DE Coffea

canephora L.
Los resultados presentados en este capitulo forman parte del articulo:

“Cloning of the Coffea canephora SERK1 promoter and its molecular analysis during the
cell-to-embryo transition”, por Doribet Jiménez-Guillen?, Daniel Pérez-Pascual?, Ramon

Souza-Perera?, Gregorio Godoy-Hernandez?, José Juan Zufiiga-Aguilar®.

aUnidad de Bioquimica y Biologia Molecular de Plantas. Centro de Investigacion Cientifica de
Yucatan A. C., Calle 43 No. 130, Chuburna de Hidalgo, Mérida 97200, Yucatan, México. PlInstituto

Tecnolégico Superior de los Rios, Km 3 carretera Balancan-Villahermosa, Tabasco 86930, México.

* Autor de correspondencia.

Este articulo ha sido aceptado para su publicacion en la revista Electronic Journal of
Biotechnology (SCOPUS SciteScore: 2.19; JCR impact factor 2017: 1.881).

2.1 INTRODUCCION

La embriogénesis somética in vitro de C. canephora se ha convertido recientemente en un
modelo adecuado para estudiar la regulacién molecular de la diferenciacién celular, porque
es altamente eficiente y reproducible (Quiroz-Figueroa et al., 2006) y se ha publicado la
secuencia de DNA gendmico de C. canephora (Denoeud et al., 2014). Por lo tanto, los
andlisis de los genes implicados en la regulacion molecular de la diferenciacion celular se
pueden estudiar en este modelo. Estos genes incluyen los factores de transcripcion WUS
(Zuo et al., 2002), AGL15 (Harding et al., 2003), LEC2 (Stone et al., 2001), BBM (Boutilier
et al., 2002), ANT (Mizukami et al., 2000) y SERK1.

Se han descritos homélogos del gen SERK1 en muchas especies, donde también funcionan
como marcadores moleculares de la competencia embriogénica (Nolan et al., 2009; Hecht

et al., 2001), son esenciales para el desarrollo de la embriogénesis (Kwaaitaal and de Vries
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2007) y su expresion ectopica se encontré que aumenta la competencia embriogénica
(Hecht et al., 2001). En M. truncatula, la expresion de MtSERK1 esta asociado con la ES,
EC y la rizogénesis in vitro. En la ES la expresion de MtSERK1::GUS se detectd después
de 2 dias de cultivo en el borde del explante y alrededor del tejido vascular; la expresion en
el borde del explante se intensificd en los dias subsecuentes y luego se perdié desde el
borde hacia adentro con la formacién de callo. Cuando se formaron los embriones
somaticos, la expresién se produjo en todo el desarrollo del embrién. En embriones
cigoticos se encontro la expresion hasta la etapa de corazdn, mientras que la expresion in
planta estuvo asociada con los meristemos primarios, incluyendo el procambium (Wang et
al., 2011; Nolan et al., 2009).

Por otra parte, la activacidon ectopica de las proteinas codifcadas por los genes SERK en la
membrana plasmatica requiere no solamente la transformacion con el gen sino ademas se
requiere la presencia de las sefiales moleculares que actian como ligando para estos
receptores de la superficie celular. Cuando estos ligandos se unen al dominio extracelular
de SERK o0 a su co-receptor, mediada por el motivo LRR, se activa la cascada de
sefalizacién dentro de la célula (Pandey et al., 2014). Esta sefial es transducida hasta el

nucleo, provocando la alteracion del patron de expresion génica existente.

Con base en estos antecedentes, el objetivo de este proyecto fue aislar y clonar el promotor
del gen SERK1 de C. canephora, para utilizarlo como herramienta para estudiar la

regulacion de la expresion del gen CcSERK1 durante el proceso de ES de C. canephora.
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2.2 MATERIALES Y METODOS
2.2 .1 Material biolbgico

Como material biologico se emplearon plantulas de C. canephora L. cultivadas in vitro a 25
+ 2 °C en fotoperiodo 16/8h (150 pmol-m2.s?), en medio MS (Murashige and Skoog, 1962)
suplementado con tiamina-HCI 4 mg-L?, L-myo-inositol 10 mg-L?, L-cysteina 25 mg-L?,

acido nicotinicol m g-L*%, sacarosa 30 g-L! y Gelrite 0.25 % (w/v), pH 5.

2.2.2 Aislamiento del promotor del gen SERK1
2.2.2.1 Disefio de cebadores especificos

Se disefiaron 2 cebadores reversos a partir de la secuencia codificante del extremo 5’ del
gen CcSERK1 (Anexo I.I) (Pérez-Pascual et al., 2018).

2.2.2.2 Construccion de las bibliotecas de Coffea canéphora.
2.2.2.2.1 Extraccion de DNA gendmico de Coffea canéphora

Para la construccion de las bibliotecas se extrajo DNA gendmico (gDNA) a partir de
plantulas de C. canephora cultivadas in vitro mediante el método de CTAB, descrito en el
Anexo LIl. Las muestras de gDNA se purificaron utilizando la metodologia del Nucleo Spin

Tissue Genomic DNA Purification, descrito en el anexo L.1lI.

2.2.2.2.2 Restriccion de DNA genémico de Coffea canephora.

Se realizé la restriccion de gDNA con las enzimas Dral, EcoRV, PVull y Stul y como testigo
positivo se digiri6 gDNA de humano (Kit) con la enzima Pvull. La reaccion de restriccion se

realizo de la siguiente manera (cuadro 2.2):
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Cuadro 2.1 Reaccién de restriccion

Componentes Volumen (pL)
gDNA (2.5 ug) 7.54
Enzima de restriccion (10 U-uL?) 8.00
Amortiguador de enzima de restriccion (10X) 10.00
H20 desionizada 74.46
Volumen final 100

Se incubd a 37 °C por 2 h y se agité la reaccién suavemente durante 5-10 segundos y se

coloc6 nuevamente a 37 °C durante 16 h.

2.2.2.2.3 Purificacion de DNA gendmico-digeridos de Coffea canephora

Se realizo la purificacién de gDNA digeridos, con la metodologia del Nucleo Spin Gel and

PCR Clean-Up (Clontech), descrito en el anexo I.1V.

2.2.2.2.4 Ligacion de los adaptadores GenomeWalker al DNA gendmico digerido

Se realizo la ligacién de los adaptadores GenomeWalker al gDNA digerido, de la siguiente

manera:

1.

20

De cada reaccion de digestion se tomo 4.8 pL y se transfirié a tubos de 0.5 mL por

separados, posteriormente a cada tubo se le adiciond la siguiente reaccion de

ligacion:
Cuadro 2.2 Reaccion de ligacion
Componentes Volumen (pL)
GenomeWalker adaptor (25 pM) 1.9
Amortiguador de ligacién 10X 0.8
T4 DNA ligasa (6 U/ pL) 0.5
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Se incubg a 16 °C toda la noche.
Posteriormente se incubd a 70 °C por 5 min.

A cada tubo se le adicion6 32 pL de TE (10/1, pH 7.5) para un volumen final de 40
pL.

2.2.2.3 Amplificacion del promotor del gen SERK1 de Coffea canephora
2.2.2.3.1 Primera reaccion de PCR

La amplificacién del promotor del gen CcSERKL1 se realizd a partir de las bibliotecas
generadas mediante la técnica de PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa), utilizando
cebadores especificos, la reaccion se realizé de la siguiente manera:

1. Para la primera PCR se tom6 1.0 pyL de cada biblioteca y se prepar6 la siguiente

mezcla principal de PCR para cada reaccion.

Cuadro 2.3 Mezcla de PCR

Componentes Volumen (uL) 6 reacciones (uL)
H20 desionizada 19.5 117
Amortiguador 10X advantage 2 PCR 2.5 15
dNTP (10 mM) 0.5 3.0
Cebador AP1 (10 puM) 0.5 3.0
Mezcla advantage 2 polymerase (50X) 0.5 3.0
Volumen final 235 141

2. A cada uno de los tubos (marcados como 1A-6A) se le adicion6 23 L de la mezcla
principal de PCR.

3. Para las reacciones de 1A-4A (reaccion para cada una de las bibliotecas) se le
adicion6 0.5 pL (10uM) de GSP1 (cebador especifico para el gen CcCSERK1) a cada
tubo. Para las reacciones 5A-6A, se le adicion6 0.5 pL (10 uM) de PCP1 a cada tubo
(cebador especifico para el control positivo).

4. Posteriormente se le adicion6 1.0 puL de cada biblioteca (incluyendo los controles

positivos) a los tubos debidamente etiquetados.
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5. Los productos de PCR se fraccionaron en un gel de agarosa al 1.0 % vy se tifieron

con 1 ug-mL* de bromuro de etidio (BrEt).

2.2.2.3.2 Segundo PCR (PCR anidado)

El PCR anidado, se realiz6 de la siguiente manera:
1. Como templado se tomé el primer PCR (incluyendo los controles positivos), del cual
se tomo 1.0 pL de cada reaccion y se diluyd en 49.0 pL de H»O desionizada.

2. Se preparo la siguiente mezcla principal de PCR:

Cuadro 2.4 Mezcla de PCR

Componentes Volumen (pL) 6 reacciones (pL)

H20 desionizada 19.5 117.0

Amortiguador 10X advantage 2 25 15.0
PCR

dNTP (10 mM) 0.5 3.0
Cebador AP2 (10 pM) 0.5 3.0
Advantage 2 polymerase (50X) 0.5 3.0

Volumen final 23.5 141.0

Se adicion6 23.5 pL de la mezcla principal de PCR a cada tubo.
A las reacciones etiquetada como 1B a 4B (reaccion de cada biblioteca generada),
se le adicion6 0.5 pL (10 pM) de GSP2 (cebador especifico para el gen CcSERK1) a
cada tubo. Para las reacciones 5B a 6B, se le adicion6é 0.5 uL (10 uM) de PCP2
(cebador especifico para el control positivo) a cada tubo.

5. Posteriormente se le adiciond 1.0 pL de la dilucién (del Paso 1) a los tubos marcados
apropiadamente.

6. Los productos de PCR anidado se fraccionaron en un gel de agarosa al 1% y se

tifieron con 1 ug-mL* de bromuro de etidio (BrEt).
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2.2.2.3.3 Extraccion y purificacion de acidos nucleicos de geles de agarosa

La extraccion y purificacion del cDNA del gel de agarosa se realizé mediante la metodologia
del NucleoSpin Gel and PCR Clean—Up (Clontech), descrita en el anexo 1.IV.

2.2.2.4 Ligacion de los productos de PCR en el vector pGEM-T-Easy®

Los productos de PCR purificados se ligaron directamente en el vector pGEM-T-Easy®

(Promega). La ligacion se realizé de la siguiente manera para cada fragmento:

Cuadro 2.5 Reaccion de ligacion

Componentes Volumen (uL)
Amortiguador de ligacién 2X 5.0
Vector pPGEM-T-Easy® (50 ng). 1.0
Inserto DNA (150 ng) 3.0
T4 DNA ligasa (3U) 1.0
HOo e
Volumen final 10.0

- Se incub6 a T/A por 1 h., posteriormente se realizo la transformacion de células

competentes de E. coli.

2.2.2.4.1 Transformacién de E. coli por choque térmico

La transformacion genética se realizé6 mediante choque térmico, de acuerdo con el siguiente
protocolo:
1. Se descongeld las células competentes en hielo (100 pL de células competentes).
2. Se adicion6 1.0 pL de plasmido (~5 ng DNA) a las células, se mezcl6 suavemente y se
incubd en hielo por 30 min.
3. Se aplico a las células un choque térmico por 45 seg. a 42°C en bafio maria, se coloco
inmediatamente en hielo por 2 min.

4. Se adicion6 0.9 mL de medio LB y se colocé en agitacion a 200 rpm por 1 h a 37 °C.
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5. Se sembré6 masivamente 100 pL del cultivo en cajas petri con medio LB solido

conteniendo 100 ug-mL* de ampicilina. Se incubd toda la noche a 37 °C.

2.2.2.4.2 Extraccion de DNA plasmidico mediante lisis alcalina

Se realiz6 el aislamiento de DNA plasmidico (pDNA) a partir de un cultivo de bacterias

transformadas, de acuerdo con la metodologia de lisis alcalina descrita en el anexo I.V.

2.2.2.4.3 Andlisis de identidad del DNA plasmidico

A las colonias transformadas con los fragmentos del promotor del gen CcSERK1 se les
realizé los siguientes analisis de identidad:

a) Liberacion de insertos con las enzimas de restriccion.

b) Re-amplificacion del inserto de interés mediante PCR.

¢) Secuenciacion de las clonas positivas.

2.2.3 Analisis bioinformatico del promotor del gen CcSERK1

El analisis bioinformatico de las secuencias obtenidas se realiz6 utilizando diferentes
programas disefiados para el andlisis de promotores en plantas, como PLACE
(http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/), PLANT-PAN (http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/) web
tools, PLANT-CARE (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/).

La alineacion de la secuencia de DNA del promotor del gen CcSERK1 aislado en este
trabajo con la secuencia de DNA correspondiente al del genoma de café se realiz

utilizando el programa MultAlin On Line (Corpet, 1988).
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Aislamiento y clonacion del promotor del gen CcSERK1

Para el aislamiento del promotor del gen CcSERK1 se utilizd la metodologia del
GenomeWalker Universal, que permite obtener secuencias de DNA rio arriba a partir de un
fragmento conocido. En primer lugar, se construyeron las bibliotecas de GenomeWalker a

partir de DNA genomico de plantulas de C. canephora cultivadas in vitro.

La integridad del gDNA se verific6 mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1 %,
(Figura 2.1) y la pureza se determindé mediante absorcion espectrofotométrica (Nanodrop
2000).

Figura 2.1 Aislamiento de DNA gendmico de plantulas de C. canephora. Una alicuota de 2.0 pL de
gDNA fue fraccionada por electroforesis en un gel de agarosa al 1 % y teflida con 1 ug-mL? de

bromuro de etidio. Carril 1-9: Diferentes muestras de gDNA.

2.3.1.1 Purificacion y digestion de DNA gendmico de Coffea canephora

Se realizé la purificacion de gDNA con la finalidad de eliminar los residuos de los
componentes de la extraccion. La integridad de las muestras purificadas se muestra en la
figura 2.2A. A continuacién, se realizo la digestion de gDNA con enzimas de restriccion que

generan extremos romos (Dral, EcoRV, PVull, Stul), se utilizé 2.5 ug de gDNA para cada
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enzima. Como control positivo se realizé la digestion de gDNA de humano (Kit) con la
enzima Pwvull. Los resultados de las digestiones se muestran en el anexo L.VI.
Posteriormente, las muestras de gDNA digeridas se purificaron para eliminar todos los
componentes de la reaccion de digestion, para que no causaran algun problema al
momento de hacer las ligaciones con los adaptadores. Como puede apreciarse en la figura

2.2B, el gDNA digerido libre de residuos de los componentes de la digestion.

P
e

Figura 2.2 Purificacion y Digestion de DNA genomico. Una alicuota de 3.0 pL de gDNA fue
fraccionada por electroforesis en un gel de agarosa al 1.0 % y tefiida con 1 pug-mL* de bromuro de
etidio. A) Purificacion de gDNA; Carril 1: gDNA Control; Carril 2: gDNA sin purificar; Carril 3-5: gDNA
purificado. B) Purificacién de gDNA digerido. Carril 1: gDNA digerido con la enzima Dral; Carril 2:
gDNA digerido con la enzima EcoRV; Carril 3: gDNA digerido con la enzima Pvull; Carril 4: gDNA

digerido con la enzima Stul. M: Escalera de peso molecular de 1 Kb.

Una vez que se corrobor6 el éxito en la digestion enzimatica, se continud con la ligacién de
los adaptadores a las muestras de gDNA digeridas con las diferentes enzimas, teniendo

como resultado la construcciéon de las cuatro bibliotecas GenomeWalker.
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2.3.1.2 Amplificacion del promotor del gen CcSERK1

Se realiz6 la amplificacion del promotor del gen CcSERK1 mediante la tecnica de PCR a
partir de las bibliotecas generadas, utilizando cebadores especificos (GSP1) y universales
(AP1). Los resultados se muestran en la figura 2.3A. Se amplific6 una serie de bandas
difusas en todas las biliotecas, con tamafios que van de 200 pb hasta 7,000 nucleotidos.
En la biblioteca generada con la enzima Dral (carril 3), se obtuvo un fragmento discreto y
abundante de aproximadamente 800 pb, mientras que en la biblioteca generada con la
enzima Stul (carril 6) se amplificé6 una banda de 2,000 pb. Se procedi6 entonces a realizar
una segunda PCR (PCR anidado), tomando como templado la primera reaccion de PCR
con pares de cebadores especificos y universales mas internos (GSP2 y AP2). Los

resultados de esta segunda reaccion se muestran en la figura 2.3B.

Figura 2.3 Amplificacién del promotor del gen CcSERK1 a partir de las bibliotecas GenomeWalker.
Una alicuota de 5.0 pL de las amplificaciones de PCR como posibles segmentos del promotor de
CcSERKI fue fraccionada por electroforesis en un gel de agarosa al 1.0 % y teflida con 1 ug-mL* de
bromuro de etidio y fotografiadas. A): Primer PCR; B): PCR anidado: Carril 1-2: Control positivo, carril
3: Amplificacion a partir de la biblioteca generada con Dral; Carril 4: Amplificacion a partir de la
biblioteca generada con EcoRV; Carril 5: Amplificacién a partir de la biblioteca generada con Pvull;
Carril 6: Amplificacion a partir de la biblioteca generada con Stul. M: Escalera de peso molecular de
1 Kb.
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Como resultado del PCR anidado, ya no se obtuvieron las bandas obtenidas en la primer
PCR, pero se obtuvieron otras bandas discretas. En tres de las bibliotecas se obtuvieron
bandas de aproximadamente 3,000 pb, 1,500 pb, 1,300 pby 8,00 pb excepto en la biblioteca
generada con la enzima Dral (carril 3), en donde no se obtuvo ninguna amplificacion
especifica. En los testigos positivos se obtuvo los fragmentos del tamafio esperado (carril 1
y 2). Se continu6 con la extraccion y purificacion de los fragmentos a partir del gel de
agarosa (marcados con una cruz verde), con la metodologia de NucleoSpin Gel and PCR

Clean—Up (Clontech), descrita en el anexo L.IV.

2.3.1.3 Clonacion de los fragmentos del promotor de CcSERK1 en el vector pGEM-T-
Easy

Se realiz6 la ligacion de los fragmentos purificados (150 ng de cada fragmento) en el vector
pGEM-T-Easy®, mediante la enzima T4 DNA ligasa, se incubé por 1 h a temperatura
ambiente, posteriormente, se transformé células competentes de E. coli DH5a por choque
térmico con los productos de la ligacion. Se continué con la seleccién de colonias
transformadas en un medio selectivo con ampicilina mediante la seleccion fenotipica
(actividad de lac Z).

2.3.1.4 Analisis de clonas recombinantes positivas mediante amplificaciéon por PCR

Se realizo el aislamiento de pDNA a partir de un cultivo de bacterias transformadas (anexo
[.VII). Previo al envio para la secuenciacion de las clonas positivas, se corrobor6 mediante
PCR el tamafio de los fragmentos clonados, utilizando cebadores universales M13. Los

resultados se muestran en la figura 2.4.
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Figura 2.4 Amplificacién del promotor del gen CcSERK1 a partir de pDNA. Una alicuota de 5.0 uL
de las amplificaciones de PCR a partir de colonias positivas transformadas con los fragmentos
correspondientes a segmentos putativos del promotor de CcSERK1 fue fraccionada por
electroforesis en un gel de agarosa al 1.0 % y teflida con 1 pg-mL? de bromuro de etidio y
fotografiadas. Carril 1, 6, 8, 9, 11, 21: Fragmentos de~ 3,000 pb; Carril 2, 10, 13: Fragmentos de~
1,500 pb; Carril 3, 14,18, 22, 24, 26: Fragmentos de~1,300 pb; Carril 4,6, 7, 12, 19: Fragmentos de~
1,000 pb. M: Escalera de peso molecular de 1 kb.

Se obtuvo los fragmentos del tamafio esperado, excepto las clonas del carril 15, 16, 17 y
25 que tienen un tamafio mayor a 5,000 pb, los cuales no coinciden con los tamafios de los
fragmentos que fueron ligados. Una vez que se verifico la identidad de los pDNA, se
enviaron 19 clonas para su secuenciacion a la empresa Davis Sequencing (Sacramento,

California).

2.3.2 Andlisis bioinformatico de las secuencias clonadas como promotor putativo del
gen CcSERK1

La secuencia mas grande que se obtuvo es de -1,244 pb. Se realizé el alineamiento de esta
secuencia con los cebadores con el que se amplifico (anexo I.VIII). Los cebadores a linearon

correctamente, asi como la secuencia codificante de CcSERK1 (110 pb) del cual se partié
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para el disefio de los cebadores. También se realiz6 el alineamiento de la secuencia
obtenida con la region UTR-5" de CcSERK1 y los resultados son los que se muestran en la

figura 2.5, la region UTR alined correctamente con la nueva secuencia.
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Figura 2.5 Alineamiento de la secuencia del promotor del gen CcSERK1 con la region 5-UTR de
CcSERK1 (secuencia en color rojo). El alineamiento se reallizé con el programa multalin (Corpet,
1988).
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Por otra parte, una vez publicado el genoma de café (http://coffee-genome.org/), se pudo
realizar un andlisis adicional de alineamiento de la secuencia aislada en este trabajo con la
reportada en la base de datos (anexo I.IX). El alineamiento demostr6 que ambas
secuencias tienen una identidad del 98 %. Con base en ello, se decidié clonar un fragmento
mas grande del promotor del gen CcSERK1, de -1,620 pb (-2,072 pb si se incluye la region
no traducible 5’ del gen [Figura 2.6]), debido a que un fragmento mayor ofrece mayores
posibilidades para aislar el promotor completo y permite también hacer un mejor analisis de

diseccion del promotor.

Con la secuencia de -1,620 pb se realizd el analisis bioinfomético utilizando el programa
PLACE y PLANT PAN 2.0. Como resultado de ese analisis se encontro diferentes
elementos en cis (anexo 1.X) en la secuencia del promotor, como ejemplo se puede
mencionar que se encontré la caja CAAT, la caja TATTA, las cuales forman parte del
promotor minimo y son importantes para el inicio de la transcripcion, se encontraron
elementos de respuestas (REs por sus siglas en ingles) a factores biotico y abidticos,
elementos de tejidos especifico (OSE2ROOTNODULE, POLLEN1LELAT52), asi como REs
areguladores de crecimiento vegetal (RCV) como citocinina (ARR1AT), auxina (AuxRE),
etileno (EIN3, ERELEE4, ERF), giberelinas (GRAS, GAREAT, MYBGAHYV) y acido absicico
(AREB2; ABF4). Se encontraron REs especificos para reguladores homeoticos, el
prCcSERK1 contiene REs para BABY BOOM (BBM), WUSCHEL (WUS) y ANTEGUMENTA
(ANT), AGAMOUS-like 15 (AGL15) y contiene multiples REs para LEAFY COTYLEDON1
(LEC1). En la tabla 2.1 y figura 2.6 se muestra algunos REs presentes en el promotor de
CcSERKI1.
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Figura 2.6 Secuencia de nucleotidos y prediccion in silico de elementos de respuesta en cis
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presentes en el promotor del gen CcSERK1. La secuencia de DNA de -1,620 pb del promotor de
CcSERK1 se analizé con el software PLACE y Plant Pan 2.0. El coddn inicial de Met ATG esta
subrayado. El sitio de inicio de la transcripcién se indica con una flecha en la posicién +1. Los REs
de BBM, WUSCHELL y ANT estan enmarcados con una doble linea, los REs a LEC1 estan en
marcados con una linea. Los cuatro AuxRE estan enmarcados con una linea en negrita y la caja

predicha de TATA esta doblemente subrayada.

Tabla 2.1 Elementos responsivos en Cis presentes en el promotor del gen CcSERK1

Elementos en cis Secuencia Posicién (cadena) Funcion Referencias
AGAMOUS-like 6,8, caatggaaaaaaaAGA  -388, 1,328 (+) Sitio de unién de la proteina Huang et al., 1996;
10, 11, 13, 14, 17,18;  AAagc AGAMOUS.

AGAMOUS-like 15 CAA AAATATG -1,585, 1,613 (+) Sitio de uni6én de la proteina de Folter et al., 2006;
CATTTaatag AGAMOUS-like 15 Tang et al., 2003;
Aintegumenta (ANT)  gttcacaCCCGAat =702 (+) Proteina del ciclo de la division  Nole-Wilson et al.,
celular. 2000; Krizek et al.,
2000; Elliott et al.,
1996; Klucher et al.,
1996;
AREB2; ABF4 ACACAtgt -545, 1,561, 5,45 (+) Elemento Responsivo a é&cido Busk et al., 1998;
ACACTItt abscisico. Shen et al., 1995;
ARF; IAA22 TaCGACAaa -1,165 (+) Factor responsive auxina (ARF).  Weirauch et al., 2014;
ARR1AT CGATT -402, 634, 660, 665, ARR1 participa en la via de Ross et al, 2004,
748, 809, 846, 1406 sefializacion de citocinina. Sakai et al., 2000;
)
AUXRETGA1GMGH3 TGACTaaa -445, 459, 1,069, Elemento responsivo a auxina. Liu et al., 1994;
TGAAGtat 1261 (+)
TGAGGtca
BBM cgGCACAagttccattg  -963 (+) Sitio de unién de la proteina Matys et al., 2006;
gcaa BABY BOOM.
CCAl aacATATCtc -1,010, 1,406 (+) Asociado al reloj circadiano 1. Wang et al., 1997;
cAGATAcgtc
CDC5 accGCTGAgcc -1,300 (+) Proteina del ciclo de la division Monaghan et al.,
celular 5. 2009;
ERELEE4 ATTTCAAA -1,063 (+) ERE (Elemento responsivo a Tapia et al, 2005;
etileno). Itzhaki et al., 1994;
GAREAT TAACAag -157, 323, 419, GARE (Elemento responsivo a Ogawa et al., 2003;
1,167, 1,262, 1,538 &cido Giberelico).
(+)
GT1CORE GGTTAA -190, 1,083, 1,279 Elemento responsive a Luz. Villain et al., 1996;

)

Gilmartin et al., 1990;
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LEC1

LS7ATPR1

OSE2ROOTNODULE

POLLENI1LELAT52

RAV1

RHERPATEXPA7

WRKY710S

W-box

WRKY

WUSAT (WUS)

ATWOX13

CCAAT
CAAAT
CCTAT
CCATT
CGAAT
CTAAT

ACGTCATAGA
ACGACaaata
AGGTCattaa

AAGAG

AGAAA

tctCAACAtatc

TCACGa

TGAC

TTGAC

tcGTCAAcaa

TTAATcc

HTAATTact

-1620, 1573, 1,509,
1421, 1,347, 1,328,
1,291, 1,191, 1,190,
1,180, 1,160, 1105,
1,059, 1,001, 969,
952, 943... (+)

-443, 1,164, 1,287
)

-1,499 (+)

-441, 662, 702, 756,
896, 948, 1,170,
1,346 (+)

-38, 93, 97, 219, 239,
597, 827, 843, 948,
1,079, 1,229, 1,441,
1,539 (+)

-812

-459, 724, 1,261,
1,303, 1,527, 1,541
*)

-460, 1,528 (+)

-313, 569, 829 (+)

-931 (+)

-470 (+)

Proteina LEAFY COTYLEDON1
[LEC1]. Actta como un
regulador central de la
embriogénesis.

Elemento responsivo a &cido
salicilico.

Elemento especifico de érgano
(OSE).

Expresion especifica en el polen.

Factor de transcripcion
responsivo a etileno.

RHEs (elemento especifico de
raiz).

Represor transcripcional de la via
de sefializacion de giberelinas.

Sitio de unién de proteinas
WRKY.

Sitio de unién de WRKY 61.

Proteina WUSCHEL. Juega un
papel central durante la
embriogénesis  temprana, la
ovogénesis y la floracion.
Requerido para especificar la
identidad de la célula madre en
los meristemos, como el
meristemo apical del brote
(SAM).

WUSCHEL-relacionado con
homeobox 13. Factor de
transcripciéon que puede estar
involucrado en varios procesos
de desarrollo.

Matys et al., 2006;

Johnson et al., 2003;
Després et al., 2000;
Niggeweg et al,
2000;

Fehlberg et al., 2005;
Vieweg et al., 2004;

Filichkin et al., 2004;
Bate et al., 1998;

Hu et al, 2004;
Fowler et al., 2003;

Kim et al., 2006;

Xie et al., 2005;
Zhang et al., 2004;

Eulgem et al., 2000;
Rushton et al., 1996;
de Pater et al., 1996;

Eulgem et al., 2000;
Kamiya et al., 2003;

Franco-zorrill et al.,
2014;

2.4 DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Mediante la tecnologia “Genome Walking” se logro aislar una secuencia localizada corriente

arriba del inicio de la transcripcion del gen CcSERKL1. Debido a que el alineamiento de la

secuencia aislada tuvo un alto nivel de similitud con la secuencia gendmica recientemente

reportada en bases de datos, se puede confirmar que el DNA gendmico clonado de -1,620

pb debe contener la region del promotor del gen CcSERK1. La alta similitud de ambas

secuencias constituye una prueba de calidad que confirma la eficiencia con la que se realizé
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la clonacion de la region del promotor, lo cual se realiz6 antes de la publicacion del genoma

de C. canephora (http://coffee-genome.org/).

En la secuencia genomica de -1,620 pb se identificaron diferentes elementos de respuesta
en cis, que pudieran estar regulando la expresion del gen CcSERK1 durante la
embriogénesis somética y en otros procesos de diferenciacion presentes en el desarrollo

de la planta de C. canephora L.

En estudios anteriores, durante el aislamiento y el andlisis subsiguiente del complejo de la
proteina SERK1, se identificaron dos proteinas que no habian sido previamente aisladas
como interactores de SERK1 y se demostré que estaban presentes en el complejo de la
proteina SERK1: una proteina dedos de zinc de la familia CONSTANS vy el factor de
transcripciéon AGL15 (Karlova et al., 2006.).

Por ejemplo, el promotor de CcSERK1 tiene sitios de unién de factores de transcrpcion
como AGL15, ANT, BBM, WUSHEL, WOX13, WRKY. Existen evidencias que sugieren que
entre las multiples secuencias reguladoras presentes en los promotores de los genes SERK
de plantas, las de los factores de transcripcion WUS, BBM y ANT pueden inducir el destino
embrionario o aumentar el desarrollo embrionario cuando se expresan ectopicamente en
tejidos transformados. Zuo et al. (2002) demostraron que en Arabidopsis WUS mantiene la
identidad de las células madre embrionarias y su sobreexpresion promueve una transicion
de vegetativo a embriogénico. La expresion ectopica de homélogos de BBM induce la
embriogénesis somatica en plantulas de A. thaliana y B. napus, pero no en Nicotiana
tabacum (Srinivasan et al., 2007). ANT es un factor de transcripcion sensible al etileno AP2
gue forma parte de un sistema molecular que regula la division celular durante el desarrollo
del 6vulo, el crecimiento de érganos florales (Nole-Wilson et al., 2005; Elliott et al., 1996,) y
coordina sefales de patrones con proliferacion celular y crecimiento de érganos durante la
embriogénesis (Krizek, 2009; Nole-Wilson et al., 2009). La sobreexpresion del gen ANT en
plantas transgénicas de Arabidopsis y tabaco aumenta el nimero de células en embriones

y 6rganos de brotes (Krizek, 1999).

También se identific6 REs para los RCV GAREAT (acido giberelico), ARR1 (citocinina) y
AUXRE (auxina), que son claves para el establecimiento exitoso de la embriogenesis

somaética en diferentes especies de plantas como Coffea canephora.
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Estos resultados sugieren que la secuencia del gDNA de -1,620 pb posee la capacidad para
regular la expresion del gen CcSERK1 como respuesta a diferentes sefiales bidticas y
abioticas, por lo que es importante investigar cuales de estas sefiales regulan la expresion

de CcSERK1 durante el inicio y el desarrollo de la ES en C. canephora.
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CAPITULO 1l

ESTUDIO DE LA FUNCIONALIDAD DEL PROMOTOR DEL GEN SERK1 de Coffea

canephora L.
Los resultados presentados en este capitulo forman parte del articulo:

“Cloning of the Coffea canephora SERK1 promoter and its molecular analysis during the
cell-to-embryo transition”, por Doribet Jiménez-Guillen?, Daniel Pérez-Pascual?, Ramon

Souza-Perera?, Gregorio Godoy-Hernandez?, José Juan Zufiiga-Aguilar®.

aUnidad de Bioquimica y Biologia Molecular de Plantas. Centro de Investigacion Cientifica de
Yucatan A. C., Calle 43 No. 130, Chuburna de Hidalgo, Mérida 97200, Yucatan, México. PlInstituto

Tecnolégico Superior de los Rios, Km 3 carretera Balancan-Villahermosa, Tabasco 86930, México.

* Autor de correspondencia.

Este articulo ha sido aceptado para su publicacion en la revista Electronic Journal of
Biotechnology (SCOPUS SciteScore: 2.19; JCR impact factor 2017: 1.881).

3.1 INTRODUCCION

En Arabidopsis thaliana, la localizacion de la proteina AtSERK1 bajo su propio promotor se
encontrd en los mismos tejidos y etapas de desarrollo en la que fue detectado el ARNm de
AtSERK1 mediante hibridacion in situ por Hecht et al. 2001, en célula central del saco
embrionario, en el 6vulo y durante el desarrollo del polen. En las etapas posteriores de
desarrollo de la antera, la proteina AtSERK1-YFP se encontré exclusivamente en el tejido
vascular conectivo de la antera y era baja o ausente en los granos de polen. Después de la
fertilizacion, la proteina AtSERK1-YFP se encontré en el embrion globular, y
sorprendentemente, la proteina fluorescente se encontré en la epidermis y las células
vasculares del embridon en etapa torpedo y cotiledén. Durante el desarrollo de las plantulas,
AtSERK1-YFP se detecto en el meristemo de la raiz. En etapa de desarrollo avanzado de
la raiz diferenciada, la fluorescencia se restringioé por completo al tejido vascular de la raiz.

La fluorescencia de AtSERK1-YFP fue mayor durante las primeras etapas de la formacion
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de raices laterales y se encuentra predominantemente en el tejido vascular (Kwaaitaal et
al., 2005). Por lo tanto, el papel de la sefalizacién de AtSERK1 no se limita a la formacion

de células embriogénicas (Hecht et al. 2001; Schmidt et al. 1997).

Otros estudios, mostraron que ademas de la expresion durante la embriogénesis somatica,
SERK1 desempeiiaba un papel en la pluripotencia (Sanova et al., 2011; Kwaaital, 2007;
Nolan et al., 2003), formacion in vitro de brotes (Thomas et al., 2004) y organogénesis
(Sharma et al., 2008). El argumento de un papel de SERK en pluripotencia se desarrollo
alun mas a través de los datos de expresion en Arabidopsis. SERK1 se expresa en las
células pluripotentes del procambium vascular, y se especuld que la funcion de SERK1 es
mantener el caracter pluripotente de las células procambial (Kwaaitaal, 2007). Dado que las
células del procdmbium son el origen de los embriones somaticos en zanahoria, surge la
hipotesis de que SERK1 es un marcador de las células pluripotentes, células que después
del tratamiento con las moléculas adecuadas (auxina) son capaces de adquirir totipotencia

e iniciar la Embriogénesis Somatica (ES) (Kwaaitaal y De Vries, 2007).

En nuestro modelo de estudio se ha analizado previamente el nivel de expresion del gen
CcSERKZ1 de C. canephora durante la embriogénesis somética, encontrandose que el gen
se expresa entre los cinco y los diez dias después de la induccion del proceso, presentando
un pico de expresion a los 25 dias, para disminuir después de los 30 dias de la induccién
(Villanueva-Alonzo, 2006).

En otro estudio, durante el desarrollo del embrion cigético, CcCSERK1 se transcribe durante
el periodo post-antesis (después de la apertura floral), presentando dos picos
transcripcionales al primer y siete dias post antesis (DPA). Posteriormente, los transcritos
de CcSERK1 se incrementan en la etapa globular o corazén, disminuyendo en las etapas
torpedo y cotiledonar. Por otra parte, la sobreexpresion de CcSERK1 causo un incremento
del doble en el potencial embriogénico de los explantes de hojas y ademas indujo la
produccién adicional de embriones en la vena central. Sin embargo, la supresién de
CcSERKZ1 provocé una inhibicion casi total de la respuesta embriogénica, en este mismo
estudio demostraron que CcSERK1 es un regulador clave de la iniciacion y del avance de
la ES y que al menos parte del mecanismo por el cual la cinasa SERK1 de C. canephora

ejerce su funcion es a través de la activacion del metabolismo de auxinas (Pérez-Pascual

38




CAPITULO IlI

et al., 2018).

Debido a que después de los 25 dias comienzan a aparecer las primeras estructuras
embrionarias, es probable que la actividad de CcCSERK1 en esa etapa sea decisiva para la
transicion somatica-embrionaria, por lo que el analisis funcional de los elementos de
respuesta en su promotor, mediante su diseccion, puede indicar cuéles son los mecanismos

gue regulan esta transicion.

En el presente trabajo se separ6 el promotor putativo del gen CcSERK1 para analizar la
funcionalidad de los elementos de respuesta localizados en su secuencia, identificados
previamente mediante analisis de informatica. Para ello, la secuencia completa, asi como
una serie de deleciones hacia el extremo 5’, se fusionaron al gen reportero uidA (B-
glucuronidasa, GUS) y se transformaron explantes embriogénicos de hojas para evaluar la

actividad del promotor durante etapas clave de la embriogénesis somatica de C. canephora.
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3.2 MATERIALES Y METODOS
3.2.1 Material biolégico

Como material biolégico se emple6 plantulas de Coffea canephora L. cultivadas in vitro a
25+2 °C en fotoperiodo 16/8h (150 pmol-m2-s) en medio MS (Murashige and Skoog, 1962)
suplementado con 4 mg-L* de tiamina-HCI, 10 mg-L*L myo-inositol, 25 mg-L* L-cysteina, 1
mg-L?* &cido nicotinico, 30 g-L'sacarosa, y 0.25 % (w/v) Gelrite, pH 5.8. Se empled el

modelo de ES descrito por Quiroz-Figueroa et al., 2006.

3.2.2 Construccion de los vectores binario pCcSERK1::GUS

Para el analisis de funcionalidad del promotor del gen CcSERK1 se realizaron las
construcciones  pCcSERK1::GUS-FL  (promotor completo) y pCcSERK1::GUS
[(pCcSERK1::GUS-1,620, pCcSERK1::GUS-1,048, pCcSERK1::GUS-791 y
pCcSERK1::GUS-618 (fragmentos eliminados)]. Para las construcciones se utilizé el vector
binario pPCAMBIA1301 (Figura 3.1) que tiene el promotor 35S y el gen reportero uidA, que
codifica la enzima B-glucuronidasa (GUS).
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Figura 3.1 Mapa del vector pCAMBIA1301. El vector contiene el gen de resistencia a kanamicina
para la seleccion en bacteria, el gen de resistencia a higromicina B para la seleccién de plantas y el
gen reportero GUSA, el gen de seleccion de plantas en el vector pPCAMBIA 1301 es dirigido por el
promotor CaMV35S. El vector contiene sitios de restriccion para modificaciones modulares de
plasmidos. pVS1 replicén para alta estabilidad en Agrobacterium, la construccion GUSA con un intrén
(del gen de la catalasa) dentro de la secuencia codificante para asegurar que la expresion de la
actividad glucuronidasa se deriva de células eucariotas, no de la expresion por células residuales de

A. tumefaciens.

3.2.2.1. Eliminacién del promotor 35S del vector binario pPCAMBIA1301

Se elimind el promotor 35S del vector pPCAMBIA1301 con las enzimas de restriccion Kpnl y
Ncol, para sub-clonar los fragmentos del promotor de CcSERKL. La reaccion de restriccion

se realizé de la siguiente manera:

Cuadro 3.1 Reaccioén de restriccion

Componentes Volumen (uL)
10x Digestion rapida 4.0
Enzimas Kpnl/Ncol (1 U) 1.0
pDNA (pCAMBIA1301) (1.0 pug) 1.0
H20 14.0
Volumen final 20.0

- Seincubd a 37 °C por 1:30 h. Se inactivé a 65 °C por 15 minutos.

- Se fracciond en un gel de agarosa al 0.6%

Posteriormente, el pDNA digerido (pCAMBIA1301 sin el promotor 35S) se fragmenté por
electroforesis, se extrajo y purifico del gel de agarosa, utilizando la metodologia del Nucleo

Spin Gel and PCR Clean—-Up (Clontech), como se describe en el anexo L.IV.
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3.2.2.2. Adicion de sitios de restriccion para las enzimas Kpnl y Ncol a las versiones

completa y eliminadas del promotor de CcSERK1

Para la subclonacion del promotor de CcSERK1 completo (pCcSERK1::GUS-FL) y de los
fragmentos eliminados (pCcSERK1::GUS-1,620, pCcSERK1::GUS-1,048,
pCcSERK1::GUS-791 y pCcSERK1::GUS-618) hacia el vector binario pCAMBIA1301
digerido (sin el promotor 35S), se adicionaron sitios de restriccion para las enzimas Kpnl y
Ncol en los extremos de cada fragmento, mediante amplificacion por PCR. Para ello, se
disefiaron cebadores a partir de la secuencia del promotor del gen CcCSERK1 con sitios de
enzimas de restriccion Kpnl y Ncol (anexo I. Xl). La reaccion de amplificacién, que incluyé
en todos los casos la secuencia 5’-UTR del gen CcSERK1 (de 452 pb), se realiz6 a partir
del fragmento clonado en pGEM T-Easy® (-1,070 y -1,244 pb) o de gDNA (-1,500y -2,072

pb), de la siguiente manera (cuadro 3.2):

Cuadro 3.2 Reaccién de amplificacion del promotor de CcSERK1.

Componentes Volumen (uL)
10 x PCR (Mg?*) 1.0
MgCl2 (50mM) 0.3
Mezcla de dNTP’s (10mM) 0.2
Cebador-dir. Kpnl 0.3
Cebador-rev. Ncol 0.3
Taq polimerasa 0.2

pDNA promotor CcCSERK1 -
(50 ng) o gDNA (200 ng)
H20 -
Volumen final 10.0

3.2.2.3 Sub-clonacién de los fragmentos del promotor de CcSERK1 en el vector
binario pCAMBIA1301

La sub-clonacion del fragmento completo y los fragmentos eliminados del promotor de
CcSERK1 se realizaron mediante ligacion individual de cada fragmento en el vector binario
pCAMBIA1301. Tanto los fragmentos como el vector fueron digeridos previamente con las

enzimas de restriccion Kpnl y Ncol. La reaccion de ligacion se realiz6 de la siguiente
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manera:

Cuadro 3.3 Reaccién de ligacion

Componentes Volumen (uL)
Amortiguador de ligacién 2x 5.0
Vector pPCAMBIA1301 (50 ng) 1.0
Inserto DNA (150 ng) 3.0
T4 DNA ligasa (3U) 1.0
H20 cbp 10.0

- Seincubd a temperatura ambiente por 1 h.
- Posteriormente se realiz6 la transformacién de células competentes de E. coli por
choque térmico como se describidé anteriormente.

- Se realizé la extraccion de pDNA mediante lisis alcalina, descrito en el anexo I.V.

3.2.2.4. Andlisis de identidad de DNA plasmidico

El andlisis de identidad de las diferentes construcciones pCcSERK1::GUS generadas se
realiz6 mediante la liberacion de un inserto del tamafio esperado con enzimas de restriccion

Kpnl/Ncol y mediante la amplificacion por PCR vy verificacion del tamafio del amplicon.

3.2.3 Transformacion de la cepa LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens con las
construcciones pCcSERK1::GUS

Se realizo la transformacion de la cepa LBA4404 de A. tumefaciens con las construcciones
pCcSERK1::GUS por el método de congelacion-descongelacion (Jyothishwaran, et al.,

2007), como se describe a continuacion:

Para la transformacién se tomé un tubo con una alicuota de 100 pL de células competentes
de A. tumefaciens y se le adicioné el DNA de interés a una concentracion de 1 pg-uL?,
congelandose en nitrdgeno liquido por 5 min. Posteriormente, se descongelaron las células

y se mantuvieron a 37 °C durante 25 min. Transcurrido este tiempo se agregd 900 uL de
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medio YEB y se incubo por 3 horas a 28 °C con agitacion suave. Finalmente, se centrifugo
la mezcla durante 1 min a 10,000 x g, descartando la mayoria del sobrenadante y se re-
suspendieron las bacterias en el sobrenadante residual (aproximadamente 200 pL) para
sembrarlas en placas que contenian medio YEB-sélido conteniendo los antibidticos de
seleccion estreptomicina 100 pg-pL™?, rifampicina 10 pg-puL? (genes de resistencia presentes
en el plasmido residente), y kanamicina 50 pg-pL? (gen de resistencia presente en el vector

binario).

A las colonias de A. tumefaciens obtenidas de la transformacion se les realizdé un analisis
de identidad de las construcciones generadas, mediante la amplificacion por PCR de los
fragmentos clonados y la verificacién del tamafio de amplicon mediante su fragmentacion

por electroforesis en gel de agarosa.

3.2.4 Transformacion genética de explantes de C. canephora con las construcciones
pCcSERK1::GUS

Una vez que se obtuvieron las cepas transformadas de A. tumefaciens con las
construcciones generadas, se procedio a la transformacion de los explantes foliares de C.
canephora por el método de infiltracion al vacio y co-cultivo, como se describe a

continuacion:

Los explantes foliares obtenidos de plantas pre-acondicionadas con ANA y KIN, fueron
colocados en un tubo falcon conteniendo los cultivos bacterianos de A. tumefaciens
transformados con las construcciones génicas (pCcSERKL1::GUS-FL, pCcSERK1::GUS-
1048, pCcSERK1::GUS-792, pCcSERK1::GUS-618), y fueron sometidos a infiltracion al
vacio (400 mm de Hg) durante 5 minutos. Después de la agroinfiltracion, los explantes
fueron co-cultivados durante 48 hrs en medio MS liquido sin antibiéticos, en oscuridad a 28
°C. Posteriormente, las bacterias fueron eliminadas del explante mediante 4 lavados con
cefotaxima 1,0 g- L y timetina 400 mg. L* en agitacion, por periodos de 12 horas. Después
del dltimo lavado, los explantes fueron colocados en medio de induccion para continuar con

el proceso de embriogénesis somatica (Quiroz-Figueroa et al., 2006).
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3.2.5 Analisis de funcionalidad del promotor de CcSERK1 durante la embriogénesis

somatica de C. canephora L.

El andlisis de funcionalidad de pCcSERK1::GUS-FL y los fragmentos pCcSERK1::GUS-
1048, pCcSERK1::GUS-792, pCcSERK1::GUS-618 se realizO mediante la tincion
histoquimica de GUS a los 25, 35, 50 y 60 dias después de la induccion (DDI) de los
explantes transformados al proceso de embriogénesis somética. La reaccidn histoquimica

de GUS se realiz6 de la siguiente manera:

El tejido transformado se colocé en la solucion de tincién [NaH2PO4 200 mM, Na;EDTA 10
mM, KsFe (CN)s 3H20 0.5 mM, KsFe (CN)s 0.5 mM, Triton X-100 0.2%, pH 7.0. Se adicion6
metanol (20% v/v) para eliminar cualquier evento endégeno o expresion de interferencia del
gen GUS no integrado (Leroy et al., 2007)], protegiendo las muestras de la luz, ya que la
solucion es fotosensible. Se incub6 toda la noche a 37 °C. Posteriormente se removio la
solucion de tincién y se elimind la clorofila de los explantes foliares con lavados sucesivos
con una mezcla de metanol:acetona (3:1, v:v) hasta que no se detecté el color verde en el
tejido. Para su conservacion, los explantes fueron embebidos en una solucion de glicerol al
80% en H,0.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Andlisis de funcionalidad del promotor del gen CcSERK1
3.3.1.1 Construccion de los vectores binarios pCcSERK1::GUS

El analisis de funcionalidad del promotor putativo de CcSERKL1 se realizé mediante su
diseccion y posterior analisis de la capacidad de los diferentes fragmentos
(PCcSERK1::GUS-FL, pCcSERK1::GUS-1048, pCcSERK1::GUS-792, pCcSERK1::GUS-
618) para dirigir la expresion del gen reportero uidA en explantes transformados de C.
canephora. Lo primero que se hizo fue corroborar la identidad del vector pCAMBIA1301,
linearizandolo mediante la digestion de 1ug de pDNA con la enzima de restriccion Kpnl.
Como puede observarse en la figura 3.2A, la digestibn gener6 una banda de
aproximadamente 11,850 pb, que es el tamafio esperado para el vector linearizado. A
continuacion se elimino del vector el promotor 35S (762 pb), mediante la digestion de 1ug
de pDNA con las enzimas de restriccion Kpnl y Ncol. Los resultados se muestran en al
figura 3.2B.
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Figura 3.2 Eliminacion del promotor 35S del vector pCAMBIA1301. Alicuotas de 3.0 puL del plasmido
pCAMBIA1301 digerido con diferentes enzimas de restriccion fueron fraccionadas por electroforesis

en gel de agarosa al 1 % y tefiidas con 1 ug-mL™* de bromuro de etidio. A: Carril 1: Plasmido sin
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digerir; Carriles 2-5: Plasmido digerido con Kpnl. B: Carril 1: Plasmido sin digerir; Carril 2: Plasmido
digerido con Kpnl; Carril 3: Doble digestion del plasmido con Kpnl y Ncol. M: Escalera de DNA de 1
kb.

Una vez que se corroboro la eliminacion del promotor 35S del vector pPCAMBIA1301, el

pDNA linearizado se extrajo del gel de agarosa y se purificd para las reacciones de ligacion.

A continuacién, se amplificaron por PCR los diferentes fragmentos del promotor de
CcSERK1, con los cebadores disefiados con sitios de corte para las enzimas de restriccion
Kpnl y Ncol. En la figura 3.3A se muestra la amplificacion de los fragmentos del tamafio
esperado de -1,070 pb y de -1,244 pb (que incluyen la regién 5"-UTR de 452 pb), los cuales
fueron aislados y clonados en este trabajo mediante la metodologia del GENOME
WALKER. En la figura 3.3B se muestra la amplificacién de los fragmentos del tamafio
esperado de -1,500 pb (carril 1) y de -2,072 pb (carril 3), los cuales fueron aislados y
clonados a partir de gDNA. Los fragmentos amplificados se digirieron con las enzimas Kpnl
y Ncol y se purificaron para eliminar los componentes de la digestién. Posteriormente, los
diferentes fragmentos del promotor de CcSERK1 fueron clonados en el vector binario
pCAMBIA1301 linearizado, carente del promotor 35S.
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Figura 3.3 Amplificacion de los fragmentos del promotor del gen CcSERK1 con sitios de enzimas de
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restriccion Kpnl/Ncol. Alicuotas de 5.0 uL de los productos de PCR fueron fraccionadas por
electroforesis en gel de agarosa al 1 % y teflidas con 1 ug-mL de bromuro de etidio. A): Carril 1:
promotor CcSERK1-1,244 pb; Carril 2: promotor CcSERK1-1,070 pb. B): Carril 1: promotor
CcSERK1-1,500 pb; Carril 3: promotor CcSERK1-2,072 pb. M: Escalera de peso molecular de 1 kb.

Por consiguiente, se procedié a la obtencion de pDNA de las diferentes construcciones
generadas (pCcSERK1::GUS-FL, pCcSERK1::GUS-1048, pCcSERK1::GUS-792 vy
pCcSERK1::GUS-618), por lo tanto se transformd la cepa DH5 de E. coli con dichas
construcciones mediante la técnica de choque térmico descrito en materiales y métodos del
capitulo Il. Las colonias positivas detectadas por alfa complementacion (colonias blancas)
fueron picadas y se cultivaron en medio LB liquido para la extraccion de pDNA de acuerdo

con la metodologia de lisis alcalina descrita en el anexo I.V.

La corroboracion preliminar de la identidad de los pDNA (pCcSERK1::GUS) se hizo por
PCR y mediante la liberacién del inserto con las enzimas de restriccion Kpnl y Ncol. Los
resultados de este andlisis se muestran en las figuras 3.4 y 3.5. En la figura 3.3 solo se
muestra los resultados de tres clonas (en el anexo |.XII se muestra el analisis por PCR de

todas las clonas obtenidas) con el fragmento del promotor de -1,244 pb.

Los resultados fueron positivos en las tres clonas analizadas por PCR, se obtuvo el
fragmento del tamafio esperado de -1,244 pb, compérandola con el testigo positivo
(pCcSERK1-pGEM-T-Easy). Como testigo negativo se realizé la amplificacion a partir del
vector pPCAMBIA1301 sin inserto, para descartar que los cebadores pudieran alinear en la
secuencia del vector. Como resultado, no hubo amplificaciéon con el vector vacio (Figura
3.4A). Con respecto a la prueba de digestion enzimatica, los resultados también fueron
positivos, pues se obtuvo la liberacion del fragmento del promotor de CcSERK1 del tamafio

esperado (Figura 3.4B).
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Figura 3.4 Analisis de identidad de las construcciones pCcSERK1::GUS. Una alicuota de 5.0 uL de
los productos de PCR (A) o de digestion enzimatica (B) fue fraccionada por electroforesis en agarosa
al 1% y tefiida con 1 ug-mL1 de bromuro de etidio. A) Amplificacién por PCR: Carriles 1 y 2: Vector
pCAMBIA1301 vacio; Carriles 3-5: pCcSERK1::GUS-1,244 pb; Carril 6: Testigo positivo
pGEM/prCcSERKZ1. B) Digestion enzimatica. Carril 1: Plasmido pCAMBIA1301 sin digerir; Carriles 2
y 4: pCcSERK1::GUS-1,244 sin digerir; Carriles 3 y 5: pCcSERK1::GUS-1,244 digerido con Kpnl y
Ncol; M: Escalera de DNA de 1 kb.

En la figura 3.5A se muestra las amplificaciones de las construcciones pCcSERK1::GUS
con los fragmentos de -1,500 pb y -2,070 pb (Incluyendo la regién 5-UTR-452 pb) del
prCcSERKL. En la figura 3.5B se muestra los resultados de la liberacion de los fragmentos
con las enzimas de restriccion Kpnl y Ncol, solo en una clona no hubo liberacién de inserto
(carril 10). Como se puede observar en la figura se obtuvo la liberacion de los fragmentos
del tamafio esperado. Con estos resultados se puede afirmar que se logré clonar las
construcciones con el promotor nativo y con las eliminaciones (deleciones) en el promotor
del gen CcSERK1.
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Figura 3.5 Andlisis de identidad de las construcciones pCcSERK1::GUS. Alicuotas de 5.0 uL de los
productos de PCR y de la digestion enzimatica fueron fraccionadas por electroforesis en gel de
agarosa al 1 % y tefidas con 1 ug-mL* de bromuro de etidio. A) PCR: Carril 1-6: pCcSERK1::GUS-
1,048 pb; Carril 7-9: pCcSERK1::GUS-FL (-1,620 pb); B) Digestién: Carril 1,3: pCAMBIA1301 sin
digerir; Carril 2, 4: pCcSERK1::GUS-1,048 pb digerido con Kpnl/Ncol; Carril 5, 7, 9: pPCAMBIA1301
sin digerir; Carril 6, 8, 10: pCcSERK1::GUS-FL (-1,620). M: Escalera de peso molecular de 1 kb.

3.3.1.2 Transformacion de la cepa LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens con las
construcciones pCcSERK1::GUS

Se realizé la transformacion de la cepa LBA4404 de A. tumefaciens con las diferentes
construcciones pCcSERK1::GUS generadas y con el vector vacio (Figura 3.8). La
transformacion se corroboré mediante la técnica de PCR a partir de colonias transformadas,
utilizando cebadores especificos para la amplificacion de los fragmentos del prCcSERKI.
Los resultados se muestran en las figuras 3.6A, 3.6B, 3.7A y 3.7B. En la figura 3.6A se
muestra la amplificacién de un fragmento de -1,244 pb correspondiente al tamafio esperado
de la construccion pCcSERK1::GUS-1,244. Como testigo negativo se usé una clona
transformada con el vector vacio pCAMBIA1301, la cual se corroboré utilizando cebadores
especificos para el gen reportero uidA, dando como resultado el fragmento esperado de
593 pb, (Figura 3.6A, carril 8).

50




CAPITULO 1l

[

LA

Figura 3.6 PCR de la transformacion de A. tumefaciens con pCcSERK1::GUS. Alicuotas de 5.0 uL
de los productos de PCR fueron fraccionadas por electroforesis en gel de agarosa al 1 % vy tefiidas
con 1 ug-mL? de bromuro de etidio. A): Carril 1: Control positivo (pCcSERK1::GUS); Carril 2-7:
pCcSERK1::GUS-792 pb; Carril 8: pPCAMBIA1301 sin inserto; Carril 9: Control negativo. M: Escalera

de peso molecular de 1 kb.

En las figuras 3.7A y B se muestran los resultados de la amplificacion de los fragmentos de

-1,070 pb, -1,500 pb y -2,072 pb, a partir de las correspondientes colonias transformadas

de A. tumefaciens.

Figura 3.7 PCR de la transformacion de A. tumefaciens con las construcciones pCcSERK1::GUS.
Alicuotas de 5.0 uL de los productos de PCR fueron fraccionadas por electroforesis en gel de agarosa

al 1 % vy tefiidas con 1 ug-mL* de bromuro de etidio. A) Carril 1-4: pCcSERK1::GUS-618 pb; Carril
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5: pCAMBIA1301 sin inserto; Carril 6: Control negativo. B) Carril 1-7: pCcSERK1::GUS-1,048 pb;
Carril 8-12: pCcSERK1::GUS-1,620 pb. M: Escalera de peso molecular de 1 kb.

Una vez que se corrobor6 la transformacion de A. tumefaciens con las construcciones
correctas, se procedi6 a la transformacidn genética de los explantes correspondientes, para
realizar el andlisis funcional del promotor del gen CcSERKL. Se utilizaron explantes de hoja

de C. canephora y plantas de N. benthamiana de 6 semanas de edad cultivadas in vitro.

3.3.1.3 Transformacion genética de explantes de C. canephora con pCcSERK1::GUS

Como ya se menciond, el analisis de la funcionalidad del promotor del gen CcSERK1 se
realizé mediante el monitoreo de la actividad de la 3-glucuronidasa (tincion histoquimica de
GUS), en etapas clave del proceso embrionario (25, 35, 50 y 60 DDI), en explantes
embriogénicos de hojas de C. canephora, transformados genéticamente con las
construcciones pCcSERK1::GUS (promotor completo [pCcSERK1::GUS-FL] y eliminado
[PCcSERK1::GUS-1048, pCcSERK1::GUS-792, pCcSERK1::GUS-618]). En la figura 3.8 se
muestra un esquema del tamafio de estos plasmidos y de los REs presentes en cada uno

de ellos.
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Figura 3.8 Diagrama de los vectores pCcSERK1::GUS. A) Se muestra un esquema del T-DNA

presente en el plasmido binario pPCAMBIA1301, con los elementos regulatorios del gen de seleccion

(HygR) y del gen reportero (GUS). B) En las series se muestra cada region del promotor putativo del

gen CcSERK1 que reemplaz6 al promotor 35S que dirige originalmente la expresion del gen

reportero. Las barras coloridas representan la ubicacion de los elementos de respuesta con actividad

relevante durante la embriogénesis, reportados previamente en la literatura.

Los resultados se muestran en la figura 3.9. Con el fragmento completo de -1,620 pb

(pCcSERK1::GUS-FL), que contiene todos los elementos de respuesta, se observo una

ligera expresion del gen reportero uidA a partir de los 25 dias en la formacion de masa pre-

embriogénica, asi como en las venas central y secundarias de las hojas. A los 35 DDI, la
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expresion del gen reportero se increment6 notablemente en las mismas estructuras, asi
como en las primeras estructuras embrionarias presentes (globulares), la expresion siguio
manteniéndose a los 50 y 60 DDI en las diferentes estructuras embriogénicas (globular,
corazon, torpedo y cotiledonar). Los resultados fueron similares con el fragmento del
promotor putativo de -1,048 pb (pCcSERK1::GUS-1,048), a pesar de que este fragmento
carece de los REs para los factores transcripcionales AGL15 y AGAMOUS y ARF. Ademas,
carece de 13 de los 17 REs para el factor transcripcional LEC1 y dos de los REs de

respuesta a auxinas (AuxRE).

Los resultados con el fragmento del promotor (eliminacién de un fragmento) de CcCSERK1
de -792 pb (pCcSERK1::GUS-792) fueron diferentes. No se detectd la expresion del gen
reportero uidA observada previamente en las venas o en la masa pre-embriogénica de los
explantes analizados a los 25 y 35 DDI. Sin embargo, a los 50 y 60 DDI se observé la
expresion del gen reportero en las diferentes estructuras embrionarias, tanto en callo
embriogénico como en embriones en desarrollo. Especialmente, se observé una fuerte
expresion en estructuras globular y corazon, disminuyendo en torpedo y cotiledonar. Es
importante observar que ademas de los REs ausentes en la region -1,048, en la region -

792 estan ausentes los REs para BBM y WUS.

Por otra parte, los resultados con el fragmento més pequefio del promotor de -618 pb se
demostré que esta secuencia no es suficiente para inducir la expresion del gen uidA en
ninguna estructura del desarrollo embrionario, en ninguno de los tiempos analizados (25,
35, 50 y 60 DDI) (Figura 3.9).

En la figura 3.9 también se muestran los resultados de los testigos positivo y negativo. La
expresion del gen uidA bajo el promotor constitutivo 35S se observé en todas las estructuras
del explante y en todas las etapas analizadas, mientras que en los explantes sin transformar

no se observa tincion de GUS en ninguna etapa ni estructura.

Un anadlisis mas detallado de la funcionalidad de las diferentes versiones del promotor
putativo del gen CcSERK1 durante el desarrollo de los embriones se muestra en la figura
3.10.
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Dias posterior a la inducciton de Embriogénesis Somatica
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Figura 3.9 Andlisis de funcionalidad de las eliminaciones en el promotor putativo del gen CcSERK1
en la embriogénesis somatica de C. canephora. A) Analisis de expresién del gen reportero gus en
explantes transformados con las eliminaciones en el promotor de CcSERK1 (-618, -792, -1,048, -

1,620 pb) a los 25, 35, 50 y 60 dias después de induccion al proceso de embriogénesis somatica.
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Figura 3.10 Analisis funcional de las eliminaciones en el promotor putativo del gen CcSERK1. Se

muestra la tincién de GUS en diferentes etapas de desarrollo de embriones somaticos (globular,

corazon, torpedo y cotiledonar) de C. canephora, transformados con las construcciones
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pPCcSERK1::GUS-FL, pCcSERK1::GUS-1048, pCcSERK1::GUS-792 y pCcSERK1::GUS-618,
respectivamente. La tincion de GUS fue analizada en por lo menos tres experimentos y se muestran

imagenes representativas. Cada barra representa 100 um.

Como puede observarse, los niveles de expresion del gen reportero gus bajo el promotor
de CcSERK1 observados en diferentes estadios de desarrollo del embrion somético
coincide con los niveles de expresion cuantitativos de CcSERK1 en los diferentes estadios
de desarrollo del embrion somatico realizados por RT-PCR (Pérez Pascual et al., 2018)
habiendo una mayor expresion de CcSERK1 en embrion en estadio globular y
disminuyendo en etapas mas tardias de desarrollo del embrién somatico. Con estos
resultados se confirmé indirectamente que el gen CcSERK1 se expresa en etapas

tempranas de desarrollo del embrién somético de C. canephora.
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3.4 DISCUSION DE LOS RESULTADOS

En este trabajo se realizé el andlisis funcional de las eliminaciones del promotor putativo
del gen CcSERK1 durante la embriogénesis somética de C. canephora, con el objetivo de
determinar su tamafio funcional y el papel de las regiones promotoras en dicho proceso.
Para tal andlisis se realizaron las construcciones pCcSERK1::GUS-FL con las secuencias
completa (-1,620 pb) y eliminadas (pCcSERK1::GUS-618, -792, -1,048 pb).

Los resultados obtenidos en explantes transformados con los fragmentos del promotor de -
1,620 y -1,048 pb en callo embriogénico, en las diferentes estructuras embriogénicas
globular, corazén, torpedo y cotiledonar, asi como en las venas central y secundarias de
las hojas, coinciden con estudios ya reportados donde han utilizado el promotor del gen
SERK1 para analisis de su expresion en tejidos especificos. En A. thaliana, se examind de
manera indirecta el patrén de expresion de AtSERK1 bajo la direccion de un fragmento de
DNA gendmico de 2,0 kb, que incluyd la region 5°-UTR del ARN mensajero, fusionado al
gen reportero uidA. La expresion de AtSERK1::GUS fue detectada durante el desarrollo
post-embriogénico, en los haces vasculares de las hojas cotiledonar de las hojas primarias,
de los hipocétilo y de las raices. Este patrén de expresion vascular también se encontrd en
los haces vasculares de otros érganos de la planta madura, como las raices, los tallos, las

hojas, las raices laterales, el pedicelo y los pétalos (Hecht et al., 2001).

Nolan et al. (2009) analizaron indirectamente la expresion del gen MtSERK1 durante las
embriogénesis somética y cigotica de M. truncatula, fusionando una secuencia gendmica
de 1,5 kb (incluyendo la region 5°-UTR) al gen reportero uidA, encontrando que MtSERK1
se expresa fuertemente en las primeras etapas de desarrollo de los embriones somatico y
cigotico, hasta los respectivos estadio corazon, disminuyendo la expresion en las siguientes
etapas de desarrollo del embriébn. En A. thaliana, AtSERK1 se expresa en la
megasporogenesis y en todas las células del saco embrionario hasta la fase de la
fertilizacion, después se expresa en todas las células del embrién en desarrollo hasta el
estadio de corazén (Hecht et al., 2001). Estos datos coinciden con lo encontrado en nuestro
trabajo, la tincion de GUS fue detectada en embriones somaticos en las diferentes etapas
de desarrollo, habiendo una mayor actividad de GUS en embriones en estadio globular y

corazén, disminuyendo la expresidn en etapas mas tardias de desarrollo del embrién
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somatico, torpedo y cotiledonar. En Arabidopsis, la expresion AtSERK1 no se limita a las
células embriogénicas, pero es caracteristico de las células capaces de responder a las
sefiales hormonales y células competentes capaces de formar embriones somaticos (Hecht
et al., 2001).

En raices de A. thaliana, Du et al. (2012) analizaron la expresién de cuatro miembros de la
familia SERK mediante su promotor fusionado al gen reportero uidA para analizar la
expresion en tejidos especificos, encontrando que estos genes se expresan en las raices,
pero sus patrones de expresion son diferentes. BAK1 (SERK3) se expresa de forma ubicua
en las raices y mas abundantemente en los meristemos radiculares. SERK1 exhibe un alto
nivel de expresién principalmente en los tejidos vasculares de la raiz en plantas de seis dias
de edad, mientras que SERK2 no se expresa en la punta de la raiz sélo en la zona de
elongacién. BKK1 (SERK4) se expresa solo en la zona de elongacion y la zona cercana
madura de las raices. Por otra parte, triples mutantes de BAK1, SERK1, BKK1 muestra un
fenotipo extremadamente reducido (corto) de la raiz. El tamafio del meristemo de la raiz se
reduce drasticamente, que es probablemente el resultado de defectos en la division celular
en la triple mutante. Estos resultados sugieren que los genes SERK pueden controlar

diferencialmente el desarrollo de las raices (Du et al., 2012).

Por otra parte, entre los diferentes REs de genes homeoticos encontrados en el promotor
putativo del gen CcSERK1, tanto AGL15 como WOX13 parecen ser prescindibles para la
expresion de uidA en las etapas de la ES de C. canephora analizadas. En otras especies,
el gen AGL15 parece jugar un papel importante durante la embriogénesis somatica (Zheng
et al., 2013; Thakare et al., 2008). En A. thaliana, se identifico a la proteina AGL15 como
un componente de un complejo de proteinas que incluye a SERK1 (Karlova et al., 2006).
Ademas, un andlisis de la secuencia de nucleétidos del promotor de MtSERK1 revel6 la
existencia de un REs para AGL15 (Nolan et al., 2009); este resultado y el hecho de que
tanto los homdlogos de SERK1 como AGL15 se inducen después del tratamiento con
auxinas, implica que los productos de ambos genes podrian tener una relacién estrecha en
la via de transduccion de sefiales de la embriogénesis (Zhu y Perry, 2005; Gazzarrini et al.,
2004; Nolan et al., 2003). Sin embargo, los datos de nuestro trabajo indican que, por la
ubicacién de los REs de AGL15 (-1,613 pb) y de WOX13 (-468 pb) en regiones que son

prescindibles para la expresion temprana o tardia del gen reportero uidA, lo que sugiere
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que no participan en el control de la expresion de CcSERK1 durante el desarrollo de la

embriogénesis somatica de C. canephora.

Los REs de BBM (-963 pb) y de WUS (-931 pb) se encuentran dentro de la region
comprendida entre -1,048 y -792 pb (ver Figura 3.8). Cuando se elimind esta region, la
actividad de GUS se eliminé de las venas central y de la masa pro-embriogénica en etapas
de la embriogénesis previas a la transicion somatica-embriogénica, pero todavia estaba
presente en las diferentes estructuras embriogénicas que se desarrollan en etapas tardias.
Estos resultados indican que se requiere de BBM o WUS o ambos para la expresion
temprana de CcSERK1 durante la embriogénesis temprana, pero no son necesarios en
etapas tardias cuando el proceso de embriogénesis se ha desencadenado y la
diferenciacion celular conduce a la formacion de las diferentes estructuras del embrion.
Informes en la literatura indican que cuando los homodlogos de BBM o WUS se
sobreexpresan ectdpicamente, promueven el cambio de un destino vegetativo a
embriogénico (Boutilier et al., 2002; Zuo et al., 2002), lo que implica que tienen una funcién

crucial durante la diferenciacion de células soméaticas a embriogénicas.

Los REs para los factores transcripcionales GATA, ARR1AT y ANT estan presentes en la
region entre -792 y -618 pb (Figura 3.8: pCcSERK1::GUS-792 y pCcSERK1::GUS-618),
una regioén que resultd ser requerida para la expresion del gen reportero uidA una vez que
el desarrollo del embrién ha comenzado, pero no antes del inicio de la embriogénesis. ANT
es un factor critico que mantiene la competencia meristematica de las células durante la
organogénesis (Krizek, 1999). Se ha propuesto que los sitios de union del factor de
transcripcion en las regiones promotoras del gen SERK1, pero no los presentes en el gen
SERK?2, evolucionaron exclusivamente para su expresion espacial durante la ES (Pandey
et al., 2014); especificamente, los autores mencionan que el sitio de unién del factor de
transcripcion ANT en el promotor de AtSERK1 es prominentemente méas accesible que el
del promotor de AtSERK2. Debido a que el sitio de unién ANT también esta presente en la
secuencia reguladora del gen MtSERK1, los autores postularon que los factores de
transcripcidbn ANT evolucionaron hacia un papel preciso en la adquisicién de la ES a través
de las especies. Sin embargo, los resultados del presente trabajo sugieren que el sitio de
unién de ANT en el promotor del gen CcSERK1 es necesario para la expresion de

CcSERK1 durante el desarrollo del embrién, pero no antes de la transicion somatica-
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embriogénica.

Por otro lado, aunque el promotor del gen CcSERK1 tiene mdltiples REs para el factor
LEC1, distribuidos a lo largo de la secuencia de nucleétidos, la mayoria de ellos (13 de 17
RES) se encuentran entre las regiones -1,620 y -1,048 pb (Figura 3.8: pPCcSERK1::GUS-FL
), una region que resulté ser prescindible para la induccion del gen uidA antes o después
del inicio de la embriogénesis. Estos resultados sugieren que los REs LEC1 no tienen una
influencia en la expresion de CcSERK1 que se produce en etapas tempranas de la
embriogénesis o que los cuatro REs LEC1 restantes (Figura 3.8: pCcSERK1::GUS-1,048)
son suficientes para conducir la expresion de CcSERKL. Esta hipétesis esta respaldada por
el hecho de que la sobreexpresion de CcSERKL1 durante los primeros diez dias de la
embriogénesis somatica en C. canephora reprimié a CcLEC1 e indujo a CcBBM y a CcWUS
(Pérez-Pascual et al., 2018). Ademas, aunque la expresion ectopica de AtLEC1 confiere
caracteristicas embrionarias a las plantulas y es suficiente para inducir el desarrollo de
embriones somaticos a partir de células vegetativas (Lotan et al.,1998). Se ha demostrado
que LEC1 se necesita en etapas tardias de la embriogénesis, para la adquisicion de
tolerancia a la desecacion, la acumulacion de reservas de almacenamiento (Peng and
Weselake, 2011), la especificacion de la identidad del cotiledén y para la finalizacion de la

maduracion del embrién (West et al., 1994).
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CAPITULO IV

EVALUACION DE LA FUNCIONALIDAD FISIOLOGICA DEL PROMOTOR DEL GEN
SERK1 DE Coffea canephora L.

Los resultados presentados en este capitulo forman parte del articulo:

“Cloning of the Coffea canephora SERK1 promoter and its molecular analysis during the
cell-to-embryo transition”, por Doribet Jiménez-Guillen?, Daniel Pérez-Pascual?, Ramon

Souza-Perera?, Gregorio Godoy-Hernandez?, José Juan Zufiiga-Aguilar®.

aUnidad de Bioquimica y Biologia Molecular de Plantas. Centro de Investigacion Cientifica de
Yucatan A. C., Calle 43 No. 130, Chuburna de Hidalgo, Mérida 97200, Yucatan, México. PlInstituto

Tecnolégico Superior de los Rios, Km 3 carretera Balancan-Villahermosa, Tabasco 86930, México.

* Autor de correspondencia.

Este articulo ha sido aceptado para su publicacion en la revista Electronic Journal of
Biotechnology (SCOPUS SciteScore: 2.19; JCR impact factor 2017: 1.881).

4.1 INTRODUCCION

Se ha demostrado que existen varios factores que influyen de forma positiva en la induccion
de la ES, entre los que se encuentran la adicion de RCV. Las auxinas y las citocininas (solas
0 en combinacién) son los principales reguladores del crecimiento involucrados en la
regulacion de la division y diferenciacion celular. La influencia de las auxinas aplicadas
exdgenamente en la induccion de la ES esta bien documentada, sobre todo el acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D; Dudits et al., 1991; Yeung, 1995). Mediante analisis de

expresion diferencial se han identificado genes que responden a RCV (lkeda et al., 2006).

Por ejemplo, el efecto de las auxinas sobre la expresion del gen SERK1 ha sido demostrado
previamente. En A. thaliana se encontré que la expresion del gen AtSERK1 aumenta en el
lado adaxial de los cotiledones, en el meristemo apical y en el tejido vascular de las

plantulas como respuesta a la adicion de auxina (Hecht et al., 2001). En las raices, el
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tratamiento con 2,4-D dio como resultado un aumento en la transcripcion de AtSERK1 y en
los niveles de su proteina solo en los haces vasculares de la raiz. En ese mismo estudio, la
aplicacion prolongada de 2,4-D en hipocdtilos dio lugar a proliferacion desorganizada
extensa de células que expresan AtSERK1 procedentes del procambium (Kwaaitaal and de
Vries, 2007). En cultivos celulares de D. carota producidos a partir de explantes de
hipocotilo, las células agrandadas procedentes del tejido provascular expresan al gen
DcSERK1 y son las que adquieren la competencia embriogénica (Schmidt et al., 1997). En
M. truncatula, MtSERK1 es inducido por la adicion de 2,4-D tanto en lineas embriogénicas
como no embriogénicas (Nolan et al., 2003). Estos resultados parecen indicar que la
expresion del gen SERK1 marca las células madre pluripotentes en los haces vasculares,
células que después del tratamiento con las moléculas adecuadas tales como auxinas son
capaces de adquirir totipotencia y son capaces de iniciar la embriogénesis somética
(Kwaaitaal y de Vries, 2007). De acuerdo con los antecedentes, la sefializacion mediada

por la proteina SERK1 es parte de varios procesos de desarrollo.

En la secuencia del promotor del gen CcSERKL1 clonado en este trabajo, se identificaron
diferentes elementos de respuesta a RCV como giberelinas, citocininas, 4cido abscisico,
asi como elementos responsivos auxina (AUXRE), los cuales podrian regular la expresion
de CcSERK1 durante la embriogénesis somatica de C. canephora, asi como en otros
procesos de diferenciacion celular de la planta. En particular, las auxinas son esenciales en
nuestro modelo de estudio para que se inicie la embriogénesis somética en C. canephora.
Con base en lo anterior, el objetivo de este trabajo fue demonstrar la funcionalidad
fisioldégica del promotor putativo clonado, mediante la evaluacién de su inducibilidad como

respuesta a la adicion de auxinas.
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4.2 MATERIALES Y METODOS
4.2.1 Material biolégico

Como material bioldgico se utilizaron plantulas de Nicotiana benthamiana de seis semanas
de edad cultivadas in vitro en medio MS suplementado con 100 mg-L™* mio-inositol, 2 mg-L-
1 glicina, vitaminas (0.5 mg-Lt &cido nicotinico, 0.5 mg-L* piridoxina, 0.1 mg-L* tiamina-HCI),
3 % sacarosa, 0.2 % (w/v) Gelrite, pH 5.7.

4.2.2 Analisis de la actividad del promotor putativo del gen CcCSERK1 como respuesta

a la adicion exdgena de auxinas.

Con el andlisis bioinformético de la secuencia del promotor del gen CcSERK1, se
identificaron cajas de respuestas a RCV. En el presente estudio se evalu6 la funcionalidad
de los elementos de respuesta a auxinas sobre los niveles de expresion de CcSERK1, ya
que en diferentes modelos se ha demostrado el papel de las auxinas en el establecimiento
de la embriogénesis somatica, asi como para inducir el proceso de embriogénesis somética

de C. canephora.

Para evaluar el efecto de las auxinas sobre la activacion del promotor putativo aislado en el
presente trabajo, se investigd si la adicion exdégena de auxinas puede conducir a la
induccién del gen reportero uidA que esta bajo la regulacion del promotor putativo del gen
CcSERK1, como se ha reportado para los genes SERK1 de otras especies. Ademas, se
evaluo si la expresién del gen reportero depende de la presencia de los elementos AUXRE
del promotor putativo. Para estos andlisis se transformaron explantes de hojas y de tallos
de N. benthamiana con las construcciones pCcSERK1::GUS que contienen al promotor
nativo y al promotor mutado en los cuatro AuUXRE (AUXRETGA1GMGH3) (Liu et al., 1997).
Los explantes de N. benthamiana, empleados como sistemas de validacion heteréloga
fueron transformados mediante infiltracion al vacio con A. tumefaciens, empleando una
moadificacion al protocolo reportado por Canche Moo et al., (2006). El efecto de la adicion
exdgena de auxinas sobre la actividad del promotor de CcSERK1 (nativo y mutado en los

elementos responsivos auxina) se evalué adicionando diferentes concentraciones (0.1 y
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0.54 uM, cada una) de las auxinas acido 1-naftalenacético [NAA (Sigma)] y é&cido 2,4-
diclorofenoxiacético [2,4-D (Sigma)] a los explantes transformados, y midiendo la tincion de
GUS en diferentes tiempos (0, 12, 24 y 26 h) después de la adicion de auxinas. Las
mutaciones se realizaron mediante sustitucién de bases, los elementos mutados fueron
cuatro (TGACT—TaAaT, TGAAG—TaAAaT, TGACT—TaAaT, TGAGG—TaAaG) (Figura
4.1B). El disefio de las mutaciones se realizé in silico y la secuencia completa con las cuatro

mutaciones fue sintetizada quimicamente (https://www.genscript.com/).

4.2.2.1 Transformacion de E. coli por choque térmico con el plasmido pUC5

7::promotor CcSERK1-aux(-) (promotor mutado)

La secuencia sintetizada del promotor mutado [CcSERK1-aux(-)], clonado en el vector
pUC57, se re-suspendio en 20 uL de H-0, se cuantificd y con una alicuota correspondiente
a 50 ng de pDNA se transformé la cepa DH5a de E. coli para la generacion del plasmido
pUC57::promotor CcSERK1-aux(-). La transformacién se realiz6 como se describié en la
metodologia del Capitulo Il. Posteriormente se realizé el aislamiento de DNA plasmidico
[PUCS57::promotor CcSERK1-aux(-)] a partir de un cultivo de bacterias transformadas, de
acuerdo con la metodologia de lisis alcalina descrita en el anexo 1.V. Se corroboro la
identidad de los plasmidos mediante la liberacién de inserto con las enzimas de restriccion

Kpnl y Ncol. La reaccion de restriccion se realiz6 de la siguiente manera:

Cuadro 4.1 Reaccién de restriccion

Componentes Volumen (uL)
pDNA 1.0 pg 6.4
Enzimas de restriccion
Kpnl/Ncol (10 U/uL) 10
Amortiguador de enzima de 00
restriccién (10X)
H20 desionizada 10.6
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Volumen final 20.0

La reaccion se incub6 a 37°C por 1 h. y se inactivo a 65 °C por 15 min.

4.2.2.2 Purificacion del promotor CcSERK1-aux(-) a partir del gel de agarosa

Mediante digestién enzimatica se liber6 el promotor mutado (-2,072 pb incluyendo la region
UTR-452 pb) del vector pUC57, el fragmento del promotor CcSERK1-aux(-) fue purificado
a partir del gel de agarosa utilizando la metodologia del Nucleo Spin Gel and PCR Clean—

Up (Clontech), descrito en el anexo I.1V.

4.2.2.3 Sub-clonacion del promotor CcSERK1-aux(-) en el vector pCAMBIA1301

Se eliminé el promotor 35S del vector pPCAMBIA1301 con las enzimas de restriccion Kpnl 'y
Ncol, la reaccion de restriccion se realiz6 como se describié en la metodologia del capitulo
Ill. Posteriormente, se realizd la sub-clonacion del promotor CcSERK1-aux(-) en el vector
de expresion pCAMBIAL1301 para generar la construccion pCcSERK1::GUS-aux(-), la
reaccion de ligacion es la siguiente:

Cuadro 4.2 Reaccion de ligacion

Componentes Reaccion (uL)
2x Amortiguador de ligacion 5.0
Vector pPCAMBIA1301 (50 ng). 1.0
Inserto DNA (3:1) 3.0
T4 DNA ligasa (3U) 1.0
H.O -
Volumen final 10.0

- Seincubd a temperatura ambiente por 1 h.
- Posteriormente, se realizé la transformacién de células competentes de E. coli por

choque térmico como se describidé anteriormente.
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- Serealiz6 la extraccion de pDNA mediante lisis alcalina, descrito en el anexo I.V.
- El andlisis de identidad de las construcciones pCcSERK1::GUS-aux(-) se realizd
mediante:

e La liberacién de insertos con las enzimas de restriccion Kpnl y Ncol
¢ Mediante amplificacion del inserto por PCR.

Con ambas técnicas, el tamafio del inserto o amplicén se utilizé para corroborar la clonacién

exitosa.

4.2.2.4 Transformacion de la cepa LBA4404 de A. tumefaciens con las construcciones
pCcSERK1::GUS-FL y pCcSERK1::GUS-aux(-).

Se transformé la cepa LBA4404 de A. tumefaciens con las construcciones
pCcSERK1::GUS-FL y pCcSERK1::GUS-aux(-) por el método de congelaciéon-
descongelacién (Jyothishwaran, et al., 2007), como se describié en el capitulo Ill de este
trabajo. La identidad de las colonias de A. tumefaciens obtenidas de la transformacion se
realizO mediante la amplificacion del promotor mutado por PCR. La reaccién de

amplificacién de realiz6 de la siguiente manera:

Cuadro 4.3 Reaccién de amplificacion

Componentes Reaccién (uL)
10 x PCR (Mg2+) 1.0
MgCl2 (50mM) 0.3
Mezcla dNTP’s 0.2

(10mMm)

Cebador-dir. Kpnl 0.3
Cebador-rev. Ncol 0.3
Taq polimerasa 0.2
gDNA (200 ng) 0.4
H20 7.3
Volumen final 10.0
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4.2.2.5 Transformacién genética de explantes de N. benthamiana con el promotor
putativo nativo (pCcSERK1::GUS-FL) o mutado [pCcSERKL1::GUS-aux(-)].

Se transformaron explantes de hojas y tallos de plantulas de N. benthamina de 6 semanas
de edad mediante co-cultivo con A. tumefaciens, con las construcciones génicas
pCcSERK1::GUS (promotor nativo), pCcSERKL1::GUS-aux(-) (promotor mutado) vy
p35S::GUS (promotor constitutivo como testigo positivo de la transformacion) por el método
de infiltraciébn al vacio. Los explantes de hojas y tallos fueron transferidos al cultivo
bacteriano de A. tumefaciens (D.O. 0.6) transformadas con las diferentes construcciones
génicas. Posteriormente, los explantes fueron sometidos a infiltracién al vacio (300 mm de
Hg) durante 5 minutos. Después de la agroinfiltracion, los explantes fueron colocados en

cajas petri con papel filtro estéril y se dejaron en co-cultivo a 25 °C por 72 h en oscuridad.

4.2.10 Efecto de la adicion de auxinas exdgenas sobre la actividad del promotor
putativo del gen CcSERK1.

Después de tres dias de co-cultivo, los explantes de N. benthamiana transformados con las
diferentes construcciones fueron colocados en medio liquido Murashige and Skoog (MS)
en presencia de NAA (0.1 0 0.54 uM) o de 2,4-D (0.1 o0 0.54 pM) e incubados en oscuridad
a 25 °C por diferentes periodos (0, 12, 24 y 36 h). Al finalizar cada periodo se realiz6 la

tincion histoquimica de GUS a los explantes sometidos a los diferentes tratamientos.

4.2.2.7 Andlisis histoquimico de GUS

Para la deteccion histoquimica de GUS, el tejido transformado se colocé en la solucion de
tincién X-Gluc (NaH2PO4 200 mM, Na;:EDTA 10 mM, KsFe(CN)es-3H20 0.5 mM, KsFe(CN)s
0.5 mM, Triton X-100 0.2%, pH 7.0). A esta solucion se le adiciond metanol (20% v/v) para
eliminar cualquier evento endégeno o expresion de interferencia del gen uidA no integrado
(Leroy et al., 2007), protegiendo las muestras de la luz, ya que la solucion es fotosensible.
Se incubd toda la noche a 37 °C. Posteriormente se removio la solucion de tincion X-Gluc

y se elimind la clorofila del explante mediante lavados sucesivos con una mezcla de
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metanol:acetona (3:1, v:v) hasta que no se detectara el color verde en el tejido y en la

solucién. Para su conservacion, el explante se embebié en glicerol al 80%.
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Efecto de la auxina exégena sobre la actividad del promotor putativo del gen
CcSERK1

En este estudio se evaluo el efecto de la auxina exdégena sobre los niveles de expresion del
promotor putativo del gen CcSERK1 fusionado al gen reportero GUS (-glucuronidasa).
Para este analisis se mutaron los cuatro elementos de respuesta a auxinas (AuxRE)
identificados en la secuencia del fragmento de DNA gendmico de -1,620 pb. Estos
elementos fueron mutados por sustitucion de dos bases en cada REs AUXRE (Figura 4.1B).
Ademas, a la secuencia genomica se le disefiaron sitios de corte para las enzimas de

restriccion Kpnl y Ncol para sub-clonarlo en el vector de expresion pCAMBIA1301.

AuxRE AuxRE AuxRE  AuxRE
262005 b T e T POCSERI:GUS

1,321 1,129 519 505 TATA
B
AWRE AWRE AWRE  AWRE
1,620 pb M Teear H Teear (W s I pCcSERKL:GUS-a()
1,321 1,129 519 -505 TATA

Figura 4.1 Disefio esquematico de las mutaciones en los elementos responsivos a auxina en el
promotor de CcSERK1. A) Se muestra la secuencia nativa de los elementos responsivos a auxinas
AuxRE; B) Se muestra la secuencia de los AuxRE mutados. Los nimeros bajo las cajas AuxRE

representan la posicion con respecto al origen de la transcripcion.

Una vez realizado el disefio in silico de las mutaciones en la secuencia gendmica, ésta fue
sintetizada quimicamente por la empresa GenScript (https://www.genscript.com/). La
secuencia fue denominada promotor CcSERK1-aux(-) y se entrego clonada en el vector de

clonacion pUC57 (Figura 4.2A). El plasmido conteniendo la secuencia genémica mutada,
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denominado pUC57::promotor CcSERK1-aux(-), fue enviado como gota en una hoja de
papel.

i

=
BE

Figura 4.2 DNA plasmidico pUC57::promotor CcSERK1-aux(-). A) Mapa del vector pUC57 con el
inserto de interés promotor CcSERK1-aux(-), clonado con los sitios de restriccion EcoRI y Hindlll. B)
una alicuota de 5.0 uL DNA plasmidico pUC57::promotor CcSERK1-aux(-) aislado de colonias
transformadas fue fragmentado por electroforesis en gel de agarosa y tefido con 1 pg-mL? de

bromuro de etidio; Carriles 1-4: pDNA de diferentes colonias; M: Escalera de DNA de 1 kb.

4.3.1.1 Transformacion de E. coli con el plasmido pUC57::promotor CcCSERK1-aux(-)

Se realizd la transformacion de la cepa DH5a de E. coli con el plasmido pUC57::promotor
CcSERK1-aux(-) por choque térmico (como se describe en el capitulo I1). Con la finalidad
de tener una mayor cantidad de DNA plasmidico para la sub-clonacién de la secuencia

gendmica mutada al vector binario pPCAMBIA1301. Posteriormente, se realiz6 la extraccion
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de pDNA pUCS57::promotor CcSERK1-aux(-) a partir de cultivos bacteriano transformados
(Figura 4.2B). La identidad de los plasmidos se realiz6 mediante digestion enzimética y
deteccion del patron de digestion esperado. Los plasmidos extraidos se linearizaron con la
enzima Kpnl del cual se esperaba un tamaiio de 4,794 pb (la suma del tamafio del vector y
del inserto). En la figura 4.3 (carriles 2, 4, 6 y 8) se muestran los resultados, obteniendo el
plasmido linearizado del tamafio esperado. Se corroboré la identidad de los plasmidos
mediante la liberacion del inserto de 2,084 pb con las enzimas de restriccion Kpnl y Ncol.
En la figura 4.3 (carriles 3, 5, 7 y 9) se muestran los resultados de la digestion de los cuatro

plasmidos extraidos de diferentes colonias.

J 2,710 pb pUCS?
2 084 ph prosSERK -aux-)

Figura 4.3 Digestion de pDNA del promotor CcSERK1-aux(-) con las enzimas de restriccion Kpnl y
Ncol. Una alicuota de 5.0 pL del producto de la digestion fue fragmentado por electroforesis en gel
de agarosa al 1 % vy tefiido con 1 pug-mL1 de bromuro de etidio. Carril 1: Plasmido del promotor
CcSERKZ1-aux(-) sin digerir; Carril 2, 4, 6, 8: Plasmidos linearizados con la enzima de restriccion
Kpnl; Carril 3, 5, 7, y 9; Doble digestion, plasmidos digeridos con Kpnl y Ncol. M: Escalera de peso

molecular de 1 kb.

Se obtuvo la liberacion del fragmento de interés de -2,084 pb que es el tamafio que se
esperaba en los cuatro plasmidos analizados. Con estos resultados se confirmé que los
plasmidos obtenidos contienen el promotor putativo del gen CcSERK1 mutado en los

elementos responsivos a auxina.
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Posteriormente, se realizo la purificacion del fragmento generado [promotor CcSERK1-
aux(-)] a partir del gel de agarosa, utilizando el NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit

descrito en el anexo I.1V.

4.3.1.2 Construccion del vector binario pCcSERKL1::GUS-aux(-)

Se realizo la eliminacion del promotor 35S que dirige la expresion del gen reportero uidA en
el vector pPCAMBIA1301, para subclonar posteriormente el fragmento del promotor mutado
de CcSERK1-aux(-). Se realizaron tres reacciones de restriccion independientes para tener
una mayor cantidad de pDNA (Figura 4.4, carriles 3-5), debido a que estos fragmentos
serian purificados y al momento de hacer la purificacion los rendimientos de pDNA son
bajos. La liberacion del promotor 35S se realizé con las enzimas de restricciéon Kpnl y Ncol
(Figura 4.4), se obtuvo el fragmento liberado del promotor 35S del tamafio esperado (762
pb). Posteriormente, se realizé la purificacion del vector pCAMBIA1301 (sin 35S) a partir

del gel de agarosa mediante el procedimiento descrito anteriormente.

3E EE %

L.L1T

Figura 4.4 Eliminacion del promotor 35S del vector pCAMBIA1301. Una alicuota de 5.0 pL del
producto de la digestién fue fragmentado por electroforesis en gel de agarosa al 1 % y tefiido con 1
ug-mL1 de bromuro de etidio. Carril 1: pPCAMBIA1301 sin digerir; Carril 2: pCAMBIA1301 digerido
con Kpnl; Carril 3,4, 5: Doble digestion de pCAMBIA1301 con Kpnl y Ncol. M: Escalera de peso
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molecular de 1 kb.
4.3.1.3 Sub-clonacién del promotor CcSERK1-aux(-) en el vector pCAMBIA1301

La sub-clonacién de promotor CcCSERK1-aux(-) hacia el vector de expresion pCAMBIA1301
se realiz6 mediante ligacion de vector e inserto (1:3) con extremos cohesivos Kpnl/Ncol,
generando el plasmido denominado pCcSERK1::GUS-aux(-). Posteriormente, se
transformo la cepa DH5a. de E. coli con pCcSERK1::GUS-aux(-) y se corrobord la identidad
de tres pDNA (de diferentes colonias) mediante la liberacion del inserto con las enzimas de
restriccion Kpnl y Ncol (Figura 4.5B). Como resultados, se obtuvo la liberacion del inserto

del tamafo esperado de -2,084 pb en dos plasmidos (carriles 2 y 6).

12006

Figura 4.5 Digestion del plasmido pCcSERK1::GUS-aux(-). Una alicuota de 5.0 uL del producto de
la digestién fue fragmentado por electroforesis en gel de agarosa al 1 % y tefiido con 1 pg-mL* de
bromuro de etidio. A) pDNA pCcSERKL::GUS-aux(-). B) Digestion enzimatica de pDNA
pPCcSERK1::GUS-aux(-);Carril 1, 3, 5: pDNA linearizado con Kpnl; Carril 2, 4, 6: Doble digestion de
pDNA con Kpnl y Ncol. M: Escalera de peso molecular de 1 kb.

4.3.1.4 Transformacion de Agrobacterium tumefaciens con el plasmido
pCcSERK1::GUS-aux(-)

Se transformé la cepa LBA4404 de A. tumefaciens con el plasmido pCcSERK1::GUS-aux(-
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). La identificacion de colonias recombinantes se realizé mediante la amplificacion de la
secuencia mutada por PCR. En la figura 4.6 se muestra el resultado de la amplificacion de
un fragmento del tamafio esperado del promotor mutado que es de -2,072 pb, a partir de

10 colonias analizadas.

Figura 4.6 Identificacibn de colonias recombinantes transformadas con el plasmido
pPCcSERK1::GUS-aux(-). Una alicuota de 5.0 pL de los productos de PCR a partir de colonias de
transformadas de A. tumefaciens fueron fragmentadas por electroforesis en un gel de agarosa al 1
% vy tefiido con 1 ug-mL? de bromuro de etidio. Carril 1-10: Amplificacion del promotor CcSERK1-
aux(-) a partir de diferentes colonias; Carril 11: Testigo negativo. M: Escalera de peso molecular de
1 kb.

4.3.1.5 Efecto de la auxina exdgena sobre la actividad del promotor de CcSERK1

El efecto de la adicion exégena de las auxinas NAA 'y 2,4-D sobre la actividad del promotor
de CcSERK1 fue analizado mediante la expresion del gen reportero uidA en explantes de
hojas y tallos de N. benthamiana transformados con las secuencias nativa o mutada del
promotor putativo del gen CcSERK1, como se describe en Materiales y Métodos. Los

resultados con el pCcSERK1::GUS se muestran en la figura 4.7.

Como puede observarse, la adicidn exégena de NAA a una concentracién de 0.1 uM indujo
la expresion del gen reportero uidA a partir de las 24 h, habiendo una mayor expresién del
gen reportero a las 36 h; Sin embargo, cuando esta auxina se adiciond en un concentracion

de 0.54 uM, la expresién del gen reportero uidA fue observada a partir de las 12 h, habiendo
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una mayor expresion a las 36 h (Figura 4.7A) observandose la expresion del gen reportero
en todo el explante de la hoja.

- PUSERR:GUS-FL pCeSERK LG Sausi-)

A B
| ' P 5™ 2 ’

ANA -

() . :
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Figura 4.7 Andlisis del efecto de auxinas exégenas sobre la actividad del promotor de CcSERK1. Se
muestra la tincibn de GUS en discos foliares de N. benthamiana transformados con
PCcSERKL1::GUS-FL o pCcSERK1::GUS-aux(-). Se observa el efecto de la exposicion a diferentes
tiempos (0, 12, 24 y 36 h) y a dos concentraciones de NAA 'y 2,4-D (0.1 y 0.54 M) sobre la actividad
del promotor de CcSERK1 nativo (A) o mutado (B). Como testigo negativo se expusieron discos
foliares sin transformar (WT) y como testigo positivo se utilizé el promotor constitutivo 35S (C).

En cuanto a los resultados con la adicién de la auxina 2,4-D, con la concentracién de 0.1
UM se observé la expresion del gen reportero uidA a partir de las 12 h, encontrandose una
mayor expresion a las 36 h. La expresion de uidA fue observada en todo el disco de la hoja
(Figura 4.7A). Con la concentracion de 0.54 uM se observé una mayor expresion de uidA a
las 12 h en toda la hoja (Figura 4.7A), pero después de este tiempo la expresion del
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reportero disminuy6. Con la concentracion de 0.54 uM de 2,4-D también se detecto la
expresion del gen reportero en las primeras horas analizadas, pero mucho menor

comparada con la concentracion de 0.1uM.

Como puede observarse, el 2,4-D a una concentracion de 0.1 uM tuvo un mejor efecto, ya
gue la expresion del gen reportero se vio mas fuerte a las 36 h comparada con NAA a 0.54

UM que fue con la que se observé una mayor expresion del gen reportero uidA.

Este mismo andlisis de expresion se realiz6 con el promotor mutado en las secuencias
AuxXRE [pCcSERK1::GUS-aux(-)], tanto en presencia como en ausencia de los reguladores
de crecimiento auxina (NAA 'y 2,4-D), utilizando las mismas concentraciones y condiciones
evaluadas con el promotor nativo (pCcSERK1::GUS-FL). Como resultado de este analisis,
no se detectd expresion del gen reportero uidA en ninguno de los explantes analizados con

los dos reguladores de auxina en los diferentes tiempos (Figura 4.7B).

Estos mismos resultados fueron observados en tallo como se puede observar en la figura

4.8A (promotor nativo) y en la figura 4.8B (promotor mutado).

Con base en estos resultados, puede afirmarse que las auxinas regularon positivamente la
actividad del promotor putativo del gen CcSERK1 dirigiendo la expresion de un gen
reportero en un sistema heterélogo. Con ello puede afirmarse que la secuencia genémica
aislada es funcional fisiologicamente y que se comporta como el promotor del gen SERK1

de otras especies.
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Figura 4.8 Andlisis del efecto de auxinas exégenas sobre la actividad del promotor de CcSERK1. Se
muestra la tincion de GUS en tallos de N. benthamiana transformados con pCcSERK1::GUS-FL o
pPCcSERKL1::GUS-aux(-). Se observa el efecto de la exposicion a diferentes tiempos (0, 12, 24 y 36
h) y a dos concentraciones de NAA y 2,4-D (0.1 y 0.54 M) sobre la actividad del promotor de
CcSERKT1 nativo (A) o mutado (B). Como testigo negativo se expusieron tallos sin transformar (WT)

y como testigo positivo se utilizé el promotor constitutivo 35S (C).
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4.4 DISCUSION DE LOS RESULTADOS

En este estudio se evaluo el efecto de adicion exdgena de las auxinas NAA 'y 2,4-D sobre
la actividad del promotor putativo del gen CcSERK1.

Las auxinas juegan un papel esencial en el crecimiento y desarrollo de las plantas. Las
auxinas controlan muchos aspectos de la morfologia de las plantas y la fisiologia (Steffen y
Theologis, 1996; Steffen et al., 1995). Por otra parte, las auxinas controlan la expresion
génica (Guilfoyle y Key, 1986; Theologis, 1986).

Los cultivos embriogénicos somaticos son por lo general iniciados por la adicién externa de
RCV. En el modelo de embriogénesis somatica de C. canephora, la competencia
embriogénica se logra en las plantas mediante un pre-acondicionamiento de 14 dias en un
medio suplementado con ANA y KIN. Sin embargo, la posterior diferenciacion embriogénica
se induce mediante la adicién de BA al medio de cultivo. En este modelo no se producen

embriones en ausencia del pre-tratamiento con auxinas ni la induccién con citocininas.

En el trabajo del presente capitulo se aisl6 una secuencia gendémica localizada corriente
arriba del gen CcSERK1 y se demostrd que es activada fisioldgicamente por la adicion de
auxinas. La ligacibn de la secuencia gendmica nativa al gen reportero uidA y la
transformacion genética de explantes heterélogos condujo a la induccién de la tincion de
GUS, cuando esos explantes transformados fueron expuestos a diferentes concentraciones
de ANA o 2,4-D, en una manera dependiente del tiempo y de la dosis; sin embargo, la
exposicion a las mismas auxinas no generd tincion de GUS en los explantes de N.
benthamiana que fueron transformados con la secuencia genémica mutada en los cuatro
AuxRE (Han et al., 2012; Ulmasov et al., 1997).

En este sistema de expresion heterdlogo se detectd una tincion basal de GUS en el tiempo
cero de la adicion de auxina en los explantes transformados con la secuencia gendmica
nativa, pero no se detect6 actividad de GUS cuando se uso la secuencia mutada. Por lo
tanto, la actividad basal de GUS que se observé en el tiempo cero puede ser producida por

la presencia de las auxinas enddgenas del explante.

El efecto positivo de las citocininas y las auxinas sobre la expresion del gen SERK1 durante
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el desarrollo de las plantas se han demostrado en otras especies (Kwaaitaal y de Vries
2009). Nolan y col. (2003) encontraron que la adicion externa de ANA aumento la expresion
de MtSERK1, pero la adicion de BA sola no tuvo ningun efecto; no obstante, la adicion
simultanea de ANA y BA provoco un incremento de dos veces de la expresion de MtSERK1,
en comparacion con la aplicacion de auxina sola. En Cattleya maxima (Lindl.), la adicion de
thidiazuron (TDZ, un compuesto con efectos tipo citocinina) aumentd la expresion de
CmSERK1 en la punta y la herida de las hojas desprendidas, pero la adicion de NAA solo
indujo a CmSERKZ1 en el sitio de la herida foliar (Cueva-Agila et al, 2016). En Citrus sinensis
(naranja dulce var. Valencia), el gen CitSERK1 es inducido por NAA y 2,4-D durante las
primeras etapas del desarrollo del callo embriogénico; a partir de entonces, la expresion de
CitSERK1 disminuy0, lo que sugiere que su expresion es desencadenada por auxinas y
disminuye mas tarde cuando los callos se vuelven insensibles a las auxinas (Ge et al.,
2010). En Arabidopsis, el tratamiento de la raiz con 2,4-D mejoro la transcripcion del gen
AtSERK1 y también produjo un incremento moderado en la proteina SERK1 solo en los
haces vasculares. En los hipocdtilos, la adicion de 2,4-D produjo un incremento en el
tamafio celular y en la proliferacion del periciclo parenquimatoso (Kwaaitaal et al., 2007).
En Triticum aestivum, la adicion de 2,4-D a explantes de hojas indujo la embriogénesis
somatica y también incrementa los niveles de transcripcion del gen TaSERK1. Los autores
propusieron que la induccion de la embriogénesis somética por la adicién de 2,4-D en el

trigo esta mediada por la via SERK1 (Singla et al., 2008).

En este estudio se demostro que los REs a auxina juega un papel importante en la actividad
del promotor del gen CcSERKZ1, estos son unos de los elementos en cis que pudieran estar
regulando la expresion de CcSERK1 en el proceso de embriogénesis somética de C.
canephora. Por otra parte, el promotor clonado y validado funcionalmente en este estudio
seria un candidato ideal para la ingenieria genética y la busqueda de elementos
responsables de la regulaciéon de la expresion de CcSERK1 en diferentes procesos

biolégicos.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1 CONCLUSIONES

En este trabajo se clono, se disectd y se estudio funcionalmente una secuencia del genoma
de C. canephora, localizada -1,620 pb corriente arriba del homélogo del gen CcSERK1,
considerada aqui como el promotor putativo de este gen. Debido a que en la actualidad no
es posible determinar la longitud funcional de un promotor, la secuencia gendémica de -1,620
pb fue disectada para encontrar el tamafio minimo funcional y para identificar elementos de
respuesta requeridos para controlar la induccion del gen CcSERK1 en el momento de la
transicibn somatica-embriogénica y posteriormente durante el desarrollo de las estructuras

embrionarias.

El uso del gen uidA como reportero permitié evaluar indirectamente la funcionalidad del
promotor de CcSERK1 durante la embriogénesis somatica y en sistemas heterélogos.
Empleando este sistema, se obtuvieron datos que permiten proponer que una region de -
1,048 pb es suficiente para dirigir la expresion del gen CcSERK1 durante la embriogénesis
somética, con patrones idénticos a los reportados para homdlogos de SERK1 de otras
especies. La region comprendida entre -1,048 y -1,620 bp es necesaria para la expresion
de CcSERK1 en etapas cercanas a la diferenciacion de células somaticas a embrionarias,
pero no durante las etapas de diferenciacion embrionaria, presumiblemente porque en esta
region se encuentran los elementos de respuesta BBM y WUS. La region localizada entre -
792 y -618 pb controla la expresion de CcSERK1 durante las etapas de diferenciacion del
embridn, donde se localiza el elemento de respuesta para el factor transcripcional ANT. Un
segmento mas pequefio que -618 pb no puede controlar la expresion de CcSERK1 durante
la embriogénesis somatica. Con base en estos datos, se puede concluir que el promotor
del gen CcSERK1 en C. canephora tiene una longitud de al menos -1,620 pb y que en esta
secuencia los REs para BBM y WUS controlan la expresion del gen en la etapa de transicion
somética-embrionaria, mientras que el REs para ANT regula la expresion de CcSERK1
después que esta transicion ha tenido lugar, cuando los embriones se encuentran en

proceso de formacion. Adicionalmente, en el modelo de embriogénesis somatica de C.
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canephora, los REs para AGL15 y LEC1 parecen no participar en la regulacion de la

expresion de CcSERK1 en estas etapas del desarrollo embrionario.

El promotor CcSERKT1 es fisiologicamente sensible a la adicion externa de auxinas, como
se detectd por su expresion ectopica en el sistema heterélogo de N. benthamiana, donde
la adicion de ANA 'y 2,4-D potenciaron la actividad del promotor al inducir el gen uidA, como
ha sido reportado previamente. La corroboracion de la dependencia de auxinas se confirmo
cuando se mutaron los cuatro AuxRE presentes en el promotor de CcSERK1, aboliendo por

completo la actividad de GUS.

La clonacién del homdlogo del promotor de CcSERK1 y su posterior analisis dentro del
protocolo de embriogénesis somatica altamente eficaz de C. canephora constituye una
herramienta valiosa para potenciar el valor del gen SERK1 como marcador molecular de la
embriogénesis. De esta manera, el modelo de embriogénesis somatica de C. canephora,
por su alta reproducibiidad y eficiencia, demuestra ser mas valioso que los protocolos de

especies modelo, como Arabidopsis y tabaco.
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5.2 PERSPECTIVAS

Con el aislamiento y caracterizacion del promotor del gen SERK1 de Coffea canephora, se
puede realizar otro tipo de estudios para comprender mejor el papel regulatorio del gen
CcSERK1, tanto en el proceso de la embriogénesis somatica como en otros procesos de

diferenciacion celular en los que se le ha ubicado.

El sistema reportero pCcSERK1::GUS se puede usar para monitorear con precision la

expresion de CcSERK1 durante la diferenciacion de 6rganos del embrién.

El promotor de CcSERK1 también puede ser Util como sistema reportero para investigar la
identidad de la sefial externa que induce la expresion de CcERK1, asi como para identificar
intermediarios de la cascada de transduccion de sefiales que son responsables de

transducir la sefal unida por SERK1 y su(s) correceptor(es).

Con el promotor de CcSERK1 se puede disefiar experimentos que permitan realizar la
deteccion in vivo y el posible aislamiento del complejo de sefializacion de CcSERK1 durante

el proceso de embriogénesis somatica de C. canephora.

Se puede realizar estudios de regulacion transcripcional de CcSERK1 durante la
embriogénesis somética de C. canephora, mediante interacciones proteina-DNA, utilizando
las técnicas de ensayo de cambio de la movilidad electroforética (EMSA) o ensayos de

levadura de uno o doble hibrido, entre otros.

Se puede analizar la regulacion de la expresion del gen CcSERKL, bajo diferentes sefiales
detectadas en la secuencia de su promotor, en otros procesos o etapas de diferenciacion

de la planta de C. canephora.

Se puede localizar la proteina SERK1 a nivel sub-celular en diferentes procesos.
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ANEXOS
Anexo I.I Oligonucleétidos para el aislamiento del promotor del gen CcSERK1

Cuadro 2.1 Oligonucleétidos para el aislamiento del promotor del gen CcSERK1

Nombre Secuencia
CcSERK 1R 5'- GCAAAGCATCACCTTCCATGTTAGCAA-3
CcSERK 2R 5- AAAGCAGCATTACCCAGATCTACTCTT-3'

Anexo .1l Método de extracciéon de DNA gendmico por método CTAB (Doyle y Doyle,

1987).

1. Se pulverizé 0.2 g de tejido de la muestra en un mortero con N y se le agregé 400 pL
de solucién de extraccion recién preparada, mas 2% de 3-mercaptoetanol (8 pL) y se
incubd a 60°C por 1 h en el termoblock.

2. Se agreg6 un volumen igual de cloroformo—alcohol isoamilico (24:1) y se mezcld por
inversiones.

3. Se centrifugd a 10,000 rpm durante 10 min y se transfirié la fase acuosa (superior) a un
tubo nuevo.

4. Se repitié los dos pasos anteriores y se mezcld por inversiones.

Para la eliminacién del RNA, se tratd6 con RNAasa (10 mg/mL) incubando durante 30
min. a 37°C. En seguida se le agregé 0.7 vol de isopropanol (-20°C) de acuerdo con el
volumen extraido, y se coloco a -20°C por 1 h para precipitar el DNA.

6. Se Centrifugé nuevamente a 10,000 rpm por 10 min. Se retir0 el sobrenadante, se lavo
la pastilla con 500 L de solucion de lavado.

7. Se sec6 a temperatura ambiente y se resuspendié en H,O estéril.

Anexo LIl Nucleo Spin Tissue Genomic DNA purification Kit

1. Se coloc6 de 150-200 pL de gDNA en una columna de Nucleo Spin® Tissue. Se

centrifugd a 11,00 g x 1 minuto y se descarté el flujo colectado en el tubo.
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2.

Se lavo la membrana de silica: 1" lavado: Se le adicion6 500 pL del amortiguador
BW a la membrana (columna). Se centrifugdé por 1 min a 11,000 g y se descarto el
flujo colectado en el tubo. 2% lavado: Se le adicion6 600 L del amortiguador B5 a
la columna y se centrifugd a 11,000 g x 1 min y se descarté el flujo colectado en el

tubo.

e Se secOla membrana de silica: Se centrifugd por 1 min a 11,000 g la columna

para terminar de remover los residuos de etanol.

Elucion del DNA purificado: Se coloco la columna Nucleo Spin® Tissue en el tubo
de microcentrifuga de 1.5 mL y se le adicion6 100 pL del amortiguador BE
previamente calentado a 70 °C. Se incubd a temperatura ambiente por 1 minuto y

se centrifug6 a 11,000 g x 1 min.

Anexo .1V

Nucleo Spin Gel and PCR Clean-Up (Clontech).

1.
2.

Se mezcl6~90 L de la muestra (gDNA digerido) con 200 uL de amortiguador NT1

Se colocd la columna Nucleo Spin gel dentro de un tubo de 2 mL y se adicioné la

muestra del paso 1 a la columna.

- Se centrifug6 a 11,000 g x 30 seg. Se descarto el fluido colectado y se coloco
nuevamente la columna en un tubo de 2 mL.

Se adicion6 700 pL del amortiguador NT3 a la columna Nucleo Spin. Se centrifugo

a 11,000 g x 30 seg. Se descart6 el fluido colectado y se coloc6 nuevamente la

columna en un tubo de 2 mL.

Se centrifugd por 1 min. a 11,000 g para terminar de remover completamente el

amortiguador NT3.

Elucion del DNA: Se colocé la columna Nucleo Spin Gel en un tubo de

microcentrifuga de 1.5 mL. Se adicion6 20 yL del amortiguador NE (previamente

calentado a 70°C) se incubd a temperatura ambiente (18 -25 °C) por 1 min. Y se

centrifugd a 11,000g por un minuto.

Se fraccion6 el DNA: por cada reaccion se fraccion6 3 pyL en un gel al 0.6% de
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agarosa.

Anexo .V

Extraccion de DNA plasmidico mediante lisis alcalina
1. Se centrifugd 3 mL de un cultivo de bacterias E. coli por 10 seg., a 10,000 rpm y se
tomo el sobrenadante.
2. Se adicion6 200 pL de solucién de resuspension (Tris, pH=8, 50 mM, EDTA 10mM
y RNAsa a 100 pg/mL). Se resuspendio6 la pastilla con vortex.
3. Se adicion6 200 pL de solucién de lisis (NaOH 200 mM, SDS 1%), se inverti6 el tubo
suavemente asegurandose que el lisado sea aclaro.
4. Se adicion6 200 pL de solucion de neutralizacién (acetato de potasio 3 M, pH=5.5),
se invirtio el tubo varias veces.
5. Se centrifug6 la muestra en microcentrifuga a maxima velocidad por 5 min.
6. Se transfiri6 el sobrenadante a un tubo nuevo conteniendo 200 UL de la suspension
de silica. Se invirtio varias veces para mezclar perfectamente.
7. Se centrifugd la muestra a maxima velocidad por 10 seg., y se removi6 el
sobrenadante.
8. Se adicion6 0.5 mL (500 uL) de solucion de lavado (NaCl 50 mM, Tris-HCI 10 mM,
pH=7.5, EDTA 2.5 mM, 50% etanol), y se resuspendio la pastilla con vortex.
9. Se centrifugd la muestra a maxima velocidad por 10 seg., se removio el
sobrenadante y se centrifug6 brevemente para bajar el liquido de las paredes del tubo.
10. Se secd la pastilla por 2 min. A 55 °C.
11. Se resuspendio la pastilla de silica en 35 pL de H-O, y se calenté a 55 °C por 2 min.
12. Se centrifug6 la muestra a maxima velocidad por 30 seg., se transfiri6 30 uL del

sobrenadante a un tubo limpio, evitando aspirar particulas de silica.
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Anexo 1.VI
Digestion de los gDNA de C. canephora

En la figura 1A se muestra los resultados obtenidos de la digestion de gDNA. No se logro
que el gDNA digirieran completamente excepto la muestra digerida con la enzima Dral carril
4, por consiguiente las muestras digeridas con la enzima Pvull y con la enzima Stul se le
adicion6 2.0 uL mas de enzima y se colocaron nuevamente a 37 °C por 2 hrs, los resultados
se muestran en la figura 1B, no se logro la digestion completa del gDNA, pero aun asi se
continuo con la purificacion de estas muestras y la ligacién de los adaptadores a los gDNA

digeridos, descrito en resultado.

J‘}
1 2 M 2 4 5 & 7

Figura 1 Digestion de DNA gendémico. Una alicuota de 5.0 uL del producto de la digestion fue
fragmentado por electroforesis en gel de agarosa al 1 % y tefilido con 1 ug-mL* de bromuro de etidio.
A): Carril 1: gDNA Control digerido con la enzima Pvull; Carril 2: gDNA control; Carril 3: gDNA de
café; Carril 4: gDNA digerido con la enzima Dral; Carril 5: gDNA digerido con la enzima EcoRV; Carril
6: gDNA digerido con la enzima Pvull; Carril 7: gDNA digerido con la enzima Stul. B): Carril 1: gDNA
digerido con la enzima Pvull; Carril 2: gDNA digerido con la enzima Stul. M: Marcador de peso

molecular de 1 Kb.
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Anexo [.VII

Aislamiento de DNA plasmidico del promotor de CcSERK1

M 1 2 3 4 5 4 7 B % IF 11 1Z I3 1 15

Figura 2 Aislamiento de DNA plasmidico del promotor de CcSERKL1. Una alicuota de 5.0 puL de pDNA
fue fragmentado por electroforesis en gel de agarosa al 1 % y tefiido con 1 ug-mL* de bromuro de

etidio. Carril 1-15: pDNA de diferentes colonias. M: Marcador de peso molecular de 1 Kb.
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Anexo [.VIII

Alineamiento de los cebadores con la secuencia del promotor de CcSERK1
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Figura 3 Alineamiento de los cebadores (utilizados en el aislamiento del promotor) con la secuencia
obtenida del promotor del gen CcSERK1. Region en azul alineamiento de los cebadores. El

alineamiento se reallizé con el programa multalin (Corpet, 1988).
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Anexo [.IX

Alineamiento de la secuencia nucleotidica del promotor de CcSERK1 obtenida en

este trabajo con la reportada en la base de datos.
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Figura 4 Alineamiento de la secuencia del promotor del gen CcSERK1 aislada en este trabajo
(Marcada en color Rojo) con la reportada en la base de datos del genoma de café (http://coffee-

genome.org/). El alineamiento se reallizé con el programa multalin (Corpet, 1988).
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Anexo |.X

Tabla de elementos de respuesta en Cis localizados en el promotor del gen CcCSERK1

Elementos en Cis

Secuencia

Cadena (+)

Funcién

Referencias

Agamous

taagCCAAAttttatacaa

293, 620, 326, 426,
889, 1,221,1,227,
1,231, 1,445;

Necesario para el patron normal de
la division celular, expansion y
diferenciacién durante la
morfogénesis.

Huang et al., 1996;

AGAMOUS-like 6,
8,10, 17, 11, 14,
13,18;

caatggaaaaaaaAGA
AAagc

cCAAAAagaga

293, 330;

Promueve la identidad del meristema
floral temprano con APETALAL y
CAULIFLOWER. Necesario para el
patrén normal de la division celular,
expansion y diferenciacion durante la
morfogénesis.

Huang et al., 1996

BBM

cgGCACAagttccattgg
caa

658;

Proteina BABY BOOM; Promueve la
proliferacién celular, la diferenciacion
y la morfogénesis, especialmente
durante la embriogénesis.

Matys et al., 2006;

CARGCWSGAT

CAAAAatatg

8, 36;

Sitio de unién de AGAMOUS-like 15;

de Folter et al,
2006; Tang et al.,
2003;

LEC1

CCAAT

1,48, 104, 112, 147,
200, 274, 293,330,
430, 431, 441, 451,
461, 516, 562, 620,
652, 669, 678....;

Proteina  LEAFY COTYLEDONLI.
Actia como regulador central de la
embriogénesis. Requerido para la
especiacion de la identidad del
cotiledon y la finalizacion de la
maduracion del embrion. Participa en
las vias de sefializacion de la luz azul
y del &cido abscisico.

Matys et al., 2006;

WUSATAg

TTAATcc

690;

Proteina  WUSCHELL.
papel central durante la
embriogénesis temprana y la
floracién. Requerido para especificar
la identidad de células del vastago del
méristemo, tal como el meristemo
apical (SAM). Se requiere para la
organogénesis en el meristemo floral.

Juega un

Kamiyaet al., 2003;

ATWOX13

ttTAATTact

1,151,

Homeobox 13 (WOX13) relacionado
con WUSCHEL. Factor de
transcripcion involucrado en muchos
procesos de desarrollo.

Weirauch et al.,
2014; Franco-
zorrill et al., 2014;

BIHD10S

TGTCA

378, 1,312;

OsBIHD1, gen de arroz que codifica
un factor de transcripcion
homeodominio BELL, en respuestas
de resistencia a enfermedades.

Luo et al., 2005;

GCCCORE

GCCGCt

1,041;

Caja GCC en muchos
responsivos a patogenos;

genes

Brown et al., 2003;
Chakravarthy et al.,
2003;

MYB1AT

AAACCA

1,228;

El sitio de reconocimiento de MYB se
encuentra en los promotores del gen
rd22 sensible a la deshidratacion y
muchos otros genes en Arabidopsis.

Franco-zorrill et al.,
2014;

MYB2CONSENSU
SAT

TAACTG

281, 345, 470;

El sitio de reconocimiento de MYB se
encuentra en los promotores del gen
rd22 sensible a la deshidratacion y
muchos otros genes en Arabidopsis.

Abeet al., 2003;

MYBGAHV

TAACAAA

1,167, 1,262;

Elemento central de Giberelina (GA)

Gubler et al., 1999;
Moritaet al., 1998;

GT1GMSCAM4

GAAAAA

1,120, 1,565....,;

"Moivo GT-1" Juega un papel en la
expresion del gen SCaM-4 inducida
por patégenos y sal.

Park et al., 2004;

WBOXATNPR1

TTGAC

93, 1,161;

"W-box" encontrado en el promotor
del gen NPR1 de Arabidopsis; Fueron
reconocidos especificamente por
proteinas de unién al ADN (WRKY)
inducidas por acido salicilico (SA).

Chen et al., 2002;
Yuetal., 2001;
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WBOXNTCHN48 CTGACT 79; NtWRKY1, NtWRKY2 y NtWRKY4 Eulgem et al.,
unidos a W box; NtWRKYs 2000; de Pater et
posiblemente implicados en la al., 1996;
transcripcion de genes de defensa
responsivos a elisitor en tabaco.
DPBFCOREDCDC ACACCCG 132, 602; Secuencia central de unién de
3 factores de‘ trangcripci()n bZIP, que Finkelstein et al.,
pueden ser inducidos por ABA 2000; Lopez-Molina
et al., 2000;
AUXRETGA1GMG TGACTaaa 360, 552, 1,162, TGA-box Elemento responsivo a
H3 1,176; auxina (AXURE) en el promotor GH3 | Lijuetal., 1994;
de soya.
ARF: ARF11; TaCGACAaa 456; Factor de respuesta auxina 19
ARF19; IAA22 TGTCTC (proteina Auxin-responsiva IAA22). | Weirauch et al,
Modula la expresion temprana de los | 2014;
genes de respuesta auxina.
AREB2; ABF4 ACACAtgt 60, 1,076; Elementos responsivos a &cido | Busk et al., 1998;
abscisico. Shen et al., 1995;
Protein ETHYLENE INSENSITIVE 3.
EIN3; AtEIN3 ttATGCALtt 1,085; Actua como regulador positivo en la Chang et al., 2013;
via de respuesta a etileno.
Chen et al., 2000;
ELRECOREPCRP | TTGACC 93; EIRE (Elemento reponsivo a elicitor). Rushton et al.,
1 2002;
ERELEE4 ATTTCAAA 558; "ERE (Elemento responsivo a Tapiaet al., 2005;
etileno)” Itzhaki et al., 1994;
PYRIMIDINEBOX AAAAGG 97; Caja de pirimidina, parcialimente | Morita et al., 1998;
OSRAMY1A implicados en la represién del azucar.
PROLAMINBOXO TGCAAAG 132; "Prolamine box" Wau et al., 2000;
S
ATWRKY61, 65,71 tcGTCAAcaa 792, 793, 1,051, Proteina de unién al DNA-WRKY 61 Eulgem et al.,
1,052, 1,307; 2000;
" W-box que contiene TGAC"; Sitio de
WRKY710S TGAC 318, 897, 80, 94, unién WRKY71 de arroz, un represor | Xie et al., 2005;
319, 360, 1,162; transcripcional de la via de Zhang et al., 2004;
sefializacion de giberelina; Las
proteinas WRKY se unen
especificamente a los elementos W
box que contienen TGAC en los
genes relacionados con la
patogénesis (PR-10).
32, 214, 270, 300, Nacleo del elemento sensible al
SURECOREATSU GTCTC 327, 418, 447, 532, azufre (SURE) que se encuentraenel | Maruyama
LTR11 613, 774, 993, 995, promotor de SULTR1. Nakashita et al.,
1,238, 1,249, 1,300, 2005;
1,316, 1,454,
1,513...;
DR5GMGH3 CCTTTtgccta 97, DR5; Elemento altamente activo de | Ulmasov et al.,
respuesta auxina sintetica. 1997;
RAV (TEM1; EDF1 tCAACAta 1,026; Factor de transcripcién responsivo a | Hu et al.,, 2004,
etileno; Represor. Fowler et al., 2003;
AP2; ADAP cgGCACAagttccattgg | 658; Factor de transcripcién responsivo a | Weirauch et al
caa etileno; Activador. 2014,
YAB5 taATCAT 306; YABBY5; Factor de transcripcién | Franco-zorrill et al.,
especifico de plantas. 2014;
TEM2; AtRAV2 tCAACAta 1,026; Factor de transcripcién responsivo a | Weirauch et al.,
etileno. 2014;
GATABOX GATAC 43, 425, 447, 613, Requerido para alto nivel, regulada | Reyes et al., 2004,
730, 836, 852, 879, por luz, y expresion especifica de | Teakleet al., 2002;
1,007; tejido.
GT1CONSENSUS GGAAAT 1,007, 1,120, GT-1 Sitio consenso de unién en | Le et al.,, 1999;
1,322....; muchos genes regulados por la luz. Buchel et al.,1999;
GT1CORE GGTTAA 342, 538; Elemento responsivo a la luz Villain et al., 1996;
Gilmartin et al.,
1990;
SORLIP1AT GCCAC 878; Secuencias sobre-representadas en | Jiao et al., 2005;
promotores inducidos por luz. Hudson et al., 2003;
CIACADIANLELH CAATACAATC 1,602; Regioén necesaria para la expresion | Piechulla et al.,
C circadiana del gen Lhc del tomate; 1998;
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ATML1 TAAATgta 67, 413, 491, 717, Involucrado en la especificacion y la | Weirauch et al
formacién de patrones celular durante | 2014;
la embriogénesis.

Uno de los motivos de secuencia | Fehlberg et al.,

OSE2ROOTNODU | AAGAG 122; consenso de elementos especificos | 2005; Viewegetal.,

LE de drganos (OSE) caracteristicos de | 2004;
los promotores activados en células
infectadas de nédulos de raiz;

Nole-Wilson et al.,

Aintegumenta gttcacaCCCGAat 972; Regula la division celular 2000; Krizek et al.,

(ANT) 2000;

Factor de transcripcion involucradoen | Mathelier et al.,

ATHBI15 AtaATTATLt 85; la  regulacion del desarrollo del | 2013; Matys et al.,
meristemo  para  promover la | 2006;
formacién de o6rganos laterales.

Puede regular la formacion o el
mantenimiento de los tejidos
procambiales y vasculares.

Proteina CIRCADIAN CLOCK

CCAl1 aacATATCtc 215; ASSOCIATED 1 [CCALl]. Factor de | Wanget al., 1997;
transcripcion involucrado en el reloj
circadiano y en la regulacion del
fitocromo.

CDC5 accGCTGAgcc 321; Proteina-tipo 5 del ciclo de la divicion | Monaghan et al.,
delular. 2009; Hirayama et

al., 1996;
RAV1 tctCAACAtatc 180, 542, 563, 743, Factor de transcripcion que responde | Hu et al.,, 2004,
778, 829, 392, 673, al etileno RAV1 (Regulador negativo). | Fowler et al., 2003;
794, 1,024, 1,382,
1,402, 1,582;
Factor de transcripcion que integra el

RVE1 aacATATCtc 1,028; reloj circadiano y las vias de auxina. Franco-zorrill et al.,
No acttia dentro del reloj central, sino | 2014;
que regula los niveles de auxina libre
de una manera especifica del tiempo
del dia. Regula positivamente la
expresion de YUCS8 durante el dia,
pero no tiene efecto durante la noche.

ERF ctGCCGCtaa 1,039; Factor de transcripcion responsivo a | Chang et al., 2013;
etileno; (Activador).

Dof1, Dof2, Dof3 CcgcTAAAGgca 694, 1,043, 1,113, Factor de transcripcion de dedo de | Yanagisawa, S,

1,185, 1,329....; zinc Dofl/ MNBI. Participa en el | 2000, 2001;
control de la germinacién de las
semillas.
PBF ataAAAAGtgc 293, 708, 853...; Prolamin box binding factor Franco-zorrill et al.,
2014,

TEIL ATGTAcaa 64, 70, 437..; Tipo- EIN3 de tabaco
Secuencia ACGT requerida para la | Nakashima et al.,

ACGTATERD1 ACGT 616; expresion de erdl inducida por | 2006; Simpson et
etiolaciéon (respuesta temprana a la | al., 2003;
deshidratacién) en Arabidopsis.

Motivo-AG en -114 del promotor del
gen NtMyb2; NtMyb2 es un regulador

AGMOTIFNTMYB TTGGATCT 426; de retrotransposon de tabaco Ttol y Matys et al., 2006;

2 el gen de la fenilalanina amonio liasa
relacionada con la defensa (PAL), que
son inducidos por estrés, tales como
diversas heridas o inductor de
tratamiento; sitiio de union de AGP1.

AP1 TTTTTAG 158; Las cajas de CArG en el promotor del
gen APETALA3 de Arabidopsis,

(identidad de érgano floral).

ARR10 AGATAATT 215, 612, 775, 1,006; | Regulador de respuesta  10; | Franco-Zorrilla et
Podria activar directamente algunos | al., 2014;
reguladores de respuesta tipo A en
respuesta a citocininas.

ARR11 tcAGATACcgt 610; Regulador de respuesta  11; | Franco-Zorrilla et
Podria activar directamente algunos | al., 2014;
reguladores de respuesta tipo A en
respuesta a citocininas.

ARR14 caGATACgtc 46, 611, Regulador de respuesta 14; Franco-Zorrillaet

al., 2014;

ARR18; RR18 aacaTATCTctct 1,028; Regulador de respuesta 18; Franco-Zorrillaet

al., 2014;
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ARR-B; ARR1AT CGATT 215, 775, 812, 873, Elemento responsivo a citocinina. Ross et al., 2004;
ataGAATCtt 956, 961, 987, 1,219; Sakai et al., 2000;
ASFINTPARA TTATGcatttattaccat 1,085; ASF-1 (factor nuclear de unién a 1). | Franco-zorrill et al.,
Encontrado en regiones que | 2014;
responden a las auxinas.
Secuencias que se encuentran en las
CCAATBOX1 ATTGG 1, 620; regiones 5 no codificantes de los | Haralampidis et al.,
genes eucariotas; "Caja CCAAT" que | 2002; Ri epingetal.,
se encuentra en el promotor de los | 19gp:
genes de proteinas de choque
térmico; "Caja CCAAT" actua con
HSE para aumentar la actividad del
promotor hs.
ANT; DRG; CKC; CACAAgttccattg 661; Factor de transcripcién responsivo a | Nole-Wilson et al.,
CKC1 etileno ANT ( AINTEGUMENTA) tipo | 2000; Krizek et al.,
AP2. 2000; Elliott et al.,
1996;
GAREAT TAACAAG 1,001, 1,167, 1,262, GARE (Elemento responsivo a GA); Ogawaet al., 2003;
POLLENI1LELATS AGAAA 275, 451, 673, 725 Uno de los dos elementos | Filichkin et al.,
2 855, 865, 913, 919, reguladores; AGAAAy TCCACCATA | 2004; Bate et al.,
959, 1,180; son necesarios para la expresion | 1998;
especifica del polen;
(POLLEN2LELAT52).
Secuencia consenso de unién del
RAV1AAT CAACA 183, 545, 566, 746, factor de transcripcion RAV1 de | Hu et al., 2004;
781, 832, 1,027, Arabidopsis; RAV1 se une | Fowler et al., 2003;
1,385...; especificamente al ADN con motivos
de secuencia bipartita de RAV1-A
(CAACA) y RAV1-B (CACCTG).
CAATBOX1 CAAT 2,442, 444,517, Elementos que actuan en Cis en las | Riepingetal., 1992;
619, 621, 653, 679, regiones promotora y potenciadora. Haralampidis et al.,
751, 755, 763, 768, 2002;
841,1286, 1,458,
1,594, 1,602, 1,607;
La secuencia y el espaciamiento de | Grace et al., 2004,
TATABOX2 TATAAAT 1,208; los elementos de la caja TATA son | Shirsat et al., 1989;
criticos para una iniciacion correcta.
TBP ctATAAAtctttaga 1,207; Factor de transcripcion TFIID (o | Badis et al., 2009;

TATA-binding protein, TBP).

Matys et al., 2006;
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Anexo [.XI

Cebadores para la construccion de los vectores binarios pCcSERK1::GUS

Nombre Secuencia

PrSERK1-Kpnl-Forl  CGG GGTACC AAAAATCGATAAAAAGTGCGTTCAAATT
PrSERK1-Ncol-Revl CATGCCATGGTATCACCAACAAAACCCCCACAA
PrSERK1-Kpnl-For2 CGG GGTACC CAACTTTAGGTACACTTTTATTATGCA

PrSERK1-Kpnl-For3 CGG GGTACCAGAGCTTTCGGGCAGGTGTC

Anexo [.XII

Extraccion de pDNA del vector pCAMBIA1301

Figura 5 Electroforesis de DNA plasmidico del vector pPCAMBIA1301. Una alicuota de 5.0 uL de DNA
plasmidico fue fragmentado por electroforesis en gel de agarosa al 1 % y tefiido con 1 ug-mL? de
bromuro de etidio.Carril 1-5: pDNA ( pCAMBIA1301) de diferentes colonias. M: Marcador de peso

molecular de 1 Kb;
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Anexo [.XIII
Confirmacioén de las construcciones pCcSERK1::GUS mediante PCR.

Se realiz6 la confirmacion de las construcciones pCcSERK1::GUS a partir de pDNA
mediante PCR utilizando cebadores especificos, los resultados son los que se muestran en

la figura 7, en todas las clonas analizadas se obtuvo la amplificacion del tamafio esperado.

M 1 Z 3 4 5 & 7 8 4 10 1112 13 14 15 15 17 1B 13 A0

Figura 6 Analisis de los plasmidos pCcSERK1::GUS por PCR. Una alicuota de 5.0 pL del producto
de PCR fue fragmentado por electroforesis en gel de agarosa al 1 % y tefiido con 1 ug-mL? de

bromuro de etidio. Carril 1-12: pCcSERK1::GUS; M: Marcador de peso molecular de 1 Kb.
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