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RESUMEN 

En este estudio se analizó el perfil de expresión de los genes involucrados en los estadios 

de desarrollo temprano y tardío de la embriogénesis somática de Musa acuminata ssp. 

malaccensis y se comparó con el perfil de aquellos expresados en la embriogénesis 

cigótica de la misma especie, utilizando para ello la técnica de cDNA-AFLP, misma que 

permitió distinguir diferencias en la expresión de genes entre ambos procesos. 

Para ello, primero se desarrollo el protocolo de embriogénesis somática in vitro sobre 

embrión cigótico inmaduro de M.a.m. En este trabajo se implementó un paso en el 

protocolo que mejoró la maduración de embriones somáticos a partir de suspensiones 

embriogénicas, lo que resultó en el incremento de los porcentajes de germinación de los 

embriones somáticos y su conversión a planta. Con este material del proceso de 

embriogénesis somática y los embriones cigóticos colectados en campo, se desarrollo el 

estudio arriba señalado mediante cDNA-AFLP. 

De los perfiles de transcripción de los embriones cigóticos y somáticos analizados se 

observó que solamente el 8% de los fragmentos derivados de transcritos (TDFs) mostró 

expresión diferencial. Se encontró una mayor proporción de transcritos de genes 

expresados en embriogénesis somática y generalmente ocurrió en estadios tempranos del 

desarrollo de los embriones. 
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ABSTRACT 

In this study the expression profiles of genes involved in the early and late developmental 

stages of Musa acuminata ssp. malaccensis somatic embryogenesis were analyzed, and 

compared to those profiles obtain from correlative stages of zygotic embryogenesis of the 

same species, for this purpose, the method of cDNA-AFLP was employed , which 

permitted the differentiation of genes expressed in both processes. 

To this end, an in vitro protocol for the initiation of M.a.m somatic embryogenesis through 

immature zygotic embryos culture was employed. In the present work a maturation step 

was added to the existing protocol to enhance the differentiation of somatic embryos via 

embryogenic cell suspensions, which resulted on the increased frequencies of embryos 

germination and plant conversion. By this means, the different stages of somatic 

embryogenesis and of zygotic embryos collected from field plants were available for 

development of the study using cDNA-AFLP. 

Analyses of the transcription profiles of the zygotic and somatic embryos provide evidence 

that only 8% of transcripts derived fragments (TDFs) were express differentially. We found 

a higher proportion of transcripts of expressed genes in somatic embryogenesis, 

commonly in the early stages of embryo development. 
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INTRODUCCIÓN 

INTRODUCCIÓN 

Los bananos y plátanos son plantas monocotiledóneas que forman parte de la familia de 

las Musáceas (INIBAP, 2001 ). Los plátanos constituyen una fuente de alimentos 

importante en partes de África, sur de India y en toda la América tropical. Esto es debido a 

la estabilidad y relativa facilidad de producción de este fruto y alto valor nutritivo del 

mismo. El plátano es un alimento básico de la canasta familiar en los países africanos y 

latinoamericanos. Se diferencia del banano y de las demás frutas en que requiere cocción 

antes del consumo. A pesar de que México no figura a nivel mundial como productor de 

plátanos, ocupa el octavo lugar mundial en la producción de bananos; su producción en 

1997 fué de 1. 7 millones de toneladas y para el año 2007, la producción aumentó a 1.9 

millones (FAO, 2008). Los principales cultivares son triploides, altamente estériles, 

partenocárpicos y de propagación vegetativa. También son susceptibles a varias 

enfermedades que amenazan seriamente a las plantaciones de todo el mundo (Aguilar et 

al. , 2008). 

La mayor parte de la investigación realizada en el género Musa se ha enfocado en 

mejorar la calidad de la fruta, la condición de enanismo de la planta (para contrarrestar su 

volcamiento) y la resistencia del germoplasma a las enfermedades. En este sentido, la 

embriogénesis somática en un gran número de cultivares de Musa ofrece grandes 

expectativas para el uso de esta tecnología como plataforma para el mejoramiento 

genético de bananos y plátanos (Aguilar et al. , 2008). 

En plantas, la embriogénesis no está restringida a la fecundación de la célula huevo, 

también puede ser inducida en las células somáticas. En la embriogénesis somática, las 

células se desarrollan en embriones a través de diferentes fases o estados morfológicos 

característicos de la embriogénesis cigótica, pero sin la previa fusión de los gametos 

(Williams y Maheswaran, 1986).La adquisición de la competencia embriogénica en células 

somáticas involucra una fase de inducción, en la cual las células utilizan su totipotencia 

para adquirir la competencia necesaria para responder a las señales embriogénicas; dicha 

fase no existe en la embriogénesis cigótica (Pasternak et al. 2002; Dodeman et al., 1997). 

Estas fases se caracterizan por distintos eventos bioquímicos y moleculares. Debido a las 

dificultades e inanccesibilidad del embrión cigótico, los trabajos sobre mecanismos 
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INTRODUCCIÓN 

moleculares relacionados con embriogénesis se realizan preferentemente en embriones 

somáticos, ya que probablemente tengan un patrón de expresión de genes semejante 

(Suprasanna y Bapat, 2006; Merkle et al. , 1995). 

El análisis de la expresión de genes es una herramienta importante para entender y 

controlar los procesos morfogenéticos que ocurren en plantas. La embriogénesis es un 

proceso complejo regulado por un gran número de diferentes grupos de genes (Dong y 

Dunstan , 1999; Thomas, 1993). La regulación de la expresión de genes en plantas juega 

un papel importante en el desarrollo, en la diferenciación celular y las respuestas ante 

estrés. Por consiguiente, en estudios de genómica funcional , la embriogénesis somática 

es un elemento imprescindible para validar genes relacionados con determinados 

procesos (Campbell et al. , 2003; Chugh y Khurana, 2002). 

En este contexto, la identificación de genes específicos o estadía-específicos, expresados 

diferencialmente durante distintos momentos de la embriogénesis somática es 

imprescindible para entender los mecanismos moleculares y fisiológicos que controlan 

estos procesos (Low et al. , 2008; Fu et al. , 2002; Jung et al. , 1997; Marrs et al. , 1993) y 

para establecer sistemas de propagación clonal altamente eficientes. Aunque las fases 

del desarrollo de embriones cigóticos y somáticos ya han sido caracterizadas por la 

acumulación de distintos juegos de ARNms y sus correspondientes proteínas; un 

entendimiento completo del fenómeno todavía está lejos del alcance para una gran 

variedad de especies, entre ellas Musa (Chakrabarty et al. , 2003; Dong y Dunstan, 1996; 

Goldberg et al. , 1989). 

El cDNA-AFLP es una de las metodologías más utilizadas para detectar los patrones de 

expresión de determinados genes; se basa en la amplificación de fragmentos 

polimórficos en longitud (Amplified Fragment Length Polymorphism, AFLP) para detectar 

genes expresados diferencialmente. El ARNm se transcribe de manera reversa a ADNc 

de doble cadena que sirve como templado para la técnica estándar de AFLP. De esta 

manera se pueden detectar transcritos específicos en células, tejidos u órganos para 

aislar los genes correspondientes a determinados estímulos (Bachem et al. , 1996). Es una 

técnica eficaz, sensible y reproducible que no requ iere información previa de las 

secuencias; siendo por consiguiente, una herramienta útil para la identificación de nuevos 

genes en organismos no-modelos (Zaga et al. , 2006; Ditt et al. , 2001 ; Durrant et al. , 
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2000). 

En este trabajo nos planteamos como objetivo comparar los perfiles de expresión de los 

fragmentos derivados de trascritos (TDFs) obtenidos mediante cDNA-AFLP, tanto de 

embriones cigóticos como somáticos de Musa acuminata ssp. malaccensis (M.a.m.) en 

distintos momentos del proceso embriogénico. Los resultados evidencian la existencia de 

diferencias estadía-temporales en la expresión de genes, ya que hubo genes expresados 

en embriones cigóticos que difieren a los expresados en embriones somáticos, tanto en 

estado maduro como inmaduro. 
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CAPÍTULO 1 

CAPÍTULO 1 

ANTECEDENTES 

1.1 El género Musa 

• Clasificación Taxonómica 

Según Nieves (2007), la clasificación taxonómica de los bananos y plátanos es la 

siguiente: 

Clase: Monocotiledónea 

Orden: Escitaminales (6 familias) 

Familias: Musaceas (3 subfamilias) 

Subfamilias: Musoideae 

Géneros: Musa (5 regiones) 

Sección: Eumusa 

Especies: M. acumínata y M. balbísíana 

En el cuadro 1.1 se presentan los géneros que componen a la familia de las Musáceas, 

cuya distribución se extiende desde África occidental hasta el Pacífico, siendo su origen el 

sudeste de Asia predominantemente. Los géneros se distinguen entre sí principalmente 

en base a las características de sus frutos, dividiendo al género Musa en cuatro secciones 

(INIBAP, 2001 ). 
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Cuadro 1.1 Géneros y secciones que integran a la familia de las musáceas con algunos ejemplos 

de especies. 

FAMILIA: MUSACEAS 
GÉNERO MUSA GÉNERO ENSETE 

E. ventricosum (Welw) 
Cheesm. 

SECCIÓN: Callimusa 

SECCIÓN: Australimusa Musa textilis 

SECCIÓN: Rhodochlamys 

SECCIÓN: Eumusa 
11 ESPECIES 
Musa acuminata (genoma A) 
M. balbisiana (genoma B) 

El género Musa comprenden genotipos tanto silvestres como cultivados con considerable 

diversidad genética y un amplio rango de características morfológicas. En general, los 

bananos pueden ser clasificados en base a su genoma en cuatro grupos-A, B, S y T­

representados por M. acuminata (2n=2x=22), M. balbisiana (2n=2x=22), M. schizocarpa 

(2n=2x=22) y Australimusa (2n=2x=20) respectivamente. El tamaño haploide del genoma 

de los bananos es relativamente pequeño de 500 a 600 Mpb (Lysak et al., 1999). 

Todas las variedades de banano y plátano cultivadas en la actualidad han surgido de 

especies de la sección Eumusa, siendo esta la más amplia y la más propagada 

geográficamente, con especies que crecen desde India hasta el Pacífico. La sección 

Eumusa contiene aproximadamente once especies pero la mayoría de los cultivares 

proceden de solo dos, Musa acuminata Colla (genoma A, 2n = 2x = 22) y Musa balbisiana 

Colla (genoma B, 2n = 2x = 22). La posibilidad de comer los frutos maduros de M. 

acuminata diploide (AA) ocurrió como resultado de mutaciones. El cruzamiento natural 

posterior entre estos diploides comestibles y los progenitores silvestres dio como 

resultado la formación de una progenie híbrida comestible y estéril con los genomas AB, 

AAA, AAB, ABB, AAAB, etc. Muchos de los bananos comerciales son triploides 

(2n=3x=33) con un genoma AAA, AAB y ABB originados de la poliploid ización e 

hibridación interespecífica de las dos especies parentales mencionadas anteriormente, 
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que dieron origen a distintas combinaciones genómicas en tres niveles de ploidía (2x, 3x y 

4x) (Figura 1.1 ).Estos diferentes grupos genómicos constituyen la diversidad de los 

bananos y plátanos comestibles que existen actualmente (Rosales y Pocasangre, 2002; 

Constantine y Rossel , 2001 ; Trehane, 1995). 

Género(2) 
Musa 

Cultivares (AA, AAA) 

Sección (3-5) 
Eumusa (22 cromosomas) 

l 
Especies (35-50) 

M. balbisittna (BB) 

/ 
M . x panulisiaca 

AB,AAB, ABB, AAAB,AABB, ABBB 

Figura 1.1 Origen hipotético del surgimiento de los bananos y plátanos comestibles actuales, 

Constantine y Rossel , 2001 . 

• Descripción botánica 

Los miembros del género Musa son plantas herbáceas con pseudotallos aéreos que se 

originan de cormos carnosos en los cuales se desarrollan numerosas yemas laterales o 

hijuelos. Las hojas tienen una distribución helicoidal (filotaxia espiral) y las bases foliares 

circundan el tallo o cormo, dando origen al pseudotallo. La inflorescencia es terminal y 

crece a través del centro del pseudotallo hasta alcanzar el follaje superior y salir. Cada 

pseudotallo produce una sola inflorescencia y luego muere. La planta continúa su ciclo de 

vida a través de la formación de hijuelos laterales (Figura 1.2); de esta manera, la planta 

puede propagarse vegetativamente por tiempo aparentemente indefinido. En las especies 

silvestres seminíferas, la polinización es esencial para el desarrollo del fruto. El fruto 

maduro contiene una masa de semillas negras y duras rodeadas de una pulpa escasa y 

dulce que se desarrolla de las paredes del ovario y de la septa (Persley y De Langhe, 
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1987). 

Figura 1.2 Características botánicas sobresalientes de los bananos y plátanos. 

De manera particular, los bananos silvestres son diploides, producen semillas que 

generalmente son fértiles, siendo la polin ización esencial para el desarrollo del fruto. El 

óvulo es fecundado en las 24 horas siguientes a la floración y el cigoto se divide en los 

siguientes quince días. El crecimiento del embrión es lento y la diferenciación comienza 

aproximadamente después de 55 días. Los meristemos apical y caulinar aparecen 

después de dos meses (Escalant y Teisson , 1987). En la semilla madura, el embrión 

presenta la forma de "hongo" característico de las Musáceas. La porción agrandada, 

"cabeza", se denomina haustorio y es la parte principal del cotiledón. La porción angosta, 

llamada "pie", del embrión representa el eje epicotilo-hipocotilo-radícula , así como una 

parte del cotiledón . Esta porción se encuentra dentro del collar del micrópilo (McGahan, 

1961). 

En el caso de los cultivares comerciales, estos son triploides, no producen semillas (solo 

en muy raras ocasiones y en contados cultivares) y para el desarrollo de los frutos no se 

requiere polinización (son frutos partenocárpicos) (Simmonds, 1962). La partenocarpia y 

la esterilidad son producto de mecanismos genéticos diferentes. Existe esterilidad 

genética , así como también la causada por la estructura híbrida del germoplasma. La 

esterilidad en los triploides es del tipo estructural ; sus flores femeninas son altamente 
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estériles, y las flores masculinas no contienen polen viable (Rosales y Pocasangre, 2002). 

• Importancia económica 

Los bananos y plátanos son considerados componentes de la seguridad alimentaria de 

algunos países poco desarrollados debido a que representan la fuente de alimentación o 

ingresos para cerca de 400 millones de personas en 120 países; constituyendo hasta un 

90% de los carbohidratos consumidos (Aert et al., 2004; Roux et al., 2004). Las especies 

económicamente importantes son generalmente triploides. Las especies diploides son la 

base para el mejoramiento genético y ésta es su principal utilidad; siendo muy poco 

utilizados como fuente de alimento, ya que generalmente son plantas delgadas, de porte 

alto, con producción prolífera de hijuelos, de racimos y dedos pequeños y llenos de 

semillas. Contrario a ello, los triploides son el producto ideal de todo programa de 

mejoramiento por ser plantas mucho más vigorosas, con un mayor potencial de 

producción, con racimos grandes y mejor conformados, frutos más largos y gruesos y; lo 

que es esencial, partenocárpicos y estériles (Rosales y Pocasangre, 2002). 

En cuanto al área donde se cultiva una mayor cantidad de plátanos se mencionan partes 

de África , sur de India y en toda la América tropical , constituyendo una fuente importante 

de alimentos. En promedio, de 1997 a 2007 a nivel mundial se cultivaron 5,197,000 ha. 

de plátano. Uganda ha destinado en promedio 1, 626, 000 ha. al cultivo de plátano, 

seguido de Costa de Marfil, Colombia y Nigeria con 416,000; 409,000 y 398,000 ha. 

respectivamente. Los cuatro países representan el 55% de la superficie cosechada de 

plátano. Las variedades comerciales de plátano se cultivan en toda las regiones tropicales 

del mundo y es la fruta tropical más cultivada y una de las cuatro más importantes en 

términos globales, solo por detrás de la uva, los cítricos y la manzana. Sin embargo, 

México no figura como productor de plátanos a nivel mundial (FAO, 2008). 

El área cultivada de bananos a nivel mundial muestra una tendencia a la alza. En 1997, 

se produjeron 60, 581 ,000 ton. y para 2007 fueron 81,263, 000 ton. observando un 

incremento del 3%. Los principales países productores de banano según la FAO (2008) 

son: India (22%), Brasil y Ecuador (9%), China y Filipinas (8%) respectivamente, 

Indonesia (6%), Costa Rica y México (3%), que en conjunto aportan el 69% del mercado 

mundial (Figura 1.3). 
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PRINCIPALES PAISES PRODUCTORES DE BANANO 
1997.2007 

% 

México, 2.90 
Costa Rica, 3.17 

Indonesia, 6.17 

Filipinas, 7.75 

Brasil , 9.11 

Figura 1.3 Principales países productores de banano en el periodo de 1997 a 2007 según los 

datos de la FAO, 2008 (Food and Agriculture Organization of the United Nations). 

En México, la producción de bananos es una actividad agrícola de gran impacto 

económico. El principal estado productor de bananos es Chiapas con 21 ,115 ha. con una 

producción anual de 702,868 ton. Otros estados productores son Veracruz, Colima, 

Michoacán, Jalisco, Nayarit, Guerrero, Oaxaca, Puebla , Quintana Roo, Sinaloa, Yucatán, 

Campeche, Estado de México, Morelos e Hidalgo. En los 17 estados productores, 

incluyendo Tabasco, se tiene una superficie plantada de 76,313 ha. , las cuales produjeron 

en el 2006, 2,196,154 ton. con un rendimiento de 29.5 ton . de fruta por ha. (SAGARPA, 

2007). 

Debido a que muchas de las clonas cultivadas de Musa son derivadas de especies 

silvestres como resultado de la selección continua y domesticación, es importante 

mantener la variabilidad de especies domésticas y silvestres mediante el establecimiento 

de bancos de germoplasma. La utilización del plátano y banano como alimento ha ido 

incrementando su valor, lo que implica la necesidad de mejorar sus rendimientos, calidad 

y fomentar su rápida multiplicación mediante la generación y/o mejoramiento de 

tecnologías, entre ellas, el cultivo de tejidos vegetales (Ramsey et al., 1990). 
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1.2. Cultivo de tejidos vegetales 

• La embriogénesis somática 

La embriogénesis es uno de los procesos biológicos más importantes durante el ciclo de 

vida de las plantas. La embriogénesis cigótica (EC) inicia con la doble fertilización , 

seguida por la determinación de los tres ejes del embrión (longitudinal, lateral y radial) y 

los cambios morfológicos que lo caracterizan (globular, corazón , torpedo y cotiledonar en 

dicotiledóneas). Posteriormente, las proteínas de reserva se acumulan y finalmente, los 

embriones entran a un estado de desecación y dormancia. Dichos procesos son 

regulados por numerosos factores incluyendo fitohormonas, enzimas y otras sustancias 

relacionadas con la embriogénesis. Se han llevado a cabo muchos estudios utilizando 

diferentes estrategias experimentales para tratar de conocer los mecanismos que 

controlan la embriogénesis de plantas. El sistema de embriogénesis somática (ES) en el 

cultivo de tejidos es una de las estrategias experimentales más utilizada, ya que, como se 

observa en la Figura 1.4, produce embriones mediante una secuencia de desarrollo muy 

similar a la EC, excepto que los embriones somáticos no pasan por un estado de 

dormancia para poder germinar (lkeda et al. , 2006; Dodeman et al., 1997). 

Células 
embriogénicas (CE) FORMACIÓN DEL EMBRIÓN SOMÁTICO 

germinación 

plántula 

germinación 

Figura 1.4 Modelo que esquematiza la formación del embrión cigótico y somático en 

angiospermas. La embriogénesis somática es similar en morfología y desarrollo a la embriogénesis 
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cigótica. a-célula apical , b-célula basal, ep- propio embrión , f-huevo fertilizado, s-suspensor 

(Adaptado de Zimmerman, 1993). 

Para las monocotiledóneas, el patrón de desarrollo de los embriones tanto cigóticos como 

somáticos comprende los estados globular, escutelar y el estado de coleóptilo (Gray, 

2000). 

La capacidad de reproducirse vegetativamente y de iniciar el desarrollo de un embrión a 

partir de la reprogramación de células somáticas es una propiedad única de las plantas y 

de su totipotencialidad celular (Zimmerman, 1993). La ES, fue desarrollada por Steward 

( et al., 1958) en cultivos celulares de Daucus carota , desde entonces dicho proceso se ha 

considerado una herramienta útil para la clonación de plantas. Esta especie junto con 

Arabidopsis thaliana han sido de las más utilizadas para estudios básicos de la 

embriogénesis, tanto sobre la regeneración de plantas como acerca de eventos 

morfogénicos y regulatorios tempranos en la embriogénesis (Zimmerman, 1993). 

La ES ocurre cuando las células somáticas de la planta recobran su totipotencia y 

adquieren la competencia necesaria para responder a señales que le permiten iniciar la 

embriogénesis (Pasternak et al., 2002). La primera fase es conocida como inducción , en 

ésta las células somáticas diferenciadas adquieren competencia embriogénica, ya sea de 

manera directa (sin un paso de desdiferenciación) o indirecta (por desdiferenciación e 

involucrando una fase de callo). Después del estímulo apropiado, esta fase es seguida 

por la iniciación de la ES, en la cual las célu las competentes o pro-embriones inician su 

desarrollo. Finalmente, durante la maduración , los embriones somáticos anticipan su 

germinación por desecación y acumulación de reservas (Jiménez, 2001 ). 

La ES, por consiguiente, consiste en el reemplazo del patrón existente de expresión de 

genes del explante por un nuevo programa embriogénico (Zeng et al. 2007; Chugh y 

Khurana, 2002). Esto solamente es posible si las células son competentes y reciben el 

estímulo inductor apropiado (Fehér, 2005). La activación temprana del ciclo celular, el pH 

vacuolar más alcalino, el metabolismo de auxinas alterado y la existencia de cloroplastos 

no funcionales son algunas de las características que presentan las células 

embriogénicas competentes (Pasternak et al., 2002). 

Se reconocen dos condiciones inductoras de la ES que permiten a las células 
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diferenciadas desarrollarse en células desdiferenciadas competentes, 1) los reguladores 

del crecimiento vegetal (RCV) que son los niveles celulares internos o externos de 

diversas fitohormonas, fundamentalmente auxinas y citocininas; y 2) los factores de estrés 

como son: choque osmótico, medio de cultivo, deshidratación, estrés por agua, los 

metales pesados, alteración del pH del medio de cultivo, tratamientos de choque por calor 

o frío, hipoxia, antibióticos, radiación ultravioleta, tratamientos mecánicos o químicos 

(Lincy et al. , 2009; Segun et al. , 2007; Potters et al. , 2007; Karami et al. , 2006; Aoshima, 

2005; Fehér, 2005; Patnaik et al. , 2005; lkeda et al., 2003; Y u et al., 2001 ). Una gran 

cantidad de evidencia indica que los RCV actúan como señales centrales para 

reprogramar a las células somáticas hacia la vía embriogénica (Fehér, 2005; Jiménez y 

Thomas, 2005; Thomas y Jiménez, 2005; Gaj , 2004; Fehér et al. , 2003; Pasternak et al., 

2002). 

A pesar de la gran cantidad de información que existe, aún falta por conocer la naturaleza 

exacta del mecanismo disparador de la embriogénesis, sea este fís ico, bioquímico o 

genético (Gray, 2000). En Musáceas, la ES se ha inducido a partir de diferentes tipos de 

explantes (cuadro 1.2). Las flores masculinas inmaduras han resultado ser el explante 

más adecuado para in iciar cultivos embriogénicos (Jalil et al. , 2003). 

Cuadro 1.2 Tipos de explantes utilizados para inducir la embriogénesis somática en Musa. Con 

asterisco se indica el tejido más utilizado. 

Ma, 1991 
Escalant et al. , 1994 
Grapin et al., 1996 
Jalil et al., 2003 
Houllou-Kido et al· 2005 
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1.3. Expresión de genes durante embriogénesis 

En plantas con semillas, la embriogénesis involucra cambios morfogenéticos drásticos a 

través de los cuales un individuo se forma a partir de un huevo fertilizado. El proceso 

inicia cuando el cigoto se divide transversal y asimétricamente para formar una pequeña 

célula apical (el embrión) y una gran célula basal (el suspensor que mantiene unido al 

tejido madre y proporciona los nutrientes y reguladores de crecimiento para el desarrollo 

del embrión). A continuación , el desarrollo del embrión ocurre en tres pasos: 1) el 

establecimiento de la organización como un embrión, 2) la acumulación de sustancias de 

reserva en éste, 3) la adquisición de tolerancia a la desecación y dormancia (inactividad) 

de la semilla . Cada uno de estos pasos es regulado con precisión por fitohormonas, 

proteínas, factores de transcripción y otras moléculas relacionadas con la embriogénesis 

(Umehara et al. , 2007). 

En la Figura 1.5 se esquematizan las distintas etapas del desarrollo y diferenciación del 

embrión cigótico, durante las cuales se expresan genes de manera constitutiva (genes de 

mantenimiento o housekeeping). También se ha detectado la expresión de genes de 

manera estadía-específica. Por ejemplo, en etapas tempranas de la morfogénesis; 

durante estadios inmaduros del embrión, se expresan genes que pueden diferir a los que 

se expresan en el estado maduro (estadios torpedo y cotiledonar). Para que ocurra el 

crecimiento se requiere de la replicación del ADN , acumulación de tubulinas, 

reensamblamiento de la red microtubular y finalmente mitosis. Asimismo, durante la 

desecación, el embrión pasa por un periodo de dormancia, en el cual , la actividad del ciclo 

celular se suprime. Finalmente, al terminar la embriogénesis, la emergencia de la radícula 

marca el inicio de la germinación. (De Castro y Hilhorst, 2000). 
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Figura 1.5 Tipos de genes expresados durante el desarrollo de la semilla. Adaptado de De Castro 

y Hilhorst (2000). 

Debido a que el desarrollo del embrión ocurre dentro del tejido materno, la inaccesibilidad 

física de los embriones cigóticos ocasiona que los análisis bioquímicos y moleculares 

sean difíciles. Por consiguiente, se conoce muy poco sobre los eventos tempranos de la 

embriogénesis. Sin embargo, las células somáticas tienen el potencial embriogénico para 

producir plantas maduras morfológicamente normales, lo que permite utilizarla como un 

modelo para investigar el mecanismo de embriogénesis de plantas y conocer los factores 

que regulan dicho proceso, también tiene un papel importante en la propagación clonal y 

es una herramienta útil para llevar a cabo mejoramiento genético (Umehara et al., 2007). 

Existen diferentes factores fisiológicos y genéticos que inducen la embriogénesis en 

condiciones in vitro en varios tipos de células; sin embargo, las bases moleculares de 

estos mecanismos no están bien definidas. La identificación de genes específicos que se 

activan durante embriogénesis es deseable para el entendimiento de los mecanismos 

asociados con este proceso (Chugh y Khurana, 2002). Hasta éste momento, la 

información generada permite hacer una clasificación de los genes involucrados en ES y 

procesos en los que participan (Cuadro 1.3). 
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Cuadro 1.3 Tipos de genes que se expresan durante ES (Yang y Zhang, 201 0). 

GENES EXPRESADOS DURANTE LA EMBRIOGÉNESIS 
SOMÁTICA 

A) Genes relacionados con ciclo celular y pared celular 

B) Genes de respuesta a tratamientos con hormonas 
Genes relacionados con auxinas 
Genes inducibles por ABA 

C) Vía de transducción de señales involucrados en la ES 
Cinasastipo receptor de la embriogénesis somática (SERK) 
Transducción de señales mediada por calmodulina 

D) Factores de transcripción involucrados en la ES 
Genes LEC 
Proteínascon dominioAP2/ERF 
Proteínas homeodominio WUS 
Proteína 15 tipo AGAMOUS (AGLlS) con dominio MADS 

Contrario a angiospermas como la zanahoria, la embriogénesis somática en 

gimnospermas ha sido menos estudiada; los análisis moleculares han sido menos 

frecuentes y se han realizado en especies como Picea glauca, Picea abies y Pinus edulis 

(Dong y Dunstan, 1999; Leal y Misra, 1993). En la Figura 1.6 se muestra un resumen del 

análisis molecular de la expresión de algunos genes involucrados en ES . 

.-----------., 
GENES DE 

RESPUESTA A 
HORMONAS 

MUTANTES 
CIGÓTICOS 

Hsps, GERMINAS 1 
GENES DE 

MADURACIÓN 

GENES 
HOUSEKEEPING 

1 1 
GENES 

HOMEÓTICOS 

GENES QUE 
CODIFICAN PARA 

PROTEINAS 
EXTRA CELULARES 

Figura 1.6 Representación esquemática de varios tipos de genes relacionados con la ES en 
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plantas superiores (Chugh y Khurana, 2002). 

La caracterización molecular de la ES puede basarse en los genes cuya expresión 

depende del ciclo celular (Dudits et al. , 1991 ). Algunos ejemplos se mencionan a 

continuación: 1) genes que tienen un papel significativo durante la división y formación de 

la pared celular en distintas etapas de la diferenciación embriogénica; 2) genes que 

codifican para actina y tubulina que se expresan en tejido no embriogénico incrementan 

su expresión durante ES y con ello ocurre un aumento en la formación de pared y 

membrana celular, 3) la acumulación de pared celular y la regulación de moléculas señal 

que se unen a ésta, puede resultar en alteraciones esenciales en la expresión de genes 

específicos del ciclo celular y de genes involucrados en la síntesis de pared celular; 

causando cambios coordinados en las funciones celulares de varios estadios de la ES. 

Diversos estudios indican que la pared celular está involucrada en la transducción de 

señales durante la embriogénesis y en la formación de tensiones que determinan la forma 

de la célula y su plano de división (Malinowski y Filipecki , 2002). 

También se puede caracterizar la ES dependiendo de la respuesta a la aplicación de 

hormonas. Dentro de ellas, las auxinas son reconocidas como iniciadores de la 

embriogénesis somática y se conocen diferentes genes que se expresan en respuesta a 

auxinas como el 2-4 D (ácido diclorofenoxiacético); entre ellos los que codifican para 

proteínas de choque térmico (Kitamiya et al. , 2000; Coca et al. , 1994). El ABA (ácido 

abscisico) es una hormona que regula varios procesos durante la embriogénesis y 

formación de semillas y regula la expresión de genes que cod ifican para distintas 

proteínas, entre ellas las proteínas LEA (Late Embriogénesis Abundant), los genes ECP 

(Extracellular Proteins), los genes ABI3 (ABSCISIC ACID INSENSITIVE 3), involucrado en 

la regulación dependiente de ABA para la expresión de proteínas de genes de semillas 

(Chugh y Khurana, 2002). 

Un gen muy importante utilizado en algunas especies como marcador molecular para 

diferenciar entre células competentes de las que no lo son, es el receptor de 

embriogénesis somática, SERK1 (SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR KINASE), 

el cual forma parte de un grupo especial de cinasas cuya función hipotética es actuar 

como receptores transmembranales que perciben las señales en el medio de cultivo y 

disparan la embriogénesis (Hu et al., 2005). Este gen contiene un extremo N terminal con 
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cinco dominios repetidos ricos en Leucina (LRRs) que actúan como una región de unión a 

proteínas, también presenta regiones ricas en prolina entre el dominio extracelular LRR y 

la región transmembranal. El dominio intracelular contiene 11 subdominios característicos 

del centro catalítico de las proteínas cinasas y la segunda mitad del extremo C Terminal 

puede mediar interacciones proteína-proteína, disparando así una cascada de 

fosforilaciones en el interior de la célula (Nolan et al. , 2003; Baudino et al. , 2001 ; Hecht et 

al., 2001 ; Somleva et al., 2000; Schmidt et al., 1997). 

Durante la EC, la expresión del gen DcSERK se observó solo en etapa globular y no en 

etapas tardías. Con base en estas observaciones se propuso que la misma vía de 

transducción de señales es activada durante la inducción de la competencia 

embriogénica, tanto para las células somáticas como en la EC, después de que ocurre la 

fertilización (Hecht et al. , 2001 ). El gen SERK ha sido identificado tanto en 

monocotiledóneas como en dicotiledóneas, en especies como Medicago trunculata , 

He!ianthus sp, Theobroma cacao, Dacty/is glomerata , Oriza sativa, Cocos nucifera e 

incluso Musa acuminata (Huang et al. , 201 O; Pérez, 2006; Thomas et al. , 2004; Nolan et 

al. , 2003; Baudino et al., 2001 ; Somleva et al., 2000). 

Existen diferentes factores transcripcionales que se han identificado con relación a la 

embriogénesis, algunos de ellos se describen a continuación. Los genes que codifican 

para los factores de transcripción LEC (LEAFY COTYLEDON) promueven los procesos 

celulares característicos de la fase de maduración y la iniciación de la formación del 

embrión somático. Los genes blancos de estas proteínas activan su transcripción durante 

la fase de maduración, de tal manera que ocasionan la embriogénesis somática, 

dependiendo del balance del ácido abscisico (ABA) y ácido giberélico (AG). Otro de ellos 

es FUSCA3. Todos estos genes desempeñan papeles clave en el control del desarrollo 

del embrión y a diferencia de la mayoría de otros reguladores embriogénicos que 

funcionan durante etapas específicas de la embriogénesis, los genes LEC tienen la 

característica única de ser requeridos para el desarrollo tanto en las fases de 

morfogénesis como de maduración (Braybrook y Harada, 2008). 

En la embriogénesis temprana los genes LEC son requeridos para especificar el destino 

de las células del suspensor y la identidad del cotiledón. En la embriogénesis tardía los 

genes LEC son necesarios durante la fase de maduración para la adquisición de 
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tolerancia a la desecación y para la expresión de muchos genes específicos de 

maduración. Así, los genes LEC juegan un papel central en el control de muchos aspectos 

de la embriogénesis temprana y tardía (Park y Harada, 2008). 

Otros genes que codifican para proteínas relacionadas con embriogénesis son AGL 15 

(AGAMOUS- LIKE . 15), un factor de transcripción tipo caja MADS que al ser 

sobreexpresado en Arabidopsis durante embriogénesis incrementa la competencia 

embriogénica. El factor de transcripción tipo AP2/ERF, BBM (BABY BOOM) al 

sobreexpresarse induce la formación de embriones somáticos y WUS (WUSCHEL), un 

factor de transcripción homeodominio, responsable de mantener la identidad del 

meristemo apical del retoño en plantas. Los genes LEC, BBM y WUS codifican para 

factores de transcripción involucrados en diferentes etapas de la embriogénesis somática; 

su expresión ectópica en Arabidopsis, resulta en la formación de embriones somáticos en 

explantes y plantas intactas (Nolan et al., 2003; Harada, 2001; Stone et al. , 2001 ;). 

También durante el proceso embriogénico, un indicador importante es el calcio (Ca2+), un 

regulador clave de distintos procesos fisiológicos y celulares en plantas superiores 

(Sanders et al., 2002). Estudios en zanahoria demuestran que su presencia aumenta la 

frecuencia embriogénica, y su ausencia detiene la formación de embriones somáticos. El 

incremento en la ES por la presencia de calcio, es la primera señal que sigue al 

reconocimiento de las células embriogénicas (Jansen et al. , 1990) y estudios sugieren que 

tiene un papel intermedio durante la embriogénesis, ya que es una señal detectada y 

transmitida por moléculas sensor. En plantas se han identificado tres clases de sensores 

de Ca2+, siendo el mejor conocido la calmodulina (CaM); proteína de unión a Ca2+ 

altamente conservada en eucariotes localizada generalmente en regiones meristemáticas 

de embriones en desarrollo y fundamentalmente en tejidos celulares embriogénicos. Se 

ha observado que el número de transcritos de dicha proteína se incrementa durante los 

estadios globular y corazón del embrión; comparado con sus bajos niveles en callos 

indiferenciados, también incrementan su transcripción después de la aplicación de 2,4-D, 

acumulándose preferentemente en estadio globular (Dudits et al. , 1991 ). 

En el Cuadro 1.4 se enlistan las proteínas involucradas en la embriogénesis de algunas 

especies de plantas monocotiledóneas reportadas en el GenBank hasta el año 2008. 
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Cuadro 1.4 Nombre de las proteínas involucradas en embriogénesis y especies de 

monocotiledóneas en donde han sido detectadas. Los datos fueron obtenidos del Genbank. 

Species Authors Protein Name Paper Title (namel 

Oryza 1. Chen and Chen Late embryogenesis 1.A rice embryo-specific cONA encoding a late 
Unpublished. abundant proteins: LEA- embryogenesis abundan! group 3 protein. 

sativa 3, 1, 14-A, 

2. Ramani and 2. Accumulation of LEA proteins in salt (NaCJ) 
Apte;2003. Plant stressed young seedlings of rice (Oryza saliva L. ) 
Physiol.160 (1 O) 1165- cultivar Bura Rata and their degradation during 
11 74. recovery from salinity stress . 

3. Buell et al. 3. Sequence, annotation, and analysis of synteny 
2005.Genome Res. 15 between rice chromosome 3 and diverged grass 
(9) 1284-1291 . species. 

4. Sasaki etal. , 2002. 4. The genome sequence and structure of rice 
Nature 420 (6913), 312- chromosome 1. 
316. 

5. A rice embryo-specific cONA (Accession No. 
5. Chen and Chen, U57641) encoding a late embryogenesis abundan! 
1996. Plant Physiol. group 3 protein (PGR96-049). 
111' 1353. 

Hu and Yang , 2005. Somatic embryogenesis Rice SERK1 gene positively regulates somatic 
Planta 222 (1) 107-117 protein kinase 1 embryogenesis of cultured cell and host defense 

;esponse against fungal infection 

Song et al., 2008. Mol. Benzothiadiazole-induced Molecular characterization and expression 
Biol. Rep. 35 (2), 275- somatic embryogenesis analysis of OsBISERK1 , a gene encoding a 
283 receptor kinase 1 leucine-rich repeat receptor-like kinase, during 

disease res istance responses in rice 

1. Sasaki et al. , 2002 Embryogenesis 2. The sequen ce of rice chromosomes 11 and 12, 
Published Only in transmembrane protein rich in disease resistance genes and recent gene 
Oatabase. duplications. 

2. Buell et 
al. , 2005. BMC Biol. 3, 
20. 

Sasaki et al. , 2001 . Early embryogenesis 
protein 

Published Only in 
Oatabase. 

Ahmed and Gupta. Orought inducible late lnduction of a unique LEA protein group 111 type 1 
Unpublished. embryogenesis abundant mRNA during drought stress in Oryza saliva 

protein 

Ita et al. Unpublished HOS3 Cloning of rice early embryogenesis related gene 
H2A bv using differential display. 

Postma-Haarsma et al. , KNOX class homeodomain Characterization of the KNOX class homeobox 
1999. Plant Mol. Biol. 39 protein genes Oskn2 and Oskn3 identified in a collection 
(2), 257-271. of cONA libraries covering the early stages of rice 

embryogenesis . 

Zeamays Baudino et al. , Somatic embryogenesis Molecular characterisation of two novel maize LRR 
Unpublished receptor-Jike kinase: 1, 2, receptor-Jike kinases , which belor1g to the SERK 
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3 ¡¡ene family. 

1. White and Rivin, Late embryogenesis 1. Sequence and regulation of a late 
1995. Plant Physiol. 108 abundant protein , group: embryogenesis abundan! group 3 protein of 
(3), 1337-1338. 3, EMB564. maize. 

2. Williams and Tsang, 2. A maize gene expressed during embryogenesis 
1991. Plant Mol. Biol. 16 is abscisic acid-inducible and highly conserved. 
(5), 919-923. 

3. Sequence and regulation of a late 
3. Gardiner et al., 1995. embryogenesis abundan! group 3 protein of 
Plant Physiol. 108 (3), maize. 
1337-1338. 

Stiefel , 1999. J . Biol. Embryogenesis TM20, a gene coding for a new class of 
Chem. 274 (39), 27734- transmembrane protein transmembrane proteins expressed in the 
27739 meristematic tissues of maize. 

1. Gardiner et al. , 2004. Embryo specific protein: 1. Anchoring 9,371 maize expressed sequence 
Plant Physiol. 134 (4), 1, 3, 5. tagged unigenes to the bacteria! artificial 
1317-1326. chromosome contig map by two-dimensional 

overgo hybridization. 

2. Williams and Tsang, 
1991. Plan! Mol. Biol. 16 2. A maize gene expressed during embryogenesis 
(5), 919-923. is abscisic acid-inducible and highly conserved . 

3. Heuer et al. , 2001 . 3. The maize MADS box gene ZmMADS3 affects 
Plant Physiol. 127 (1), node number and spikelet development and is co-
33-45. expressed with ZmMADS1 during flower 

development, in egg cells , and early 
embryogenesis. 

Magnard et al. , 2000. Androgenic embryo 3. Genes normally expressed in the endosperm are 
Plan! Mol. Biol. 44 (4), expressed at early stages of microspore 
559-574. embryo¡:¡enesis in maize. 

Heuer et al. , 2001. Plan! MADS1 The maize MADS box gene ZmMADS3 affects 
Physiol. 127 (1 ), 33-45. node number and spikelet development and is co-

expressed with ZmMADS1 during flower 
development, in egg cells , and early 
embryogenesis . 

Marrs et al. , 1993. Dev. Heat shock protein 82 Characterization of two maize HSP90 heat shock 
Genet. 14 (1), 27-41 . protein genes: expression during heat shock, 

embryogenesis, and pollen development. 

Fu et al. , 2002. Plant Heat shock factor- Empty pericarp2 Encodes a Negative Regulator of 
Cell14 (12), 3119-3132. binding protein 1. the Heat Shock Response and ls Required for 

Maize Embryogenesis. 

Heuer et al. , 2001 . Plan! MADS box protein 3 The maize MADS box gene ZmMADS3 affects 
Physiol. 127 (1), 33-45. node number and spikelet development and is co-

expressed with ZmMADS1 during flower 
development, in egg cells, and early 
embryogenesis. 

Magnard et al. , 2000. ae3 protein and ae1 Genes normally expressed in the endosperm are 
Plant Mol. Biol. 44 (4), protein expressed at early stages of microspore 
559-574. embryo¡:¡enesis in maize. 

Hordeum Espelund et al. , 1992. Late embryogenesis Late embryogenesis-abundant genes encoding 

23 



CAPÍTULO 1 

vu/gare Plant J. 2 (2), 241-252 abundant protein: 619.3, proteins with different numbers of hydrophilic 
619.1, 6 19.4 repeats are regulated differentially by abscisic acid 

and osmotic stress. 

March et al., Putative late A novel late embryogenesis associated protein 
Unpublished. embryogenesis abundant and peroxidase associated with black pointed 

protein. barley grains. 

Jung et al. , 1997. Plant EEA1 Cloning and characterization of an early 
Physiol. 115, 1730- embryogenesis gene, EEA1(Accession No. 
1731 . AF017430), from barley. 

Triticum Curry et al., 1991. Plant Late embryogenesis Sequen ce analysis of a cONA encoding a group 3 
aestivum Mol. Biol. 16 (6), 1 073- abundant protein , group LEA mRNA inducible by ABA or dehydration 

1076. 2, 3. stress in wheat. 

Futers et al , 1993. Plant Em protein HS Sequence analysis of two tandemly linked Em 
Mol. Biol. 23 {5), 1067- genes from wheat. 
1072. 

NDong et al., 2002. WCOR14a Cold-regulated cereal chloroplast late 
Plant Physiol. 129 (3), embryogenesis abundant-l ike proteins. Molecular 
1368-1381 . characterization and functional analyses. 

Po a Albertini et al. , 2005. Somatic embryogenesis SERK and APOSTART. Candidate genes for 
pratensis. Plant Physiol. 138 (4 ), receptor kinase 1,2. apomixis in Poa pratensis. 

2185-2199. 

Sorghum Unpublished. Late embryogenesis Sorghum bicolor late embryogenesis abundan! 
bicolor. abundant protein protein mRNA sequence. 

Cocos Perez et al. , Somatic embryogenesis Analys is of expression of a SERK-Iike gene during 
nucifera Unpublished receptor kinase somatic embryogenesis in Cocos nucifera L. 

Dactylis Alexandrova and Somatic embryogenesis lsolation of two somatic embryogenesis-related 
glomerata Conger, 2002. Plant Sci. 

162 (2), 301-307. 
related protein genes from orchardgrass (Dactyl is glomerata) 

Ananas Neuteboom et al. , 2002. Late-embryogenesis Characterization and tissue-regulated expression 
comosus Plant Sci. 163 (5), 1021 - abundant protein-like of genes involved in pineapple (Ananas comosus 

1035. protein. L.) root development. 

Elaeis Low et al. , 2008. BMC Senescence-associated Oil palm (Eiaeis guineensis Jacq.) tissue culture 
guineensis Plant Biol. 8 (1 ), 62. protein. ESTs: ldentifying genes associated with 

callogenesis and embryogenesis. 

SKP1 

Ras-related protein RIC1 . 

Ribosomal protein. 

Nuclear transport factor 
2. 

RUB1 conjugating 
enzyme. 

Light-inducible protein 
ATLS1 . 

24 kDa seed maturation 
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protein. 

RMDL family protein-like. 

Seca/e Dong et al. , 2002. Plant REP14 y REP13 Cold-regulated cereal chloroplast late 
cerea/e Physiol. 129 (3), 1368- embryogenesis abundant-l ike proteins. Molecular 

1381 . characterization and functional analyses. 

1.4. La técnica cDNA-AFLP 

El advenimiento de técnicas moleculares ha sido crucial en la identificación de genes que 

exhiben actividad diferencial ; entre ellas, la técnica de cDNA-AFLP, un método 

sumamente eficaz para el aislamiento de genes expresados diferencialmente cuyos 

resultados son reproducibles y pueden ser confirmados mediante análisis tipo Northern 

Blot. Una de las ventajas de la técnica es que no requiere la información previa de 

secuencias y por consiguiente es útil para el descubrimiento de genes (Bachem et al., 

1996). 

Este procedimiento es una combinación del AFLP (Amplified Fragment Length 

Polymorphism) y el despliegue diferencial , pero en este caso el cONA se digiere con una 

enzima de restricción. Posteriormente se realiza el acoplamiento de un adaptador 

apropiado al sitio de restricción , y a continuación se realizan amplificaciones sucesivas 

utilizando un cebador correspondiente a la secuencia poli-A, y otro correspondiente al 

adaptador, utilizando dos o tres bases selectivas. Se pueden realizar variantes digiriendo 

el ADNc con dos enzimas de restricción , de modo similar al AFLP, para después acoplar a 

adaptadores con secuencia similar a los sitios de restricción utilizados, para finalmente , 

realizar amplificaciones con cebadores complementarios a estos adaptadores con dos o 

tres bases selectivas como se observa en la Figura 1.7 (Bachem et al. , 1996). 
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Figura 1.7 Diagrama de la técnica cDNA-AFLP. Eco Rl , Mse 1: enzimas de restricción. La N indica 

bases selectivas adicionales . 

Los productos amplificados se separan mediante geles de poliacrilamida. La combinación 

de diferentes cebadores permite detectar un elevado índice de polimorfismo expresado. 

En este caso no se utilizan cebadores arbitrarios, por lo que la confiabilidad y 

reproducibilidad del método es superior a otras técnicas (Cornide et al. , 2002). El cDNA­

AFLP es una técnica mejorada del despliegue diferencial tradicional , es un método 

basado en PCR, en donde en el primer paso de amplificación , se obtienen 

preferencialmente los fragmentos que fueron digeridos por ambas enzimas de restricción 

y así se tienen los adaptadores diferentes al final. En los siguientes pasos de 

amplificación, la mezcla compleja inicial de ADNc es dividida en pequeños subconjuntos 

por amplificaciones selectivas de PCR usando los cebadores en los adaptadores que 

contienen uno o más nucleótidos extra. Por incremento de la astringencia de amplificación 

de PCR (adicionando nucleótidos adicionales a los cebadores) , la sensibilidad de los 

análisis puede incrementarse. También de esta manera, aquellos genes con un bajo nivel 

de expresión pueden ser detectados. Los fragmentos que son amplificados se 
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encuentran alrededor de los 10-400 pb. Dichos fragmentos son separados en geles de 

poliacrilamida desnaturalizante. Las diferencias en la intensidad de las bandas obtenidas 

proporcionan una buena medida de las diferencias relativas en los niveles de expresión 

del gen; la posterior caracterización de los transcritos de interés requiere a menudo la 

identificación del ADNc entero correspondiente (Breyne et al. , 2003). 

Esta técnica ya ha sido utilizada con éxito en el análisis de transcritos durante distintos 

momentos de la embriogénesis. En cebada se utilizó para identificar los genes 

involucrados en dormancia y germinación de embriones cigóticos (Leymarie et al. , 2007); 

en embriones somáticos maduros de Prunus amygdalus se empleó para analizar los 

diferentes transcritos acumulados durante el periodo de desecación inducido in vitro con 

la hormona ABA (Campalans et al. , 2001) y en Y en Nicotiana plumbaginifolia para 

comparar los patrones de expresión de genes de semillas dormantes bajo diferentes 

tratamientos antes de la germinación (Bove et al., 2005). 

En este trabajo , mediante la técnica de cDNA-AFLP se pretende obtener el perfil de los 

transcritos correspondientes a los genes expresados durante el proceso de embriogénesis 

somática en M. a.m. para compararlos con el perfil observado durante el proceso de 

embriogénesis cigótica en la misma especie. La técnica cDNA-AFLP permitirá detectar si 

existen diferencias en la expresión de genes en distintos momentos de la embriogénesis 

cigótica y somática. 
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HIPÓTESIS 

Los genes que se expresan durante los estadios tempranos y tardíos de la embriogénesis 

cigótica de M.a.m. difieren a los que se expresan en las etapas correspondientes de la 

embriogénesis somática in vitre. 

OBJETIVO GENERAL 

Analizar los genes que se expresan en estadios tempranos y tardíos de la embriogénesis 

cigótica y somática en una especie diploide seminífera de M.a.m. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Determinar las condiciones en las cuales el embrión cigótico de M.a.m. forma callo 

embriogénico, prolifera y mantiene lo largo del estudio. 

2. Establecer suspensiones celulares embriogénicas que generen embriones 

maduros, que germinen y que se conviertan en plantas. 

3. · Obtener los perfiles de expresión de los genes de embriones cigóticos y 

somáticos maduros e inmaduros y compararlos. 

4. Identificar los transcritos expresados diferencialmente en ambos tipos de genes, 

clonarlos , secuenciarlos y comparar en bases de datos públicas. 

5. Analizar si existen diferencias en los transcritos expresados en embriogénesis 

temprana y tardía de EC con respecto a los mismos momentos pero en ES. 

JUSTIFICACIÓN 

M.a.m. una especie diploide seminífera que permite la obtención tanto de embriones 

cigóticos como somáticos in vitro . De esta manera, es posible utilizar una técnica de 

expresión diferencial para comparar los patrones de expresión y encontrar genes 

comunes y diferentes entre ambos procesos. 
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

Con base en los antecedentes previos, se pretende que los estudios realizados en M.a.m. 

puedan ser una herramienta útil para comprender el mecanismo molecular de la 

embriogénesis somática en ésta especie; por lo tanto, en este trabajo se realizó un 

análisis de los transcritos que se expresan en distintos momentos de la embriogénesis 

cigótica y somática de M.a.m., para ello se aplicó la siguiente metodología: 1) Se indujo la 

ES a partir de embriones cigóticos; 2) se diferenciaron los estadios tempranos y tardíos 

(Histología, MEB) de embriones cigóticos y somáticos; 3) se realizó la extracción de ARN, 

la síntesis de cONA y el cDNA-AFLP en embriones cigóticos y somáticos maduros e 

inmaduros; 4) se obtuvieron los perfiles genómicos de embriones cigóticos y somáticos, 

se realizó la comparación , se identificaron las bandas diferenciarlas, se clonaron y se 

realizó el análisis de las secuencias (Figura 1. 8). 
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Figura 1.8 Estrategia experimental planteada para este trabajo. 
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CAPÍTULO 11 

IMPROVED MATURATION ANO GERMINATION OF SOMATIC EMBRYOS IN Musa 

acuminata COLLA (AA) SUBSPECIES malaccensis BY CHANGES IN THE CULTURE 

MEDIUM. 

Josefina l. Maldonado-Borges, José R. Ku-Cauich, Rosa M. Escobedo-Gracia-Medrano 

En esta parte del trabajo, utilizando distintos tratamientos, se implementó un protocolo de 

maduración de embriones somáticos de M.a.m. que incrementó la germinación y 

conversión a planta. Con este material se realizaron los estudios de cADN-AFLP. 

2.1 ABSTRACT 

The effect of plant growth regulators (PGR), sucrose and water stress on M.a.m. in vitro 

embryogenesis of immature zygotic embryos (IZE) is examined. IZEs at the globular-heart­

like stage were cultured on half strength Murashige and Skoog (MS) media with 175.28 

mM sucrose and eight different PGR combinations. The culture of IZEs in 0.5 1-1M zeatin 

(Z) led to their maturity after -30 d. On PGR-free media, 54% of the embryos germinated 

and grew into healthy plants. Auxin at 4.52 and 2.26 IJM (2, 4-dichlophenoxyacetic acid, 2, 

4-D) promoted the formation of embryogenic calli, dispersed in liquid media with 4.52 IJM 

2, 4-D. Once embryo development had been synchronised by filtering , the fine suspension 

was overlaid on PGR-free media (MS). After 60d on culture media with a normal sucrose 

concentration (87.64 mM), embryos progressed to asynchronous populations of opaque 

white and yellow quiescent embryos. The former showed a 48% germination frequency 

and healthy plants grew in all cases, as was the case for zygotic originators. Conversely, 

175.28 mM sucrose had a negative effect on embryo differentiation; germination was 

incomplete. When water availability was restricted by a physical barrier, the embryos 

sustained embryogenic growth on a media with 87.64 mM sucrose and germination of 

white-opaque embryos increased to 90%; high sucrose in the medium led to the arrest of 

the embryos' growth . The effect of sucrose and water stress on embryo development is 

discussed. 

Key words: crop improvement, embryo development, in vitro embryogenesis, 
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Abbreviations: 2, 4-D, 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid; DPA days post anthesis; EC, 

embryogenic callus; IZE immature zygotic embryo, Z, Zeatin. 

2.2. INTRODUCTION 

In Musa (Musaceae family) , as for other angiosperms, the zygote and somatic embryos 

derived from either seed or seedless genotypes exemplify distinctive plant cell 

developmental plasticity phenomena, offering the opportunity to study fundamental 

mechanisms governing the tate of cells during embryogenesis. Because of polyploidy, 

male and/or female sterility and parthenocarpy, banana and plantain breeders have 

encountered difficulties and adopted in vitro protocols for the germination of seeds (Cox, 

1960; Stotzky et al. 1962; Fortescue and Turner 2011 ). The rates of germination fluctuate 

from 23 up to 100% depending on the genotype and other key factors (Ortiz and Vuylsteke 

1995). In vitro culture of lmmature Zygotic Embryos (IZE) and somatic embryogenesis, 

expected to assist breeding strategies, has been undertaken for different purposes such 

as conservation of the genetic diversity of the wild banana ancestors of current edible 

plants (Darjo and Bakry 1990, Asif, et al. 2001 ); embryo rescue of seeds from open­

pollinated wild seedy banana and controlled hybrids (Afie and De Langhe, 1991; Bakry, 

2008; Uma et al. 2011 ); propagation of edible clones for synthetic seed technology (Xiao 

Pan, et al. 2011 ); as well as to guarantee the safety of human nutrition in developing 

countries, where the banana and plantain crops are part of their stable diet and a source of 

income. The regeneration of whole banana plants from somatic embryos derived from 

different tissues, including IZE has been shown to be possible (Cronauer and Krikorian, 

1988; Escalant and Teisson , 1989; Navarro et al. 1997). However, the basis for the low 

quality and quantity of the somatic embryos that frequently occurs as well as their poor 

regeneration and conversion to vigorous plants is often the least studied aspect. 

This study was undertaken to gain an insight into the effect of auxin and cytokinin during in 

vitro embryogenesis of IZE cultured from Musa acuminata ssp. malaccensis. The 

percentage of IZE that continued to develop and germinate or produce embryogenic callus 

was analysed , as well as the effect of media water availability on embryo development, 

their germination and plant conversion. 
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2.3. MATERIALS ANO METHODS 

2.3.1. Plant materials 

The plant material of M.a.m., genome A, was obtained from the Bioversity, Musa 

lnternational Transit Centre (ITC), hosted by the Catholic University of Leuven in Belgium, 

the accession with code number ITC-250 is kept in the Musa germplasm collection located 

in the Experimental Station of the Instituto Nacional de Investigaciones Forestales 

Agrícolas y Pecuarias, INIFAP-Uxmal (20° 24' 40.10" Lat. N, and 89° 45' 24.90" Long. W, 

8.0 meters above sea level (m.a.s.l.) Yucatán, México. 

Fru its with plenty of seeds were collected from an open-pollinated plant within a 

cluster of five fully developed plants, and used as the source of immature zygotic embryo 

(IZE) explants. The age of IZE was estimated by the number of scars left by the bract on 

the rachis of the inflorescence after day one of anthesis, and was confirmed by histological 

and scanning electron microscopy (SEM) analysis. The fruits were surface sterilised and 

the IZE removed from the seeds aseptically, as described by Navarro et al. (1997). 

2.3.2. Culture conditions, for IZE growth, maturation and germination, and induction 
of somatic embryogenesis 

Eight plant growth regulator (PGR) treatments were tested (Table 2.1 ). In total the 

experiment was repeated independently twice, with three replicates per treatment and 10 

explants per replicate. Media used for growth and maturation and somatic embryogenesis 

is based on the MI medium of Navarro (et al. 1997), composed of MS salts (Murashige 

and Skoog, 1962) with % the concentration of macro-elements, supplemented with 1.47 

mM KH2P04, Morel (1950) vitamins, 175.28mM sucrose, but with different concentrations 

of zeatin (Z) and of 2, 4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) added. The media was 

labelled as development or induction treatments, D or 1 (Table 2.1 ), respectively. All media 

were adjusted to pH 5.8 and supplemented with Gelrite 2%. All cultures were sealed with 

plastic wrap and kept in a growth room at 27± 2oc under total darkness, unless otherwise 

stated . Zeatin which was filter-sterilized was added to partially cooled medium after 

autoclaving. 

IZE growth, maturation and germination. Ten translucent globular-torpedo like stage 

IZEs (60-65 days post anthesis, dpa) were transferred to Petri dishes containing 25 mi of 
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MI media, with 0.0 (control), 0.5, or 1.0 ~M of Z added (DO, D1 and D2; Table 2.1 ). After 

30 days, embryos showing evidence of plumule or radicle emergence were transferred to 

complete MS medium, with 87.64 mM sucrose and devoid of Z, and cultured under an 18 

h photoperiod (120 ~E.m-2s-1) for further development into a plant. After 30 days, plants 

were transferred to the greenhouse in pods full of a 1:1 mix of soil: peat moss. 

lnduction of embryogenic calli. IZEs (60-65 dpa) were transferred to the induction 

medium, MI , supplemented with 2, 4-D alone (0.0, 2.24 or 4.52 ~M) or combined with Z 

(0.0, 0.5, 1.0 ~M) (Table 2.1 ). Cultures were kept in the same media for up to 90 days. 

After the first 30 days of culture the frequencies of different types of callus were recorded 

(Table 2.1 ). 

Proliferation of embryogenic callus and suspensions. After 90 days on induction 

treatments (11 to 16, Table 2.1 ), embryogenic calli were transferred to a proliferation 

medium of the same composition, but at full ionic strength , with 87.64 mM sucrose and 

4.52 ~M of 2,4-D. Cultures were kept as described above with subcultures every 30 days, 

during which non-embryogenic callus was discarded. Data proliferation taken from 5 

subcultures at the end of each interval was recorded and analysed (Table 2.2). The 

embryogenic callus was kept for up to one year and was used to establish suspensions. 

Approximately 1 g of the calli was transferred into a 25 mi Erlenmeyer flask containing 1 O 

mi of liquid medium M2 (Cote et al. 1996). Suspensions were kept under continuous 

agitation (90 rpm) for 60 days with weekly subcultures. Subsequently subcultures were 

extended to 15 days. After 75 days, suspensions were sieved through a stainless steel 

mesh (sieve 250 ~m) and the media were refreshed. 

Effect of sucrose and water availability on somatic embryo development. To assess 

the participation of sucrose and water availability in promoting embryo development, 15 

days after being sieved, 500 ~1 of homogeneous embryogenic cell suspension , adjusted to 

5% package cell volume (PCV) was overlaid on PGR-free MS solid maturation medium in 

Petri dishes (100 x 15 mm), under two osmotic conditions: 87.64 mM and 175.28 mM 

sucrose. The use of one disc of filter paper (Wattman No. 1, 9.0 cm in diameter) on top of 

the medium was tested under each condition. The cultures were kept in darkness at 27 ± 

2° C for a period of 60 days. Every two weeks the cultures were observed under a 

stereoscope and the somatic embryo growth features recorded . The developed embryos 
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were later transferred to the germination medium under a 16:8 h photoperiod . 

Germination of somatic embryos. After 60 days of maturation, somatic embryos were 

transferred for germination to a semisolid MS medium with a pH of 5.8, 87.64 mM of 

sucrose, and no PGR, 2 IJM BAP and 2.85 IJM IAA or with 1 IJM BAP and 5.7 IJM IAA. 

Cultures were kept in darkness for a week and later transferred to a a 16:8 h photoperiod . 

After 8 to 15 days the emergence of the plumule and radicle in some embryos was 

observed. After germination and growth, plants were transferred to the greenhouse as 

previously described. 

2.3.3 Light and scanning electron microscopy (SEM). 

Fruits were collect every 1 O days from 55 to 11 O dpa, and fixed overnight at 4 oc in FAA 

(v/v, 10% formaldehyde: 5% acetic acid : 50% ethanol , and water), FAA was replaced 

twice. Fixed tissues were dehydrated with an ethanol series of 30, 50, 70, 90, 95% v/v, 

and absolute; embedded in T JB-4 Plus resin (POL YSCIENCES); sectioned at 4.0 microns 

(MICROM GMBH type HM340E), double stained with Periodic Acid Schiff reagent (PAS)­

Naphthol Blue-Biack (NBB) (Fisher, 1968), and mounted in Permount (Fisher Scientific). 

Samples were observed and photographed with LEICA MZFLIII a stereoscope connected 

to a LEICA DFC 320 digital camera. For SEM analysis, following dehydration of 

embryogenic calli , IZE and somatic embryo tissues; samples were dried at the critica! point 

using C02 in a Sandri-795 semi-automatic critica! point dryer, mounted on stubs and 

coated with a 12 nm layer of gold in a Dentan vacuum Desk ll .sputer coater. Observations 

were made using a Jeol JSM-6360-LV scanning electron microscope operating at 18 kV. 

2.3.4 Statistical analysis 

A completely random experimental design with 3 replicates for each treatment was used 

and the results were subjected to a factorial ANOVA test (Random Complete Block 

Design). The comparison of means was carried out by Duncan·s multiple range tests. 

Least significant differences were calculated at the 5% level of probability. 
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2.4. RESUL TS ANO DISCUSSION 

2.4.1 Effect of Zeatin on the development of IZE, as revealed by the percentage of 
germination 

At the start of in vitro culture, the M.a.m. IZEs were of globular to cylindrical shape, named 

the globular-heart-like stage (~60-65 dpa, Fig . 2.1 a), and of a transparent-white-coloured 

appearance. Zeatin at 0.5 ~M (01 , Table 2.1) supported the development of IZE. After the 

first 20 days of culture the embryos attained a more elongated shape and an opaque white 

colour. Transition of the IZEs from a translucent to opaque white appearance and the 

evidence of a lateral invagination of the embryo linked to the locus of the apical meristem, 

was an indicator of the onset of differentiation (Cronauer and Krikorian, 1988; Darjo and 

Bakry 1990), and a criterion of maturity (Marquez-Matin et al., 2011 ). With the emergence 

of the plum u le after 30 days of culture, and then transferred to a 16:8 h photoperiod , the 

opaque white embryos grew in size and synthesised photosynthetic pigments, turning 

green, an early indicator of being autotrophic. The root primordia emerged and after 15-20 

days on PGR-free media up to 54% of the zygotic embryos had germinated (Table 2.1 , 

Fig. b). Thus, the IZEs reached morphological and physiological maturity in vitro and all 

grew into healthy plants, just like mature embryos (Asif et al., 2001 ; Bakry, 2008; Urna et 

al. , 2011). 

The growth of a white compact callus (CC) from IZE with a frequency of 36% was 

supported by 0.5 ~M Z (01 , Table 2.1, Fig. e). Higher concentrations of cytokinin in the 

medium, 1.0 ~M Z, led to the formation of 75% CC; however, on PGR-free media (DO) the 

IZE oxidised within the first 1 Od of culture (Table 2.1, Fig . a). lt therefore seems that lower 

concentrations of cytokinin , s 0.5 ~M Z, is required for the in vitro development of IZE to 

reach maturity, as revealed by the frequency of germination (54%, 01 , Table 2.1, Fig. b) 

with complete conversion to vigorous plants. These results are consistent with reports that 

higher cytokinin i.e. BAP, 6-benzylaminopurine, in culture media significantly reduces 

germination and induces callus formation (Asif et al. , 2001 and Urna et al., 2011 ). 

lnterestingly, the in vitro development of IZE reported here increased the frequency of 

germination to 54% compared to 45% found for mature seeds of the same accession and 

genotype after 45 days of growth under green-house conditions (Burgos M, personal 

communication). 
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Table 2.1 Effect of zeatin ZEA on the development of M. a.m. IZE after 30 days on MI media free 

of PGR (DO, control) and with ZEA (01 , 02). The average percentages of unresponsive explants 

(UR, a) and compact callus alone (CC, e) are expressed; after -30 days of culture on 0 1 the 

zygotic embryos germinated (ZEG, b) in vitro on MS media free of PGR. The effect of the auxin 2, 

4-D and ZEA on IZE cultu red on MI induction media (11 , 12, 13, 14, 15 and 16), is shown by the 

percentage formation of embryogenic callus (EC, e), embryogenic callus plus compact callus 

(EC+CC, d), and ce. The bar = 5 mm in all figures. For all variables, different superscript letter 

indicates significant statistical differences (P:=.; 0.05). 

Percent of response 
Treatments 

EC EC+CC ce ZEG NR 

2,4-D 1 ZEA(f.1M) 

DO 0.0 10.0 

Dl 0.010.5 36C 

D2 0.01 1.0 75b 

11 2.26 / o 75b 

12 2.26/0.5 963 

13 2.26/1.0 963 

14 4.52/0 973 

15 4.52/0.5 1003 

16 4.52/1.0 92' gc 

2.4.2 .Effect of Auxin and Zeatin on somatic embryogenesis of IZE 

Auxin treatment of IZE (Fig. 2.1 , Fig. a) on induction media with 2.26 and 4.52 IJM of 2,4-D 

caused the formation of embryogenic callus (EC), with a frequency of 75% and 97%, 

after 30 days in culture, with no significant differences between treatments (11 and 14, 

Table 2.1, Fig . e). The morphology of these homogeneous EC was a friable creamy 

yellow-mass (Table 2.1, Fig . e, and Fig 2.1, b) with tiny somatic embryos emerging across 

its surface, comparable to EC reported using picloram and 2,4-D (Escalant and Teisson 

1989; Navarro et al. 1997). SEM micrographs revealed that the EC grew as a mass of 

loosely attached cells at the onset of polarisation , i.e. , elongated cells (Fig. 2.1 , e). With 

subculture, the callus was composed of distinctive embryogenic cells characterised by a 
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high nucleocytoplasmic ratio, large nucleolus, a dense cytoplasm, resembling the type 11 

cell aggregates of triploid banana embryogenic cultures (Georget, et al. 2000). 

Heterogeneous callus developed from the IZE 90 days after culture initiation in media 

combining auxin and zeatin at 2.26/0.5 or 4.52/0.5 IJM and was composed of EC and a mix 

of yellowish and white CC, with a frequency above 96% (12 and 15, Table 2.1, Fig. d), 

whereas the formation of a white CC with frequencies above 92% was recurrent on the 

higher concentration of zeatin 1.0 1-1M Z in combination with 2.26 IJM or 4.521-JM of 2,4-D (16 

and 13, Table 2.1, Fig. e). Recognition of the different type of calluses and their selection 

for subsequent proliferation are essential steps for the successful establishment of 

embryogenic suspension cultures (Cote et al.1996; Georget, et al. 2000). 

2.4.3 Embryogenic callus proliferation and initiation of suspension cultures 

After the initial 90 days of induction culture of the IZE, the production of the creamy-yellow­

callus was increased in mass with subsequent subcultures on proliferation media. After 60 

days of proliferation, small somatic embryos appeared on the surface of the callus (Fig. 

2.1, b, d and f) . The origin of somatic embryos form yellow callus has been reported for 

other Musa species (Cronauer and Krikorian , 1988; Escalant and Teisson 1989; Marroquín 

et al, 1993). SEM analysis revealed two types of embryos on the EC: globular and 

torpedo-like embryos (Fig. 2.1, e, and g), which developed within the creamy yellow-white 

callus (Fig. 2.1, d and f). Two types of embryos have been described in embryogenic 

suspension -30 days after culture initiation ; their origin seems to be dueto the plane of the 

first division of the embryogenic cells, i.e., two symmetric or two asymmetric cells 

(Escobedo, unpublished data). Globular to torpedo shaped somatic embryos have also 

been recognised in embryogenic cultures of the diploid and triploid parthenocarpic Musa 

genotypes (Mahanom et al. 2008; Cote, et al. 1996; Youssef, et al. 201 O). Two pathways, 

one of unicellular and the other of pluricellular origin, have been documented in Musa 

embryogenic cultures, with single cell origin embryos formed from cryopreserved cells 

(Georget et al. 2009). 
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Figure 2.1 Different stages of M.a.m. somatic embryogenesis. a) histological section of a globular­

elongated IZE of -65 dpa; b) macroscopic appearance of embryogenic callus after 150 days of 

induction on MI added with 4.52 J,JM 2, 4-D. e) Scanning electron microscopy (SEM) of the 

embryogenic callus 30 days after induction showing polarised proembryos; d) proliferated callus 

with somatic embryos (SE) at different stages of development; e) SEM, callus with globular somatic 

embryo(s) (arrow); f) macroscopic view of somatic embryos classified as "torpedo-Jike" (arrow) 

according to its form ; g) SEM, "torpedo-like" embryo (arrow). 

The proliferation of the EC on MS media with half the initial sucrose concentration (87.65 

mM) and 4.52 ¡JM 2, 4-D for 150 days and media replaced every 15 days {Table 2.2), was 

best when the cultures were initiated with a homogeneous EC produced under auxin (11 

and 14) or auxin and low zeatin concentrations (12), rather than with a heterogeneous 

callus (13, 15 and 16) produced under a mix of auxin and cytokinin media, although 

differences were not significant between the treatments. For the heterogeneous callus , 

oxidation of non-embryogenic tissue {Table 2.2, NC) occurred with subcultures; oxidation 

of tissue inhibited the embryogenic potential of cultures. 

Embryogenic callus initiated on MI media with treatment 11 and 14 (Table 2.2) and 
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multiplied for - one year produced highly homogeneous suspension cultures after their 

filtration and subculture for two months. The suspensions composed of cell clusters of 

embryogenic cells with a central nucleus and dense cytoplasm look like the type 11 

aggregates of Georget et al. (2000); whereas those initiated with EC formed on 13, 15 and 

16 treatments led to suspensions with heterogeneous cell aggregates similar to those of 

type IV and V. Although it has been reported that proembryos initiated from suspension 

cultures derived from IZE callus (Escalant and Teisson 1989), correspond to type IV 

aggregates of Geroget et al. (2000), in the present work homogenous embryogenic cell 

lines comprising type 11 aggregates were obtained and continued over a year by the 

subculture of 5% PCV dilutions every month and their embryogenic capacity was tested by 

the maturation experiments, discussed below. 

Table 2.2 Proliferation of M.a.m. embryogenic calli initiated from IZE under different PGR 

treatments (11 to 16, as in Table 1). The results were obtain, after 150 days of culture ofthe callus 

on MS media with 4.52 ~M 2,4-0 , with media replaced every 15 days. Values showed the 

percentages of formation of embryogenic callus (EC) , white compact callus (CC) and necrotic callus 

(NC) . Means sharing the same superscripts within a column do not differ (P!> 0.05). 

Callus from treatments EC (o/o) ce (0/o) NC (0/o) 

2,4-DJZEA (mM) 

I1 2.26 JO 8ta 6a 13a 

!2 2.26 J0.5 85a - 15a 

I3 2.26 Jl.O 55 a 5a 40a 

!4 4.52 JO 84a - 16a 

!5 4.52 J0.5 62a - 38a 

!6 4.52 Jl.O 79a - 2ta 

2.4.4 lnfluence of sugar and water availability on somatic embryo maturation and 
germination 

A significant difference in germination was found between embryos formed from 

embryogenic suspensions developed for 60 days on media devoid of PGR with different 

concentrations of sucrose (Fig. 2.2 and Fig . 2.3 a). For example, 87.64 mM and 175.28 

mM sucrose led to the formation of asynchronous populations of embryos varying in size 

48 



CAPÍTULO 11 

and degree of maturity i.e., large opaque-white embryos vs. small translucent-white 

embryos, with numerous embryos that turned brown and red in colour (Fig. 2.2 e, d), which 

differed significantly when transferred to germination media. lf the opaque white somatic 

embryo is matured, as in Figure 2.2 e, on a medium with a normal sucrose concentration 

(87.64 mM), it will start to germinate in approximately one week after being transferred to 

germination media free of PGR (Fig. 2.3a, Control), showing 48% germination, or on 

media with different combinations of auxin and cytokinin (Fig . 2.2a, G1 and G2) in the 

range of 40 and 67%, respectively. 

The emission of shoot and roots as well as the growth of the seedlings was slow and the 

plantlets exhibited a pale yellow colour (low vigour). Whereas the high concentration of the 

permeating sucrose (175.28 mM) led to the development of abnormal somatic embryos, 

dissimilar in size and colour, many of which remained small and transparent white (Fig. 

2.2d). 

The high osmotica impinge an irreversible stress on the development of somatic embryos; 

they showed a poor and diminished germination frequency (21 %), which consisted of the 

emergence of a small shoot or root, but no complete plants were recovered (Fig 2.3. a* 

and b). 
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Figure 2.2 Evolution of M.a.m. somatic embryos formed after 60 days of plating aliquots of 

embryogenic suspension on PGR-free MS medium showing the effect of sucrose concentration and 

filter paper (FP) on water availability to embryo maturation. a) Opaque-white somatic embryos 

developed on MS medium with 87.64 mM of sucrose + FP (bar = 10 mm); b) translucent-white 

embryo on MS medium with 175.28 mM of sucrose + FP (bar = 10 mm); e) asynchronous 

populations of embryos in MS medium with 87.64 mM of sucrose (bar = 5 mm); d) asynchronous 

populations of embryos on medium with 175.28 mM sucrose showing embryos oxidization (arrow) 

(bar= 5 mm). 

There are contrasting results in the literature over the appropriate concentration of sucrose 

or other permeating osmotica for use within the maturation media. lncorporation of higher 

levels of sucrose, above 175.3 mM, decreases the production of somatic embryos in Pinus 

strobus (Kiimaszwska and Smith , 1997). Whereas, increasing the sucrose concentration 

from 87.6 mM (3%) to 175.3 mM (6%) in the development media increased the vigour 

without reducing the number of embryos formed during the acquisition of desiccation 

tolerance in Medicago sativa (Anadarajah and McKersie 1990). 
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In this study, when the water potential of the embryogenic tissue was modified by means 

of the use of filter paper {FP) that separated the culture from the medium, contrasting 

embryo development and maturation paths were observed with respect to the same two 

sucrose concentrations tested (Fig. 2.2 a, b). After 60 days in culture at 87.64 mM sucrose 

+ FP, opaque-white somatic embryos grew as synchronous populations; they exhibited the 

cotyledonary slit , which is an indication of the onset of the maturity stage being reached 

(Fig 2.2 a); whereas at 175.28 mM of sucrose + FP, almost all embryos remain 

morphologically immature, in the form of small globular crystalline structures (Fig. 2.2 b), 

perhaps due to the inhibition of their development, suggesting that a high osmotic stress 

was impinging on these embryos. 

Reports on Musa indicate that a long maturation period and the use of FP can produce 

twice as many mature embryos, which depend on the variety of banana and the quality of 

the cell suspension (Cote et al. , 1996, Gorget et al. 2000; Matsumoto et al. , 2006). For 

some varieties of the AAB group, a period of 14-21 days is sufficient for the maturation of 

the embryos (Matsumoto et al. , 2006); nevertheless, many bananas for the groups AAA 

and ABB need a maturation period of 30 to 70 days (Novak et al. , 1989: Dhed et al. 1991; 

Grapin et al 1996). The difference from the former reports is that in our study, the 

maturation media was devoid of PGR and sucrose was reduced compared to other 

studies. 

The somatic embryo that matured on filter paper (FP) on a medium with 87.64 mM 

sucrose showed an increased frequency ( ~ 90%) of germination on media free of PGR 

(control), and on G1 and G2 media with auxin-cytokinin PGRs, as compared to does 

matured without FP (Fig 2.3 a). Although, no significant differences were detected, 

embryos on the G1 medium (1 IJM BAP and 5.7 ¡..JM AlA) displayed a slower germination 

process compared to those on G2 (2 ¡..JM BAP and 2.85 ¡..JM AlA) , which germinated as the 

control treatment did , one week after being transferred to the germination medium (Fig 2.3 

a, b). 

The present results suggest that the use of exogenous hormones in the germination 

medium, i.e., BAP and AlA, is redundant when embryos progress more synchronously to 

maturity on a reduced water availability medium and normal sucrose concentration; 

perhaps the imbalance of PGR towards a higher auxin concentration inhibit the correct 
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germination of the embryo. So, it is possible that when the embryos become opaque­

white, as a sign of maturity, and are transferred to a germination medium under a 

photoperiod regime where they exhibited an intense greenish colour, an indicator of being 

autotrophic (Fig. 3b), they are then able to synthesise their own growth regulators. 

Thus, the use of highly embryogenic cell suspensions, a developmental phase that 

includes a culture media devoid of PGR, the restriction of water availability to the embryos 

by the use of filter and the optimisation of sucrose concentration for each species will be a 

good practice for the acquisition of morphological and physiological maturity of somatic 

embryos and the growth of vigorous seedlings. 
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Figure 2.3 Percentage germination of M.a.m. somatic embryos under MS media with different PGR 

concentrations . The germinated embryos grew into complete plantlets. a) Effect of the maturity of 

somatic embryos' cultured with 87.64 mM sucrose on filter paper (SUC W/FP); with only 87.64 mM 

of sucrose (SUC), or with 175.28 mM of sucrose, on their response to germination media, control 

PGR-Free, with 1 iJM BAP, 5.7 iJM IAA. b) With germination , embryos showed the presence of 
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plumule and radicle according to the treatments (bar = 20 mm). *lndicates that the embryos 

germinated but did not continue to form a complete plant. Different letters with in graph bars indicate 

significant difference (P~ 0.05). 

In summary, we have completed the in vitro maturation of IZE of a diploid banana 

genotype and obtained an improvement in the protocol for the maturation of somatic 

embryos that increased the frequency of germination to ~ 90%, and guarantee a good 

conversion (~ 95%) to healthy potted plants. The increase in the potential number of clone 

plants obtained through somatic embryogenesis of IZE, previously reported with lower 

germination rates (Escalant and Teisson 1989; Marroquin et al, 1993; Navarro et al. 1997), 

is anticipated as a means to optimise existing protocols in banana for different genotypes 

and particularly for the rescue of embryos of open-pollinated wild species and hybrid 

seeds use in breeding programs. 
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GENES EXPRESADOS DIFERENCIALMENTE DURANTE LA EMBRIOGÉNESIS 
DE MUSA 

Josefina l. Maldonado Borges, Rosa M. Escobedo Gracia-Medrano. 

En esta parte del trabajo, mediante cDNA-AFLP, se obtuvieron los fragmentos de 

transcritos de genes expresados diferencialmente durante embriogénesis cigótica y 

somática en estadios tempranos y tardíos para realizar su comparación en bases de datos 

públicas. 

3.1 RESUMEN 

Este trabajo representa uno de los primeros esfuerzos por identificar genes que presentan 

expresión diferencial durante diferentes estadios de la embriogénesis cigótica y somática 

de Musa. En total se obtuvieron 253 fragmentos derivados de transcritos o TDFs 

(transcript-derived fragments) con un tamaño de 100 a 5000 pb, de los cuales 21 

mostraron ser expresados diferencialmente. Del total de clonas obtenidas y secuenciadas, 

el 67% de las secuencias de tamaño entre 76 a 299 pb mostró homología con proteínas 

caracterizadas, siendo mayor la proporción de secuencias de transcritos relacionados con 

la expresión de genes en embriogénesis somática en estadios tempranos del desarrollo 

de los embriones. Se realizó una clasificación de las secuencias de acuerdo a su 

implicación en un proceso biológico, al desempeño de una función molecular o al ser 

parte de algún componente celular, encontrándose generalmente relacionadas con 

funciones moleculares. 

Asimismo, la comparación en bases de datos públicas reveló que el 33% restante fueron 

secuencias con homología a proteínas desconocidas o no descritas de diversas especies 

de plantas, entre ellas Musa, lo que demuestra la importancia de realizar estudios más 

profundos debido a la poca información molecular del proceso embriogénico en esta 

especie. Los resultados sugieren la existencia de diferencias estadio-temporales en la 

expresión de genes durante ambos procesos de embriogénesis. 

Palabras claves: M.a.m., TDFs, embriogénesis cigótica, embriogénesis somática. 
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3.2 INTRODUCCIÓN 

Una mejor comprensión de los genes involucrados en la embriogénesis somática en 

banano (Musa spp.) puede proporcionar una forma práctica de mejorar la regeneración de 

plantas. Se espera que el uso de herramientas moleculares acelere el mejoramiento del 

germoplasma; razón por la cual se están realizando estudios moleculares con el fin de 

recabar información útil y en su caso, transferir con éxito genes de una especie a otra. 

Recientemente ha sido secuenciado el genoma de un genotipo doble haploide de Musa 

acuminata con un tamaño de 523 megabases constituyendo un paso crucial en el 

mejoramiento genético de banano. En dicho trabajo se detectaron duplicaciones del 

genoma de Musa y los resultados permiten hacer análisis comparativos del genoma de 

esta especie con otras plantas, lo cual es muy importante al realizar diversos estudios 

evolutivos del genoma (D ' Hont et al. , 2012). 

Durante la embriogénesis somática ocurren cambios bioquímicos y morfológicos que 

permiten que los tejidos inducidos se desarrollen (Sharp et al., 1980), los cuales están 

fuertemente relacionados con alteraciones en el patrón de expresión de genes 

(Zimmerman, 1993). Algunos genes son expresados diferencialmente durante la inducción 

de la embriogénesis somática, mientras que otros son expresados durante la 

diferenciación del embrión hasta la maduración y durante el desarrollo completo de la 

planta (Zimmerman, 1993). 

Los mecanismos moleculares de la embriogénesis somática han sido investigados en 

sistemas clásicos de inducción de la embriogénesis somática y de cultivo de tejidos de 

embriones inmaduros de zanahoria y Arabidopsis. El empleo de técnicas moleculares ha 

conducido a la identificación de diferentes genes relacionados con embriogénesis tales 

como LEA (Late Embryogenesis Abundant), SERK (Somatic Embryogenesis Receptor-like 

Kinase), AGL 15 (Agamous-like15), BBM (Baby Boom), LEC1 , FUS3 (Fusca3) y ABI3 

(ABA lnsensitive 3) (lkeda et al. 2006). 

En suspensiones celulares de zanahoria, la presencia del mRNA de SERK es un 

indicador de la capacidad que tienen las células simples de iniciar el desarrollo de 

embriones somáticos (Schmidt et al. 1997). Similares resultados han sido obtenidos en 
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Dactylis glomerata (Somleva et al. 2000) y en Arabidopsis thaliana (Hecht et al. 2001 ). Se 

ha observado que las plantas transgénicas de A. thaliana que sobreexpresan el gen 

AtSERK1 exhiben un aumento en su capacidad para formar embriones somáticos, en 

comparación con plantas no transformadas (Hecht et al. 2001 ). Los resultados obtenidos 

por Gaj et al. (2005) indican que los genes LEC desempeñan un papel clave en la 

embriogénesis somática de A. thaliana. La expresión ectópica de LEC1 (Latan et al. 

1998), LEC2 (Stone et al. 2001) y BBM (Boutilier et al. 2002) en Arabidopsis causa la 

formación espontánea de embriones somáticos en plantas o explantes. Los genes LEC y 

BBM codifican para factores de transcripción. El gen LEC2 muestra gran similitud con el 

dominio 83 de los factores de transcripción VIVIPAROUS1 y FUSCA3 (Stone et al. 2001 ). 

Diversos genes que han sido inducidos durante la embriogénesis somática indirecta en 

zanahoria han sido aislados, principalmente por análisis de bibliotecas de cDNA. Dichos 

genes incluyen aquellos que codifican para proteínas LEA (Late Embryogenesis 

Abundant) (Choi et al., 1987; Wilde et al. , 1988; Kiyosue et al. , 1992, 1993; Wurtele et al., 

1993), proteínas de la pared celular ricas en prolina y glicina (Aieith y Richter, 1992), 

proteínas secretadas tales como proteínas de transferencia de lípidos EP2 (Sterk et al. , 

1991) y endoquitinasas EP3 (De Jong et al. , 1992). Ninguno de los genes específicos de 

estadios muy tempranos de la formación del embrión somático, aparte de la quitinasa (De 

Jong et al., 1992; Schmidt et al. , 1994), parecen desempeñar papeles más estructurales 

que regulatorios. 

En el género Musa solamente se ha identificado un gen relacionado con el proceso 

embriogénico. La proteína cinasa tipo receptor durante la embriogénesis de banano 

designada como MaSERK1, la cual fue aislada de Musa acuminata cv. Mas (AA). El gen 

codifica para una proteína de 628 aminoácidos con un porcentaje de identidad del 82% 

con otras proteínas tipo SERK reportadas en coco, arroz, maíz, Arabidopsis, y zanahoria. 

MaSERK1 se expresa débilmente en clusters de inflorescencias masculinas, pero no en 

callo no embriogénico derivado de inflorescencias masculinas; se observa un alto nivel de 

expresión en callo embriogénico derivado de inflorescencias masculinas y en 

suspensiones celulares embriogénicas. MaSERK1 no solamente sirve como un marcador 

molecular de la embriogénesis somática de banano, sino que también desempeña un 

papel importante en la respuesta de resistencia a enfermedades en banano ((Xia et al., 
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201 0) . 

A pesar de que un gen no tiene que aumentar o disminuir su regulación para desarrollar 

un papel clave en un determinado proceso biológico, la detección de genes 

diferencialmente expresados es uno de los métodos más sencillos para revelar las bases 

moleculares de un sistema biológico. Como una herramienta de detección, el cDNA-AFLP 

ha demostrado ser un método estricto y reproducible capaz de amplificar los transcritos 

poco abundantes (Bachem et al. , 1996; Lievens et al. , 2001 ). El cDNA-AFLP es una 

técnica robusta, con alto rendimiento, es una herramienta útil para el descubrimiento de 

genes que se expresan en todo el genoma (Breyne y Zabeau , 2001 ; Polesani et al. , 

2008), en donde el conocimiento previo de las secuencias no es necesario (Ditt et al., 

2001 ). 

En este trabajo se tuvo como objetivo analizar la expresión de genes en diferentes 

momentos de la embriogénesis de M.a.m. utilizando la técnica cDNA-AFLP. Nuestros 

resultados revelan diferencias estadio-temporales en la expresión de genes en esta 

especie. 

3.3 MATERIALES Y MÉTODOS 

3.3.1 Material Vegetal y Condiciones de Cultivo 

Los frutos de banano fueron colectados en el banco de germoplasma del Centro de 

Investigación Científica de Yucatán (CICY) localizado en la estación experimental del 

Instituto Nacional de Investigaciones Forestales (INIFAP) en Uxmal (Yucatán, México). La 

accesión utilizada en este trabajo corresponde a M.a.m. (AA), con número de ITC 250 

proveniente del Centro Internacional de Biod iversidad de Musa, ubicado en el Laboratorio 

de Mejoramiento de Plantas Tropicales en la Universidad Católica de Lovaina (Bélgica). 

La embriogénesis somática fue inducida a partir de embriones cigóticos obtenidos de 

frutos con una edad de 60-65 días posteriores a la antesis. Los embriones fueron 

colocados sobre medio MS (Murashige & Skoog, 1962) con macroelementos reducidos a 

la mitad , 175.28 mM de sacarosa y 4.52 J..lM de 2.4 dichlorophenoxyacetic acid (2.4 -D) a 

un pH de 5.8, manteniendo los cultivos en oscuridad constante a una temperatura de 27 
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0 ± 2 oc durante 3 meses sin subcultivos; posteriormente los callos embriogénicos fueron 

proliferados en el mismo medio pero con macroelementos completos y sacarosa a 87.64 

mM, con renovación mensual del medio. 

Las suspensiones celulares embriogénicas fueron in iciadas a partir de un gramo de callo 

embriogénico en 1 O mi de medio líquido de proliferación denominado M2 en matraces de 

25 mi (Cote et al., 1996) el cual canten ía minerales y vitaminas de MS, sacarosa a 87.64 

mM, 4.52 ¡1M de 2.4-D, 4.1¡..LM de Biotina, 680 ¡1M de glutamina, 100 mgL-1 de extracto de 

malta y el pH ajustado a 5.3, en agitación a 90 rpm a una temperatura de 27±2 o C en 

completa oscuridad . El medio fue inicialmente renovado cada 7 días durante los primeros 

2 meses y posteriormente cada 15 días al encontrarse en matraces de mayor capacidad 

(125 mi con 50 mi de medio de cultivo). Después de renovar 5 veces más el medio de 

cultivo, se filtraron las suspensiones con colador (60 mesh o 250 ¡.Jm). Para la maduración 

se utilizaron dos concentraciones de sacarosa (175.28/87.64 mM) en presencia y 

ausencia de papel filtro. La germinación de los embriones somáticos ocurrió en el medio 

MS en ausencia de fitoreguladores y con distintas concentraciones de BAP y AlA. 

3.3.2 Extracción de RNA 

Se extrajo RNA total a partir de 50 mg de material vegetal de los distintos tejidos 

mencionados en el cuadro 3.1 (embriones cigóticos y somáticos maduros e inmaduros, 

suspensiones celulares y embriones somáticos germinados). El método de extracción fue 

adaptado al peso y características del material , utilizando el reactivo TRIZOL (lnvitrogen, 

Carlsbad, CA, USA). Para realizar las pruebas de extracción de RNA el material vegetal 

se almacenó a -20°C utilizando el reactivo RNAiater (SIGMA) el cual sirve para estabilizar 

y proteger el RNA. Con el objetivo de estandarizar las condiciones de extracción de RNA 

se analizaron diferentes reportes. El protocolo obtenido, se basa principalmente en las 

aportaciones de Chomczynski y Sacchi ( 1987) y de Almarza et al. (2006); es simple y 

rápido para aislar RNA de buena calidad y se menciona detalladamente en anexos. 

La calidad del ARN extraído se confirmó de distintas maneras; se realizó electroforesis en 

geles de agarosa al 1% teñidos con bromuro de etidio en donde se observaron 

claramente las bandas que corresponden al RNAr 18 y 25S, se determinó la 
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concentración y pureza mediante espectrofotometría (00260), la cual fue de 1.8 a 2.0 con 

un rendimiento de 1 a 2 ¡..tg/¡..tl de RNA. También se llevó a cabo la amplificación de 

diversos genes constitutivos (actina , RNAr 18S y RNAr 5S). La estandarización de la 

amplificación de los genes constitutivos se real izó a partir de AON y las condiciones de 

amplificación se mencionan en la metodología del cONA. 

3.3.3 Sintesis de cONA de cadena sencilla 

Los restos de ONA genómico fueron el iminados totalmente al tratar las muestras con 

ONase 1 (lnvitrogen) utilizando una concentración final de 1 O ¡..tg/¡..tl de RNA en un 

volumen final de 30 ¡..ti, siguiendo las instrucciones del proveedor y al final se cuantificó la 

concentración del RNA. 

El RNA total fue utilizado para obtener el cONA utilizando la enzima transcriptasa inversa 

Superscript 11 (lnvitrogen, Carlsbad , CA, USA) y random primers, a una concentración de 

5 ¡..tg de RNA total en un volumen final de 20 ¡..ti siguiendo el protocolo sugerido por el 

fabricante y detallado en anexos. 

También en anexos se detalla la síntesis y cuantificación del cONA, posteriormente se 

amplificó el RNAr 5S con tamaño esperado de 300 pb (cebadores P1-

5'GATCCCATCAGAACTCC3' y P2- 5'GGTGCTTTAGTGCTGGTAT3'); las condiciones de 

amplificación consistieron de una desnaturalización previa a 94° C por 5 min , 30 ciclos 

de: desnaturalización a 94° e por 1 min, alineación a 57° e por 1 min y extensión a 72° e 
por 2 min, con una extensión final de 72° C por 5 min . También se amplificó un fragmento 

del gen de actina de banano con un tamaño esperado de 585 pb (Cebadores en sentido y 

antisentido: 5'-GATGCCCGGAGGTTCTCTTCC-3' y 5'-AGTACAGGTACAACTCGAGC-

3'). Las cond iciones de amplificación fueron una desnatural ización previa a 94° C por 5 

min, 35 ciclOS de: desnaturalización a 94° C por 40 S, alineación a 55° C por 50 S y 

extensión a 72° C por 40 s, con una extensión final de 72° C por 8 min . Para el fragmento 

de 200 pb del AONr 18S las condiciones de ampl ificación fueron las siguientes: 

desnaturalización previa a 94° C por 30 S, 20 ciclOS de: desnaturalización a 94° C por 30 

s, alineación a 60° C por 20 s y extensión a 72° C por 30 s, con una extensión final de 72° 

C por 7 min. La mezcla de reacción consistió de 50 mM de MgCI2, 1 mM de cada 

componente del dNTP mix, 20 pmoles de cada cebador, 2.5 f.ll de amortiguador de PCR 
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1 OX, 0.5 U de Taq ONA polimerasa, 1 O ng de cONA en 25 f.ll de volumen total de 

reacción. 

3.3.4 La Técnica cONA- AFLP 

En esta parte del trabajo se menciona de manera resumida los pasos seguidos durante la 

realización del cONA-AFLP; los cuales se detallan en la sección de anexos. 

Oigestion y ligación de adaptadores. La técnica cONA-AFLP fue realizada como describen 

Vos et al (1995) y Bachem et al (1998), con algunas modificaciones: se llevó a cabo una 

primera digestión de una concentración de 300 ng/f.ll del cONA con 0.2 f.ll de 5U de la 

enzima Mse 1 (lnvitrogen) durante 3 h a 37°C, posteriormente se adicionó 0.2 f.ll de 1 OU de 

la enzima Eco Rl y se dejó actuar durante 3 h a 37°C, ambas enzimas se inactivaron a 

70° C por 15 min. Se ligaron adaptadores complementarios a los cortes de las enzimas 

durante 12 h a 16-20°C utilizando 1 U de DNA ligasa y 1 f.ll de los pares de adaptadores 

(cuadro 3.2.) para ambas enzimas (5 f.lM de e-Eco Rl y 50 f.lM de e-Mse 1) para generar 

los fragmentos para la amplificación. 

Amplificación pre-selectiva. La preamplificación se llevó a cabo con cebadores para AFLP 

(Cuadro 3.2) que tenían una base selectiva utilizando cebadores para AFLP Mse 1 con 

una C como nucleótido selectivo y Eco Rl con una A como nucleótido selectivo. La 

reacción de preamplificación consistió en un volumen de 25 f.ll con 2.5 f.ll de buffer de 

PCR 10X, 0.75 f.ll de 50 mM de cloruro de magnesio, 0.75 f.ll de 30 f.lM de cada cebador, 

2.5 f.ll de 2 mM de dNTPs, 5 f.ll del cONA ligado y diluido (1 :1 O) y 0.125 f.ll de 5U de Taq­

DNA polimerasa (lnvitrogen). El PCR se realizó por 20 ciclos de 92°C por 1 min, 56 oc por 

30 s y 72 oc por 1 min . 

Amplificación selectiva. El producto de la amplificación pre-selectiva se diluyó (1 :1 O) y se 

utilizaron 5 f.ll de dicha dilución para la amplificación selectiva utilizando 5 combinaciones 

de cebadores que ya habían mostrado un alto nivel de polimorfismo en M. acuminata 

malaccensis (Youssef et a/. , 201 0), (Cuadro 3.2). Cada reacción de 20 f.ll de amplificación 

selectiva consistió de 2 f.ll de buffer de PCR 1 OX, 0.6 f.ll de 50 mM de cloruro de 

magnesio, 0.2 f.ll de 20 f.lM del primer para Eco Rl , 0.3 f.ll de 20 f.lM del primer para Mse 1, 

2 f.ll de 2 mM de dNTPs, 5 f.ll de la reacción de preamplificación diluida (1 : 1 O) y 0.25 f.ll de 
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5U de Taq-DNA polimerasa (lnvitrogen). La amplificacion de PCR consistió de 11 ciclos 

de 94°C por 30 s, 65 oc por 30 s (-0.7 oc por ciclo) y 72 oc por 1 min ; así como 24 ciclos 

adicionales de 94 oc por 30 s, 65 oc por 30 s y 72 oc por 1 m in. 

3.3.5 Obtención de secuencias de TDFs 

Electroforesis en geles de secuenciación. Los productos amplificados fueron 

mezclados con igual volumen de buffer de carga (98% folmaldehido, 10 mM de EDTA 

(ethylenediamine tetra-acetic acid), pH 8.0, 0.01% de azul de bromofenol , 0.01% xylene 

cyanol), sometidos durante 3 min a 95° C y colocados en hielo. Las muestras fueron 

corridas en un gel de poliacrilamida desnatural izante al 6% en buffer TBE al 0.5X. Se 

realizó una tinción con plata (Bassam et al, 1991 ), siguiendo el protocolo mencionado en 

anexos, se dejó secar el gel toda la noche y se escaneó para realizar el conteo manual 

de las bandas. 

Evaluación de geles y selección de bandas diferenciales. Las muestras fueron 

ordenadas por estadios de desarrollo en el siguiente orden 1: Embrión cigótico inmaduro, 

2: Embrión somático inmaduro, 3: Suspensión celular embriogénica, 4: Embrión cigótico 

maduro, 5: Embrión somático maduro, 6: Embrión somático germinado. Los pares de 

cebadores utilizados fueron los siguientes: E4-M 1, E1-M3, E4c-M10, E7c-M10 Y E15c­

M1 O, cuyas secuencias se mencionan en el Cuadro 3.2., se realizó el conteo del total de 

bandas de acuerdo al criterio de presencia-ausencia y se obtuvieron las bandas 

diferenciales (únicamente presentes en momentos específicos del desarrollo 

embriogénico) de las presentes en todo el proceso embriogénico. 

Amplificación de bandas diferenciales: Las bandas de interés fueron cortadas del gel 

con bisturí y eluidas en 25 ¡JI de buffer para PCR al 2X. Alícuotas de 25 ¡JI fueron 

utilizadas como templados para la reamplificación de las bandas utilizando cebadores 

idénticos a los empleados para la amplificación selectiva del AFLP y con las condiciones 

de PCR utilizadas para la preamplificación. Los productos reampl ificados fueron 

observados en geles de agarosa al 1.2%, de donde se purificaron con el QIAEX 11 Gel 

Extraction kit (QUIAGEN) y fueron clonados en el pGEM-T Easy vector (Promega) de 

acuerdo a las especificaciones del proveedor. Se transformaron células competentes de 

Escherichia col i DH5a mediante choque térmico y se realizó la extracción de los 
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plásmidos. Se comprobó la inserción de fragmentos mediante la digestión con EcoRI o 

mediante PCR (en anexos). 

Se enviaron a secuenciar 5 clonas por TDF a Macrogen lncorporation (Korea). Se real izó 

la edición para el iminar las secuencias del vector de clonación y se obtuvieron las 

secuencias consenso mediante el paquete DNAstar versión 5.0. Las secuencias fueron 

comparadas en distintas bases de datos públicas (GENBANK, REFSEQ_PROT, EMBL, 

DDBJ) con el fin de determinar su grado de homología con otras proteínas ya 

caracterizadas. 

3.4 RESULTADOS 

El estudio morfa-histológico por microscopia de luz transmitida y de barrido (MEB) de la 

ontogénesis de la embriogénesis cigótica y somática permitió definir los estadios de la 

embriogénesis y los respectivos tiempos de colecta de material biológico para el estudio 

de la expresión diferencial de genes relacionados con la embriogénesis de M.a.m. 

El análisis histológ ico de semillas de diferentes edades posteriores a la fertilización (dpf) 

mostró que a los 61-65 dpf las semillas contienen embriones del tipo globular cuyas 

células estan en activa división celular, y se observa una incipiente bicapa de protodermis, 

(Cuadro 3.1 , figura del recuadro correspondiente a embriogénesis cigótica temprana), el 

embrión de 67 dpf tiene forma acorazonada con incipientes evidencias de polarización 

(diferenciación de ejes apical y caulinar) ; mientras que a los 70 dpf se evidencia indicios 

de diferenciación en forma de una hendidura o invaginación en el embrión, y la 

acumulación de almidones y proteínas. Se comprobó que los embriones cigóticos se 

encontraban en estado inmaduro hasta antes de cumplir los 70 días posteriores a la 

fertilización (dpf) y correspondían a estructuras globulares cristalinas. 

El análisis por MEB de embriones cigóticos de M.a.m. extraídos de semillas triangu lares 

que medían ~5 mm de cada lado y cuya testa es rugosa, negra y extremadamente dura, 

se observó que los embriones maduros de 100 dpf tienen forma de hongo, característico 

de las musáceas, con una porción agrandada (haustorio) y una región angosta o pie que 

representa el eje epicotilo-hipocótilo-radícula y una parte del coti ledón (Cuadro 3.1 , f igura 

del recuadro correspondiente a embriogénesis cigótica tardia). En este estadio el embrion 

es blanco opaco debido a las reservas de almidón que ha almacenado, mientras que el 
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abundante endospermo de las semillas que rodea a los embriones ya se le encuentra en 

forma de gránulos almidón. 

Las características de los estadios maduros e inmaduros de embriones cigóticos y 

somáticos, de las suspensiones embriogénicas y embriones somáticos germinados (con 

emergencia de la plúmula) utilizados para el análisis de transcritos se presentan en el 

cuadro 3.1. 

Cuadro 3.1 Material vegetal utilizado para la extracción de RNA y subsecuente técnica de cDNA­

AFLP en M.a.m. Se incluye una imagen de cada estadía y se describe en cada caso las 

características del material vegetal uti lizado y el momento de su obtención. 

TEMPRANA 

Embriones 
globulares 
translúcidos 
obtenidos de 
semillas de 60 días 
después de la 
fertilización . 

Suspensiones 
celulares al final 
del ciclo de 
crecimiento, antes 
de renovar el 
medio líquido. 

Embriones 
globulares 
translúcidos 
después de 62 días 
en el medio de 
maduración (30 g/1 
sac. sin PF) 
población 
asincrónica. 

MATERIAL VEGETAL 

EMBRIOGÉ NESIS 

TARDfA 

Embriones con 
forma de hongo y 
de color blanco 
opaco obtenidos 
de semillas de lOO 
días después de la 
fertilización. 

Embriones blancos 
opacos con 
hendidura 
cotiledonaria, 
después de 62 días 
en medio de 
maduración (30 g/1 
sac. y PF) 
población 
sincrónica. 

GERMINACIÓN 

emergencia de la 
plúmula después 
de9 días en 

germinación. 

La cal idad del RNA total extraído de los tejidos seleccionados se corroboró mediante 

electroforesis en geles de agarosa (Figura 3. 1 ); donde se observó la integridad de las 
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e 

Figura 3.1 Electroforesis en gel de agarosa al 1% del RNA total extraído con un protocolo 

adaptado para M.a.m., tinción bromuro de etidio A) RNA obtenido de embriones cigóticos maduros 

B) RNA de embriones somáticos maduros C) RNA de callo embriogénico obtenido después de 

cinco meses de cultivo. Las bandas representan al RNAr 18S y 25S. 

Para comprobar que el RNA era apropiado para los experimentos de expresión 

diferencial , se amplificaron diversos genes constitutivos; actina, RNAr 18S y RNAr 5S, la 

Figura 3.2 muestra la amplificación de un fragmento de -200 pb del gen 18S a partir de 

cONA de cinco tejidos. 

MPM 1 2 3 4 S 

200pb 

Figura 3.2 Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la amplificación de un fragmento del gen 18S 
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a partir de cONA de banano. 1) Embrión somático germinado, 2, 3) Embrión somático inmaduro y 

maduro respectivamente, 4) Embrión cigótico inmaduro, 5) Suspensiones celulares (células pre­

embriogénicas). 

La amplificación de los fragmentos derivados de transcritos (TDFs) para los diferentes 

tejidos embriogénicos se alcanzó para las cinco combinaciones de cebadores AFLP 

(Cuadro 3.2.) selectivos probados, seleccionados con base al que mostraron 

porcentajes de polimorfismo mayor al 70% en musaceas diploides, (Youssef et al. (201 0 .. 

Cuadro 3.2 Pares de Adaptadores y Cebadores utilizados durante la ligación, amplificación pre­

selectiva y amplificación selectiva del AFLP . Se mencionan las secuencias de los cebadores y en 

negritas se especifican los nucleótidos selectivos. CAP se refiere a los cebadores para 

amplificación preselectiva . 

Pares de Adaptadores/ Secuencia S' -3 
cebadores Cebadores 

Adaptadorl eEco Rl CTCGTAGACTGCGTACC 

Adaptador2 eEco Rl AATTGGTACGCAGTCT 

Adaptadorl eMse 1 GACGATGAGTCCTGAG 

Adaptador2 eMse 1 TACTCAGGACTCAT 

CAP-eEcoR 1 -01 GACTGCGTACCAATTCC 

CAP-eMse 1 -02 GATGAGTCCTGAGTAAC -EcoRI, 3+ Mse 1 3+ 
l. E4-Ml GACTGCGTACCAATTCACG GATGAGTCCTGATAACAA 

2. El-M3 GACTGCGTACCAATTCAAC GATGAGTCCTGATAACAG 
3. E4C-M10 GACTGCGTACCAATTCCAC GATGAGTCCTGATAACCG 

4. E7C-M10 GACTGCGTACCAATTCCGC GATGAGTCCTGATAACCG 

S. ElSC-MlO GACTGCGTACCAATTCCTC GATGAGTCCTGATAACCG 

Al realizar el cDNA-AFLP, se obtuvieron un total de 253 TDFs (Transcript Derived 

Fragments) visualizados como bandas con un tamaño de 100 a 1000 pb; de los cuales un 

8.3% mostraron expresión diferencial (21 TDFs) durante distintos momentos del proceso 

de embriogénesis. Los estadios diferenciales seleccionados se muestran en el cuadro 3.1 

y correspondieron a embrión cigótico y somático inmaduro (1, 2), suspensión celular o 

células pre-embriogénicas (3), embrión cigótico y somático maduro (4, 5) y embrión 

somático germinado (6), este fue el orden que se siguió al cargar las muestras en el gel 

de poliacrilamida de la Figura 3.3. Se observó una mayor expresión de genes (mayor 

cantidad de TDFs) durante embriogénesis somática. 

70 



CAPÍTULO 111 

Los números remarcados sobre el gel de poliacrilamida corresponden a los transcritos 

que mostraron expresión diferencial de acuerdo a la combinacipon de cebadores 

señalada en la parte inferior, en donde se observó que la combinación E1-M3 proporciona 

una mayor cantidad de bandas diferenciales (ver cuadro en anexos). Solo los TDFs con 

expresión diferencial fueron reamplificados, clonados y secuenciados para comparar en 

bases de datos públicas. Con la combinación de cebadores E1-M3 se obtuvo una mayor 

cantidad de fragmentos amplificados (Figura 3.3). 

17 
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Figura 3.3 Gel de poliacrilamida al 6% del cDNA-AFLP realizado sobre distintos estadios de la 

embriogénesis de M. a.m. donde se señalan los TDFs diferenciales con números. 1: Embrión 
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cigótico inmaduro, 2: Embrión somático inmaduro, 3: Suspensión celular, 4: Embrión cigótico 

maduro, 5: Embrión somático maduro, 6: Embrión somático germinado. E4-M1 , E 1-M3, E4c-M1 O, 

E7 c-M 1 O Y E 15c-M 1 O son las combinaciones de cebadores util izadas. 

En este trabajo, únicamente se consideraron aquellos transcritos que mostraron expresión 

diferencial durante determinados momentos del proceso embriogénico (21 TDFs) y no 

aquellos con expresión constante durante todo el proceso de embriogénesis (232 TDFs). 

Al hacer la comparación de los transcritos que mostraban expresión diferencial, las 

diferencias en los niveles de expresión fueron consideradas en base a la intensidad de las 

bandas por apreciación óptica. 

En la Figura 3.4 se presentan algunos de los TDFs que mostraron expresión diferencial. 

En embriogénesis temprana (Figura 3.4A) se encontró una banda que correspondió al 

TDF 57, característico de embriones cigóticos y somáticos inmaduros, así como de 

suspensiones celulares (células pre-embriogénicas). Dentro del periodo denominado 

embriogénesis tardía (embriones cigóticos y somáticos maduros), se observó que el TDF 

17 mostró una mayor expresión (Figura 3.48); en la figura 3.4C se observa que en 

embriones cigóticos inmaduros, el TDF 9 mostró una mayor intensidad (mayor nivel de 

expresión); en embriones cigóticos maduros fue la banda que corresponde al TDF 7 la 

que mostró una mayor intensidad (Figura 3.40). La banda que corresponde al TDF 43 fue 

expresado con mayor intensidad en embriones somáticos inmaduros y el TDF 47 presenta 

una mayor intensidad en embriones somáticos maduros (Figura 3.4.F). En embriones 

somáticos germinados se observó una mayor intensidad de expresión del TDF 28 (dato 

no mostrado). 
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Figura 3.4 Fragmentos de transcritos expresados diferencialmente durante distintos momentos de 

la embriogénesis de M.a.m. Con una flecha se señala el TDF que presenta expresión diferencial y 

el número de identificación se señala en la parte superior. A) Embriogénesis temprana, B) 

embriogénesis tardía , C) embrión cigótico inmaduro, D) embrión cigótico maduro, E) embrión 

somático inmaduro, F) embrión somático maduro. Los números en la parte superior de cada 

imagen corresponden al material vegetal: 1: embrión cigótico inmaduro, 2: embrión somático 

inmaduro, 3: suspensión celular, 4: embrión cigótico maduro, 5: embrión somático maduro, 6: 

embrión somático germinado. 
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Al comparar las secuencias obtenidas de las clonas de los fragmentos derivados de 

transcritos (TDFs) se observó que una gran cantidad de ellas mostraban homología con 

proteínas hipotéticas o desconocidas de diferentes especies de plantas; entre ellas 

principalmente Musa acuminata, Musa balbisiana, Oryza sativa y Pinus radiata , los 

resultados se resumen en el cuadro 3.3. El rango de tamaño de los TDFs varió de 68 a 

299 pb. 

En los embriones cigóticos maduros solamente se encontró una clona que correspondió a 

una proteína hipotética de O. sativa con un tamaño de 76 pb; hubieron dos proteínas que 

se expresaron en todos los estadios de la embriogénesis somática y que correspondieron 

a proteínas hipotéticas de M. acuminata (TDFs 24-2-1 y 46-45-4). En embriones 

somáticos inmaduros se encontraron dos proteínas desconocidas de O. sativa (TDFs 43-

1-3, 43-1-4) cuyos tamaños eran de 68 y 225 pb respectivamente; en embriones 

somáticos maduros el TDF 47-1-3 correspondió también a una proteína desconocida de 

O. sativa. En células en suspensión (células pre-embriogénicas) se encontró una mayor 

cantidad de TDFs expresados diferencialmente, entre ellos tres TDFs correspondieron a 

proteínas hipotéticas de M. acuminata (TDFs 7-1-4, 58-1-2, 60-1-3), el TDF 1-4-2 de 71 pb 

correspondió a una proteína hipotética de M. balbisiana y el TDF 60-5-7 a una proteína 

desconocida de O. sativa. En secuencias de TDFs comunes a embriones cigóticos y 

somáticos en estadios tempranos se encontraron tres TDFs (57-4-1, 57-4-5 y 57-4-6), el 

primero con homología a una proteína hipotética de M. balbisiana y los dos últimos con 

homología a proteínas de M. acuminata también de función desconocida; en estadios 

tardíos se encontraron dos secuencias (TDFS 17-1-1 y 17 -1-5) con tamaños de 75 y 299 

pb y con homología a una proteína desconocida de O. punctuate y una proteína hipotética 

de M. acuminata. 
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Cuadro 3.3 Clasificación de los TDFs encontrados en M.a.m. que tuvieron homología con 

proteínas desconocidas o no caracterizadas. 

TDF Tamaño(pb) Homología y Especie 

SECUENCIAS ENCONTRADAS EN EMBRIOGENESIS 
CIGÓTICA 

SOLO EN EMBRIONES CIGOTICOS MADUROS 

7-1-1 76 Proteína hipotética de O. sativa 
SECUENCIAS ENCONTRADAS EN EMBRIOGENESIS 

SOMÁTICA 

EN TODOS LOS ESTADIOS DE EMBRIOGENESIS SOMATICA 

24-2-1 286 Proteína hipotética de M. acuminata 
46-5-4 119 Proteína hipotética de M. acuminata 

SOLO EN EMBRIONES SOMATICOS INMADUROS 

43-1-3 68 Proteína desconocida de O. sativa 
43-1-4 225 Proteína desconocida de O. sativa 

SOLO EN EMBRIONES SOMATICOS MADUROS 

47-1-3 148 Proteína desconocida de O. sativa 
SOLO EN CELULAS EN SUS~ENSION (CÉLULAS PRE-

EMBRIOGENICAS) 

1-4-2 71 Proteína hipotética de M. balbisiana 
7-1-4 71 Proteína hipotética de M. acuminata 
58-1-2 94 Proteína hipotética de M. acuminata 
60-1-3 71 Proteína hipotética de M. acuminata 
60-5-7 116 Proteína desconocida de O. sativa 

SECUENCIAS COMUNES A EMBRIONES CIGOTICOS Y 
SOMÁTICOS 

ESTADIOS TEMPRANOS (EMBRIONES INMADUROS Y 
CÉLULAS PRE-EMBRIOGÉNICAS) 

57-4-1 71 Proteína hipotética de M. balbisiana 
57-4-5 126 Proteína hipotética de M. acuminata 
57-4-6 75 Proteína desconocida de M. acumínata 

ESTADIOS TARDIOS (EMBRIONES MADUROS) 

17-1-1 75 Proteína desconocida de O. punctuate 
17-1-5 299 Proteína hipotética de M. acumínata 

Las secuencias que mostraron homología con proteínas identificadas y caracterizadas sus 

funciones biológicas se muestran en el Cuadro 3.4. Se realizó una clasificación de los 

TDFs encontrados embriogénesis cigótica, diferenciando embriones maduros de 

inmaduros, TDFs expresados en embriogénesis somática (embriones maduros, 

inmaduros y células pre-embriogénicas) y TDFs comunes a embriones cigóticos y 
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somáticos en estadios tempranos y tardíos del desarrollo del embrión. 

En embriones cigóticos inmaduros se encontró únicamente el TDF 9-4-1 que tuvo 

homología a una trehalosa 6-fosfato sintasa; también en embriones cigóticos maduros 

solamente se encontró un TDF (7-1-2) con homología a una proteína cinasa. 

En embriogénesis somática se expresaron una mayor cantidad de TDFs y por 

consiguiente, en este sistema se encontró una mayor cantidad con expresión diferencial. 

Se encontraron seis TDFs presentes en todos los estadios de embriogénesis somática 

(tanto embriones maduros como inmaduros así como células pre-embriogénicas), que 

correspondieron a distintas proteínas relacionadas con algún proceso biológico como 

metabolismo de carbohidratos (TDF 39-3-3), con alguna función molecular TDFs 24-2-1 , 

24-3-1 , 39-3-1 , 46-5-5 (transducción de señales o replicación) y con componentes 

celulares TDF 46-5-4 (organización del citoresqueleto) . 

Los TDFs presentes en embriones somáticos inmaduros fueron 8 y la mayoría 

correspondieron a proteínas con alguna función molecular (factores de replicación , de 

elongación, proteínas de unión a calcio, entre otras); también hubo TDFs relacionados 

con procesos biológicos como la síntesis y degradación de proteínas (TDF 35-2-3) y el 

TDF 37-4-4 corresponde a un componente celular (la actina componente importante de la 

organización del citoesqueleto ). 

En embriones somáticos maduros -se encontró TDFs, tres tuvieron funciones moleculares 

(55-3-3, 47-1-3 y 47-1-5) y los otros seis se relacionaron con procesos biológ icos entre los 

que se encontraban dormancia y metabolismo de carbohidratos. 

En células en suspensión (pre-embriogénicas) los TDFs correspondieron a proteínas con 

funciones moleculares, principalmente relacionadas con transducción de señales, solo el 

TDF 45-3-1 estuvo relacionado con el metabolismo de carbohidratos (proceso biológico) y 

el TDF 7-1-3 con un componente celular relacionado con lignificación de tejidos. 

En estadios tempranos de la embriogénesis se encontraron dos secuencias comunes 

tanto a embriones cigóticos como somáticos inmaduros que corrrespondieron a procesos 

biológicos y ciclo celular (TDFs 57-3-6 y 57 -4-5) y una secuencia, el TDF 57-3-3 con una 

función molecular (replicación). En estadios tardíos se encontró que el TDF 17-1-5 esta 
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relacionado con el proceso biológico de respuesta a estrés (Cuadro 3.4 ). 

Cuadro 3.4 Clasificación de los TDFs encontrados en M.a.m. con homología a proteínas 

caracterizadas. 

TDF Tamaño Número de Base de Homología, Probable Función y Especie E-value 
(pb) accesión Datos Pública Blastx/BI 

astn 

SECUENCIAS ENCONTRADAS EN EMBRIOGENESIS CIGOTICA 

A) SÓLO EN EMBRIONES CIGÓTICOS INMADUROS 

9-4-1 120 AAX16015.1 GENBANK (1) Trehalose-6-phosphate synthase (Ginkgo biloba), es esencial en 2.0e-63 

las plantas y está implicada en la regu lación del metabolismo de 
carbohidratos y en le desarrollo del embrión; en Arabidopsis es esencial 
para la maduración del embrión 

B) SÓLO EN EMBRIONES CIGÓTICOS MADUROS 

7-1-2 88 XP _ 474874.1 REFSEQ_PROT (2)Signal transduction histid ine kinase (Oryza saliva), probablemente 4.0e-26 

involucrada en la transducción de seriales por citocininas, posiblemente 
como receptor de citocininas. 

SECUENCIAS ENCONTRADAS EN EMBRIOGI:NESIS SOMATICA 

C) EN TODOS LOS ESTADIOS DE EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA 

24-2-1 286 XP_479475.1 REFSEQ_PROT (2)Putative TGF (transfoming growth factor) beta inducible nuclear 1e-17 

proteln TIN P1 (OI}'Za saliva), Involucrada en transducclón de senales. 

24-3-1 285 XP _ 469953.1 REFSEQ_PROT (2)Putative repllcat lon factor (OI}'Za saliva), expresado fuertemente en 3.0e-12 
tejidos en proliferación, en el meristemo apical del vástago (SAM: shoot 
apical meristem), muy debilmente expresado en tejidos maduros que no 
se encuentran en proliferación. 

39-3-1 285 XP _ 469953.1 REFSEQ_PROT (2)Putative replication factor (OtyZa saliva), expresado fuertemente en 3.0e-12 
tejidos en proliferación. 

39-3-3 120 AAX16015.1 GENBANK 
(1 )Trehalose-6-phosphate synthase (Ginkgo bi/oba), es esencial en 

2.0e-63 las plantas y está implicada en la regulación del metabolismo de 
carbohidratos y en le desarrollo del embrión; en Arabidopsis es esencial 
para la maduración del embrión. 

46-5-4 119 BAD88311 .1 DDBJ (3)Adenylyl cyclase-like protein (OI}'Za saliva); se encuentra 4.0e-22 
relacionada con el proceso biológico de organización del cltoesqueleto y 
su función molecular es la unión de actina. 

46-5-5 263 NP_916295.1 REFSEQ_PROT (2)Putative receptor-proteln klnase (Oryza saliva); se encuentra 4.0e-25 
relacionada con la fosforilación de proteinas y su función molecular es la 
unión de ATP, es una protelna cinasa tipo serlna/treonina con actividad 
de receptor. 

O) SÓLO EN EMBRIONES SOMÁTICOS INMADUROS 

27-2-1 285 XP _ 469953.1 REFSEQ_PROT (2)Putatlve replicatlon factor (OI}'Za saliva), expresado fuertemente en 3.0e-12 

tejidos en proliferación, en el meristemo apical del vástago (SAM: shoot 
apical meristem), muy débilmente expresado en tejidos maduros que no 
se encuentran en proliferación. 

35-2-3 225 XP_481142.1 REFSEQ_PROT (2)Putative chloroplast nucleold DNA binding proteln (Oryza saliva); 
putative aspartyt protease protein; su papel biológico no se encuentra 

1.0e-12 

totalmente establecido: sin embargo, se cree que está involucrada en el 
procesamiento y degradación de protelnas bajo diferentes condiciones y 
en diferentes estadios de la planta sugiriendo alguna función 
especializada. 

35-2-3 225 CAA60681 .1 EMBL (1 )Protein 81 hordeln (Hordeum vu/gare) , son el mayor grupo de 5.0e-25 
proteínas de reserva de prolaminas en cebada ; expresada 
especlficamente en el endospermo en desarrollo. 

37-4-4 69 H0058978 GENBANK (3)Putative Actine 2 (Musa acuminala AAA). 

37-4-6 84 AAB38974.1 GENBANK (2)Poly(A)-binding protein (Triticum 
Importante durante Inicio de traducción. 

aestivum), con un papel 3.0e-71 

43-1-1 163 AAM52883.1 GENBANK (1)GRF1-interacting factor 3 (Arabidopsis lha/iana), desempena un 4.0e-25 
papel importante durante el control de la proliferación celular vla 
regulación del cido celular y en otras actividades relacionadas con la 
func ión del meristemo apical del vástago. 

(2)Putative calreticulin (Oryza saliva). es la mayor proteina de union a 6.0e-4 
43-1-2 161 NP_915149.1 REFSEQ_PROT Ca2~- implicada en una amplia variedad de funciones celulares tales 
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43-1-2 161 

47-1-2 148 

47-1-3 148 

47-1-4 149 

47-1-5 192 

47-1-5 192 

55-3-2 120 

55-3-3 126 

55-3-3 126 

55-4-2 120 

1-4-1 84 

7-1-2 88 

7-1-3 122 

45-3-1 120 

58-1-3 88 

60-5-4 120 

60-5-4 120 

60-5-7 116 

CAA90651 .1 EMBL 

como almacenaje de calcio, actividad de chaperona y senalización dentro 
del citoplasma y en el reticulo endoplasmático, y con un papel potencial 
en regular la respuesta a estrés. 
(2)Eiongation factor 1-alpha (Hordeum vu/gare) Elongation factor 1- 3.0e-59 
alpha (EF-1 -alpha) translation elongation factor 1 alpha-subunit, un 
pol ipéptido con un papel central en la slntesis de protelnas, sus niveles 
se incrementan con los altos niveles de slntesls de protelnas en tejidos 
en desarrollo. 

E) SÓLO EN EMBRIONES SOMÁTICOS MADUROS 

AAM74066.1 

AAW52722.1 

XP _549801.1 

BAD54156.1 

BAD29369.1 

AAX16015.1 

AAP82174.1 

AAA18558.2 

AAX16015.1 

F) 

AAB38974 .1 

XP _ 474874.1 

AAP23942 .1 

AAX16015.1 

XP _ 474874.1 

XP _ 470356.1 

AAP86645.1 

CAB10698.1 

GENBANK 

GENBANK 

REFSEQ_PROT 

DDBJ 

DDBJ 

GENBANK 

GENBANK 

GENBANK 

GENBANK 

(2)CONSTANS-Iike protein (Hordeum vu/gare), tiene un papel 
importante en la vla de floración controlada por fotoperiodo, 
principalmente expresada en donnancia sugiriendo su participación en el 
control transcripcional del fotoperiodo durante la inducción y 
mantenimiento de la dormancia. 
(1 )Peroxidase 8 (Trnicum monococcum); desempena un papel 
importante en la detoxificación de los efectos del peróxido de hidrógeno 
en plantas superiores. Su expresión es mediada por la acumulación de 
ABA. 
(2)Putative GTPase-actlvatlng protein (Oryza saliva); son protelnas de 
unión al nucleóüdo guanina que usualmente exhiben actividad de 
GTPasa y tienen un papel importante en transducción de senales. 
(1 )Putativo Acid phosphatase precursor 1 (Oryza saliva); durante la 
germinación, el embrión de cebada libera sustancias tipo giberelinas que 
inducen que la aleurona libere diversas enzimas hidroliticas, las cuales 
subsecuentemente degradan el almidón del endosperrno para 
proporcionar una fuente de carbón y energla para el crecimiento del 
embrión. 
(1 )dTDP-D-glucose 4,6-<lehydratase-like (Oryza saliva); enzima 
involucrada en remodelamiento de la pared celular y en metabolism de 
carbohidratos. 

(1)Trehalose-6-phosphate synthase (Ginkgo biloba), es esencial en 
las plantas y est~ implicada en la regulación del metabolismo de 
carbohidratos y en le desarrollo del embrión; en Arabidopsis es esencial 
para la maduración del embrión . 
(2)CIPK-IIke proteln (Oryza saliva); son un grupo de protelnas cinasas 
tipo SerfThr altamente inducibles por diversas senales tales como frlo , 
luz, sales, carbohidratos y citocininas; similares a las proteinas de la 
familia calcineurin B-llke protein (CBL)-interacting proteln kinases 
(CIPKs). 
(1 )Similar to GTP-blnding protelns (Zas mays); probablemente 
involucrada en regulación del ciclo celular y diferenciación. 
(1 )Trehalose-6-phosphate synthase (Ginkgo biloba) , es esencial en 
las plantas y está implicada en la regulación del metabolismo de 
carbohidratos y en le desarrollo del embrión; en Arabidopsis es esencial 
para la maduración del embrión. 

SÓLO EN CÉLULAS EN SUSPENSIÓN (CÉLULAS PRE-EMBRIOGÉNICAS) 

GENBANK 

REFSEQ_PROT 

GENBANK 

GENBANK 

REFSEQ_PROT 

REFSEQ_PROT 

GENBANK 

EMBL 

(2)Poly(A)-blnd lng proteln (Triticum aestivum), juega un papel 
importante durante la iniciación de la traducción. 
(2)Signal transduction histidine kinase (Oryza sativa), probablemente 
involucrada en la transducción de señales por citocininas, posiblemente 
como receptor de ci tocininas. 
(3)Caffelc acld 0 -methyltransferase (Trfficum aeslivum), involucrada 
en la lignificación del tejido de la planta en respuesta a varios tipos de 
estrés (mec~nico o por ataque de patógenos). 
(1 )Trehalose-6-phosphate synthase (Ginkgo bi/oba), es esencial en 
las plantas y está Implicada en la regulación del metabolismo de 
carbohidratos y en le desarrollo del embrión; en Arabidopsis es esencial 
para la maduración del embrión. 
(2)Signal transductlon histidlne kinase (Oryza saliva) , probablemente 
involucrada en la transducción de set\ales por citocininas, posiblemente 
como receptor de citocininas. 
(2)Putative receptor-like protein kinase (Oryza saliva) ; se encuentra 
relacionada con la fosforilación de protelnas y su función molecular es la 
unión de ATP, es una proterna cinasa tipo serina/treonina con actividad 
de receptor. 
(2)Peroxlsomal membrane protein (Oryza sativa); posee diferentes 
funciones metabólicas dependiendo del tipo de tejido y del estado de 
desarrollo del individuo; posse la habilidad de degradar peróxido de 
hidrógeno y en Arabidopsis se expresa en todos los órganos de plantas 
maduras y en células del cultivo de tejidos. 
(2)Arglnlnosucclnate lyase (Arabidopsis tha/iana); es una enzima que 
cataliza el desglose reversible de arginosuccinato para producir los 
aminoácidos arginina y fuma rato. 

1.0e-115 

3.0e-67 

4.0e-36 

1.0e-10 

3.0e-98 

2.0e-63 

2.0e-67 

2.0e-22 

2.0e-63 

3.0e-71 

4.0e-26 

3.0e-85 

2.0e-63 

4.0e-26 

3.0e-91 

5.0e-23 

4.0e-27 

SECUENCIAS COMUNES A EMBRIONES CIGOTICOS Y SOMATICOS 
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G) ESTADIOS TEMPRANOS 

57-3-6 120 AAX16015.1 GENBANK (1 )Trehalose-6-phosphate synthase es esencial en las plantas y está 2.0e-63 

implicada en la regulación del metabolismo de carbohidratos y en le 
desarrollo del embrión; en Arabidopsis es esencial para la maduración 
del embrión 

57-3-3 285 XP _ 469953.1 REFSEQ_PROT (2)Putative repllcation factor (Oryza saliva), expressed strongly in the 3.0e-12 
proliferating tissue. the shoot apical meristem (SAM). and very weakly in 
the mature leaves which have no proliferating tissues. 

57-4-5 126 AAA18558.2 GENBANK (1 )Similar to GTP-binding proteins (Zea mays); involucrada en la 
regulación de la división celular y en la diferenciación celular. 2.0e-22 

H) ESTADIOS TARDÍOS 

17-1-5 299 AAQ92972.1 GENBANK (1 )CTD-phosphatase-llke prole In (Hordeum vu/gare), en respuesta a 1.0e-101 

estrés abiótico e interactúa con factores de transcripción de respuesta a 
ABA. 

En el cuadro 3.5 se resume la frecuencia de los TDFs implicados en la embriogénesis de 

Musa basados en la categoría funcional en la que estuvieron involucrados y el estadio 

diferencial del tejido de donde se aislo el transcrito. Se encontró con mayor frecuencia 

TDF 's realcionados con proteínas que desempeñan alguna función molecular de factor 

de replicación, cinasa relacionada con transducción de señales, unión a proteínas, 

degradación , etc. Le siguieron en orden descendente aquellas proteínas relacionadas a 

algún proceso biológico, e.g., ciclo celular, metabolismo de carbohidratos, dormancia, y de 

respuesta a estrés. Hubo una menor cantidad de TDFs relacionados con componentes 

celulares tales como organización del citoesqueleto, y lignificación entre otros. 

En el estadio diferencial E que corresponde solo a aquellos transcritos relacionados con 

proteínas descubiertas en embriones somáticos maduros se encontró con mayor 

frecuencia que los TDFs estuvieron relacionados con procesos biológicos y ninguno de 

ellos correspondieron a componentes celulares. En los estadios diferenciales A 

(embriones cigóticos inmaduros) y H (secuencias comunes a embriones cigóticos y 

somáticos en estadio maduro) se encontraron menos TDFs y se relacionaron con 

procesos biológicos. 
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Cuadro 3.5 Categorías de clasificación de TDFs durante los estadios diferenciales de la 

embriogénesis de M. a.m. Los números (1 , 2, 3, 4,5, 6) corresponden a la cantidad de veces que se 

encontró un TDF de cualquiera de las diversas categorías (1 : proceso biológico, 2: función 

molecular, 3: componente celular) en los estadios diferenciales analizados (A, B, C, O, E, F, G, H). 

ESTADIOS DIFERENCIALES 
ABCDEFG H 
1 12 6121 

1 4 S 3 6 1 

1 1 1 

En el cuadro 3.6 se presenta una comparación de las secuencias de los TDFs con 

homología a proteínas desconocidas (33%) y con homología a proteínas caracterizadas 

(67%). Se encontró que en ambos casos, la mayoría de las secuencias se relacionan con 

estadios tempranos de desarrollo y corresponden mayoritariamente a secuencias aisladas 

a partir del proceso de embriogénesis somática. 
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Cuadro 3.6 Clasificación de las secuencias de TDFs encontrados en este trabajo de acuerdo a su 

homología, el estadía de desarrollo y el proceso embriogénico . 

SECUE CIAS DE 
CLONASD Os 

CON HO OLOGfA A 
PROTEÍNAS 

DE·SCONOCIDAS 

16 Secuencias 
33% 

CON HOMOLOGiA A 
PROTEÍNAS 

CARACTERIZADAS 

32 Secuencias 
67% 

• 

• 

• 

• 

• 

• 

EN EMBRIOGÉNESIS TEMPRANA 
10 Sf!cu•nciu 21 % 
./ 2 sec. ESI 
.,/ S sec. SCE 

3 sec. Comunes a SCE, ECI y ESI 

EN EMBRIOGÉNESIS T~RDÍA 
secuencias 8 '% 

.,/ sec . ECM 
l SE!C . ESM 

.,/ 2 sec. Común en EC y ES 

TODOS LOS ESTADIOS DE ES 
2 s:ecuencias 4 % 

EM8fUOGiÉNES15 TEMPRANA 
17 secuenc=ias 36% 
.,/ 1 sec. ECI 
.,/ 6 sec. ESI 

7s • SCE 
.,/ 3 sec. Comunes a ECI y ESI 

EMBRIOGÉNESIS TARDÍA 
9 secuencias 19% 
.,/ sec. ECM 
.,/ 7sec. ESM 
../ 1 sec. Común en EC y ES 

TODOS LOS ESTADIOS DE ES 
6 sec:uenc'as 12 % 
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3.5 DISCUSIÓN 

Mediante MEB se observó que las características morfológicas generales en embriones 

cigóticos y somáticos se mantienen. Ambos tipos de embriones presenta en estado 

maduro la forma de hongo característico de las musáceas; con su región haustorial , parte 

principal del cotiledón , y el pié del embrión que se encuentra dentro del micrópilo de la 

semilla (McGahan, 1961 ; Marroquín et al. , 1993). También se observó una gran cantidad 

de almidón en los embriones cigóticos, que pudieran ocasionar problemas durante la 

extracción de ácidos nucléicos (Birtic y Kranner, 2006; Kim y Hamada, 2005; Liu et al. , 

1998). Con el fin de determinar el grado de diferenciación en los embriones cigóticos y 

obtener embriones maduros e inmaduros como etapas diferenciales del cDNA-AFLP, se 

fijaron semillas que iban desde los 50 dpa hasta los 100 dpa y se realizaron cortes 

histológicos. Los resultados de las observaciones realizadas en embriones cigóticos con 

edades de 61 , 64 y 67 dpa, mostraron que el embrión, hasta esta edad, aún no presenta 

evidencias de polarización (diferenciación de los polos caulinar y radicular); a partir de los 

70 dpa el embrión empieza a evidenciar señales de diferenciación que permite 

considerarlos como maduros. Nuestros datos concuerdan con las observaciones 

realizadas por Escobedo (1996) que menciona que a los 70 dpa se presenta una 

incipiente diferenciación en los embriones cigóticos; mientras que los embriones de 40 y 

50 dpa corresponden a la descripción de masa pluricelular no diferenciada o proembrión . 

Con dichos resultados determinamos que los embriones cigóticos inmaduros se 

obtendrían de semillas en edades menores a 65 dpa, mientras que el estado maduro 

correspondería a embriones obtenidos de semillas preferentemente mayores a 75 dpa, ya 

que presentan la forma de hongo que caracteriza al embrión maduro en musáceas. 

En los embriones más diferenciados (con forma de hongo), se observó el inicio del 

proceso de maduración, manifestado como una zona procambial en el interior del 

embrión. En algunos de los embriones pudo observarse la protodermis, la capa externa 

del embrión en vías de desarrollo, la cual es el primer tejido que puede identificarse 

histológicamente durante la embriogénesis somática (West y Harada, 1993). Después de 

cinco meses de cultivo , se obtuvieron callos embriogénicos con proembriones; las 

características iniciales de los embriones somáticos corresponden a estructuras 

globulares translúcidas, similar a los embriones inmaduros de otros cultivares de banano 

(Navarro et al. , 1997; Khalil et al. , 2002); posteriormente se forman embriones de color 
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blanco opaco con forma der hongo y en estadio tipo "torpedo". Estos últimos tipos de 

embriones son característicos de dicotiledóneas, ya que en monocotiledóneas se 

encuentran los estadios globular, escutelar y coleoptilar (Gray, 2000); sin embargo, ya 

habían sido reportados anteriormente en Musa (Mahanom et al., 2008; Escobedo, 1996). 

El RNA extraído de embriones cigóticos y somáticos en diferentes estadios de madurez 

de Musa acuminata ssp malaccensis según el protocolo que se basa principalmente en 

las aportaciones de Chomczynski y Sacchi (1987) y de Almarza et al. (2006); es simple, 

rápido y apropiado para aislar RNA de buena calidad tanto de embriones cigóticos, 

somáticos y callo embriogénico (A260/A280nm = 1.9-2.0). La calidad fue claramente 

comprobada por las bandas de genes constiutivos que corresponden al RNAr 18 y 25S; 

se obtuvo cONA y se amplificaron diversos genes constitutivos (actina de banano, 18s y 

5S del RNAr). 

La información molecular de la secuención del genoma de Musa se liberó recientemente 

(O 'Hont et al., 2012). La comparación de secuencias TOF del presente trabajo 

generalmente fueron homólogas a aquellas de proteínas obtenidas de bibliotecas de 

cONA, en donde una gran cantidad de ellas no han sido caracterizadas para determinar 

su función biológica ni el momento de expresión , también algunas de ellas no han sido 

completamente secuenciadas. Hubo más secuencias de TOFs homólogos a proteínas 

desconocidas o hipotéticas en embriogénesis somática que en embriogénesis cigótica. 

Entre las especies se encontró M. acuminata y M. balbisiana, O. sativa, O. punctuate y 

P.radiata . Solamente existe un reporte de un gen relacionado con embriogénesis en 

Musa, MaSERK1 , el cual fue altamente expresado en tejido embriogénico; utilizado no 

solamente como marcador molecular de la embriogénesis somática de banano, sino 

también importante en la repuesta de resistencia a enfermedades en banano (Xia et al., 

2010). 

Los resultados encontrados en esta investigación forman parte de los primeros trabajos 

relacionados con el proceso de embriogénesis en M.a.m. y abren la posibilidad de 

estudios moleculares más profundos para la caracterización de cada uno de los TOFs y 

su relación con el estadio diferencial en el que se encuentran. Se encontró que la mayoría 

de las secuencias fueron obtenidas del proceso de embriogénesis somática, lo cual ya 

había sido observado en el gel de secuenciación, probablemente debido a el estrés 
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inducido durante el cultivo, asimismo, generalmente correspondieron a estadios 

tempranos de desarrollo; a continuación se discute cada estadio de manera más 

detallada. 

En embriogénesis somática, se encontraron secuencias con homología a proteínas tales 

como el Putativo TGF (transforming growth factor) beta inducible nuclear protein TINP1 , 

este gen está relacionado con la proliferación celular y la progresión a través del ciclo 

celular; es decir, está involucrado fuertemente con la regulación del crecimiento y 

desarrollo de las plantas. Codifica para miembros de la familia de proteínas TGF-beta 

(transforming growth factor) las cuales están involucradas en embriogénesis y 

diferenciación celular (Jiang y Clouse, 2001 ); también se hallaron los TDFs 24-31 y 39-3-1 

los cuales fueron homólogos a Repl ication factors. El factor de replicación C (RFC) está 

compuesto de cinco subunidades, es un factor importante involucrado en la replicación del 

DNA y en mecanismos de reparación . En Oryza sativa se expresa fuertemente en tejidos 

en proliferación , como es el caso del meristemo apical del retoño (SAM: shoot apical 

meristem) y muy débilmente en tejidos maduros como es el caso de tejidos no 

proliferativos. También cuando se detiene el ciclo celular debido a inhibidores, se 

observan diferencias en los niveles de expresión de estos genes (Furukawa et al; 2003). 

La clona 39-3-3 fue homóloga a la trehalosa-6-fosfato sintasa, la cual fue hallada en otros 

sistemas y la clona 46-5-4 fue homóloga a la proteína adenilil ciclasa de Oryza sativa cuya 

función es unir actina durante la organización del citoesqueleto. 

Por último, la clona 46-5-5 fue homóloga a una proteína cinasa tipo receptor encargada de 

la fosforilación de proteínas. Las proteínas cinasas tipo receptores de plantas (RLKs) son 

receptores de la superficie celular que se encuentran localizados en la membrana 

plasmática y desempeñan un papel importante en la iniciación de la señalización celular. 

En plantas, parecen ser proteínas cinasas del tipo serina/treonina. La gran diversidad de 

RLKs en plantas, refleja sus propiedades estructurales y funcionales (Walter, 1994 ). 

Existe un gran número de genes que codifican para RLKs plantas; las cuales se 

distinguen principalmente debido a diferencias en sus dominios extracelulares. A pesar de 

que la mayoría de dichas proteínas aún no han sido caracterizadas, diferentes miembros 

de esta familia son conocidas por estar involucradas en diversos procesos biológicos que 

incluyen crecimiento y desarrollo vegetal , autoincompatibilidad , percepción de hormonas e 
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interacciones planta-patógeno (Jakubowska et al., 2007). Las áreas de señalización 

mediadas por hormonas incluye las respuestas dependientes de ABA y estrés osmótico, 

herbivoría y ataque por patógenos, así como también las vías de señalización mediadas 

por etileno y citocininas. Particularmente, los tipos de cinasas con repeticiones ricas en 

leucina (LRR), contienen de 9 a 26 repeticiones en tándem de motivos ricos en leucina; 

son una gran subfamilia de RLKs y se encuentran involucradas en varios procesos 

celulares que incluyen morfogénesis (Torii et al., 1996), embriogénesis (Schmidt et al. , 

1997), crecimiento meristemático (Ciark et al. , 1997) y autoincompatibilidad del polen 

(Muschietti et al. , 1998). También se ha visto que algunas respuestas pueden ser 

reguladas por señales ambientales tales como luz (Deeken y Kaldenhoff, 1997), 

hormonas (Van der Knaap et al. , 1996; Hong et al. , 1997; Li y Chory, 1997) y patógenos 

(Song et al. , 1995). En nuestro caso, probablemente se trate de RLKs del tipo de 

repeticiones ricas en leucina involucradas con la respuesta de las células a la presencia 

de hormonas que desencadenaron el proceso de embriogénesis. 

Se encontraron varias clonas cuya secuencia mostró homología con la trehalosa-6-fosfato 

sintasa de Ginkgo biloba, disacárido no reductor que se acumula en una gran variedad de 

organismos que toleran el estrés abiótico. Este gen juega un importante papel en la 

orquestación de la actividad del ciclo celular y la biosíntesis de la pared celular con el 

metabolismo celular durante el desarrollo embrionario (Gómez et al., 2006). Dicho gen 

podría actuar a través de un mecanismo de participación del ABA y el metabolismo del 

azúcar para coordinar la maduración del embrión y el crecimiento vegetativo (Gómez et 

al. , 201 0). El único estadio de desarrollo donde no se pudo detectar fue en embrión 

cigótico maduro. 

En suspensiones celulares, tejidos que se encuentran en constante proliferación , se halló 

la clona 1-4-1 con homología a una proteína de unión a poly A de Triticum aestivum, con 

un papel importante durante la iniciación de la traducción. Muchos RNAs mensajeros 

eucarióticos poseen una estructura tipo capucha (cap) en el extremo 5 y una cola de poli 

A en el extremo 3, ambos son requeridos para una eficiente traducción. La cola de poli A 

se une a la proteína de unión a poli A (PABP), lo cual es necesario para una eficiente 

traducción (Sachs et al. , 1997). Las clonas 7-1-2 y 58-1-3 fueron homólogas a una signal 

transduction histidina kinase, involucrada en la transducción de señales, probablemente 

85 



CAPÍTULO 111 

como receptor de citocininas (Kakimoto, 1996). Las citocininas son hormonas de plantas 

que tienen papeles esenciales y roles cruciales en varios aspectos del crecimiento y 

desarrollo de las plantas. Estudios extensivos que involucran la aplicación exógena y 

contenidos endógenos elevados de citocininas revelan que están involucradas en 

diversos procesos, tales como la proliferación celular, iniciación del retoño, biogénesis del 

cloroplasto, dominancia apical e inhibición de la senescencia de la hoja (Mok y Mok, 

2001 ). Debido a que las citocininas promueven la división celular, es probable que durante 

el cultivo de tejidos, se encuentren niveles muy elevados de citocininas endógenas en las 

células en suspensión ; probablemente debido a ello se encontró una secuencia con 

homología a una proteína histidina cinasa, la cual se ha visto que pertenece al sistema de 

señalización de "dos-componente" en donde las histidinas cinasas se autofosforilan en un 

residuo de histidina conservado, a menudo en respuesta a estímulos ambientales; este 

fosfato luego se transfiere a un residuo de ácido aspártico como un segundo componente 

que es referido como el regulador de respuesta (Parkinson, 1993; Swanson et al., 1994 ). 

Dicha proteína fue descubierta inicialmente en Arabidopsis thaliana como un receptor de 

citocininas histidina cinasa 4 (AHK4) involucrado con la transducción de señales (lnoue et 

al. , 2001; Ueguchi et al. , 2001 ); se sugiere que las funciones primarias de los genes AHK 

y las citocininas endógenas son disparar la división celular y mantener la competencia 

meristemática de las células para evitar la subsecuente diferenciación hasta que un 

número suficiente de células se haya acumulado durante organogénesis (Nishimura et al., 

2004). 

También en suspensiones celulares se encontró la clona 7-1-3, la cual fue homóloga a un 

ácido cafeico o-metiltransferasa de Triticum aestivum, involucrada en la lignificación de 

tejido vegetal. La lignina es un pol ímero fenólico de la pared celular covalentemente 

vinculados a la celulosa y hemicelulosa que son los componentes de la pared celular de 

plantas. La presencia de lignina se limita exclusivamente a las plantas vasculares y se 

supone que tuvo un importante papel en la exitosa colonización de la tierra por parte de 

las plantas. La lignina es principalmente depositada en las paredes de ciertas células 

especializadas como los elementos traqueales, esclerénquima y las fibras del floema. 

Proporciona rigidez y soporte estructural a la pared y asiste en el transporte de agua y 

nutrientes dentro del tejido del xilema mediante la disminución de la permeabilidad de la 

pared de la célula . Además, la lignificación de los tejidos de la planta también se produce 
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en respuesta a diversos estímulos medioambientales tales como estrés mecánico o 

ataque de patógenos (Dixon , 2001 ). El ácido cafeico 3-0 metiltransferasa cataliza 

reacciones de metilación de múltiples pasos de los precursores monoméricos hidroxilados 

de lignina, ocupa una posición central en la ruta biosintética de la lignina. La hidroxilación 

de los precursors monoméricos de la lignina representa un paso crítico en la biosíntesis 

de lignina que influye en la estructura y composición final de lignina (Ma y Xu, 2008). 

La clona 45-3-1 mostró homología con la trehalosa-6-fosfato sintasa de Ginkgo biloba, la 

60-5-4 con una proteína cinasa tipo receptor encargada de la fosforilación de proteínas. 

También se encontró homología con una proteína peroxisimal de membrana de Oryza 

sativa que degrada peróxido de hidrógeno y que se ha visto expresada en células de 

cultivo de tejidos de Arabídopsís thalíana (TDF60-5-4 ). La membrana peroxisimal forma 

una interfaz entre el orgánulo y el resto de la célula (Mullen y Trelease, 1996). Actúa como 

mediadora no sólo del transporte de metabolitos, sino también de la importación de 

proteínas para mantener o modificar la identidad y la función del organelo. Es muy seguro 

que desarrolle un papel importante en el movimiento y división del organelo. La 

membrana peroxisomal (especialmente de las plantas) es una de las menos 

caracterizadas, principalmente debido a las dificultades para aislarlas puras y libres de 

contaminación por otras membranas celulares. Entre las actividades presentes en las 

membranas peroxisimales de plantas se encuentran la de lipasa alcalina (Maeshima y 

Beevers, 1985), NADH: Citocromo e reductasa, NADH: ferricianuro reductasa (Hicks y 

Donaldson, 1982; Fang et al. , 1987; Luster y Donaldson, 1987; Struglics et al., 1993), 

NADH: ascorbato reductasa libre de radicales (Bowditch y Donaldson, 1990), Mn­

superóxido dismutasa (Sandalia y del Río, 1988), y una citocromo ~5 de 18-kd (López­

Huertas et al., 1997). La mayoría de estas actividades se cree que están involucradas en 

las reacciones redox asociada con la reoxidación de NADH, o en defensa contra especies 

reactivas de oxígeno potencialmente dañinas como el peróxido de hidrógeno y el radical 

superóxido producidos en la matriz y en las membranas. 

Por último, la secuencia de la clona 60-5-7 mostró un mayor porcentaje de homología con 

la argininosuccinato liasa de Arabidopsis thaliana. La argininosuccinato liasa (ASL) es una 

enzima que cataliza la descomposición reversible de argininosuccinato a arginina y 

fumarato, una reacción implicada en la biosíntesis de arginina en todas las especies y en 
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la producción de urea en especies ureotélicas. En Vitis spp. la arginina juega un papel 

principal en el almacenamiento de nitrógeno (Kiiewer, 1967); en frutos maduros de Vitis 

spp. ha sido utilizada para indicar el estado del nitrógeno en las uvas (Kiiewer y Cook, 

197 4 ). Algunos de los genes expresados en este sistema son considerados genes 

housekeeping. 

En embrión cigótico inmaduro se encontró la clona 9-4-1 que fue homóloga a la trehalosa-

6-fosfato sintasa de Ginkgo biloba. En embrión cigótico maduro el TDF7-1-2 mostró 

homología con una signa! transduction histidina kinase, involucrada en la vía de 

transducción de señales mediada por citocininas, posiblemente como receptor de 

citocininas (Kaki moto, 1996), probablemente presente en el sistema analizado (embrión 

cigótico maduro). 

En embriogénesis temprana se hallaron los TDFs 57-3-6 homologo a la trehalosa-6-

fosfato sintasa de Ginkgo biloba, 57-3-3 homólogo a un replication factor. El factor de 

replicación es importante ya que está involucrado en la replicación del DNA y en 

mecanismos de reparación. En Oryza sativa se expresa fuertemente en tejidos en 

proliferación y muy débilmente en tejidos maduros como es el caso de tej idos no 

proliferativos (Furukawa et al; 2003). Por último, el TDF 57-4-1 correspondió a una 

proteína de unión a GTP de Zea mays, involucrada en la regulación de la división y 

diferenciación celular, correspondiendo con secuencias que se esperaban encontrar en un 

sistema en proliferación constante (embriones cigóticos y somáticos inmaduros, y 

suspensiones celulares) . 

En embriogénesis tardía se encontró la proteína tipo CTD fosfatasa de Hordeum vulgare 

(TDF17-1-5), la cual interactúa con factores de transcripción de respuesta a ABA y estrés 

abiótico (Ueda et al. , 2008); en nuestro caso fue aislada a partir de embriones cigóticos y 

somáticos maduros, los cuales se presume tienen altos niveles de ABA, fitohormona que 

se relaciona con procesos de inhibición de la germinación. 

En embriones somáticos inmaduros se encontraron diversas secuencias. La clona 27-2-1 

que correspondió a un factor de replicación , involucrado en la replicación del DNA y en 

mecanismos de reparación. El TDF 35-2-3 a un putativo chloroplast nucleoid DNA binding 

protein (Oryza sativa), cuyo papel biológico no se encuentra completamente establecido 
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pero podría actuar en procesamiento o degradación de proteínas. También se encontró 

una proteína hordeina 81 (35-2-3) de Hordeum vulgare , expresada específicamente en el 

endospermo en desarrollo (Farde et al. , 1985). Una putativa actina 2 de Musa acuminata 

AAA cultivar enano gigante (TDF37 -4-4 ). El TDF37 -4-4 correspondió a proteína de unión 

a poly A de Triticum aestivum, con un papel importante durante la iniciación de la 

traducción ; el TDF43-1-1 correspondió a una proteína tipo GRF1-interacting factor 3, con 

un papel importante en el control de la proliferación celular a través de la regulación del 

ciclo celular (Lee et al. , 2009); el TDF43-1-2, homólogo con una putativa calreticulina , la 

mayor proteína de unión a calcio implicada en una gran variedad de funciones celulares; 

mostrando también homología con el factor de elongación durante la traducción 

subunidad alfa 1 (EF-1 alpha) que desarrolla un papel central durante síntesis de 

proteínas por lo que su nivel se incrementa en tejidos en desarrollo. Hubo una total 

concordancia en las secuencias halladas en este sistema. 

En embriones somáticos maduros se encontró el TDF4 7-1-2, que correspondió a la 

proteína tipo CONST ANS de Hordeum vulgare involucrada en la inducción y 

mantenimiento de la dormancia del brote (Aimada et al., 2009); el TDF47-1-3 

correspondió a una peroxidasa 8 de Triticum monococcum, cuya expresión en Oryza 

sativa es mediada por una acumulación de ABA. La clona 47-1-4 tuvo homología con una 

GTPasa activadora involucrada en transducción de señales y la 4 7-1-5 fue similar a una 

fosfatasa ácida de Oryza sativa, la cual es una enzima hidrolítica que degrada el almidón 

del endospermo ':' e el embrión pueda crecer; también mostró similitud con una 

dTDP-D~~':. deshidratasa involucrada en el remodelamiento de la pared 
' . 

E"~ · · .• o de carbohidratos. La clona 55-3-3 presentó un mayor 

una proteína tipo CIPK, que son similares a la familia de 

rina B, altamente inducibles por diversas señales tales 

>y citocininas (Kim et al. , 2003). Dos clonas (TDF55-3-2 

n la trehalosa-6-fosfato sintasa de Ginkgo biloba, 

olismo de carbohidratos. 

ion during induction of somatic embryogenesis 

•17-24. 
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CAPÍTULO IV 

4. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

4.1. CONCLUSIONES 

CAPÍTULO IV 

Se requiere de auxina, particularmente pulsos de 2, 4-D (4.52 IJM) para mantener 

el potencial embriogénico del callo y suspensiones embriogénicas formadas a partir de 

embriones cigótico inmaduros. 

Se determinó que una concentración de 87.64 mM de sacarosa y papel filtro como 

barrera entre los embriones somáticos y el medio es suficiente para incrementar la 

germinación en un 90%. 

Se observó una mayor expresión de genes en embriogénesis somática que en 

cigótica. En total se obtuvieron 253 TDFs, de los cuales 21 mostraron ser expresados 

diferencialmente. 

El 33% de los TDFs analizados mostró homología con proteínas desconocidas o 

no caracterizadas, principalmente de Musa acuminata, Musa balbisiana, Oryza sativa y 

Pinus radiata . 

El 67% de los TDFs mostró homología con proteínas caracterizadas, de las cuales 

el 17% corresponden a estadios tempranos de desarrollo. 

4.2. PERSPECTIVAS 

Obtener la secuencia completa de algunos de los transcritos expresados tanto en 

embriogénesis cigótica como somática de M.a.m. 

Caracterizar algunas de las proteínas encontradas en este trabajo y establecer 

tanto su función en embriogénesis como su relación con otras proteínas. 

Por los resultados obtenidos se considera que el cDNA-AFLP es una técnica 

apropiada para analizar los perfiles de transcritos siendo recomendable incrementar el 
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número de pares de cebadores. 
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ANEXOS 

ANEXOS 

PROTOCOLO PARA LA OBTENCIÓN DE CALLO EMBRIOGÉNICO A PARTIR DE 

EMBRIONES CIGÓTICOS EN ESPECIES DIPLOIDES DE MUSA 

1. El material vegetal consiste de embriones cigóticos inmaduros obtenidos a partir 

de semillas del diploide M. a. m. (AA) de la colección del INIFAP, Uxmal. Se utilizaron 

embriones cigóticos inmaduros para inducir la formación de callos embriogénicos, ya que 

en trabajos anteriores se había reportado que los embriones en estado inmaduro (45-60 

d) muestran una mayor capacidad para la formación de callo por lo que fueron 

seleccionados (Escobedo, 1996). 

2. Los frutos inmaduros fueron lavados con jabón y agua corriente. Posteriormente 

en condiciones estériles se realizó : 

Un lavado con extrán 5% durante 5 minutos y un enjuague con agua destilada 

estéril. 

Un lavado con etanol al 80% durante 5 min y dos enjuagues con agua destilada 

estéril. 

Un lavado con cloro durante 15 minutos y 3 enjuagues con agua destilada estéril. 

Se flamearon después de sumergirlos en etanol absoluto para obtener una 

máxima desinfección. 

3. Los embriones fueron extraidos con bisturí y aguja de disección con ayuda de 

microscopio estereoscópico, en algunos casos por el tamaño del embrión inmaduro se 

aislaron con parte del tegumento interno. Se llevó a cabo la inducción de la embriogénesis 

somática en un periodo no mayor de 5 días. 

4. Las semillas fueron extraídas de los frutos bajo condiciones de esterilidad . 

5. Los embriones cigóticos fueron extraídos de la región micropilar de la semilla y 
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colocados en un medio de inducción de embriogénesis somática; la composición del 

medio, las condiciones de cultivo y la duración de cada etapa se indican en el Cuadro 1. 

6. Para la inducción de la embriogénesis, los embriones fueron sembrados en medio 

semisólido preparado en frascos gerber en donde se colocaron 5 embriones cigóticos por 

recipiente ; siendo un total de 1 O frascos por replica y realizándose 3 réplicas por 

experimento. 

7. Para la proliferación del callo, se transfirieron a frascos gerber colocando 5 callos 

por frasco. Los componentes del medio y las condiciones de cultivo se mencionan en el 

cuadro 1. 

Cuadro 1. Componentes del medio de cultivo utilizados durante la inducción y proliferación del 

callo embriogénico de M.a.m. 

Componentes del medio de cultivo Inducción del callo Proliferación del callo 

Macroelementos %MSa MSa 

Microelementos MS MS 

KH2P04 (mgl-1) 200 200 

Sacarosa (gl-1) 60 30 

Vitaminas More lb Morelb 

2,4-D (mM) 4.5 4.5 

Zeatina (mM) 1 o 

Gel Rite (gl-1) 2 2 

pH 5.7 5.7 

Fotoperiodo oscuridad Oscuridad 

Tiempo (semanas) · 8-12 3-4 
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Cuadro 2. Formulación de sales de Murashige y Skoog (1962) 

Macroelementos Concentración 

NH4N03 1650 (mgl-1) 

KN03 1900 

CaCb.2H20 440 

MgS04.7H20 370 

KH2P04 170 

Na2EDTA 37.3 

FeS04.7H20 27.8 

Microelementos Concentración 

MnS04AH20 22.3 (mgl-1) 

ZnS04.7H20 8.6 

H3803 6.2 

Kl 0.83 

Na2Mo04. 2H20 0.25 

CuS04.5H20 0.025 

CoCb.6H20 0.025 
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Cuadro 3. Formulación de las vitaminas de Murashige y Skoog (1962) 

Vitaminas Concentración 

Tiamina. HCI 10.00 (mgl-1) 

Ácido 0.50 

Nicotínico 

Piridoxina . HCI 0.50 

Mio-inositol 100.0 

Glicina 2.0 

Cuadro 4. Formulación de las vitaminas de Morel (1950) 

Vitaminas Concentración 

Pantotenato de 1.00 (mgl-1) 

calcio 

Mio-inositol 100.00 

Ácido nicotínico 1.00 

Piridoxina. HCI 1.00 

Tiamina. HCI 1.00 

Biotina 0.01 
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PROTOCOLO PARA PREPARAR MUESTRAS PARA OBSERVACIÓN POR 

MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE BARRIDO (MEB) 

1.- Fijar las muestras en FAA por 72hrs (cambiar cada 24 hrs.). 

2.- Desechar el FAA y adicionar etanol al 30%; dejar por 1 hr a 4° C. 

3.-Desechar etanol al 30% y adicionar etanol al 50; dejar por 1 hr a 4° C. 

4.-Desechar etanol al 50% y adicionar etanol 70; dejar por 1 hr a 4 o C. 

5.-Desechar etanol al 70% y adicionar etanol al 90%; dejar por 1 hr a 4 o C. 

6.-Desechar etanol al 90% y adicionar etanol al 100% (2 veces por 1 hr. cada vez). 

7.- SECADO A PUNTO CRÍTICO: Sustitución del etanol por dióxido de carbono. 

8.- RECUBRIMIENTO: película conductora (oro). 

10.- Observación en MEB. 

PROTOCOLO PARA PREPARAR MUESTRAS EN RESINA Y REALIZAR CORTES 

HISTOLÓGICOS 

PREPARACION DE FAA. 

Etanol 500 mi 

Ácido Acético glacial 50 mi 

Formaldehido 1 00 mi 

H20 350 mi 

FIJACION (poner las muestras en la burbuja, aplicar vació por 15 minutos aprox. y dejar 

en frío). 

DESHIDRATACION (en todos lo pasos aplicar vació a las muestras y dejar en frío) 
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1.- Fijar las muestras en FAA por 72hrs (cambiar cada 24 hrs.). 

2.- Desechar el FAA y adicionar etanol al 30% (2 veces por 2 hrs. cada vez) . 

3.-Desechar etanol al 30% y adicionar etanol al 50% (2 veces por 2 hrs. cada vez). 

4.-Desechar etanol al 50% y adicionar etanol 70 (2 veces, 1 hora la primera y 24 hrs la 

segunda) 

S.-Desechar etanol al 70% y adicionar etanol al 85% (2 veces por 2 hrs. cada vez). 

6.-Desechar etanol al 85% y adicionar etanol al 96% (2 veces por 2 hrs. cada vez). 

?.-Desechar etanol al 96% y adicionar etanol al100% (2 veces por 2 hrs. cada vez) . 

8.- Preparar una mezcla de solución A + catalizador (por cada 100 mi de solución A 

adicionar 0.9 g de catalizador y mezclar perfectamente en oscuridad). 

Adicionar a las muestras hasta cubrir una solución 2:1 de la mezcla (etanol absoluto y 

solución A + catalizador). Aplicar vacío y dejar por 48 hrs. en frío . 

9.- Mezclar perfectamente en oscuridad , 100 mi de solución A+ 0.9 g del catalizador. 

Desechar la solución 2:1 y adicionar una solución 1:1 (etanol absoluto y solución 

A+catalizador). Aplicar vacío y dejar por 5 días en frío . 

10.- Desechar la solución 1:1 (etanol absoluto y solución A+catalizador) y mezclar 

perfectamente en oscuridad, 100 mi de solución A+ 0.9 g del catalizador y adicionar a las 

muestras, aplicar vacío y dejar por 72 hrs. en frío. 

11 .- Mezclar muy bien en oscuridad 100 mi de solución A+ 1.25 g del catalizador. A 25 mi 

de la mezcla anterior adicionar 1.25 mi de la solución B (por la antigüedad del reactivo, se 

adicionó 0.25 mi más de la solución B, ya que en el manual se recomienda 1 mi); mezclar 

muy bien en oscuridad y adicionar a los moldes. 

Nota.- Primero adicionar un poco de la mezcla en el molde y colocar la muestra cuidando 

quede en el fondo en el centro. Cuando la resina forme un hilo de 2 a 3 cm al meter y 
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sacar la espátula colocar con mucho cuidado el holder y terminar de rellenar el molde. 

Dejar por 24 hrs. en el laboratorio con el aire acondicionado para que la resina endurezca, 

pasado este tiempo colocar las muestras en la burbuja con sílica y al vació por X días 

para que adquieran la consistencia adecuada para el corte. 

PROTOCOLO PARA INCLUSIÓN DE MUESTRAS EN PARAFINA PARA REALIZAR 

CORTES HISTOLÓGICOS 

FIJACION: colocar las muestras en la burbuja, aplicar vacío por 15-30 min y dejar 

en frío. 

DESHIDRATACION: en todos los pasos aplicar vacío a las muestras por 15-30 

min y dejar en frío. 

1.- Fijar las muestras en FAA por 72hrs (cambiar cada 24 hrs.). 

2.- Desechar el FAA y adicionar etanol al 30% (2 veces por 2 hrs. cada vez). 

3.-Desechar etanol al 30% y adicionar etanol al 50% (2 veces por 2 hrs. cada vez). 

4.-Desechar etanol al 50% y adicionar etanol 70% (2 veces, 1 hora la primera y 24 hrs la 

segunda). 

5.-Desechar etanol al 70% y adicionar etanol al 85% (2 veces por 2 hrs. cada vez) . 

6.-Desechar etanol al 85% y adicionar etanol al 96% (2 veces por 30 min. cada vez). 

?.-Desechar etanol al 96% y adicionar butanol 100% 1 por 24 hrs a temperatura ambiente. 

8.- Desechar butanol 100% y adicionar butanol 100% 11 por 24 hrs a temperatura 

ambiente. 

9.- Desechar butanol 100% y adicionar butanol + 15 hojuelas de parafina y colocar en 

agitación toda la noche a temperatura ambiente (40-50°C}. Colocar diversos frascos con 

hojuelas de parafina en estufa a 60°C para contar con parafina líquida pura para los 

cambios posteriores. 
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10.- Al día siguiente poner en estufa a 60°C (no exceder ni disminuir la temperatura), ya 

derretida la parafina agregar más hojuelas cada 2-3 hrs (2-3 veces en todo el día). NOTA: 

poner un mantel de papel aluminio en la parte inferior del horno o estufa para posibles 

derrames de parafina. 

11 .- Al día siguiente primer cambio de parafina líquida (todo en estufa a 60°C}, tirar la 

mitad del volumen y agregar parafina líquida pura previamente colocada en la estufa a 

60°C 2 días antes (2 cambios por día). NOTA: todos los cambios son en la estufa a 60 oc 
lo más rápido posible para evitar que la temperatura disminuya. 

12.- Al día siguiente continuar con los cambios de parafina de la misma manera que el día 

anterior, tirar la mitad del volumen y agregar parafina líquida (2 cambios por día). 

13.- Al día siguiente últimos cambios de parafina líquida, tirar la mitad del volumen y 

agregar parafina líquida (2 cambios por día). NOTA: En total se deben hacer de 4-6 

cambios de parafina líquida por no más de 4 días. 

14.- Colocar los moldes de aluminio en la estufa a 60°C 1 hr antes de empezar la 

inclusión final de la muestra. Tomar la muestra con pinzas, colocar en el centro del molde 

y cubrir con parafina líquida pura, cerrar la puerta de la estufa para mantener la 

temperatura constante; posteriormente agregar más parafina al molde y colocar la tapa 

para adherir el diamante de parafina con la muestra incluida. 

15.- Sacar los moldes de la estufa y enfriar a temperatura ambiente, posteriormente 

separar del molde al endurecer la parafina. 

16.- Realizar cortes en micrótomo. 

DOBLE TINCIÓN DE LOS CORTES HISTOLÓGICOS 

APS+ Naphtol blue black 

Acido periódico-Schiff (APS)., + Azul-Negro de Naftol 

APS + Napthol blue black 
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Cuadro 5. Protocolo para preparación de muestras en parafina y resina para su tinción . 

Pasos a seguir Parafina* Resina+ 

1.- Hidrolizar cortes en ácido periódico 5' min 20' min 

2.- Lavar en agua corriente con piseta y dejar secar 20-30' min 

3.- Teñir (x goteo*) en reactivo de Schiff en oscuridad <1' min 

4.- Lavar en agua hasta que el agua quede incolora y secar 

5.- Teñir en solución de azul-negro de naftol al 1% en ácido <1' min 10' min 

acético al 7% a RT* o calentada previamente a 60° C+. 

6.- Lavar rápidamente y abundantemente en agua y secar 

7.- **Opcional : regresar al ácido acético al 7% para 

examinar la tinción al microscopio 

8.- Deshidratar en serie etanol 50% y 100% y secar* 

9.- Secar y montar en Permount 

Resultados de la Tinción: 

Las paredes celulares y sus componentes tiñen + a APS, particularmente las 

reservas de almidón tiñen de color rojo. 

El nucléolo y núcleo tiñen de color azul verdoso. 

Reservas proteínicas tiñen de color azul oscuro. 

Preparación de colorantes 

1) Reactivo de Schiff 

Pararosalinine chloride (fucscina básica) 1.0 g 

Metabisulfito de sodio 3.0 g 

109 



ANEXOS 

Carbón activado 0.5 g 

HCI1N 30ml 

H20 destilada cbp 200.0 mi 

2) Ácido periódico (Sigma 7875), para hidrólisis 15' a 20' temperatura 

ambiente*. 

Ácido periódico 1.0 g 

cbp 100.0 mi 

3) Naphtol blue black (Sigma N3005), se usa para contrastar la tinción PAS 

Ácido acético al 7% 100.0 mi 

Naphtol blue black 1.0 g 

METODOLOGÍA PARA LA EXTRACCIÓN DE RNA TOTAL 

Se estandarizó un protocolo de extracción de RNA, cuyos componentes se mencionan a 

continuación: 

Amortiguador de extracción: Fenal en amortiguador saturado al 38%, tiocianato de 

guanid ina 0.8M, tiocianato de amonio 0.4M, acetato de sodio 0.1 M pH 5.0, glicerol al 50%. 

Mezcla Fenal/Cloroformo/Alcohol isoamílico en una proporción 25/24/1 v/v. Lavados con 

cloroformo frío , isopropanol, acetato de sodio 3M pH 5.2 a 60° C y etanol al 70%, todos 

los reactivos preparados con agua tratada con DEPC. 

El protocolo de extracción de RNA consiste en los siguientes pasos: 

1. Retirar el RNAiater a los embriones tanto cigóticos como somáticos almacenados 

en tubos de 1.5 mi a -20°C con micropipeta. Debido a que los embriones maduros tienen 

gran cantidad de almidón lavar con agua libre de DNasas y RNasas, cambiar 3-4 veces o 
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las que sean necesarias para remover y eliminar la mayor cantidad de almidón 

(polisacáridos) acumulado en el tubo. 

2. Dentro del mismo tubo agregar el amortiguador de lisis (Trizol) , en una proporción 

de 150 ¡..ti por cada 5 mg de tejido (fenal en amortiguador saturado al 38%, tiocianato de 

guanidina 0.8M, tiocianato de amonio 0.4 M, acetato de sodio 0.1 M pH 5.0, glicerol al 

50%). Homogenizar a temperatura ambiente con pistilo de polipropileno y homogenizador 

portátil manual. Centrifugar 20 m in a 12 000 x g a 4 oc. 

3. Separar el sobrenadante en un tubo limpio, mezclar e incubar a temperatura 

ambiente con un volumen de la mezcla fenal/cloroformo/alcohol isoamílico en proporción 

25/24/1 , v/v (50¡..tl de fenal y 50 ¡..ti de la mezcla cloroformo/alcohol isoamílico) por 5 min. 

Centrifugar 20 m in a 12 000 x g a 4 oc. Extraer la fase acuosa y transferir a un tubo 

limpio. 

4. Adicionar un volumen de cloroformo, agitar vigorosamente e incubar por 2-3 min a 

temperatura ambiente (15-30 oC). Centrifugar las muestras a 12000 X g por 15 min a 4 

oc . 

5. Separar el sobrenadante y precipitar con un volumen de isopropanol. Incubar toda 

la noche a -20°C. 

6. Centrifugar 30 mina 6500 g (8270 rpm) a 4°C. Disolver el precipitado con vortex 

en presencia de 1 volumen de acetato de sodio 3.0 M pH 5.2 a 60°C. Centrifugar 

inmediatamente a máxima velocidad en una microcentrífuga por 5 min. 

7. Decantar el sobrenadante y lavar la pastilla con 1 volumen de acetato de sodio 3M 

pH 5.2 bajo las mismas condiciones y centrifugar de la misma manera. 

8. Lavar la pastilla de ARN con 2 volúmenes de etanol al 70% dos veces y 

resuspender en 30 ¡..ti de agua tratada con DEPC y almacenar a -80° C hasta su uso. 

METODOLOGÍA PARA LA REALIZACIÓN DE cDNA-AFLP 

Se realizó la extracción del ARN y se lleva a cabo la electroforesis en gel de agarosa al 

1% (2¡..tl de ARN, 2¡..tl de agua tratada con DEPC y 1 ¡..ti de buffer de carga) durante 50 min 
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a 80 volts . 

EVALUACIÓN DE LA CALIDAD Y CANTIDAD DE ARN EXTRAÍDO 

Se evaluó la calidad del ARN mediante espectrofotometría (A260-A280) mediante la 

siguiente fórmula : 

J.!g/ml de RNA=D.O. (40 J.!glml) (F.D. ) 

D.O.= densidad óptica (260 nm, de 1.8 a 2.0) 

Factor de dilución (250 y 500 J.!l) 

499 ¡..ti de agua DEPC + 1 J.!l de RNA (FD=500 ¡..ti) + 1 ¡..ti de RNA (FD 250 J.!l) 

Celda de un mi. 

TRATAMIENTO CON DNAse 1 (INVITROGEN) 

Se requiere una Concentración final de 1 O J.!g/J.!I en un volumen final de 30 ¡..ti. Se real iza 

de la siguiente manera: 

10 ¡..ti RNA 

2.5 J.!l DNAse 1 

2.5 J.!l del buffer de la enzima 

15 J.!l de agua DEPC 

Se deja durante 15 min a temperatura ambiente. Se adiciona 3 J.!l de EDTA (25 mM), se 

incuba a 65°C durante 1 O m in. Posteriormente se cuantifica en el espectrofotómetro 

nuevamente y se hacen los cálculos de la misma manera que al cuantificar el RNA. 
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SÍNTESIS DE LA 13
• CADENA DEL cONA CON SUPERSCRIPT 11 REVERSE 

TRANSCRIPTASE (INVITROGEN) 

Se requieren 5 1-!9 en un volumen de 20 ~-ti. Los componentes y las concentraciones se 

mencionan a continuación: 

1 ~-ti de Random Primers 

1 ~-ti de DNTPs 

16 ~-ti de RNA 

2 ~-ti de agua DEPC 

Se mezcla y se deja a 65°C por 5 min en hielo. 

Posteriormente adicionar: 

2~-tl de DTT (0.1 M) 

4 ~-ti de 5X first strand buffer 

1 ~-ti de RNAse Out 

Mezclar lento y dejar durante 2 min a temperatura ambiente (-25° C). 

Adicionar 1~-tl de Superscript 11 , mezclar lento, dejar durante 1 O m in a temperatura 

ambiente, transferir a 42°C durante 50 min , posteriormente a 70°C durante 15 min para 

inactivar la enzima. 

Se cuantificó el cONA en el nanodrop utilizando 1 ~-ti. se obtuvo de rendimiento de 300 a 

600 ng/ ~-ti. 
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AMPLIFICACIÓN DE GENES CONSTITUTIVOS 

Para la amplificación de genes constitutivos se utilizó un fragmento del gen 18S, actina y 

SS con cebadores a 20 pmolar. Las cond iciones de amplificación se mencionaron en 

materiales y métodos del capítulo 4 y fueron las siguientes: desnaturalización previa a 94° 

C por 30 S , 20 Ciclos de: desnaturalización a 94° C por 30 S, alineación a 60° C por 20 S y 

extensión a no C por 30 S , con una extensión final de no C por 7 min. 

REALIZACIÓN DEL AFLP (Vos et al., 1995) 

Se requiere para la técnica de AFLP 50 ng/ ).ll en un volumen final de 100 ).ll. a 

continuación se muestra un ejemplo de cómo se realizaron las diluciones del cONA: 

Si tenía 815.9 ng-----1 ).ll 

Requiero 50 ng-----X (X=0.06 x 100 ).ll = 6.13 ).ll) 

!J. 6.13 ).ll de cONA + 93.87 ).ll de agua 

DIGESTIÓN 

Como se necesitan 300 ng/ ).ll para digerir se utilizan : 

50 ng/ ).ll x 6 ).ll= 300 ng 

Adicionar: 

2 ).ll de Buffer de Msel (1 OX) 

0.2 ).ll enzima Msel (50 u/ ).ll) 

11.8 ).ll de agua 

14 ).ll + 6 ).ll de cONA= 20 ¡ .. ti de volumen final. 

Se deja a 37°C durante 3 horas. Posteriormente agregar: 

0.2 ¡ .. ti de enzima EcoRI 
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0.41 ¡.ti de NaCI 

Se deja a 3rC durante 3 horas. lnactivar a 70°C durante 15 min. 

LIGACIÓN DE ADAPTADORES 

20 ¡.ti de cONA digerido 

6 ¡.ti de buffer de ligasa 

1 ¡.ti de adaptador Msel 

1 ¡.ti de adaptador EcoRI 

1 ¡.ti de enzima ligasa 

29 ¡.ti, poner a 20°C durante 12 hr. 

PREAMPLIFICACIÓN 

Realizar una dilución 1:10 en un volumen de 50 ¡.ti (5 ¡.ti de cONA ligado+ 45 ¡.ti de agua= 

50 ¡.ti). Utilizar 5 ¡.ti para la reacción .La preamplificación fue llevada a cabo con cebadores 

para AFLP que tenían una base selectiva. La reacción de preamplificación consistió en un 

volumen de 25 ¡.ti con 2.5 ¡.ti de buffer de PCR 10X, 0.75 ¡.ti de 50 mM de cloruro de 

magnesio, 0.75 ¡.ti de 30 ¡..tM de cada cebador, 2.5 ¡.ti de 2 mM de dNTPs, 5 ¡.ti del cONA 

ligado y diluido (1: 1 O) y 0.125 ¡.ti de 5U de Taq-ONA polimerasa (lnvitrogen). El PCR se 

realizó por 20 ciclos de 92°C por 1 min, 56 oc por 30 s y 72 oc por 1 min. 

AMPLIFICACIÓN SELECTIVA o ESPECÍFICA 

Nuevamente para la amplificación selectiva ó específica realizar una dilución 1:10 en un 

volumen de 50 ¡.ti (5 ¡.ti de cONA preamplificado + 45 ¡.ti de agua= 50 ¡.ti). Se utilizaron 

cebadores para AFLP con tres nucleótidos selectivos que resultaron ser mas polimórficos 

para las especies diploides de Musa (Youssef et al., 201 0). Cada 20 ¡.ti de amplificación 

selectiva consistió de: 2 ¡.ti de buffer de PCR 1 OX, 0.6 ¡.ti de 50 mM de cloruro de 

magnesio, 0.2 ¡.ti de 20 ¡..tM del primer para Eco Rl , 0.3 ¡.ti de 20 ¡..tM del primer para Mse 1, 
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2 111 de 2 mM de dNTPs, 5 111 de la reacción de preamplificación diluida (1: 1 O) y 0.25 111 de 

5U de Taq-DNA polimerasa (lnvitrogen). El PCR consistió de 11 ciclos de 94°C por 30 s, 

65 oc por 30 s (-0.7 oc por ciclo) y 72 oc por 1 min ; así como 24 ciclos adicionales de 

94°C por 30 s, 65 oc por 30 s y 72 oc por 1 min . 

Los productos de PCR fueron diluidos con igual cantidad de buffer de carga (98% de 

formamida, 1 O mM de EDTA, azul de bromofenol y xylene cyanol), se colocaron durante 5 

min a 90° C y posteriormente en hielo. Se realizó un gel de poliacrilamida al 6% teñido 

con plata. Una vez realizada la lectura de las bandas, el gel fue escaneado para realizar el 

conteo manual de las mismas. 

PROTOCOLO PARA LA PREPARACIÓN DE GEL DE POLIACRILAMIDA 

DESNATURALIZANTE 

Para el montaje de los placas de vidrio, primeramente los vidrios se lavaron con jabón y 

luego con una solución al 70% (v/v) de etanol , y se secó con papel absorbente. Se 

agregó 2 mi de Repel (comercial), se esparció sobre la placa de vidrio grande, 2 a 3 

veces, con el fin de evitar que el gel se adhiera a la placa grande; se adicionó 1 mi de 

solución con binding silane (1 001-JI binding silane, 24.25 mi etanol al 96% y 750 !JI ácido 

acético) a la placa más corta, se esparció totalmente sobre ella y se dejo secar por 10-15 

min . Se colocaron los espaciadores laterales sobre la placa grande, se colocó la placa 

más corta sobre la anterior, sin tocarla , se coloco el tercer espaciador en la base y se 

sujetaron con broches (clips). Se preparó una solución de poliacrilamida al 12%, (14 mi 

Acrilamída-Bisacrilamída (Stock 29-1 , 30%), 31 .50 g Urea (8M), 7 mi TBE 1 OX, aforar a 40 

mi con H20 destilada, se adicionó 245 !JI de APS al 25% (v/v) y 40 !JI de TEMED) 

posteriormente se vertió entre ambas placas de vidrio. El peine se puso en la parte 

superior del gel con su parte plana hacia la solución de acrilamida, y se dejo polimerizar 

por 2h. Se quitó los broches, peines y el espaciador inferior; con el fin de eliminar el 

exceso de urea, se lavó la placa de vidrio con detergente líquido y agua, y se secó con 

papel absorbente. Las placas con el gel se colocaron en la unidad del equipo de 

electroforesis (S3S Owl Thermo Scientific). Una vez que se sujetaron las placas se vertió 

el amortiguador TBE 1 X en el reservorio superior y en la charola inferior. Se conectó la 

fuente de poder, y se establecieron las condiciones constantes de pre-corrida, fuerza W= 

50 watts , 1700 voltios y 35 miliamperios, hasta que la temperatura del gel alcance - 45°C. 
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Se insertó el peine hasta que los dientestocaron el gel (1mM dentro), y se cargo aprox. 10 

1-11 de las muestras del amplificado, desnaturalizadas previamente (90° C durante 5 

minutos, después se adicionó 20 1-JL del amplificado más 5 1-JL de amortiguador de carga 

con formamida y se almacenó a 4° C durante 2 hrs). 

PROTOCOLO PARA LA TINCIÓN CON NITRATO DE PLATA 

Una vez que terminó la corrida, justo cuando el frente del colorante sal ió del gel , se apagó 

la fuente de poder, se desmontó el gel del equ ipo de electroforesis, se retiró el peine y los 

espaciadores, y se separó cuidadosamente la placa grande de vidrio del gel. La placa 

corta de vidrio, con el gel , se puso en una charola y se fijó con una solución , de ácido 

acético al 1 O% v/v, hasta la remoción total del Repel , el gel se lavó tres veces durante 

cinco minutos con agua destilada. Se agregó la solución de tinción de nitrato de plata (1 g/1 

nitrato de plata con 1.5 mi de formaldehido al 37%, el cual se agregó justo antes de iniciar 

la tinción) y se puso a agitar durante 35 min. Se retiró la solución de tinción y se lavó 

brevemente con agua destilada por 5-1 O segundos. Se decantó el agua y se reemplazó 

por una solución reveladora fría de carbonato de sodio (30g/l) que contiene 1.5 ml/1 de 

formaldehido al 37% y 8 1-JI/1 de solución de 0.2 g/ml de tiosulfato de sodio preparada en 

fresco el mismo día. El revelado se realizó de la siguiente manera: se agrego la mitad 

( -750 ml) de la solución reveladora fría al gel y se agitó fuertemente hasta que las 

primeras bandas se hicieron visibles en el gel (aprox. 5) , posteriormente, se reemplazó 

esta solución por la otra mitad (-750 ml) hasta que todas las bandas fueron visibles 

(aprox. 1 O m in). Se reemplazó la solución por solución fijadora (de ácido acético) y se 

dejó en agitación por 3 min . Se enjuagó el gel con agua destilada por 5 min y dejó secar 

aprox. 6hrs para su evaluación . 

A continuación se anexa un Cuadro en donde se mencionan las combinaciones de 

cebadores utilizadas y los TDFs diferenciales detectados en cada estadio de desarrollo. 

Los estadios corresponden a lo siguiente: 1: Embrión cigótico inmaduro, 2: Embrión 

somático inmaduro, 3: Suspensión celular embriogénica, 4: Embrión cigótico maduro, 5: 

Embrión somático maduro, 6: Embrión somático germinado. 
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Cuadro 6. Número de bandas diferenciales obtenidas mediante distintas combinaciones de 

cebadores. 

' 
Combinación de cebadores 

ESTADIOS DE E4-Ml El- M3 E4c-M10 E7c-M10 ElSc-MlO 

DESARROLLO 

1 o o o 1 o 
2 3 S 1 1 o 
3 1 1 2 2 2 
4 2 o o o o 
S 1 1 3 o 1 
6 o 1 o o o 

PROTOCOLO DE PURIFICACIÓN DE ADN DE GELES DE AGAROSA CON EL KIT 

QUIAGEX DE PROMEGA 

1. Cortar el fragmento amplificado colocándolo en tubos eppendorf de 1.5 mi. 

2. Adicionar 300 ¡JI de buffer Qx1 y 20 !JI de sílica 

3. Incubar a 50°C por 1 O minutos (*Si la muestra se pone de color púrpura, se le 

adiciona 1 O !JI de NaOAc pH5 3M) 

4 . Centrifugar 1 minuto a 10000 prm 

5. Decantar el sobrenadante y resuspender la pastilla con 500 !JI de buffer Qx1 

6. Centrifugar 1 minuto a 10000 rpm 

7. Decantar el sobrenadante y resuspender la pastilla con 500 !JI de buffer PE 

8. Centrifugar 1 minuto a 10000 rpm 

9. Decantar el sobrenadante y lavar la pastilla con 500 !JI de buffer PE si resuspender 

la pastilla 

1 O. Centrifugar 1 minuto a 10000 rpm 

11 . Decantar el sobrenadante y dejar secar la pastilla 
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12. El u ir la pastilla con 1 O !JI de agua ultrapura estéril 

13. Centrifugar 2 minutos 

14. Tomar el sobrenadante cuidando no tomar parte de la pastilla que se centrifugó y 

pasar a un tubo nuevo 

15. Realizar proceso de ligación al vector 

PROTOCOLO DE TRANSFORMACIÓN DE BACTERIAS E. coli DE LA CEPA DH5a 

1. Mezclar en picofuga, la reacción de ligación del vector pGem-Teasy con el 

fragmento de ADN que se desee ligar 

2. Agregar todo el contenido de la reacción de ligación a los tubos que contienen las 

cepas bacterianas de E. coli de la cepa DH5a sin sacar estos tubos del hielo 

3. Mezclar la reacción dando pequeños golpes, cuidando el tiempo en que los tubos 

están fuera del hielo 

4. Dejar incubando los tubos en hielo por 20 minutos 

5. Llevar a cabo el proceso de heatshock: incubar 45 segundos las cepas a 42°C e 

inmediatamente incubar en hielo por 2 minutos. 

6. En campana de flujo laminar previamente limpiada y utilizando material estéril : 

Añadir 900¡.JI de medio SOC 

7. Dejar incubando en agitación a 37°C en un orbitador a 170 rpm por 2 h 

8. Centrifugar a 5000 rpm las muestras y decantar sobrenadante, cuidando la pastilla 

formada con poco volumen de medio. 

9. En campana de flujo laminar: Plaquear 20¡.JI de X-gal (Concentración: 50¡.Jg/ml) y 

dejar secar. Resuspender (con ayuda de puntas estériles y micropipeta) la pastilla 

formada de la centrifugación con el medio que le quedó y plaquear 1 OO¡.JI en cajas petri 

con medio de cultivo LB (20 mi) adicionado con 20¡.JI de ampicilina (Concentración: 
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501Jg/ml) como antibiótico de selección 

1 O. Dejar en la estufa de incubación a 37°C por 14 a 16 hrs. 

SELECCIÓN DE COLONIAS DE BACTERIAS TRANSFORMADAS 

1. Seleccionar colonias de bacterias que presenten el color blanco para llevar a cabo 

el crecimiento de estas en medio LB líquido 

2. Llenar con 4 mi de medio LB adicionado con 41JI de ampicilina (50 IJg/ml) como 

antibiótico de selección los tubos de cultivo estériles 

3. Picar la colonia de bacteria seleccionada con un palillo de dientes o con puntas de 

micropipeta estériles y, agregar este inmediatamente al tubo de cultivo 

4. Dejar en crecimiento los tubos de cultivo en agitación a 150 prm por no más de 16 

hrs 

EXTRACCIÓN DEL ADN PLASMÍDICO (MINIPREPARACIONES MÉTODO SÍLICA) 

1. Colectar 2.5 mi de cultivo de bacterias crecidas 16 hrs previas a este proceso por 

1 mina 13 000 rpm a 10° C. 

2. Resuspender la pastilla por vortexeo en 200 ¡.¡1 de solución de resuspensión (50 

mM de Tris pH 8.0; 10 mM de EDTA: 100 ¡.¡g mL-1 RNAsa A) y colocar en hielo. 

3. Adicionar 200 ¡.¡1 de solución de lisis (200 mM NaOH, 1% SOS), mezclar por 

inversión lenta (aproximadamente 5 veces), poner en hielo. 

4. Adicionar 200 ¡.¡1 de solución de neutralización (3M de acetato de potasio pH 5.5 

con ácido acético) y mezclar nuevamente por inversión lenta. Centrifugar a 13 000 rpm 

por 10 mina 10° C. 

5. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo y agregar 200 ¡.¡1 de solución de sílica 

y mezclar por inversión. Centrifugar a 13 000 rpm por 5 m in a 1 oo C. Desechar el 
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sobrenadante. 

6. Adicionar 0.5 mi de solución de lavado (50 mM de NaCI, 10 mM Tris, pH 7.5, 2.5 

mM de EDTA, 50% de etanol) . Resuspender en vortex y centrifugar a 13 000 rpm por 2 

mina 10° C. 

7. Lavar la pastilla 2 veces con 0.5 mi de etanol al70% a 13 000 rpm durante 2 mina 

1 o o C. Dejar secar la pastilla a temperatura ambiente. 

8. Resuspender la pastilla en 45 f .. tl de agua ultrapura, centrifugar por 2 min a 13000 

rpm a 1 O C. Tomar 40 f..ll y pasar a un tubo nuevo. 

9. Realizar la digestión con Eco-RI. 

AMPLIFICACIÓN DE BANDAS A PARTIR DEL GEL DE POLIACRILAMIDA 

1. Se remarca el contorno de la banda con ayuda de un bisturí sobre el vidrio, se 

colocan 5 f..ll de buffer de PCR al 2X tratando de cubrir toda la banda. 

2. Se esperan 5 min y con el bisturí se empieza a levantar la banda en todo su 

contorno, se toma con una pinza y se coloca en un tubo de 600 mi. 

3. Se adiciona al tubo 20 f..ll de buffer de PCR 2X. Se puede realizar la reamplificación 

de la banda después de 1 hr o se puede almacenar a 4 o C hasta su uso. 

4. Se toman 5 mi del sobrenadante y se realiza la reamplificación de la manera 

acostumbrada. 

5. Al terminar la reamplificación , tomar 5 mi del producto de PCR y reamplificar 

nuevamente para obtener una cantidad de producto amplificado. 

6. Realizar una electroforesis en gel de agarosa al 1X y cortar las bandas sobre 

transiluminador. 

7. Llevar a cabo la purificación de las bandas siguiendo el protocolo del kit Quiagex 

(Promega). 
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