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ABREVIATURAS

DNA: Desoxirobonucleic acid.

AFLP: Amplified Fragment Length Polymorphism.
cDNA: complementary Desoxirobonucleic acid.
dpf: dias posteriores a la fertilizacién.

EC: embriogenesis cigética.

ECI: Embrién cigético inmaduro

ECM: Embrién cigético maduro

ES: embriogenesis somatica.

ESL.: Embrién somatico inmaduro

ESM.: Embrién somatico maduro

ha: hectareas

M.a.m.: Musa acuminata ssp. malaccensis.
MEB: Microscopia electrénica de barrido.

mM: milimolar

RCV: reguladores del crecimiento vegetal.
RNA: Ribonucleic acid

SCE.: Suspension celular embriogénica

ton.: toneladas.
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INTRODUCCION

moleculares relacionados con embriogénesis se realizan preferentemente en embriones
somaticos, ya que probablemente tengan un patrén de expresién de genes semejante
(Suprasanna y Bapat, 2006; Merkle et al., 1995).

El andlisis de la expresion 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 nimero de diferentes grupos de genes (Dong y
Dunstan, 1999; Thomas, 1993). La regulaciéon de la expresiéon de genes en plantas juega
un papel importante en el desarrolio, en la diferenciacién celular y las respuestas ante
estrés. Por consiguiente, en estudios de gendmica funcional, la embriogénesis somatica
es un elemento imprescindible para validar genes relacionados con determinados
procesos (Campbell et al., 2003; Chugh y Khurana, 2002).

En este contexto, la identificacion de genes especificos o estadio-especificos, expresados
diferencialmente durante distintos momentos de la embriogénesis somatica es
imprescindible para entender los mecanismos moleculares y fisiolégicos 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 propagacién clonal altamente eficientes. Aunque las fases
del desarrollo de embriones cigéticos y somaticos ya han sido caracterizadas por la
acumulacion de distintos juegos de ARNms y sus correspondientes proteinas; un
entendimiento completo del fendmeno todavia estd 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 metodologias mas utilizadas para detectar los patrones de
expresion de determinados genes; se basa en la amplificacion de fragmentos
polimérficos en longitud (Amplified Fragment Length Polymorphism, AFLP) para detectar
genes expresados diferencialmente. EI ARNm se transcribe de manera reversa a ADNc
de doble cadena que sirve como templado para la técnica estandar de AFLP. De esta
manera se pueden detectar transcritos especificos en células, tejidos u 6rganos para
aislar los genes correspondientes a determinados estimulos (Bachem et al., 1996). Es una
técnica eficaz, sensible y reproducible que no requiere informacién previa de las
secuencias; siendo por consiguiente, una herramienta Util para la identificacion de nuevos
genes en organismos no-modelos (Zago et al., 2006; Ditt et al., 2001; Durrant et al.,
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Cuadro 1.1 Géneros y secciones que integran a la familia de las musaceas con algunos ejemplos

de especies.

GEN ) MUSA GENERO ENSETE

E. ventricosum (Welw)
Cheesm.

SECCION: Callimusa
SECCION: Australimusa Musa textilis

SEC~"IN: Rhodochlamys

SECCION: 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 caracteristicas morfoloégicas. En general, los
bananos pueden ser clasificados en base a su genoma en cuatro grupos-A, B, Sy 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 tamafo haploide del genoma

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

Todas las variedades de banano y platano cultivadas en la actualidad han surgido de
especies de la seccion Eumusa, siendo esta la mas amplia y la mas propagada
geograficamente, con especies que crecen desde India hasta el Pacifico. La seccion
Eumusa contiene aproximadamente once especies pero la mayoria 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) ocurri6 como resultado de mutaciones. El cruzamiento natural
posterior entre estos diploides comestibles y los progenitores silvestres dio como
resultado la formacion de una progenie hibrida 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 poliploidizacion e

hibridacién interespecifica de las dos especies parentales mencionadas anteriormente,
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cigoética. a-célula apical, b-célula basal, ep- propio embrién, f-huevo fertilizado, s-suspensor
(Adaptado de Zimmerman, 1993).

Para las monocotiledéneas, el patrén de desarrollo de los embriones tanto cigéticos como
somaticos comprende los estados globular, escutelar y el estado de coledptilo (Gray,
2000).

La capacidad de reproducirse vegetativamente y de iniciar el desarrollo de un embrién a
partir de la reprogramacion de células somaticas es una propiedad unica 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 Util para la clonacion de plantas. Esta especie junto con
Arabidopsis th....ana han sido de las mas utilizadas para estudios basicos de la
embriogénesis, tanto sobre la regeneracién de plantas como acerca de eventos

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

La ES ocurre cuando las células somaticas de la planta recobran su totipotencia y
adquieren la competencia necesaria para responder a sefiales que le permiten iniciar la
embriogénesis (Pasternak et al., 2002). La primera fase es conocida como induccién, en
ésta las células somaticas diferenciadas adquieren competencia embriogénica, ya sea de
manera directa (sin un paso de desdiferenciacion) o indirecta (por desdiferenciacion e
involucrando una fas allo). Después del estimulc ~2ropiado, esta fase es seguida
por la iniciacién de la nlac las células competentes . Lro-embriones inician su
desarrollo. Finalments, uwante la maduracién, los embriones somaticos anticipan su

germinacion por desecacion y acumulacion de reservas (Jiménez, 2001).

La ES, por consiguiente, consiste en el reemplazo del patrén existente de expresion de
genes del explante por un ni cgrama embriogénico (Zeng et al. 2007; Chugh y
Khurana, 2002). Esto solamel iosible si las células son competentes y reciben el
estimulo inductor apropiado (Fehér, 2005). La awuvacion ..mprana del ciclo celular, el pH
vacuolar mas alcalino, el metabolismo de auxinas alterado y la existencia de cloroplastos
no funcionales son algunas de las caracteristicas 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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cinco dominios repetidos ricos en Leucina (LRRs) que actian como una regién de unién a
proteinas, también presenta regiones ricas en prolina entre el dominio extracelular LRR y
la region transmembranal. El dominio intracelular contiene 11 subdominios caracteristicos
del centro catalitico de las proteinas cinasas y la segunda mitad del extremo C Terminal
puede mediar interacciones proteina-proteina, disparando asi 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 expresion del gen DcSERK se observo solo en etapa globular y no en
etapas tardias. Con base en estas observaciones se propuso que la misma via de
transduccién de sefiales es activada durante la induccion de la competencia
embriogénica, tanto para las células somaticas como en la EC, después de que ocurre la
fertilizacion (Hecht et al, 2001). El gen SERK ha sido identificado tanto en
monocotiledéneas como en dicotiledéneas, en especies como Medicago trunculata,
Helianthus sp, Theobroma cacao, Dactylis glomerata, Oriza sativa, Cocos nucifera e
incluso Musa acuminata (Huang et al., 2010; 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 relacion a la
embriogénesis, algunos de ellos se describen a continuacién. Los genes que codifican
para los factores de transcripcion LEC (LEAFY COTYLEDON) promueven los procesos
celulares caracteristicos de la fase de maduraciéon y la iniciacién de la formacion del
embrién somatico. Los genes blancos de estas proteinas activan su transcripcion durante
la fase de maduracién, de tal manera que ocasionan la embriogénesis somatica,
dependiendo del balance del acido abscisico (ABA) y acido giberélico (AG). Otro de ellos
es FUSCA3. Todos estos genes desempefian papeles clave en el control del desarrollo
del embrion y a diferencia de la mayoria de otros reguladores embriogénicos que
funcionan durante etapas especificas de la embriogénesis, los genes LEC tienen la
caracteristica unica de ser requeridos para el desarrollo tanto en las fases de

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

En la embriogénesis temprana los genes LEC son requeridos para especificar el destino
de las células del suspensor vy la identidad del cotiledén. En la embriogénesis tardia los
genes LEC son necesarios durante la fase de maduracion para la adquisicion de
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Cuadro 1.4 Nombre de las proteinas involucradas en embriogénesis y especies de

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

Species Authors Protein Name Paper Title (name)
Oryza 1. Chen and Chen Late embryogenesis 1.A rice embryo-specific cDNA encoding a late
Unpublished. abundant proteins: LEA- embryogenesis abundant group 3 protein.
sativa 3,1, 14-A,
2. Ramani and 2. Accumulation of LEA proteins in salt (NaCl)
Apte;2003. Plant stressed young seedlings of rice (Oryza sativa L.)
Physiol.160 (10) 1165- cultivar Bura Rata and their degradation during
1174. 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 cDNA (Accession No.
5. Chen and Chen, U57641) encoding a late embryogenesis abundant
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 nbryogenesis of cultured cell and host defense
. sponse 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 resistance responses in rice
1. Sasaki et al., 2002 Embryogenesis 2. The sequence of rice chromosomes 11 and 12,
Published Only in transmembrane protein rich in disease resistance genes and recent gene
Database. duplications.
2. Buell et
al., 2005. BMC Biol. 3,
20.
Sasaki et al., 2001. Early embryogenesis
protein
Published Only in
Database.
Ahmed and Gupta. Drought inducible late | Induction of a unique LEA protein group Il type 1
Unpublished. embryogenesis abundant | mRNA during drought stress in Oryza sativa
protein
Ito et al. Unpublished HOS3 Cloning of rice early embryogenesis related gene
H2A by using differential display.
Postma-Haarsma et al., | KNOX class homeodomain | Characterization of the KNOX class homeobO)_(
1999. Plant Mol. Biol. 39 | protein genes Oskn2 and Oskn3 identified in a collection
(2), 257-271. of cDNA libraries covering the early stages of rice
embryogenesis.
Zea mays Baudino et al., Somatic embryogenesis Molecular characterisation of two novel maize LRR

Unpublished

receptor-like kinase:1, 2,

receptor-like kinases, which belong to the SERK
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vulgare Plant J. 2 (2), 241-252 abundant protein: B19.3, | proteins with different numbers of hydrophilic
B19.1,B19.4 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 Sequence analysis of a cDNA encoding a group 3
aestivum Mol. Biol. 16 (6), 1073- 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-like proteins. Molecular
1368-1381. characterization and functional analyses.
Poa 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 abundant
bicolor. abundant protein protein mMRNA sequence.
Cocos Perez et al., Somatic embryogenesis Analysis of expression of a SERK-like gene during
nucifera Unpublished receptor kinase somatic embryogenesis in Cocos nucifera L.
Dactylis Alexandrova and Somatic embryogenesis Isolation of two somatic embryogenesis-related
glomerata Conger, 2002. Plant Sci. | related protein genes from orchardgrass (Dactylis glomerata)
162 (2), 301-307.
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 (Elaeis guineensis Jacq.) tissue culture
guineensis | Plant Biol. 8 (1), 62. protein. ESTs: Identifying genes associated with

SKP1
Ras-related protein RIC1.
Ribosomal protein.

Nuclear transport factor
2.

RUB1 conjugating
enzyme.

Light-inducible protein
ATLSA.

24 kDa seed maturation

callogenesis and embryogenesis.
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HIPOTESIS

Los genes que se expresan durante los estadios tempranos y tardios de la embriogénesis
cigética de M.a.m. difieren a los que se expresan en las etapas correspondientes de la

embriogénesis somatica in vitro.

OBJETIVO GENERAL

Analizar los genes que se expresan en estadios tempranos y tardios de la embriogénesis
cigética y somatica en una especie diploide seminifera de M.a.m.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar las condiciones en las cuales el embrién cigético 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 expresiébn de los genes de embriones cigéticos vy

somaticos maduros e inmaduros y compararlos.

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

clonarlos, secuenciarlos y comparar en bases de datos publicas.

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

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

JUSTIFICACION

M.a.m. una especie diploide seminifera que permite la obtencién tanto de embriones
cigbticos como somaticos in vitro. De esta manera, es posible utilizar una técnica de
expresion diferencial para comparar los patrones de expresion y encontrar genes

comunes Y diferentes entre ambos procesos.
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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 fate 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 Immature 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 (Afle 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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MI media, with 0.0 (control), 0.5, or 1.0 uM 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 pE.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.

Induction 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 uM) or combined with Z
(0.0, 0.5, 1.0 uM) (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 uM 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 ml Erlenmeyer flask containing 10
ml 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 ym) 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 pl 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), nder 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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2.4. RESULTS AND DISCUSSI N

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. 2.1a), and of a transparent-white-coloured
appearance. Zeatin at 0.5 uM (D1, 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 plumule 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; Uma et
al., 2011).

The growth of a white compact callus (CC) from IZE with a frequency of 36% was
supported by 0.5 uM Z (D1, Table 2.1, Fig. e). Higher concentrations of cytokinin in the
medium, 1.0 UM Z, led to the formation of 75% CC; however, on PGR-free media (DO) the
IZE oxidised within the first 10d of culture (Table 2.1, Fig. a). It therefore seems that lower
concentrations of cytokinin, < 0.5 uM Z, is required for the in vitro development of IZE to
reach maturity, as revealed by the frequency of germination (54%, D1, 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 Uma et al., 2011).
Interestingly, 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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high nucleocytoplasmic ratio, large nucleolus, a dense cytoplasm, resembling the type I
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 uM and was composed of EC and a mix
of yellowish and white CC, with a frequency above 96% (I2 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 yM Z in combination with 2.26 uM or 4.52uM 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; Marroquin
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 due to 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. 2010). 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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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 II
aggregates of Georget et al. (2000); whereas those initiated with EC formed on 13, 15 and
I6 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 Il 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 of the cailus
on MS media with 4.52 yM 2,4-D, 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 (%) CC (%) NC (%)
2,4-D/ZEA (mM)
I1 2.26/0 812 62 132
12 2.26 /0.5 R52 - 152
I3 2.26/1.0 552 52 402
14 4.52 /0 842 - 162
IS 452 /0.5 622 - 382
16 452/1.0 792 - 212

2.4.4 Influence 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
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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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plumule and radicle according to the treatments (bar = 20 mm). *Indicates that the embryos
germinated but did not continue to form a complete plant. Different letters within 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 (2 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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3.2 INTRODUCCION

Una mejor comprensiéon de los genes involucrados en la embriogénesis somatica en
banano (Musa spp.) puede proporcionar una forma practica de mejorar la regeneracion de
plantas. Se espera que el uso de herramientas moleculares acelere el mejoramiento del
germoplasma; razén por la cual se estan realizando estudios moleculares con el fin de
recabar informacién Gtil 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 tamafio de 523 megabases constituyendo un paso crucial en el
mejoramiento genético de banano. En dicho trabajo se detectaron duplicaciones del
genoma de Musa vy los resultados permiten hacer analisis 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 somatica ocurren cambios bioquimicos y morfolégicos que
permiten que los tejidos inducidos se desarrollen (Sharp ef al., 1980), los cuales estan
fuertemente relacionados con alteraciones en el patrdn de expresion de genes
(Zimmerman, 1993). Algunos genes son expresados diferencialmente durante la induccién
de la embriogénesis somatica, mientras que otros son expresados durante Ila
diferenciacién del embriéon hasta la maduraciéon y durante el desarrollo completo de la

planta (Zimmerman, 1993).

Los mecanismos moleculares de la embriogénesis somatica han sido investigados en
sistemas clasicos de induccién de la embriogénesis somatica y de cultivo de tejidos de
embriones inmaduros de zanahoria y Arabidopsis. El empleo de técnicas moleculares ha
conducido a la identificacion de diferentes genes relacionados con embriogénesis tales
como LEA (Late Embryogenesis Abundant), SERK (Somatic Embryogenesis Receptor-like
Kinase), AGL15 (Agamous-like15), BBM (Baby Boom), LEC1, FUS3 (Fusca3) y ABI3
(ABA Insensitive 3) (Ikeda 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 somaticos (Schmidt et al. 1997). Similares resultados han sido obtenidos en
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2010).

A pesar de que un gen no tiene que aumentar o disminuir su regulacién para desarrollar
un papel clave en un determinado proceso bioldgico, la detecciébn de genes
diferencialmente expresados es uno de los métodos mas sencillos para revelar las bases
moleculares de un sistema biolégico. Como una herramienta de deteccién, 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 Gtil 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 expresién 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 expresiéon de genes en esta

especie.

3.3 MATERIALES Y METODOS
3.3.1 Material Vegetal y Condiciones de Cultivo

Los frutos de banano fueron colectados en el banco de germoplasma del Centro de
Investigacién Cientifica de Yucatan (CICY) localizado en la estacion experimental del
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales (INIFAP) en Uxmal (Yucatan, México). La
accesion utilizada en este trabajo corresponde a M.a.m. (AA), con numero de ITC 250
proveniente del Centro Internacional de Biodiversidad de Musa, ubicado en el Laboratorio

de Mejoramiento de Plantas Tropicales en la Universidad Catdlica de Lovaina (Bélgica).

La embriogénesis somatica fue inducida a partir de embriones cigéticos obtenidos de
frutos con una edad de 60-65 dias 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 uM 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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concentracion y pureza mediante espectrofotometria (D0O260), la cual fue de 1.8 a 2.0 con
un rendimiento de 1 a 2 ug/ul de RNA. También se llevd a cabo la amplificacién de
diversos genes constitutivos (actina, RNAr 18S y RNAr 5S). La estandarizacion de la
amplificacién de los genes constitutivos se realiz6 a partir de ADN y las condiciones de
amplificacién se mencionan en la metodologia del cDNA.

3.3.3 Sintesis de cDNA de cadena sencilla

Los restos de DNA genémico fueron eliminados totalmente al tratar las muestras con
DNase | (Invitrogen) utilizando una concentracion final de 10 pg/ul de RNA en un
volumen final de 30 pl, siguiendo las instrucciones del proveedor vy al final se cuantificé la
concentracion del RNA,

El RNA total fue utilizado para obtener el cDNA utilizando |la enzima transcriptasa inversa
Superscript Il (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y random primers, a una concentracion de
5 ng de RNA total en un volumen final de 20 ul siguiendo el protocolo sugerido por el

fabricante y detallado en anexos.

También en anexos se detalla la sintesis y cuantificacién del cDNA, posteriormente se
amplific6 el RNAr 5S con tamaio esperado de 300 pb (cebadores P1-
5'GATCCCATCAGAACTCC3'y P2- 5°GGTGCTTTAGTGCTGGTAT3'); las condiciones de
amplificacién consistieron de una desnaturalizaciéon previa a 94° C por 5 min, 30 ciclos
de: desnaturalizacién a 94° C por 1 min, alineacion a 57° C por 1 min y extensién a 72° C
por 2 min, con una extension final de 72° C por 5 min. También se amplificé un fragmento
del gen de actina de banano con un tamafio esperado de 585 pb (Cebadores en sentido y
antisentido: 5'-GATGCCCGGAGGTTCTCTTCC-3' y 5-AGTACAGGTACAACTCGAGC-
3’). Las condiciones de amplificacion fueron una desnaturalizacion previa a 94° C por 5
min, 35 ciclos de: desnaturalizacion a 94° C por 40 s, alineacion a 55° C por 50 s y
extension a 72° C por 40 s, con una extension final de 72° C por 8 min. Para el fragmento
de 200 pb del ADNr 18S las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:
desnaturalizaciéon previa a 94° C por 30 s, 20 ciclos de: desnaturalizacion a 94° C por 30
s, alineacion a 60° C por 20 s y extension a 72° C por 30 s, con una extension final de 72°
C por 7 min. La mezcla de reaccion consisti6 de 50 mM de MgCi2, 1 mM de cada

componente del dNTP mix, 20 pmoles de cada cebador, 2.5 ul de amortiguador de PCR
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5U de Taqg-DNA polimerasa (Invitrogen). La amplificacion de PCR consistié de 11 ciclos
de 94°C por 30 s, 65 °C por 30 s (-0.7 °C por ciclo) y 72 °C por 1 min; asi como 24 ciclos
adicionales de 94°C por 30 s, 65 °C por 30 sy 72 °C por 1 min.

3.3.5 Obtencion de secuencias de TDFs

Electroforesis en geles de secuenciacion. 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 desnaturalizante al 6% en buffer TBE al 0.5X. Se
realizé una tinciéon con plata (Bassam et al, 1991), siguiendo el protocolo mencionado en
anexos, se dejé secar el gel toda la noche y se escane6 para realizar el conteo manual

de las bandas.

Evaluacion de geles y seleccion de bandas diferenciales. Las muestras fueron
ordenadas por estadios de desarrollo en el siguiente orden 1: Embrién cigético inmaduro,
2: Embriéon somatico inmaduro, 3: Suspensién celular embriogénica, 4: Embrién cigético
maduro, 5: Embriéon somatico maduro, 6: Embridon somético germinado. Los pares de
cebadores utilizados fueron los siguientes: E4-M1, E1-M3, E4c-M10, E7c-M10 Y E15c-
M10, cuyas secuencias se mencionan en el Cuadro 3.2., se realiz6 el conteo del total de
bandas de acuerdo al criterio de presencia-ausencia y se obtuvieron las bandas
diferenciales (Unicamente presentes en momentos especificos del desarrolio

embriogénico) de las presentes en todo el proceso embriogénico.

Amplificacion de bandas diferenciales: Las bandas de interés fueron cortadas del gel
con bisturi y eluidas en 25 ul de buffer para PCR al 2X. Alicuotas de 25 pl fueron
utilizadas como templados para la reamplificacién de las bandas utilizando cebadores
idénticos a los empleados para la amplificacién selectiva del AFLP y con las condiciones
de PCR utilizadas para la preamplificaciéon. Los productos reamplificados fueron
observados en geles de agarosa al 1.2%, de donde se purificaron con el QIAEX Il 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 coli DH5c mediante choque térmico y se realizd la extraccién de los
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cigoético inmaduro, 2: Embrién somatico inmaduro, 3: Suspensién celular, 4: Embrion cigético
maduro, 5: Embriéon somatico maduro, 6: Embrién somatico germinado. E4-M1, E1-M3, E4c-M10,
E7¢c-M10 Y E15¢-M10 son las combinaciones de cebadores utilizadas.

En este trabajo, Unicamente se consideraron aquellos transcritos que mostraron expresién
diferencial durante determinados momentos del proceso embriogénico (21 TDFs) y no
aquellos con expresion constante durante todo el proceso de embriogénesis (232 TDFs).
Al hacer la comparacion de los transcritos que mostraban expresion diferencial, las
diferencias en los niveles de expresion fueron consideradas en base a la intensidad de las

bandas por apreciacién optica.

En la Figura 3.4 se presentan algunos de los TDFs que mostraron expresion diferencial.
En embriogénesis temprana (Figura 3.4A) se encontr6 una banda que correspondié al
TDF 57, caracteristico de embriones cigéticos y somaticos inmaduros, asi como de
suspensiones celulares (células pre-embriogénicas). Dentro del periodo denominado
embriogénesis tardia (embriones cigoticos y somaticos maduros), se observé que el TDF
17 mostrd una mayor expresiéon (Figura 3.4B); en la figura 3.4C se observa que en
embriones cigéticos inmaduros, el TDF 9 mostré una mayor intensidad (mayor nivel de
expresion); en embriones cigéticos maduros fue la banda que corresponde al TDF 7 la
que mostrd una mayor intensidad (Figura 3.4D). La banda que corresponde al TDF 43 fue
expresado con mayor intensidad en embriones somaticos inmaduros y el TDF 47 presenta
una mayor intensidad en embriones somaticos maduros (Figura 3.4.F). En embriones
somaticos germinados se observé una mayor intensidad de expresion del TDF 28 (dato

no mostrado).
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Al comparar las secuencias obtenidas de las clonas de los fragmentos derivados de
transcritos (TDFs) se observé que una gran cantidad de ellas mostraban homologia con
proteinas 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 tamafio de los TDFs varié de 68 a
299 pb.

En los embriones cigéticos maduros solamente se encontré una clona que correspondié a
una proteina hipotética de O. sativa con un tamafio de 76 pb; hubieron dos proteinas que
se expresaron en todos los estadios de la embriogénesis somatica y que correspondieron
a proteinas hipotéticas de M. acuminata (TDFs 24-2-1 y 46-45-4). En embriones
somaticos inmaduros se encontraron dags proteinas desconacidas de O. sativa (TDFs 43-
1-3, 43-1-4) cuyos tamafios eran de 68 y 225 pb respectivamente; en embriones
somaticos maduros el TDF 47-1-3 correspondié también a una proteina desconocida de
O. sativa. En células en suspensién (células pre-embriogénicas) se encontré6 una mayor
cantidad de TDFs expresados diferencialmente, entre ellos tres TDFs correspondieron a
proteinas hipotéticas de M. acuminata (TDFs 7-1-4, 58-1-2, 60-1-3), el TDF 1-4-2 de 71 pb
correspondié a una proteina hipotética de M. balbisiana y el TDF 60-5-7 a una proteina
desconocida de O. sativa. En secuencias de TDFs comunes a embriones cigoticos y
somaticos en estadios tempranos se encontraron tres TDFs (57-4-1, 57-4-5 y 57-4-6), el
primero con homologia a una proteina hipotética de M. balbisiana y los dos ultimos con
homologia a proteinas de M. acuminata también de funcién desconocida; en estadios
tardios se encontraron dos secuencias (TDFS 17-1-1 y 17-1-5) con tamarios de 75 y 299
pb y con homologia a una proteina desconocida de O. punctuate y una proteina hipotética

de M. acuminata.
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somaticos en estadios tempranos y tardios del desarrollo del embrion.

En embriones cigéticos inmaduros se encontré Unicamente el TDF 9-4-1 que tuvo
homologia a una trehalosa 6-fosfato sintasa; también en embriones cigéticos maduros
solamente se encontré un TDF (7-1-2) con homologia a una proteina cinasa.

En embriogénesis somatica se expresaron una mayor cantidad de TDFs y por
consiguiente, en este sistema se encontré una mayor cantidad con expresién diferencial.
Se encontraron seis TDFs presentes en todos los estadios de embriogénesis somatica
(tanto embriones maduros como inmaduros asi como células pre-embriogénicas), que
correspondieron a distintas proteinas relacionadas con algun proceso biolégico como
metabolismo de carbohidratos (TDF 39-3-3), con alguna funcién molecular TDFs 24-2-1,
24-3-1, 39-3-1, 46-5-5 (transduccién de sefiales o replicacion) y con componentes
celulares TDF 46-5-4 (organizacion del citoresqueleto).

Los TDFs presentes en embriones somaticos inmaduros fueron 8 y la mayoria
correspondieron a proteinas con alguna funcidon molecular (factores de replicacion, de
elongacion, proteinas de unién a calcio, entre otras); también hubo TDFs relacionados
con procesos biolégicos como la sintesis y degradacién de proteinas (TDF 35-2-3) y el
TDF 37-4-4 corresponde a un componente celular (la actina componente importante de la

organizacion del citoesqueleto).

En embriones somaticos maduros -se encontré TDFs, tres tuvieron funciones moleculares
(55-3-3, 47-1-3 y 47-1-5) y los otros seis se relacionaron con procesos biolégicos entre los
que se encontraban dormancia y metabolismo de carbohidratos.

En células en suspensién (pre-embriogénicas) los TDFs correspondieron a proteinas con
funciones moleculares, principalmente relacionadas con transduccion de sefiales, solo el
TDF 45-3-1 estuvo relacionado con el metabolismo de carbohidratos (proceso biolégico) y
el TDF 7-1-3 con un componente celular relacionado con lignificacién de tejidos.

En estadios tempranos de la embriogénesis se encontraron dos secuencias comunes
tanto a embriones cigéticos como somaticos inmaduros que corrrespondieron a procesos
biolégicos y ciclo celular (TDFs 57-3-6 y 57-4-5) y una secuencia, el TDF 57-3-3 con una
funcion molecular (replicacion). En estadios tardios se encontré que el TDF 17-1-5 esta
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3.5 DISCUSION

Mediante MEB se observé que las caracteristicas morfoldégicas generales en embriones
cigéticos y somaticos se mantienen. Ambos tipos de embriones presenta en estado
maduro la forma de hongo caracteristico de las musaceas; con su regién haustorial, parte
principal del cotiledén, y el pié del embrién que se encuentra dentro del micrépilo de la
semilla (McGahan, 1961; Marroquin et al., 1993). También se observé una gran cantidad
de almidén en los embriones cigéticos, que pudieran ocasionar problemas durante la
extraccion de acidos nucléicos (Birtic y Kranner, 2006; Kim y Hamada, 2005; Liu et al.,
1998). Con el fin de determinar el grado de diferenciaciéon en los embriones cigéticos 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
histologicos. Los resultados de las observaciones realizadas en embriones cigéticos con
edades de 61, 64 y 67 dpa, mostraron que el embrién, hasta esta edad, aln no presenta
evidencias de polarizacién (diferenciacion de los polos caulinar y radicular); a partir de los
70 dpa el embribn empieza a evidenciar sefales de diferenciacién 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 diferenciacién en los embriones cigéticos; mientras que los embriones de 40 y
50 dpa corresponden a la descripciéon de masa pluricelular no diferenciada o proembrién.
Con dichos resultados determinamos que los embriones cigéticos inmaduros se
obtendrian de semillas en edades menores a 65 dpa, mientras que el estado maduro
corresponderia a embriones obtenidos de semillas preferentemente mayores a 75 dpa, ya

que presentan la forma de hongo que caracteriza al embrién maduro en musaceas.

En los embriones mas diferenciados (con forma de hongo), se observo el inicio del
proceso de maduraciéon, manifestado como una zona procambial en el interior del
embrién. En algunos de los embriones pudo observarse la protodermis, la capa externa
del embrién en vias de desarrollo, la cual es el primer tejido que puede identificarse
histolégicamente durante la embriogénesis somatica (West y Harada, 1993). Después de
cinco meses de cultivo, se obtuvieron callos embriogénicos con proembriones; las
caracteristicas iniciales de los embriones somaticos corresponden a estructuras
globulares translicidas, 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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inducido durante el cultivo, asimismo, generalmente correspondieron a estadios
tempranos de desarrollo; a continuacién se discute cada estadio de manera mas
detallada.

En embriogénesis somatica, se encontraron secuencias con homologia a proteinas tales
como el Putativo TGF (transforming growth factor) beta inducible nuclear protein TINP1,
este gen esta relacionado con la proliferacién celular y la progresion a través del ciclo
celular; es decir, esta involucrado fuertemente con la regulacién del crecimiento y
desarrollo de las plantas. Codifica para miembros de la familia de proteinas TGF-beta
(transforming growth factor) las cuales estan involucradas en embriogénesis y
diferenciacion celular (Jiang y Clouse, 2001); también se hallaron los TDFs 24-31 y 39-3-1
los cuales fueron homélogos a Replication factors. El factor de replicacion C (RFC) esta
compuesto de cinco subunidades, es un factor importante involucrado en la replicacién del
DNA y en mecanismos de reparacion. En Oryza sativa se expresa fuertemente en tejidos
en proliferacion, como es el caso del meristemo apical del retofio (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 expresién de estos genes (Furukawa et al; 2003).
La clona 39-3-3 fue homéloga a la trehalosa-6-fosfato sintasa, la cual fue hallada en otros
sistemas y la clona 46-5-4 fue homologa a la proteina adenilil ciclasa de Oryza sativa cuya
funcién es unir actina durante la organizacién del citoesqueleto.

Por ultimo, la clona 46-5-5 fue homadloga a una proteina cinasa tipo receptor encargada de
la fosforilacion de proteinas. Las proteinas cinasas tipo receptores de plantas (RLKs) son
receptores de la superficie celular que se encuentran localizados en la membrana
plasmatica y desempefan un papel importante en la iniciaciéon de la sefializacion celular.
En plantas, parecen ser proteinas cinasas del tipo serina/treonina. La gran diversidad de
RLKs en plantas, refleja sus propiedades estructurales y funcionales (Walter, 1994).
Existe un gran numero de genes que codifican para RLKs plantas; las cuales se
distinguen principalmente debido a diferencias en sus dominios extracelulares. A pesar de
que la mayoria de dichas proteinas aiin no han sido caracterizadas, diferentes miembros
de esta familia son conocidas por estar involucradas en diversos procesos biolégicos que

incluyen crecimiento y desarrollo vegetal, autoincompatibilidad, percepcion de hormonas e
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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 aplicacién exdgena y
contenidos endégenos elevados de citocininas revelan que estan involucradas en
diversos procesos, tales como la proliferacién celular, iniciacién del retofio, biogénesis del
cloroplasto, dominancia apical e inhibiciéon de la senescencia de la hoja (Mok y Mok,
2001). Debido a que las citocininas promueven la division celular, es probable que durante
el cultivo de tejidos, se encuentren niveles muy elevados de citocininas endoégenas en las
células en suspensién; probablemente debido a ello se encontré una secuencia con
homologia a una proteina histidina cinasa, la cual se ha visto que pertenece al sistema de
sefalizacién de "dos-componente” en donde las histidinas cinasas se autofosforilan en un
residuo de histidina conservado, a menudo en respuesta a estimulos ambientales; este
fosfato luego se transfiere a un residuo de acido aspartico como un segundo componente
que es referido como el regulador de respuesta (Parkinson, 1993; Swanson et al., 1994).
Dicha proteina fue descubierta inicialmente en Arabidopsis thaliana como un receptor de
citocininas histidina cinasa 4 (AHK4) involucrado con la transduccion de sefiales (Inoue et
al., 2001; Ueguchi et al., 2001); se sugiere que las funciones primarias de los genes AHK
y las citocininas endégenas son disparar la divisiéon celular y mantener la competencia
meristematica de las células para evitar la subsecuente diferenciacion hasta que un
numero suficiente de células se haya acumulado durante organogénesis (Nishimura et al.,
2004).

También en suspensiones celulares se encontré la clona 7-1-3, la cual fue homdloga a un
acido cafeico o-metiltransferasa de Triticum aestivum, involucrada en la lignificacion de
tejido vegetal. La lignina es un polimero fendlico 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 colonizacién 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 disminucién de la permeabilidad de la

pared de la célula. Ademas, la lignificacién de los tejidos de la planta también se produce
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la produccion de urea en especies ureotélicas. En Vitis spp. la arginina juega un papel
principal en el almacenamiento de nitrégeno (Kliewer, 1967); en frutos maduros de Vitis
spp. ha sido utilizada para indicar el estado del nitrégeno en las uvas (Kliewer y Cook,
1974). Algunos de los genes expresados en este sistema son considerados genes
housekeeping.

En embridn cigético inmaduro se encontré la clona 9-4-1 que fue homologa a la trehalosa-
6-fosfato sintasa de Ginkgo biloba. En embrién cigético maduro el TDF7-1-2 mostré
homologia con una signal transduction histidina kinase, involucrada en la via de
transduccién de sefiales mediada por citocininas, posiblemente como receptor de
citocininas (Kakimoto, 1996), probablemente presente en el sistema analizado (embrién
cigético maduro).

En embriogénesis temprana se hallaron los TDFs 57-3-6 homologo a la trehalosa-6-
fosfato sintasa de Ginkgo biloba, 57-3-3 homdlogo a un replication factor. El factor de
replicacion es importante ya que esta involucrado en la replicacién del DNA y en
mecanismos de reparacién. En Oryza sativa se expresa fuertemente en tejidos en
proliferacion y muy débilmente en tejidos maduros como es el caso de tejidos no
proliferativos (Furukawa et al/; 2003). Por ultimo, el TDF 57-4-1 correspondié a una
proteina de unién a GTP de Zea mays, involucrada en la regulaciéon de la divisién y
diferenciacién celular, correspondiendo con secuencias que se esperaban encontrar en un
sistema en proliferacién constante (embriones cigéticos y somaticos inmaduros, y

suspensiones celulares).

En embriogénesis tardia se encontré la proteina tipo CTD fosfatasa de Hordeum vulgare
(TDF17-1-5), la cual interacta con factores de transcripciéon de respuesta a ABA y estrés
abidtico (Ueda et al., 2008); en nuestro caso fue aislada a partir de embriones cigéticos y
somaticos maduros, los cuales se presume tienen altos niveles de ABA, fitohormona que

se relaciona con procesos de inhibicion de la germinacion.

En embriones somaticos inmaduros se encontraron diversas secuencias. La clona 27-2-1
que correspondié a un factor de replicacion, involucrado en la replicacion del DNA y en
mecanismos de reparacion. El TDF 35-2-3 a un putativo chioroplast nucleoid DNA binding

protein (Oryza sativa), cuyo papel biolégico no se encuentra completamente establecido
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namero de pares de cebadores.
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colocados en un medio de induccién de embriogénesis somatica; la composicién del

medio, las condiciones de cultivo y la duracién de cada etapa se indican en el Cuadro 1.

6. Para la induccién de la embriogénesis, los embriones fueron sembrados en medio
semisolido preparado en frascos gerber en donde se colocaron 5 embriones cigdticos por
recipiente; siendo un total de 10 frascos por replica y realizandose 3 réplicas por

experimento.

7. Para la proliferacion 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 induccion y proliferacion del

callo embriogénico de M.a.m.

Componentes del medio de cultivo | Induccién del callo | Proliferacion del callo
Macroelementos V2 MS? Ms?
Microelementos MS MS
KH2PO4 (mgl) 200 200
Sacarosa (gI'") 60 30
Vitaminas Morel® Morel®
2,4-D (mM) 4.5 4.5
Zeatina (mM) 1 0

Gel Rite (gI'") 2 2

pH 57 5.7
Fotoperiodo oscuridad Oscuridad
Tiempo (semanas) 8-12 3-4

102






ANEXOS

Cuadro 3. Formulacién de las vitaminas de Murashige y Skoog (1962)

Vitaminas Concentracion
Tiamina. HCI 10.00 (mgl")
Acido 0.50

Nicotinico

Piridoxina. HCI | 0.50
Mio-inositol 100.0

Glicina 20

Cuadro 4. Formulacién de las vitaminas de Marel (1950)

Vitaminas Concentracion
Pantotenato de | 1.00 (mgl)
calcio

Mio-inositol 100.00

Acido nicotinico 1.00

Piridoxina. HCI 1.00

Tiamina. HCI 1.00

Biotina 0.01
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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)

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 2 hrs. cada vez).
7.-Desechar etanol al 96% y adicionar etanol al 100% (2 veces por 2 hrs. cada vez).

8.- Preparar una mezcla de solucién A + catalizador (por cada 100 ml de solucion A
adicionar 0.9 g de catalizador y mezclar perfectamente en oscuridad).

Adicionar a las muestras hasta cubrir una soluciéon 2:1 de la mezcla (etanol absoluto y
solucién A + catalizador). Aplicar vacio y dejar por 48 hrs. en frio.

9.- Mezclar perfectamente en oscuridad, 100 ml de solucién A + 0.9 g del catalizador.

Desechar la solucién 2:1 y adicionar una solucién 1:1(etanol absoluto y soiucion
A+catalizador). Aplicar vacio y dejar por 5 dias en frio.

10.- Desechar la solucion 1:1 (etanol absoluto y solucién A+catalizador) y mezclar
perfectamente en oscuridad, 100 ml de solucién A + 0.9 g del catalizador y adicionar a las

muestras, aplicar vacio y dejar por 72 hrs. en frio.

11.- Mezclar muy bien en oscuridad 100 ml de solucién A + 1.25 g del catalizador. A 25 ml
de la mezcla anterior adicionar 1.25 ml de la solucién B (por la antigiiedad del reactivo, se
adicioné 0.25 ml mas de la solucion B, ya que en el manual se recomienda 1 ml); 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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10.- Al dia siguiente poner en estufa a 60°C (no exceder ni disminuir la temperatura), ya
derretida la parafina agregar mas hojuelas cada 2-3 hrs (2-3 veces en todo el dia). NOTA:
poner un mantel de papel aluminio en la parte inferior del horno o estufa para posibles

derrames de parafina.

11.- Al dia siguiente primer cambio de parafina liquida (todo en estufa a 60°C), tirar la
mitad del volumen y agregar parafina liquida pura previamente colocada en la estufa a
60°C 2 dias antes (2 cambios por dia). NOTA: todos los cambios son en la estufa a 60 °C

lo mas rapido posible para evitar que la temperatura disminuya.

12.- Al dia siguiente continuar con los cambios de parafina de la misma manera que el dia

anterior, tirar la mitad del volumen y agregar parafina liquida (2 cambios por dia).

13.- Al dia siguiente ultimos cambios de parafina liquida, tirar la mitad del volumen y
agregar parafina liquida (2 cambios por dia). NOTA: En total se deben hacer de 4-6

cambios de parafina liquida por no mas de 4 dias.

14.- Colocar los moldes de aluminio en la estufa a 60°C 1 hr antes de empezar la
inclusién final de la muestra. Tomar la muestra con pinzas, colocar en el centro del molde
y cubrir con parafina liquida pura, cerrar la puerta de la estufa para mantener la
temperatura constante; posteriormente agregar mas 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 micrétomo.

DOBLE TINCION DE LOS CORTES HISTOLOGICOS
APS+ Naphtol blue black

Acido periédico-Schiff (APS)~ + Azul-Negro de Naftol

APS + Napthol blue black
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Carbdn activado 05g¢g
HCI 1N 30 ml
H.0 destilada cbp 200.0 ml

2) Acido periédico (Sigma 7875), para hidrélisis 15' a 20' temperatura
ambiente™.

Acido periédico 109

H20 cbp 100.0 mi

3) Naphtol blue black (Sigma N3005), se usa para contrastar la tinciéon PAS
Acido acético al 7% 100.0 ml
Naphtol blue black 1.0g
METODOLOGIA PARA LA EXTRACCION DE RNA TOTAL

Se estandarizd un protocolo de extraccion de RNA, cuyos componentes se mencionan a

continuacion:

Amortiguador de extraccion: Fenol en amortiguador saturado al 38%, tiocianato de
guanidina 0.8M, tiocianato de amonio 0.4M, acetato de sodio 0.1M pH 5.0, glicerol al 50%.

Mezcla Fenol/Cloroformo/Alcohol isoamilico en una proporcion 25/24/1 viv. Lavados con
cloroformo frio, 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 extraccion de RNA consiste en los siguientes pasos:

1. Retirar el RNAlater a los embriones tanto cigéticos como somaticos almacenados
en tubos de 1.5 ml a -20°C con micropipeta. Debido a que los embriones maduros tienen
gran cantidad de almidon lavar con agua libre de DNasas y RNasas, cambiar 3-4 veces o
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a 80 volts.
EVALUACION DE LA CALIDAD Y CANTIDAD DE ARN EXTRAIDO

Se evalu6 la calidad del ARN mediante espectrofotometria (A260-A280) mediante la

siguiente formula:

ug/ml de RNA=D.O. (40 ug/ml) (F.D.)

D.0O.= densidad 6ptica (260 nm, de 1.8 a 2.0)

Factor de dilucion (250 y 500 pl)

499 pl de agua DEPC + 1 pl de RNA (FD=500 pl) + 1 ul de RNA (FD 250 pl)
Celda de un ml.

TRATAMIENTO CON DNAse | (INVITROGEN)

Se requiere una Concentracion final de 10 ug/ul en un volumen final de 30 pl. Se realiza

de la siguiente manera:

10 ul RNA

2.5 ul DNAse |

2.5 pl del buffer de la enzima
15 ul de agua DEPC

30 ul

Se deja durante 15 min a temperatura ambiente. Se adiciona 3 pl de EDTA (25 mM), se
incuba a 65°C durante 10 min. Posteriormente se cuantifica en el espectrofotometro

nuevamente y se hacen los calculos de la misma manera que al cuantificar el RNA.
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AMPLIFICACION DE GENES CONSTITUTIVOS

Para la amplificacién de genes constitutivos se utilizd un fragmento del gen 18S, actina y
58 con cebadores a 20 pmolar. Las condiciones de amplificacién se mencionaron en
materiales y métodos del capitulo 4 y fueron las siguientes: desnaturalizacion previa a 94°
C por 30 s, 20 ciclos de: desnaturalizacion a 94° C por 30 s, alineacion a 60° C por 20 s y
extension a 72° C por 30 s, con una extension final de 72° C por 7 min.

REALIZACION DEL AFLP (Vos et al., 1995)

Se requiere para la técnica de AFLP 50 ng/ul en un volumen final de 100 ul. a

continuacién se muestra un ejemplo de cémo se realizaron las diluciones del cDNA:
Si tenia 815.9 ng-----1 pl

Requiero 50 ng---—--X  (X=0.06 x 100 pl =6.13 pl)

A 6.13 pl de cDNA + 93.87 ul de agua

DIGESTION

Como se necesitan 300 ng/ ul para digerir se utilizan:

50 ng/ ul x 6 pl= 300 ng

Adicionar:

2 ul de Buffer de Msel (10X)

0.2 ul enzima Msel (50 u/ pl)

11.8 ul de agua

14 ul + 6 pt de cDNA= 20 pl de volumen final.

Se deja a 37°C durante 3 horas. Posteriormente agregar:

0.2 ul de enzima EcoRlI
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2 ul de 2 mM de dNTPs, 5 pl de la reaccion de preamplificacion diluida (1:10) y 0.25 ul de
5U de Taq-DNA polimerasa (Invitrogen). El PCR consistié de 11 ciclos de 94°C por 30 s,
65 °C por 30 s (-0.7 °C por ciclo) y 72 °C por 1 min; asi como 24 ciclos adicionales de
94°C por 30 s, 65 °C por 30 s y 72 °C por 1 min.

Los productos de PCR fueron diluidos con igual cantidad de buffer de carga (98% de
formamida, 10 mM de EDTA, azul de bromofenol y xylene cyanol), se colocaron durante 5
min a 90° C y posteriormente en hielo. Se realizé un gel de poliacrilamida al 6% tedido
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 PREPAI CION DE GEL DE POLIACRILAMIDA
DESNATURALIZANTE

Para el montaje de los placas de vidrio, primeramente los vidrios se lavaron con jabén y
luego con una solucién al 70% (v/v) de etanol, y se secd con papel absorbente. Se
agregd 2 ml de Repel (comercial), se esparcié 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 adicioné 1ml de
solucién con binding silane (100p! binding silane, 24.25 ml etanol al 96% y 750 pl acido
acético) a la placa mas corta, se esparcié totalmente sobre ella y se dejo secar por 10-15
min. Se colocaron los espaciadores laterales sobre la placa grande, se colocé la placa
mas corta sobre la anterior, sin tocarla, se coloco el tercer espaciador en la base y se
sujetaron con broches (clips). Se prepard una solucioén de poliacrilamida al 12%, (14 ml
Acrilamida-Bisacrilamida (Stock 29-1, 30%), 31.50 g Urea (8M), 7 ml TBE 10X, aforar a 40
ml con H20 destilada, se adicion6 245 ul de APS al 25% (v/v) y 40 pl de TEMED)
posteriormente se verti6 entre ambas placas de vidrio. El peine se puso en la parte
superior del gel con su parte plana hacia la solucién de acrilamida, y se dejo polimerizar
por 2h. Se quité los broches, peines y el espaciador inferior; con el fin de eliminar el
exceso de urea, se lavé la placa de vidrio con detergente liquido y agua, y se secé 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 vertio
el amortiguador TBE 1X en el reservorio superior y en la charola inferior. Se conecté 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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Cuadro 6. Numero de bandas diferenciales obtenidas mediante distintas combinaciones de

cebadores.
Combinacién de cebadores
ESTADIOS DE E4-M1 E1l- M3 E4c-M10 E7¢c-M10 E15c-M10
DESARROLLO
1 0 0 0 1 0
2 3 5 1 1 0
3 1 1 2 2 2
4 2 0 0 0 0
5 1 1 3 0 1
6 0 1 0 0 0

PROTOCOLO DE PURIFICACIO! )E ADN DE GELES DE AGAROSA CON EL KIT
QUIAGEX DE PROMEGA

1. Cortar el fragmento amplificado colocandolo en tubos eppendorf de 1.5 ml.
2. Adicionar 300 ul de buffer Qx1 y 20 ul de silica

3. Incubar a 50°C por 10 minutos (*Si la muestra se pone de color parpura, se le
adiciona 10 pl de NaOAc pH5 3M)

4. Centrifugar 1 minuto a 10000 prm
5. Decantar el sobrenadante y resuspender la pastilla con 500 ul de buffer Qx1
6. Centrifugar 1 minuto a 10000 rpm
7. Decantar el sobrenadante y resuspender la pastilla con 500 ul de buffer PE
8. Centrifugar 1 minuto a 10000 rpm

9. Decantar el sobrenadante y lavar la pastilla con 500 pl de buffer PE si resuspender

la pastilla
10. Centrifugar 1 minuto a 10000 rpm

11. Decantar el sobrenadante y dejar secar la pastilla
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50upg/ml) como antibiético de seleccion

10. Dejar en la estufa de incubacién a 37°C por 14 a 16 hrs.

SELECCION DE COLONIAS DE BA( ERIAS TRANSFORMADAS

1. Seleccionar colonias de bacterias que presenten el color blanco para llevar a cabo

el crecimiento de estas en medio LB liquido

2. Llenar con 4 mi de medio LB adicionado con 4pul de ampicilina (50 pg/ml) como

antibiético de seleccion 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 agitacién a 150 prm por no mas de 16
hrs

EXTRACCION DEL ADN PLASMIDICO (MINIPREPARACIONES METODO SILICA)

1. Colectar 2.5 ml 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 ul de solucién de resuspension (50
mM de Tris pH 8.0; 10 mM de EDTA: 100 ug mL-1 RNAsa A) y colocar en hielo.

3. Adicionar 200 pl de solucion de lisis (200 mM NaOH, 1% SDS), mezclar por

inversion lenta (aproximadamente 5 veces), poner en hielo.

4. Adicionar 200 ul de solucién de neutralizacién (3M de acetato de potasio pH 5.5
con acido acético) y mezclar nuevamente por inversion lenta. Centrifugar a 13 000 rpm
por 10 min a 10° C.

5. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo y agregar 200 ul de solucién de silica

y mezclar por inversién. Centrifugar a 13 000 rpm por 5 min a 10° C. Desechar el
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