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proceso de germinacién. Después se realizd la sintesis de hebra sencilla de cDNA
utilizando Oligo dT y cebadores aleatorios (RP), para luego sintetizar la doble cadena de
cDNA. Con la doble hebra obtenida y utilizando 5 combinaciones de cebadores SRAP se
sintetizaron las poblaciones de cDNA-SRAP para visualizar los transcritos en geles de

acrilamida mediante tincién de nitrato de plata.

Se registré un total de 551 bandas de transcritos de posibles genes relacionados con los
estadios de desarrollo de embriones somaticos analizados mediante el cDNA-SRAP, de
este total, se identificaron 271 bandas diferenciales relacionadas con la embriogénesis y
los estadios de desarrollo-maduracién del embrién somatico en los cultivares de
musaceas estudiadas. Los cebadores aleatorios contribuyeron con un numero mayor de

bandas en comparacién con el Oligo dT.

Los transcritos diferenciales (TDFs) aqui identificados pueden ser aislados, clonados y
secuenciados para su analisis bioinformatico, con el fin de estudiar la identidad de los
transcritos de los posibles genes relacionados con el proceso del desarrollo de los
estadios y tratamientos de donde se aislé el RNA durante la embriogénesis somatica de

Musa.







DNA (cDNAss) using oligo-dT and Random-hexamer (RP) primers, the double stranded
cDNA (cDNAds) was synthesized. The purified cDNAds was used as template for the
synthesis of cDNA populations using five different SRAP primer combinations, and the

expressed transcripts were visualized on sequencing gels by silver staining.

A total of 551 transcript bands of candidate genes related to the maturation of somatic
embryos were detected using cDNA-SRAP. In total, 271 bands we identified as differential
transcripts associated to somatic embryogenesis and embryo maturation stages of the
Musa cultivars studied. Random primers contributed with a greater number of transcript

bands compared with Oligo dT.

The transcript derived fragments (TDFs) identified herein can be isolated, cloned and
sequenced, and their nucleotide sequence information used to perform a bioinformatic

analysis, to study the identity of the transcripts of those candidete genes associated to the
development stages and treatments from where the RNA was isolated during the somatic

embryogenesis of Musa.







INTRODUCCION

En este sentido, evidencias en otras especies de mono y dicotiledéneas, indican que el
proceso de maduracién del embrion, es clave para la correcta diferenciacién de los tejidos
del embrién. Durante este proceso la acumulaciéon de reservas proteicas v lipidicas se da
previo a la desecacion, tal como sucede en el embrién cigético. Sin embargo, la
identificacién de genes expresados y/o reprimidos durante la maduracion del embrién
somatico in vitro, permitiria el planteamiento de estrategias que contribuyan a optimizar

dicho proceso y sobre el cual ain no existe informacion disponible en platano.

Entre las metodologias que permiten identificar genes expresados diferencialmente
durante la ES, se cuentan: microarreglos basados en la hibridaciéon con el empleo de DNA
complementario (cDNA); andlisis serial de expresién de genes (SAGE, sus siglas en
ingles); y las basadas en huellas en gel, como cDNA-AFLP y cDNA-SRAP. De los
métodos citados, las dos Ultimas basadas en el empleo de cDNA para la deteccion del
polimorfismo genético por los marcadores moleculares AFLP y SRAP, los mas adecuados
ya que proporcionan informaciéon sobre la expresion de genes durante un proceso
bioloégico en particular, sin previo conocimiento de la secuencia del genoma (Tang et al.,
2005), constituyendo un vinculo entre la fisiologia y la biologia molecular de los procesos

biolégicos.

Debido a lo antes expuesto, el presente proyecto aborda la identificacién de transcritos
de posibles genes involucrados en el proceso de maduracion in vitro del embridon soméatico
de Musa, mediante el uso de cDNA-SRAP.
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Figura 1.3. Morfologia de Musa (Arosemena, 2007).

1.3. Produccion mundial de banano

La produccidén de banano, se ha enfocado en la comercializacion de formas triploides
(estériles y partenocarpicas), las cuales han ubicado, al banano como la fruta de mayor
exportacion a nivel mundial en términos de volumen y; después de los citricos, el segundo
lugar en términos de valor comercial. La quinta parte de la produccién mundial de! cultivo

de banano se comercializa internacionalmente (SIAP, 2011).

Segun la FAO, en el 2010, se produjo un total de 138.42 millones de toneladas de platano
y banano en el mundo. Siendo la India, el principal productor con 29, 780,000 millones de
toneladas que representan el 21.51% de la produccién mundial, seguido por Uganda con
una produccién de 10,150,000 millones de toneladas, lo cual representa el 7.33% de la

producciéon mundial.

El cultivo de banano en México ocupa una superficie de 77,303.66 ha que producen
2,138,686.85 millones de toneladas de fruta, de las cuales el 95% se destina para el
consumo nacional y el 5% restante para exportacion (SIAP, 2011). Los principales
estados productores de banano son: Chiapas, Tabasco, Veracruz, Colima y Michoacan.

Yucatan, aunque minoritario, también se ubica entre éstos (Cuadro 1.1).
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enfermedad del rayado de Guineo (Aimodévar et al., 2002).

1.5. Embriogénesis en plantas

La susceptibilidad al ataque de patégenos, ha incrementado los costos de produccién del
banano. Sin embargo, la embriogénesis somatica (ES) es una herramienta util para
mejorar las variedades comerciales del banano (Suprassana et al., 2006), que son en su
mayoria partenocarpicas.

El proceso embriogénico inicia con la doble fertilizacion, seguido de la determinacion de
los tres ejes del embrion los cuales son: longitudinal, lateral y radial. Durante este proceso
el embrién sufre cambios morfolégicos; fase denominada morfogénesis, durante la cual el
eje polar de la futura planta es definido. En esta fase son formados los tejidos

embrionarios, los cuales conformaran al embrién (West et al., 1993).

La segunda fase es la maduracién del embrién, en la cual existe una acumulacién y
almacenamiento de reservas (azucares y lipidos). En esta etapa se ha observado que el
embrién sufre una pérdida de agua, lo cual provoca un proceso de desecacioén, el cual
deriva en dormancia (West et al,, 1993). Este proceso de desecacion es regulado por

diversos factores genéticos y moleculares (lkeda et al., 2006).

La tercera fase denominada maduracién tardia, implica que las macromoléculas
acumuladas en la mayoria de las células embrionarias propician un crecimiento acelerado
de masa y por consiguiente en el tamario del embrién. Durante esta fase, los embriones
adquieren la capacidad para resistir la desecaciéon, reduciendo su metabolismo
(quiescencia metabdlica). Esta fase se puede prolongar mientras no existan las
condiciones dptimas para la germinacion del embrion (George et al., 2008).

1.6. Embriogénesis cigética

La embriogénesis cigoética, como ocurre en todas las angiospermas, inicia con el proceso
de la doble fertilizacion de tres de los nucleos del saco embrionario; que involucran la
fertilizacion de la célula huevo (ovocélula) con un ndcleo espermatico del polen, y de las
células polares o madres del endospermo por el otro nucleo espermatico, este proceso

da lugar al cigoto diploide, y al endospermo triploide.
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Figura 1.4. Embriogénesis cigética en dicotiledéneas y monocotiledéneas
(Hartmann et al., 2010).

1.7. Embriogénesis somatica

La embriogénesis somatica, es el proceso de desarrollo de un embrién, a partir de una
célula somatica; sin la fusion de células gaméticas (Tisserat et al., 1979). En un medio
sintético, bajo condiciones in vitro, las células somaticas diferenciadas son inducidas a
retornar a un estadio meristematico basal caracteristico de células embriogénicas
(Zimmerman 1993, Schmidt et al., 1997, Komamine et al., 2005, Quiroz-Figueroa et al,,
20086).

Este proceso ocurre en plantas superiores debido a su “totipotencia celular”, la cual hace
referencia a la capacidad que poseen las células somaticas para regenerar una planta
completa (Reinert, 1959; Namasivayam, 2007). Cabe sefalar, que el término “célula
embriogénica” se limita a las células que han completado el proceso de transicion, desde

10
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Figura 1.5. Proceso de embriogénesis somatica (Zimmerman, 1993).

Los estadios en monocotiledéneas ocurren de manera diferente. En el estadio globular los
embriones somaticos presentan una forma esférica, por lo que es dificil observar si la
embriogénesis ha ocurrido, pero a medida que se van desarrollando dan lugar a los

estadios acorazonado, escutelar y coleoptilar (George et al., 2008) (Figura 1.5).

Sin embargo una de las etapas limitantes de la embriogénesis somatica es la maduraciéon
del embrién. De hecho, estudios indican que una deficiente maduracién en el embrion,
deriva en afectaciones al proceso de germinacion, y en la conversion de plantulas (Peran-
Quesada ef al., 2004), las cuales resultan en embriones inmaduros y con anormalidades

morfolégicas (Ammirato, 1987).

La embriogénesis somatica es una herramienta muy valiosa para la propagacion
vegetativa de las especies, ademas de que a través de ella se pueden realizar estudios
basicos bioquimicos, fisiolégicos, morfolégicos y moleculares, los cuales ayudaran a

desarrollar tecnologias que puedan ser aplicadas en un futuro cercano.

1.8. La maduracion del embrion somatico

La maduraciéon del embridn somatico, ocurre tras numerosos cambios morfologicos y

bioquimicos., que implican que los cotiledones se expandan e inicien el aimacenamiento

12
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relacionados con la etapa de maduracioén (Fischerova et al., 2008).

Otro compuesto que actia como agente osmético es el gelificante, el cual segin su
concentraciéon promueve la disminucién de disponibilidad de agua en el medio de cultivo,
y conduce a la acumulacién de lipidos y almidones para una correcta maduracion de los
embriones somaticos, pero a diferencia de la sacarosa este no es un agente
osmoticamente activo (Ali et al., 2010; Peran-Quesada et al., 2004). Diversos estudios
han analizado el papel del gelificante durante la maduracién del embrién somatico. Por
ejemplo, Garin et al (2000) experimentaron con dos concentraciones de gelificante
(Gelrite), y demostraron 1% del gelificante promueve la correcta maduracion de los
embriones somaticos. Peran-Quesasa et al (2004) analizaron el efecto de diferentes
concentraciones de sacarosa (175 y 263 mM) y gelificante (3.4 y 6.8 g/L) sobre la
maduracion de los embriones somaticos de Persea americana, y determinaron que
175mM de sacarosa, conduce a una mejoria en la formacién y calidad de los embriones.
Sin embargo concentraciones mayores de sacarosa (263 mM) ocasionan una calidad
disminuida en los embriones. La concentracion de 6.8g/L de gelificante condujo a la

obtencién de un mayor nimero de embriones somaticos.

Ali et al (2010) evaluaron cuatro concentraciones de gelificante y de PEG en medio de
cultivo, durante la embriogénesis somatica de Juglans regia. La concentracion de 0.3% de
gelificante dio una mejor respuesta a la maduracion de los embriones. Mientras que el
incremento en la concentracion de PEG no resulté en una mejor respuesta de embriones
maduros, debido a que disminuye la disponibilidad de agua en el medio, ocasionando

anormalidades en los embriones.

1.9. Genes expresados durante la embriogénesis de plantas

Durante la iniciacién de la embriogénesis se da la reprogramacién de la expresién de
genes, para que las células diferenciadas transiten hacia el estadio de célula
meristematica, recuperando su totipotencia de divisiéon. Dicha reprogramacion de genes
ocurre durante el proceso transcripcional o post-transcripcional, por lo que es clave la
identificaciéon de los transcritos en dichos procesos para comprender el desarrolio

embriogénico somatico (Fujimura et al., 1980).

Se han identificado diferentes genes que participan en las etapas de la embriogenesis de

14
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amplificado de secuencias relacionadas a partir de ADN complementario (CDNA-SRAP).
Cabe mencionar que el uso de una metodologia depende del objetivo que se persigue
(Tang et al., 2005).

1.11. cDNA-SRAP

El cDNA-SRAP se basa en la reaccibn de PCR para detectar el polimorfismo de
secuencias codificantes (Li y Quiros et al., 2001). El método combina la técnica de ADN
complementario y el marcador molecular SRAP; e inicia con la sintesis del ADN
complementario, el cual se obtiene a partir del RNA total o el RNA mensajero usando una
enzima llamada transcriptasa reversa (TR). Este MM (marcador molecular) utiliza un
cebador sentido de 17 pb (pares de bases) y un cebador anti-sentido de 18 pb. El cebador
sentido consiste en una secuencia central de 14 pb, las primeras 10 bases son
secuencias variadas, seguido de una secuencia de 4 bases (CCGG) y por ultimo 3
nucledtidos selectivos en el extremo 3'. La estructura del cebador anti-sentido es similar al
cebador sentido pero con la diferencia que la secuencia central es ATTT..De tal manera
que los cebadores u oligonucleétidos amplifican marcos de lectura abiertos (ORF) dentro
del templado de ADN.

La finalidad de utilizar la secuencia de “CCGG” en la secuencia del cebador sentido, es
para alinearse a los exones de las regiones dentro de los marcos de lectura abiertos, este
fundamento se basa a que los exones contienen regiones ricas en GC. El cebador anti-
sentido contiene secuencias "“AATT" debido a que la regién 3' contiene secuencias ricas
en AT. Esta secuencia es encontrada con frecuencia en los promotores e intrones del
genoma de eucariotes (Li y Quiroz, 2001).

Las ventajas de este MM es la simplicidad, la alta reproducibilidad y la facilidad de aislar
bandas para su posterior secuenciacién. El uso del cDNA_SARP como marcador de
eventos fisiologicos y evolutivos se sustenta en diversos estudios, tales como: el mapeo
del transcriptoma y genémica funcional en Brassica oleracea (Li et al. 2003); el
transcriptoma de especies diploides y tetrapolides de Dioscorea zingibirensis en
respuesta a temperatura (Xu et al. 2011); y las alteraciones en la expresién de genes en
diferentes alotetraploides naturales de Brassica, por ejemplo, B. napus, B. carinata 'y B.
junceae (Gui et al. 2009). En otro estudio, Choochai et al (2007) empleando la

16
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HIPOTESIS

Si el embrién somatico de Musa spp., se desarrolla bajo condiciones limitantes de
disponibilidad de agua durante su maduracion, y con ello se logra incrementar la tasa de
germinacién de estos, entonces es posible identificar genes que sean clave para dicho

proceso mediante su analisis diferencial.

OBJETIVO GENERAL

Analizar los perfiles de transcritos involucrados en la maduracién del embrién somatico de
Musa

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desarrollar el protocolo de embriogénesis somatica a partir de flores masculinas
inmaduras de Musa acuminata cv. Datil (AA), cv. Enano gigante francés (AAA) y/o
Manzano (AAB).

Analizar los transcritos diferenciales de la maduracion del embriéon somatico y del analisis
de resultados proponer los fragmentos de transcritos diferenciales (TDFs) que deban ser

clonados y secuenciados.

18
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Estrategia experimental a seguir para lograr desarrollar todos los objetivos planteados.

-
-
-
-
-

Figura 1.6. Estrategia experimental.
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Las condiciones de cultivo fueron: 27 + 2°C en completa oscuridad durante 3 meses. Los
cultivos fueron examinados 2 veces por semana para observar cambios en los explantes y

visualizar la formacion de callos durante el cultivo.

2.2.2. Proliferacion de callo embriogénico

Para la proliferacion de callo embriogénico, primero se partié6 de la evaluacién del callo
formado a los tres meses de haber inducido los explantes. Una vez evaluados los
materiales y reconocidos los diferentes tipos de callo, se procedié a seleccionar solo callo
embriogénico (CE) de color blanco-cremoso con expresion de pequefios embriones
somaticos para su proliferacion. Cabe sefalar que durante esta etapa de la investigacién
se introdujo un nuevo genotipo para la proliferacion de callo embriogénico, el genotipo
Manzano (AAB), cabe mencionar que en el grupo de la Dra Escobedo ya se contaba con
la linea embriogénica en proliferaciéon, misma que partié de explantes procedentes de la
proliferacion de meristemos florales (comunicacion personal Dra. Escobedo).

Los CE se proliferaron en medio M1/30 y M1/60 (Anexo 1) basado en Navarro et al
(1997), el cual contiene la 2 de la fuerza i6nica de las sales MS, suplementado con
vitaminas de Morel (Morel et al., 1950), 4.5 uM de 2-4 D, 200 mg/L de KH,PO, y 174 mM
de sacarosa. El pH del medio se ajusté a 5.8, se aforé y anadié 2 g/L del gelificante
(Gelrite). Los callos embriogénicos fueron transferidos a frascos de vidrio con 25 mL del
medio. El medio de cultivo fue renovado aproximadamente cada 30 dias. Las condiciones

de cultivo fueron: 27 = 2°C en completa oscuridad.

2.2.3. Establecimiento de suspensiones celulares

Para el establecimiento de las suspensiones celulares embriogénicas (SCE) se parti6é de
CE de los genotipos Datil (AA) y Manzano (AAB), esto debido a que no se conto con
suficiente material embriogénico del genotipo Enano gigante francés (AAA). El
establecimiento de suspensiones inicié con su induccién, para lo cual se pes6 1 gde CEy
se transfirié a un matraz erlemeyer de 25 mL, el cual contenia 10 mL de medio M2 (Anexo
1) (Cote et al, 1996), vitaminas y minerales MS, suplementado con 87.64 mM de
sacarosa, 4.52 uM de 2-4 D, 4.1 yM de biotina, 680 yM de glutamina y, 100 mg/L de
extracto de malta. El pH del medio se ajusto a 5.3. Las suspensiones se agitaron a 90 rpm
a 27 °C en oscuridad, y el medio se renové cada semana durante un mes. Posteriormente
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Figura 2.5. Formacién de diferentes tipos de callo como respuesta de las flores
masculinas inmaduras del cv. Enano gigante a la induccién en medio con
auxinas después de 4 meses. C.E= callo embriogénico, C.A= callo amarillo,

C.BC= callo blanco-compacto, C.T= callo traslicido, SR= sin respuesta.

Cuando se valor6 la respuesta embriogénica de las flores inmaduras en funcién de la
posicion 8 a la 12 de las manos en la inflorescencia masculina de una semana de edad, e
inducidas durante el periodo de septiembre-octubre del 2011, se observé que para el
genotipo AA cv Datil la mejor respuesta a formacién de callo embriogénico fue para las
flores de las manos 8 y 9 con un 30 %, contrariamente, las manos 10 y 11 presentaron
solo un 10 % de respuesta. Mientras que las de manos en posicién 12, no mostraron
formacién de callo embriogénico, a su vez se observé que el 60 % de las flores inmaduras
para la posiciéon 12 se oxidaron (Figura 2.6).

La formacién de callo amarillo mostré altos porcentajes que van del 50 % al 70 %, sin
embargo este callo amarillo si se manipula adecuadamente puede dar la formacion de
callo embriogénico. De tal manera que se seleccioné ambos callos, el embriogénico y el
amarillo para su proliferacion. Las manitas de flores masculinas inmaduras que
presentaron la mayor respuesta a oxidacion de los explantes al final del proceso de
induccién son las manos 11y 12 con un porcentaje del 40 %. Esto es algo que se observé
desde los primeros dias de la induccién del cv Datil, que la mayoria de explantes se
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Figura 2.7. Respuesta de las flores masculinas del cv. E. Gigante (AAA) a la
induccion de callo embriogénico en funcién de la posicién de la mano de la

inflorescencia.

2.3.2, Proliferacion de callo embriogénico

Los callos embriogénicos obtenidos a partir de la induccion de flores inmaduras, fueron
proliferados en medios M1/30 para datil y M1/60 para Enano gigante. Para el genotipo
Datil, los callos proliferados presentaron un color amarillo en la parte inferior, pero en la
parte superior se observé embriones somaticos en un estadio globular, el cual indica la
expresion de embriones (CEE) (Figura 2.8). Los callos con expresidn de embriones fueron
resembrados cada mes, para lo cual se dividieron en dos partes y cada parte se sembré
en un vial de cristal con medio nuevo. Este procedimiento permitié incrementar la masa
embriogénica y evitar la oxidaciéon de este, ademas de que se emple6 para retirar los
embriones maduros que se van diferenciando sobre la parte superior del callo, los cuales
mostraron un color blanco-opaco y una consistencia dura. Cabe mencionar que los callos
de Datil se oxidan con facilidad, si el medio contiene un exceso de agua se observé un
oscurecimiento de la parte inferior de los callos a la semana de la resiembra, por lo que se
retird el exceso de agua del medio, esto se realiz6 invirtiendo el vial de cristal durante

aproximadamente 15 segundos para retirar este exceso de agua. .

En el caso del genotipo Enano gigante clon francés, los callos obtenidos fueron de un
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Figura 2.14. Porcentaje de embriones somaticos inmaduros derivados de
suspensiones embriogénicas del cv. Manzano, desarrollados después de 30
dias en cultivo bajo 8 tratamientos diferentes. Letras diferentes indican

diferencias significativas entre tratamientos, ANOVA al 1%.

El desarrollo de embriones somaticos derivados de suspension embriogénica del cv.
Manzano a los 30 dias de iniciado el experimento mostré que bajo los tratamientos T1-M y
T5-M se obtuvo un 86 y 75% de embriones somaticos que aun permanecian inmaduros,
respectivamente. Estos tratamientos con un mayor porcentaje de embriones inmaduros,
fueron seguidos por el tratamiento T3-M con un 73%. Por su parte los tratamientos T4-M,
T6-M y T7-M presentaron porcentajes similares que van del 63% a 65%, se observé que
el tratamiento T8-M obtuvo un 66% de embriones inmaduros (Figura 2.14).

El tratamiento con un menor porcentaje de embriones inmaduros fue el T2-M con solo un
36% (Figura 2.14). De igual manera se valor6 el porcentaje de embriones maduros de
total de embriones desarrollados bajo cada tratamiento (Figura 2.15).
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rigura 2.18. Porcentaje de embriones somaticos maduros derivados de
suspensiones embriogénicas del cv. Manzano, desarrollados después de 45
dias en cultivo bajo 8 tratamientos diferentes. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos, ANOVA al 1%.

Después de 45 dias de cultivo se observé que bajo el tratamiento T2-M, el 79% de los
embriones somaticos habia madurado, y por un 66% en el T3-M. Si comparamos el
tratamiento T1-M contra T2-M, cuya anica diferencia fue la adiciéon de extracto de maita
en el segundo, observamos tan solo un 48% de embriones maduros en el primero. Ello
sugiere que los componentes del extracto de malta favorecen la maduracion de los
embriones. El T3-M no tuvo extracto de malta pero la disponibilidad de agua hacia el
tejido se vio restringida por el uso papel filtro, y se observé un efecto favorable, sin
embargo su contraparte el tratamiento T4-M solo obtuvo un 55% de embriones maduros,
ello sugiere que la conjuncidon de extracto de maita y el uso de papel filtro de soporte
puede estar inhibiendo la correcta maduracion de los embriones (Figura 2.18).

A su vez en los tratamientos T5-M, T6-M, T7-M y T8-M, que a diferencia de los 4 primeros
tuvieron una concentracion de 131.2 mM de sacarosa, se observé que solo entre 53 a
60% de embriones alcanzaron a madurar. No hubo diferencias entre ellos por lo que se
observd que el aumento de la concentracién de sacarosa no favorece de manera
importante la maduracién de los embriones (Figura 2.18).
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Figura 2.22. Tasa de germinacion de embriones somaticos del cv. Manzano,
después de 45 dias de desarrollo bajo diferentes tratamientos en medio de
maduracion. Letras diferentes indican diferencias significativas obtenidas
mediante ANOVA al 1%.

En la figura 2.22 se muestra el porcentaje de germinacion para el genotipo AAB del cv.
Manzano de los embriones somaticos que maduraron bajo 8 diferentes tratamientos,
observandose que los embriones somaticos que se desarrollaron bajo el tratamiento T4-
M manifestaron la mayor tasa de germinacién de embriones maduros 47%, seguido del
tratamiento T6-M con un 42%. En contraste los embriones que maduraron bajo los
tratamientos T7-M, T5-M, T2-M y T1-M su tasa de germinacion fue baja de entre 7 y 13%,
y bajo los tratamientos T3-M y T8-M se obtuvo un 27% de germinacién, por lo que son
tasas de germinacién bajas sin embargos no se encuentran entre los menos adecuados.

Se observé de manera notoria la baja tasa de germinaciéon de aquellos tratamientos que
dieron un porcentaje elevado de embriones maduros. Por ejemplo el tratamiento T2-M

donde se obtuvo un 79% de embriones maduros a los 45 dias (Figura 2.18), la tasa de
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Figura 2.23. Tasa de germinaciéon de embriones somaticos maduros del cv.
Datil después de 45 dias en cultivo del experimento de maduracion. Letras

diferentes indican diferencias significativas obtenidas mediante ANOVA al 1%.
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las flores masculinas procedian de inflorescencias colectadas en los meses de febrero-
marzo; mientras que el presente estudio la colectado e induccién fue en los meses de
septiembre-octubre. La existencia de un efecto estacional en la respuesta embriogénica
de platano ha sido reportado por Escalant et al (1994).

En el presente trabajo también se registr6 un efecto sobre la respuesta de flores
masculinas jovenes a la formacién de callo embriogénico que parece estar influenciada
por la posicién que guardan las manos respecto del meristemo apical de la influencia.
Para el caso del cv. Datil las manos en posicién 8 y 9, siendo el meristemo la posicién
cero, mostraron mejor respuesta a formar callo embriogénico. Para el cv. Enano gigante
fueron las manitas en la posicion 8 y 10. Strosse et al (2003) sugiere que las flores
inmaduras provenientes de manos con una posiciéon 6 a la 16 son las mas responsivas,
sin embargo en estudios realizados por Escalant et al (1994) se sugiere que la posicion de
las manos es importante para la respuesta del explante. El ultimo autor obtuvo una mejor
respuesta para las manos en las posiciones de la 7 a la 13. Mientras que para Chong et
al (2005), en el genotipo cv. Enano gigante, las posiciones de las manos 8 a la 15 son
las que mejor respuesta dieron al proceso de induccién de callo embriogénico. Por otra
parte, para el genotipo cv. Pisang mas (AA), Jalil et al (2003) reporta que las flores
masculinas provenientes de la mano en posicion 9 dan la mejor respuesta a la obtencion
de callo embriogénico. Esto concuerda con nuestros resultados respecto de los dos
genotipos aqui analizados. Por lo que es importante evaluar la respuesta embriogénica en
funcién de la posicién de la mano para cada genotipo de Musa spp., ya que cada genotipo

tiende a responder de manera diferente al proceso.

Para el proceso de proliferacion del callo embriogénico del cv. Enano gigante nos
topamos con complicaciones debido a que su proliferacién fue muy lenta, y no se alcanzo
una masa de callo embriogénico suficiente para inducir las suspensiones celulares. Es por
ello que debido a que en el grupo de trabajo se disponia de callo embriogénico en
proliferacién del genotipo AAB cv. Manzano, se partié de dicho material y del cv. Datil

para realizar la parte de induccién de las suspensiones embriogénicas.

Las suspensiones celulares para el cv. Manzano y Datil fueron inducidas
satisfactoriamente, manejando para cada resiembra el 3% del paquete de volumen celular

(PVC). Este porcentaje es sugerido para diversos cultivares de Musa spp., de hecho,
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crecimiento. Por ello se dice que el potencial de agua del tejido embriogénico o células
embriogénicas es la suma del potencial osmotico, potencial de turgencia y potencial
matricial. El correcto manejo de estos factores puede favorecer la buena maduracién del
embrion, ademas de que se promueve la tolerancia a la desecaciéon del embriéon que

repercute en su germinacion y conversién a planta.

Considerando lo antes expuesto, en el presente trabajo se probaron diferentes
tratamientos para inducir cambios del potencial de agua del medio y los embriones
somaticos en desarrollo, partiendo de suspensiones embriogénicas del cv. Manzano y
Datil.

Los resultados en el experimento de maduracién para el cv. Manzano mostraron que el
mejor tratamiento para la obtencion de embriones blancos-opacos a los 30 y 45 dias fue
el T2-M, que a diferencia del T1-M, contiene extracto de malta. El extracto de malta es
una mezcla compleja de carbohidratos tales como la maltosa, fructuosa y glucosa,
aminoacidos como la prolina y glutamina, entre otros componentes. Los reportes de la
literatura indican que la prolina, regula el paso de agua a través de la membrana
plasmatica, y contribuye al incremento de reservas celulares al igual que a la tolerancia y
la desecacién (Prewein et al., 2004). Asi mismo, el extracto de malta contiene sacaridos,
los cuales son sustancias protectoras de la membrana bajo condiciones de estrés
osmético, lo cual favorece la estabilizacion de la membrana durante este tipo de estrés
(Lipavska et al., 2004). Por lo tanto la adicién de extracto de malta al medio de cultivo
parece favorece la maduraciéon de los embriones somaticos debido a los solutos que
contiene que actian como osmoreguladores modificando el potencial de agua del
embrién, por lo que ayuda a que el agua disponible dentro del embrién sea la necesaria

para la correcta maduracién.

El otro tratamiento de maduracién del embrién del cv. Manzano a los 45 dias, con el cual
se observo un efecto favorable fue el T3-M. Este tratamiento no contenia extracto de
mailta, sin embargo la diferenciaron de embriones somaticos de la suspension
embriogénica fue sobre el soporte de papel filtro. El potencial de agua queda modificado
cuando se encuentra una separacion del embrién con el medio de cultivo (Klimaszewka et
al., 2001). Este soporte absorbe el agua disponible en la superficie del medio, dejando

pasar a su vez los nutrientes del medio a través de los poros de este, por lo que esto
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mejorar aun mas dichos resultados trabajando mas profundamente en esta ventana

fisiolégica del desarrollo.

Para el cv. Datil la mayor tasa de germinacién del embrién somatico que se logré fue del
12%, que correspondié al tratamiento de maduracién T22-D. Dicho valor es una tasa baja
germinacion respecto del experimento del cv. Manzano. Sin embargo, este porcentaje
esta muy cerca de lo reportado por Jalil et al (2003), quien obtuvo una tasa del 15% para
el cultivar Pisang mas (AA). Cabe indicar que el cv. Datil y el cv. Pisang mas de genoma
AA, son genéticamente muy cercanos, ambos pertenecen al subgrupo Sucrier. Sin
embargo al igual que en el cv Manzano es necesario trabajar mas con ambos genotipos
en esta etapa para incrementar aun mas la tasa de germinacién y evaluar la conversion a

planta.
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adicionan 200 pyL de TRIZOL, se maceré y transfiri6 a un tubo (1.5 mL) con 200 uL de
Trizol, se mezcld vigorosamente con ayuda de vortex e incubé en hielo durante 30
minutos. Después se centrifugdé a 13000 rpm (16060 g) y 4°C durante 15 minutos, el
sobrenadante fue transferido a otro tubo Eppendorf (1.5 m). Se adicioné 2/10 volumen
de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), se agité vigorosamente con ayuda de vortex,
para posteriormente centrifugar a 13000 rpm (16060 g) a 4°C, durante 20 minutos. Se
transfiri6 el sobrenadante a un tubo Eppendorf (1.5 mL), se adicion6 1 volumen de
isopropanol, se agité por inversién con gentileza e incubar a -80 °C durante 30 minutos.
Posteriormente se incubd la muestra en hielo durante 5 minutos (para que se
descongele), se centrifugo a 13000 rpm (16060 g) a 4°C, 25 minutos, se decanté el
sobrenadante. Se lavéd la pastilla con 300 uL de etanol 70% (v/v), se agitd por inversion
gentilimente y centrifugo a 13000 rpm (16060 g) a 4°C durante 5 minutos, este paso se
realiza dos veces. Se desech¢ el sobrenadante y se adicioné 300 pL de etanol 100%,
centrifugar a 13000 rpm (16060 g) a 4°C durante 15 minutos. Se deseché el sobrenadante
con mucho cuidado, poner el tubo Eppendorf boca abajo sobre un papel para dejar secar
la pastilla, esto se hace a temperatura ambiente. Se resuspendio la pastilla en 50 pL de

agua ultrapura y se almacen6 a -80 °C para su posterior uso.

Nota: ElI material de uso como los morteros, pistilo, puntas y tubos se esterilizaron
previamente, por autoclave y por UV para degradar a las nucleasas. La zona en donde se
extraera el RNA asi como las pipetas es limpiada con etanol al 96% y NaOH 0.1 N.

3.2.2. Analisis del RNA total en gel de agarosa

EL RNA ribosomal representa alrededor del 390% del RNA total, cualquier deterioro de
este durante la extraccién se puede visualizar en un gel de agarosa con bromuro de

etidio.

El analisis de la integridad del RNA se lievé a cabo en un gel de agarosa al 1 % (p/v) con
TBE 10X (890 mM de Tris-base, 890 mM de acido bérico, 20 mM de EDTA) en

condiciones desnaturalizantes.

La muestras de RNA se prepararon de la siguiente manera: 1 uL de ARN total se mezclo
con 4 yuL de H,0-DEPC y se adicion6 17 pL del buffer desnaturalizante (2.77 M de
formamida, MOPS 10X, 12.3 M de formaldehido), posteriormente se incubd a 65 °C en
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Reactivo [Final] [Vol. uL
RNA total 250 ng/uL 5
Oligo (dT) / Cebadores Aleatorio 2.5 ug/ul 1
dNTPs (10 mM) 0.50 mM 1
H20 5

2.- La reacciéon 1 se incubd a 65 °C por 5 min e inmediatamente después se incuba en
hielo, a continuacién se preparé la mezcla de la reacciéon 2 y se mezclo con la reaccion 1.

Reaccion 2:
Reactivo [Final] Vol. uL
First Strant Buffer 5X 1X 4
0.1 MDTT 0.01M 2
RnaseOUT (40 U/ulL) 2 U/l 1
Superscript Il (200 U/pL) 10 U/pl 1
Vol. Final 20

3.- Lamezcla de la reaccién 2 se incub6 a 42° C durante 60 min en el caso de utilizar
oligo (dT). En caso de utilizar cebadores aleatorios la reaccion se incubé a temperatura

ambiente durante 10 min y después se incubé 42° C durante 60 min.

4.- Posteriormente se incubd la reaccion a 70° C durante 15 min e inmediatamente se

transfiere a hieloy se almacené a -80° C.

3.2.6. Sintesis de la doble cadena de cDNA

La sintesis de la doble hebra de cDNA, siguié el protocolo siguiente:

1.- Se preparo la reacciéon 3 que se presenta a continuacion.

Reaccion 3:
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adherido se separd del otro cristal y se remojé en 1L de agua destilada. Posteriormente se
deposité en una solucidén de acido acético al 10% durante 2 hrs con agitacion constante.
Pasado el tiempo, se retird del acido acético y el gel es lavado lavando 5 veces con 1.5
Lts de agua destilada durante 5 min para eliminar los restos de acido acético.
Posteriormente se colocé el gel en una solucién que contienen nitrado de plata (1g/L) y
1.5 mL/L de formaldehido al 37% por 35 minutos en oscuridad, para el proceso de la
tinciéon. Al finalizar los 35 minutos, se retiré el nitrato de plata y el gel se lavé con 1 L de
agua destilada para remover el exceso del nitrato de plata, este proceso se realizé en
ausencia de luz. Posteriormente para revelar los fragmentos, se adicioné una solucién
reveladora que contenia: carbonato de sodio (30g/l), formaldehido al 37% (1.5 mL/L) y 8
pL/L de tiosulfato de sodio (0.2 g/mL), esta solucion se enfrié previamente. El remojo del
gel con esta solucién se detuvo hasta que todas las bandas fueron visibles. Para detener
la reaccion de la solucion reveladora, el gel se colocé en una solucién de acido acético al
10% durante 5 min y finalmente se lavé con agua destilada durante 3 min. Finalmente el

gel se dej6 secar hasta su posterior evaluacion.

3.2.11. Analisis de bandas diferenciales

Para evaluar las bandas diferenciales de los transcritos de las muestras bajo estudio, se
registré la presencia (1) y la ausencia (0) del marcador, para constituir una matriz binaria
de datos. Esta matriz fue sometida al programa NTSYS-PC (version 2.02), para calcular
la similitud genética utilizando el coeficiente de Jaccard, obtenido por la expresion J=
A/(A+B+C); donde A representa el niumero de especie comunes con similitud A, B
representa el nimero de especies comunes con similitud B y C representa el nimero de
especies con similitudes comunes a A y B. Los valores de similitud de Jaccard obtenidos
se utilizaron para generar un dendrograma mediante el procedimiento UPGMA
(Unweighted Pair-Group with Arithmetic Mean).
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integro. Cabe sefialar que el RNA fue separado en un gel de agarosa bajo condiciones
desnaturalizantes lo que incrementa la definiciéon de las bandas y se puede observar con
claridad el grosor de éstas.

3.3.2. Cuantificacion del RNA total extraido

La cuantificacién del RNA total extraido del material vegetal seleccionado se realizé
utilizando un nanodrop (Modelo 2000). Los resultados se presentan en el cuadro 3.3.

Cuadro 3.3. Concentracion y relaciones de absorbancias de RNA total extraido del material
bioldgico de: FM=flores masculinas, CE= callo embriogénico, SCE= suspension celular

embriogénica, Ein= embrién inmaduro, Ema= embrién maduro, EG= embrién germinado

Tejido Genotipo Relacion Relacion Concentracién
260nm/230nm | 260nm/280nm ng/puL
FM Manzano 2.04 1.9 268.4
FM Datil 2.0 1.8 89.7
CE Manzano 2.21 2.02 1207.6 |
CE Datil 2.08 2.0 799.2
SCE Manzano 2.28 2.2 1226.2
SCE Datil 201 1.99 1433.6
T1-M (E in) Manzano 2.10 2.03 750.7
T1-M (E ma) Manzano 2.04 1.96 438.2
T2-M (E in) Manzano 2.05 1.85 1082.5
T2-M (E ma) Manzano 2.05 1.8 1037.2
T7-M (E ma) Manzano 2.02 1.81 509
T2-M (EG) Manzano 2.05 1.9 750.7
T5-M (EG) Manzano 212 1,79 R40.5
T1-D (E in) Datil 2.07 2.03 1150.2
T1-D (E ma) Datil 2.01 1.81 631.6
T9-D (E in) Datil 2.08 1.8 1014.8
T9-D (E ma) Datil 2.04 1.87 674.1
T13-D (Ein) Datil 2.16 2.06 7924
T13-D (E ma) Datil 2.01 1.81 250.6
T22-D (E in) Datil 2.04 2.01 1256.3
T22-D (E ma) Datil 213 2.02 12791
T13-D (EG) Datil 2.3 2.01 1269
119-D (FG3) Datil 2.02 1.89 815.4
T22-D (EG) Datil 20.1 1.86 676

.La relacion de absorbancia A260nm/A230nm apoya en la deteccion de posible
contaminantes como polisacaridos y polifenoles en la muestra extraida. El cociente de
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correctamente.

MM1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

600

200

Fig. 3.2. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. Sintesis de cDNA con Oligo
dT. Carriles: MM, 1Kb Hyperladder (Bioline), 1) FM de Manzano, 2) FM de
Matil, 3) CE de Manzano, 4) CE de Datil, 5) SCE de Manzano, 6) SCE de Datil,
7) T1-M (E in), 8) T1-D (E in), 9) T1-M (E ma), 10) T1-D (E ma).

De igual modo el producto de la sintesis de cDNA que resulto de utilizar cebadores
aleatorios (RP) se visualizé en un gel de agarosa al 1.5 % (Figura 3.3). En este caso se
observé un barrido intensé entre los 200 y 1037 pb. Ademas a la altura de 2000 pb se
presenté una banda tenue, misma que representa la cadena hibrida de ARN que sirvié
como templado para la sintesis de cDNA. Cabe sefialar que en nuestro caso se podria
utilizar la hebra sencilla de cDNA para efectuar la sintesis del cDNA-SRAP, esto debido a
que los cebadores del cDNA-SRAP sirven de molde para la sintesis de la doble hebra de
cDNA. Sin embargo, siguiendo la informacién de la literatura y la experiencia del grupo
de trabajo, en el presente trabajo se decidié realizar la sintesis de la doble hebra del
cDNA siguiendo el protocolo mencionado en materiales y métodos. A continuacion se
realiz6 una precipitacion de la cDNA de doble cadena para tenerlo libre de impurezas y

residuos que viene cargando a lo largo del proceso.
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T5-M (EG) Manzano 1.84 1.71 670.6 730.9
T1-D (E in) Datil 1.88 1.71 656.7 737.5
T1-D (E ma) Datil 1.81 1.71 677.7 709.9
T9-D (E in) Datil 1.85 1.71 661 763.3
T9-D (E ma) Datil 1.82 1.74 619.9 666.5
T13-D (E in) Datil 1.81 1.7 662 733
T13-D (E ma) Datil 1.79 1.78 487.3 678.2
T22-D (E in) Datil 1.87 1.71 714 722.7
T22-D (E ma) Datil 1.85 1.74 778 706
T13-D (EG) Datil 1.8 1.8 712 712.3
T19-D (EG) Datit 1.81 1.79 768 607.6
T22-D (EG) Datil 1.81 1.73 734.8 456.9 |

Como se observa en el cuadro 3.4, los cocientes de la relacion de A260nm/A230nm se
encontraron entre 1.8 y 2, lo cual indica ausencia de polifenoles, mismos cuya presencia
puede interferir con las amplificaciones futuras, estos compuestos pueden inhibir a la Taq
polimerasa durante fa amplificacion. Los cocientes de las relaciones de A260nm/A280nm

en el rango 1.5 y 1.8, indican ausencia de polisacaridos en la muestra de cDNA..

La concentracion del cDNA sintetizado con Oligo dT tuvo un rango de 487 a 768 ng/uL, a
su vez para cDNA sintetizado con cebadores aleatorios dicho rango estuvo entre 456 y
800 ng/uL. La obtencién de una alta concentracién de cDNA se debié probablemente a
que se realizé6 de manera eficiente la sintesis de la doble hebra. También es importante
recalcar que las relaciones de pureza son adecuadas, debido a que se parti6 de RNAm

libre de impurezas.

3.3.4. Desarrollo del cDNA-SRAP para el analisis de fragmentos de
transcritos de la maduracion del embrion somatico en dos cultivares de
Musa spp

Para desarrollar la sintesis cDNA-SRAP primero se diluyé el cDNA de doble cadena a una
concentracién de 50 ng/uL, y luego se realiz6 la amplificacién, para lo cual se manejaron
5 pares de cebadores seleccionados de trabajos previos (Youssef, 2011; Itza, 2011),
(Cuadro 3.2). Cabe mencionar que las amplificaciones se realizaron para el cDNA
sintetizado con Oligo dT y el cDNA sintetizado con cebadores aleatorios (RP). Una vez
realizada las respectivas amplificaciones, el producto de PCR se corrié para todos los
pares de cebadores en gel de acrilamida al 6%. Una vez realizada la electroforesis se

desarrollo la tincién con nitrato de plata para visualizar los fragmentos de transcritos para
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con Oligo dT. Esto no quiere decir que sea mas recomendable usar cebadores aleatorios
para la sintesis de cDNA, dado que estos se pegan aleatoriamente, por lo que podrian ser
ARN mensajeros truncados a diferencia del Oligo dT que se une a la cola poli (AAA) de
los ARN mensajes. El empleo de ambos es recomendable debido a que la informacién de
ambos nos puede ayudar en un futuro a aislar genes de importancia para conocer mas a
fondo el proceso de la embriogénesis somatica en Musa

3.3.6. Diversidad de transcritos diferenciales en tejidos embriogénicos y
floral de Musa acuminata x M. balabisiana AAB cv. Manzano y M. a. AA cv.
Datil

Se construyeron dendogramas con el fin de representar la similitud de transcritos
expresados durante la embriogénesis somatica, asi como durante la maduracién del
embrién somatico de dos diferentes cultivares de Musa y visualizar tanto la agrupacion y
como la separacion de transcritos expresados en dichos tejidos y/o tratamiento de
maduracion. Los dendogramas se construyeron para el genotipo AAB cv. Manzano y AA
cv. Datil, de igual manera se dividi6 los transcritos generados mediante cDNA-SRAP por
el empleo de Oligo dT o cebadores aleatorios (RP) durante la sintesis de cDNA, como se

ejemplifica en las Figuras 3.7 a 3.10.
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ramificacion contiene a todo el material que se encuentra in vitro por lo que puede verse
una diferencia entre el tejido que no se encuentra in vitro y aquellos que si.
Posteriormente el clado que contiene a los tejidos in vitro se ramifica en 2 grupos: El
primer grupo que contiene a callo embriogénico (CE) y tratamientos de maduracién, asi
como embriones germinados (EG); y el segundo grupo que contiene a las suspensiones
celulares (SC), tratamientos de maduracién y embriones germinados. En el primer grupo
se observé que el callo embriogénico tiene una similitud con el T1-M (E ma), estos son
tejidos embriogénicos con expresion de embriones, debido a esto pueden agruparse de
esta manera. Se observa que de igual manera que el T7-M (E ma) se agrupa con T5-EG y
estos dos se encuentran en el mismo clado con T2-m (E ma), por lo que los embriones
maduros se asocian con el embrién germinado. En el segundo grupo se puede observar
que los embriones inmaduros de los tratamientos T1-M y T2-M no se agrupan con nadie,
sin embargo tienen una similitud con el clado que contiene transcritos de suspensiones

celulares y a embriones germinados provenientes del tratamiento T2-M.

Para el agrupamiento de transcritos usando cebadores aleatorios (RP) para manzano, se
puede observar la Figura 3.8. Este muestra el dendograma el cual el clado principal se
ramifica en 2 grandes grupos, uno que contiene al tratamiento T2-M (E in) y el otro que
contiene al resto de los tejidos y tratamientos de maduracion, asi como embriones
germinados. En el segundo grupo se observa que las flores masculinas nuevamente se
separa del resto del material in vitro. Posteriormente se observd que el T1-M (E in) se
asocia con el embrién germinado proveniente del tratamiento T2-M, sin embargo estos
tienen una similitud con el callo embriogénico. Asi mismo la suspension celular de
manzano se encuentra en el clado contiene a los transcritos provenientes de embriones
maduros de los tratamientos T1-M y T7-M, asi como de embriones germinados

proveniente del tratamiento T5-M.
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estos tienen expresién de embriones por lo que comparten transcritos durante estos
procesos de la embriogénesis. Se puede observar que los tratamientos T9-D (E in) se
agrupa con embriones germinados de tratamiento T22-D, estos comparten una similitud
con T1-D (E in). De igual manera en este grupo se observa el agrupamiento de T13-D (E
ma) con el T19-D (EG). En el segundo grupo importante se agrupan la mayoria de los
tratamientos con embriones inmaduros (T13-D y T22-D) y un tratamiento con embrion

maduro el cual es el T22- (E ma).
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Figura 3.9. Dendograma de la similitud genética formado del analisis de
conglomerados cDNA-SRAP UPGMA, de acuerdo al coeficiente de Jaccard,
para tejido y tratamientos de maduracion de Datil, empleando Oligo dT para la
sintesis de cDNA. FM=Flores masculinas, CE= callo embriogénico, SC=
suspensién celular, E in= embrion inmaduros, E ma= embrién maduro, EG=
embrién germinado Los numeros arabigos indican el soporte de significancia del
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Figura 3.10. Dendograma de la similitud genética formado del analisis de
conglomerados cDNA-SRAP UPGMA, de acuerdo al coeficiente de Jaccard,
para tejido y tratamientos de maduracién de Datil, empleando cebadores
aleatorios (RP) para la sintesis de cDNA. FM= Flores masculinas, CE= callo
embriogénico, SC= suspensién celular, E in= embrién inmaduros, E ma=
embrién maduro, EG= embrién germinado Los numeros arébigos indican el

soporte de significancia del Bootstrap.
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Para el analisis de la diversidad de transcritos se observd que las flores masculinas no se
agrupan con los tejidos embriogénicos, por lo que era de esperarse, debido a que este es
un tejido fioral. Asi mismo el agrupamiento de tratamientos que contienen embriones
maduros y tratamientos con embriones germinados, esta agrupacién puede deberse a
transcritos presentes en ambos tejidos, que comparten posteriormente una funcion para el
embrién. Por lo que la informacién que se obtuvo puede ser usada para realizar estudios
sobre la identidad de los transcritos, una vez secuenciadas dichas bandas.
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D quien obtuvo una mejor respuesta con un 12% de embriones germinados. Este
tratamiento fue el segundo mejor en la obtencion de embriones maduros, por lo que este

tratamiento puede ser usado en un futuro para este cultivar.

Se logr6 visualizar 271 transcritos diferenciales del proceso de embriogénico en los
cultivares Datil y Manzano, con 5 combinaciones de cebadores, empleando Oligo dT y
cebadores aleatorios (RP) para la sintesis de cDNA.

Las 5 combinaciones de cebadores SRAP dieron altos porcentajes de polimorfismo, 86
al 100%, lo cual nos indico que hubo una gran variedad de transcritos en el material floral

y tejidos embriogénicos.

Se definieron 271 TDFs para ser secuenciados y estudiar en lo futuro el transcriptoma

del proceso de desarrollé y maduraciéon del embrion somatico en Musaceas.

4.2, PERSPECTIVAS

Realizar experimentos sobre el efecto del volumen de suspensién embriogénica y la
densidad celular que se inoculada, para buscar la mejor relacion de estos parametros y

desarrollo de embriones para que no compitan por espacio y nutrientes.

Realizar analisis morfo-histologicos del proceso de maduracién conjuntamente con el
analisis bioquimico de los perfiles de proteinas para definir el concepto de embrion

maduro.
Validar la reproducibilidad del experimento de maduracién para los cv. Manzano y Datil.

Aislar las bandas de los fragmentos de transcritos diferenciales TDFs y realizar la

secuenciacion directa, ademas de clonar los TDF y secuenciarlos.

Realizar los analisis bioinformaticas de bandas diferenciales obtenidos con ayuda del

marcador molecular cDNA-SRAP.

Validar el patron de expresion de genes candidatos involucrados en actividades

fisiolégicas durante la maduracion del embrion somatico mediante PCR tiempo real.

Aislar los genes candidatos relacionados con la maduracion del embrion somatico y estres
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