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INTRODUCCIÓN

RESUMEN

El gen Somatic Embriogenesis Receptor-Like Kinase (SERK) fue identificado por primera

vez en Daucus carota (zanahoria) como marcador de células individuales competentes a

formar embriones somáticos. Genes homólogos de DcSERK1 han sido aislados y

caracterizados en diferentes especies de plantas, que incluyen mono y dicotiledóneas. En

D. carota, Arabidopsis thaliana y Medicago truncatula, se ha demostrado que la proteína

SERK1 está involucrada en el proceso de ES, mientras que estudios en otras especies

indican que esta cinasa también puede estar involucrada en una diversidad de procesos

que incluyen el desarrollo de plantas y la defensa contra patógenos.

A. thaliana ha servido como modelo de investigación para estudiar el papel de cada uno

de sus cinco genes SERK (AtSERK1, AtSERK2, AtSERK3 / AtBAK1, AtSERK4 / AtBKK1

y AtSERK5) en diferentes procesos biológicos, proporcionando evidencias de que la

proteína SERK1 funciona como un co-receptor indispensable para la activación de

receptores específicos, formando heterodímeros con capacidad para unir al ligando y para

transducir señales externas que conducen a la modificación de los patrones de expresión

génica en respuesta a diferentes procesos, como la respuesta a brasinólidos, la formación

del tapetum floral o la abscisión de los órganos florales. Sin embargo, se han generado

pocas evidencias para comprender los mecanismos moleculares por los cuales el gen

SERK1 participa en la regulación del inicio de la ES.

Tomando en cuenta la información anterior, el objetivo del presente trabajo fue generar

información científica que contribuya a la comprensión de los mecanismos afectados por

SERK1, que regulan el establecimiento de la ES. Para ello, la expresión del gen SERK1

fue regulada externamente durante la embriogénesis somática de Coffea canephora,

mediante la transformación genética de explantes de hojas con el gen homólogo SERK1

(CcSERK1) bajo el control de un promotor inducible por glucocorticoides, y posteriormente

se evaluó los efectos de su expresión sobre el fenotipo embrionario y sobre los patrones

de transcripción de genes homeóticos y genes implicados en la biosíntesis y el transporte

de auxinas.



RESUMEN

Los resultados mostraron que la sobreexpresión de CcSERK1 causó un incremento del

doble en el potencial embriogénico de los explantes de hojas y además indujo la

producción adicional de embriones en la vena central. Por el contrario, la supresión de

CcSERK1 provocó una inhibición casi total de la respuesta embriogénica. Con relación a

sus efectos sobre la expresión génica, la regulación exógena de la expresión de

CcSERK1 condujo a la inducción génica de CcAGL15, CcWUS, CcEMK, CcBBM, CcPKL,

CcTAA1, CcYU1, CcYUC4, CcTIR1, CcPIN1, CcPIN4 y la represión génica de CcLEC1,

CcL1L y posiblemente genes CcYUC10. Estos resultados demostraron que CcSERK1 es

un regulador clave de la iniciación y del avance de la ES y que al menos parte del

mecanismo por el cual la cinasa SERK1 de C. canephora ejerce su función es a través de

la activación del metabolismo de auxinas y la concertada inducción-represión de genes

homeóticos que son responsables de la diferenciación celular durante etapas tempranas

(CcWUS, CcBBM) y las últimas etapas (CcLEC1) del proceso embriogénico.



INTRODUCCIÓN

ABSTRACT

The Somatic Embryogenesis Receptor-Like Kinase (SERK) gene was first identified in

Daucus carota (carrot) as a marker for single cells competent to form somatic embryos.

DcSERK1 gene homologues have been isolated and characterized in different plant

species, which include mono and dicotyledonous. In D. carota, Arabidopsis thaliana and

Medicago truncatula, SERK1 protein has been shown to be involved in the ES process,

while studies in other species indicate that this kinase may also be involved in a diversity

of processes that include plant development and defense against pathogens.

A. thaliana has served as a research model to study the role of each of its five SERK

genes (AtSERK1, AtSERK2, AtSERK3/AtBAK1, AtSERK4/AtBKK1 and AtSERK5) in

different biological processes, providing evidence that SERK1 protein functions as an

indispensable co-receptor for the activation of specific receptors, forming heterodimers

with ligand-binding capacity and transducing external signals to modify gene expression

patterns in response to different processes, such as the response to brassinolides, the

formation of the floral tapetum or the abscission of floral organs. However, few evidences

have been generated to understand the molecular mechanisms by which the SERK1 gene

participates in the regulation of the somatic embryogenesis onset.

Taking the background information into account, the goal of the present work was to

generate scientific information to improve our understanding of the SERK1-induced

mechanisms that regulate the establishment of SE. To do so, the expression of the SERK1

gene was externally regulated during the SE of Coffea canephora, by genetic

transformation of leaf explants with the SERK1 homologous gene (CcSERK1) under the

control of a glucocorticoid-inducible promoter, and then its expression effects on the

embryonic phenotype and on the transcription patterns of homeotic genes and genes

involved in the biosynthesis and auxin transport were analyzed.



ABSTRACT

From the results, the overexpression of CcSERK1 caused a two-fold increase in the

embryogenic potential of leaf explants and induced embryos in the middle vein. In

contrast, CcSERK1 suppression caused an almost total inhibition of the embryogenic

response. In relation to its effects over gene expression, the exogenous regulation of

CcSERK1 expression conduced to gene induction of CcAGL15, CcWUS, CcEMK, CcBBM,

CcPKL, CcTAA1, CcYU1, CcYUC4, CcTIR1, CcPIN1, CcPIN4, and gene repression of

CcLEC1, CcL1L and possibly CcYUC10 genes. These results demonstrated CcSERK1 to

be a key regulator of the initiation and progression of SE. These data point to an

involvement of CcSERK1 on auxin metabolism and the concerted induction-repression of

those homeotic genes responsible for cell differentiation during early (CcWUS, CcBBM)

and late (CcLEC1) embryogenesis.





INTRODUCCIÓN

1

INTRODUCCIÓN

Las cinasas tipo receptor (RLK: Receptor-Like Kinase) son un grupo diverso de proteínas

de plantas, ancladas en la membrana citoplasmática, parecidas en estructura y en función

a los receptores con actividad de cinasa de tirosina de animales, y cuya función principal

es percibir señales extracelulares de carácter biótico y abiótico. Estas proteínas permiten

a las células reconocer su entorno extracelular y establecer respuestas específicas para

adecuarse a este (van der Geer et al., 1994). Todas las proteínas RLK tienen una

estructura similar, formada por un dominio extracelular capaz de percibir señales, un

dominio transmembranal hidrofóbico mediante el cual se anclan en la membrana

plasmática y un dominio intracelular con actividad de cinasa. Esta estructura permite a las

RLK funcionar como transductores de señales, pues el dominio extracelular recibe una

señal externa y el dominio intracelular la convierte en una señal diferente, constituida por

la fosforilación de sustratos, hacia el interior de la célula.

En los últimos 15 años, el análisis funcional de RLKs en plantas empleadas como modelo

de investigación ha revelado numerosos ejemplos de su participación en la diferenciación

celular. Por ejemplo, en un estudio en A. thaliana se demostró la participación de

diferentes RLKs [SHORT SUSPENSOR (SSP), RECEPTOR PROTEINKINASE1 (RPK1),

y TOADSTOOL2 (TOAD2), CRINKLY4 (CR4), ABNORMAL LEAF SHAPE2 (ALE2),

GASSHO1 (GSO1) y GASSHO2 (GSO2)] en funciones de señalización intercelular y en la

regulación de eventos de comunicación célula a célula durante etapas tempranas de la

embriogénesis vegetal (Nodine et al., 2011).

Uno de los RLKs que se expresa durante las primeras etapas de la embriogénesis

somática (ES) es la cinasa tipo receptor de la embriogénesis somática 1 (SERK1, por las

siglas en inglés de Somatic Embriogenesis Receptor-Like Kinase 1; Schmidt et al., 1997).

En las especies vegetales en donde se ha estudiado, SERK1 es un marcador de las

células somáticas que adquieren la competencia embriogénica (Pérez-Núñez et al., 2009

Santos et al., 2005; Hecht et al., 2001; Somleva et al., 2000; Schmidt et al., 1997).
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Se ha propuesto que la expresión del gen SERK1 es necesaria para el establecimiento de

la ES, pues su sobreexpresión parece incrementar el potencial embriogénico (Hecht et al.,

2001). No obstante, otras evidencias indican que SERK1 puede tener un papel

determinante en diversos procesos de la diferenciación celular; por ejemplo, SERK1 se

expresa en el procambium vascular, un tejido en dónde ocurren procesos de

diferenciación celular en las plantas (Savona et al., 2012; Nolan et al., 2009; Kwaaitaal y

de Vries, 2007), por lo que es probable que sus funciones no sean exclusivas de la ES.

Los datos experimentales indican que SERK1 está implicado en mas de una vía de

señalización, mediante la unión del ligando al complejo receptor-co-receptor (Meng et al.,

2016; Santiago et al., 2013; Jaillais et al., 2011; Jia et al., 2008). A pesar de las evidencias

que sugieren su participación en diferentes eventos de diferenciación celular, se

desconoce el mecanismo mediante el cual SERK1 participa en estos procesos. Tampoco

se sabe si en la ES ocurre algo similar o si los mecanismos de participación son diferentes

en estos procesos. Específicamente se desconoce el ligando de SERK1 o del complejo

receptor-co-receptor que forma, asi como las vías de señalización citosólica activadas, así

como los cambios en los patrones de expresión génica que son inducidos después de su

activación en la membrana plasmática.

Con base en estos antecedentes, en el presente estudio tuvo como objetivo principal

obtener evidencia de los mecanismos por medio de los cuales SERK1 participa en la

diferenciación celular, empleando para ello a la ES de Coffea canephora como modelo de

estudio. Esto debido a que el protocolo para su establecimiento en el laboratorio es

altamente reproducible y supera en eficiencia los procesos de ES de las plantas modelo.

Además, en nuestro laboratorio se clonó el cDNA completo del gen SERK1 y se

determinaron de manera preliminar sus niveles expresión a lo largo de la ES.

En el desarrollo de este proyecto se analizó la implicación del gen SERK1 durante la ES,

para tal motivo se manipuló su expresión de manera controlada mediante la

transformación de explantes embrionarios con el cDNA completo o con un fragmento en

orientación antisentido, cuya expresión fue dirigida por un promotor inducible por

glucocorticoides.
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El papel de SERK1 en el desarrollo de la ES se evidenció mediante el análisis del fenotipo

resultante en los explantes embrionarios, así como en el efecto de la manipulación sobre

la transcripción de genes homeóticos y de genes resonsables de la biosíntesis de

auxinas.

En primera instancia se investigaron los niveles de transcritos del gen SERK1 en

diferentes órganos de la planta adulta, así como durante los procesos de las

embriogénesis cigótica (EC) y somática. Los resultados indicaron que:

(i) SERK1 se expresa muy poco en hoja y en botón floral cerrado, pero la expresión es

mayor en raíces, en tallo y en botón floral abierto, siendo el meristemo apical del tallo

(SAM) el sitio de mayor transcripción.

(ii) En cuanto al desarrollo del embrión cigótico, SERK1 se transcribe durante el periodo

post-antesis (después de la apertura floral), presentando dos picos transcripcionales al

primer y siete días post antesis (DPA). Posteriomente, los transcritos de SERK1 se

incrementan en la etapa globular o corazón, disminuyendo en las etapas torpedo y

cotiledonar.

(iii) En el proceso de la embriogénesis somática, SERK1 se transcribe desde las etapas

de pre-inducción, inducción y en los diferentes estadios del desarrollo, siendo los días

siete-diez, 20 y el estadio globular los que presentaron la mayor transcripción.

Los resultados de la regulación exógena de la expresión de SERK1 a los siete días de

haber iniciado la ES, mostraron además que la sobre-expresión incrementó el número de

embriones somáticos por explante, mientras que la represión provocó la reducción casi

total de la respuesta embriogénica.

Con relación al efecto de la manipulación exógena de SERK1 a los siete días del proceso,

sobre la transcripción de los genes considerados en este estudio, se pudo constatar que

genes homéoticos con funciones en etapas tempranas de la embriogénesis, así como

genes participantes en la biosíntesis y el transporte de auxinas son inducidos por SERK1,

mientras que genes homeóticos con funciones en etapas tardías son reprimidos por la

acción de SERK1 en etapas tempranas.
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Los datos generados en este proyecto, empleando Coffea canephora como modelo de

estudio, apoyan la hipótesis de que la cinasa SERK1 participa directamente en la

regulación del inicio y el avance de la embriogénesis somática mediante la inducción de

genes clave y que su presencia es necesaria para que este proceso ocurra.
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CAPÍTULO I

ANTECEDENTES

1.1 La cinasa tipo receptor de la Embriogénesis Somática 1 (SERK1)

La proteína AtSERK1 pertenece a una pequeña familia de cinco miembros en A. thaliana:

AtSERK1, AtSERK2, AtSERK3 (BAK1: BRI1-ASSOCIATED KINASE1), AtSERK4 (BKK1)

y AtSERK5, agrupadas con base en la similitud de sus secuencias. De acuerdo con

análisis filogenéticos, los cinco SERKs se agrupan en un solo clado, el de la subfamilia II

de las cinasas tipo receptor con repeticiones ricas en leucinas (RLK-LRR) (Gou et al.,

2010, Shiu y Bleecker 2001). La presencia del motivo RD (-Arg-Asp-) en el subdominio VI

del sitio catalítico (ver Figura 1.1) y el motivo conservado DFG en el subdominio VII indica

que la proteína SERK1 pertenece a las cinasas de la clase RD (Johnson et al., 1996).

El árbol filogenético de la familia de las proteínas AtSERK indica que SERK1 y SERK2

forman un subgrupo, mientras que SERK3, SERK4 y SERK5 forman otro subgrupo

(Chinchilla et al., 2009). AtSERK1 es el mas parecido a DcSERK tanto a nivel de

nucleótidos (74%) como de aminoácidos (92% de identidad), mientras que SERK5 podría

no ser funcional debido a una mutación natural en el motivo altamente conservado "RD"

(He et al., 2007).

La proteína predicha para AtSERK1 tiene 625 aminoácidos con una masa molecular

calculada de 69 kD y es ligeramente ácida (pI predicho de 5.25; De Vries et al., 2003).

Como todas las RLK, la proteína SERK1 consta de un dominio extracelular, un dominio

transmembranal y un dominio intracelular, que consta de los once sub-dominios

característicos del sitio catalítico de las proteínas cinasas de serina/treonina (Figura 1.1).

El dominio extracelular de AtSERK1 está conformado por un motivo de péptido señal,

posteriormente se localiza un motivo tipo cierre de leucina (LZ), seguido de cinco

repeticiones ricas en leucinas (LRR; Hecht et al., 2001) y sitios putativos de N-

glucosilación, los cuales son esenciales para la correcta localización de la proteína

SERK1 en la membrana plasmática (Shah et al., 2001a).
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El dominio extracelular LRR es indispensable para su asociación con receptores que

contienen LRR de unión especifíca a ligando, sirviéndole como plataforma para el

ensamblaje molecular de la señal (Jaillais et al., 2011). De hecho, se demostró

recientemente mediante el análisis de la estructura cristalina, que existe una interacción

directa y dependiente de la unión de ligando entre los dominios LRR del co-receptor

SERK1 y el receptor de brasinoesteroides (BR) BRI1 (por las siglas en inglés de

Brassinosteroid Insensitive 1; Santiago et al., 2013).

En la región yuxtamembranal (JxM) del receptor SERK1 se encuentra una treonina en la

posición 304 del polipéptido; este residuo es indispensable para su autofosforilación

(Shah et al., 2001b). Entre el subdominio VII y el VIII del dominio de cinasa se encuentra

el asa (loop) crítica de activación (Shah et al., 2001b). Los residuos de treonina en las

posiciones 462 y 468 son necesarios para su auto y transfosforilación (Shah et al.,

2001b). El residuo de lisina en la posición 330 es indispensable para la actividad de

cinasa (Shah et al., 2001b), por lo que es probable que estos residuos y el residuo Thr304

sean fosforilados por el co-receptor después de la hetero-dimerización inducida por la

unión del ligando. En AtSERK1 se demostró in vitro que existe una región desordenada

en los subdominios X y XI del dominio de cinasa (Aan den Toorn et al., 2012). La región

C-terminal está potencialmente implicada en la interacción proteína a proteína, en donde

el residuo de serina 562 controla la actividad completa de autofosforilación, pues la

mutación de la serina por una alanina abolió dicha actividad (Karlova et al., 2009).

También en el dominio de cinasa se encuentra el motivo YPYM, que pertenece al motivo

conservado basado en Tirosina YXXΦ (Donde Φ representa un aminoácido con una

cadena lateral hidrófobica). Esta secuencia es importante para la endocitosis del receptor,

y también está presente en los receptores SERK3, BRI1 y EFR (EF-TU Receptor; Beck y

Robatzek, 2012).

SERK1 tiene un motivo RPPS394QPP, el cual se ha sugerido que está involucrado en la

interacción con el regulador transduccional 14-3-3, lo cual ya fue demostrado para las

proteínas 14-3-3λ y 14-3-3ν (Karlova et al., 2006, Rienties et al., 2005).
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La identidad de las secuencias de aminoácidos entre AtSERK1 y AtSERK2 es del 90%, y

entre AtSERK1 con AtSERK5 es de 67%. La identidad dentro del dominio de cinasa es

entre 85% y 95% para las secuencias de las cinco SERK y todas contienen las

secuencias centrales característicos de Ser/Thr cinasas. La identidad es también alta en

la región LRR (89%-66%) y en el dominio transmembranal (82%-54%). La mayor

divergencia se encuentra en los dominios SPP (47%, 38%, y 31% de identidad,

respectivamente) y C-terminal (44%, 38%, y 38% de identidad, respectivamente) de

AtSERK3, AtSERK4 y AtSERK5 (Figura 1.1; Hecht et al., 2001).

La estructura genómica de todos los homólogos descritos en otras especies es similar a la

de AtSERK1, con 10 intrones y 11 exones predichos, cada uno de los cuales codifica un

dominio diferente de la proteína.

Figura 1.1 Representación esquemática de los dominios de la proteína SERK1. Los datos de

identidad de los cinco SERK en los dominios SPP y C-terminal fueron tomados de Hecht et al.,

2001. Las abreviaturas utilizadas en figura se describen acontinuacion. SP: péptido señal, LZ:

cierre de leucina, LRR: región con repeticiones ricas en leucina, SPP: dominio serina-prolina-

prolina, TM: dominio transmembranal, JxM: región yuxtamembranal, KD: dominio de cinasa, C:

dominio carboxilo terminal, RD: -Arginina-Ácido aspártico-, LD: -Lisina - Ácido aspártico-.
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1.2 La embriogénesis somática

La ES es el proceso mediante el cual las células somáticas se diferencian para producir

un embrión completo. En la ES, cuyo origen puede ser unicelular (Schmidt et al., 1997) o

multicelular (Taylor y Vasil 1996), las estructuras embriogénicas logran la bipolaridad

desde etapas tempranas como sucede en la embriogénesis cigótica (EC), pero sin la

fusión de gametos (Williams y Maheswaran, 1986, Sharp et al., 1980). Su estudio puede

ofrecer información valiosa para elucidar la regulación de la EC, además, la ES puede

constituir una poderosa herramienta para la propagación de especies con características

agronómicas sobresalientes o de especies en peligro de extinción.

El inicio de la ES involucra la existencia de células somáticas diferenciadas, que

adquieren un estado de competencia embriogénica y proliferan como células

embrionarias. El inicio de la vía embriogénica se limita a ciertas células sensibles que

tienen el potencial para activar los genes involucrados (Quiroz-Figueroa et al., 2002,

Nomura y Komamine, 1985). La inducción de la ES y el mantenimiento del potencial

embriogénico dependen también, en gran medida, de factores exógenos. Primero, las

células dentro del explante deben tener el potencial de expresar totipotencia. En segundo

lugar, las células deben ser competentes para responder a señales exógenas. En tercer

lugar, la diferenciación de las células competentes debe ser inducida por señales

extracelulares específicas, las cuales a menudo son reguladores del crecimiento vegetal

(RCV), pero para que respondan hace falta que estén "comprometidas" con la ruta

embriogénica (Elhiti et al., 2013).

Aunque la ES fue descrita por vez primera hace mas de 50 años (Reinert, 1958; Steward

et al., 1958; Krikorian y Simola, 1999), aún continúa siendo objeto de numerosos estudios

por su gran importancia como modelo para estudiar la diferenciación celular y como

herramienta biotecnológica para la clonación de genotipos élite (von Arnold et al., 2002).

Sin embargo, los mecanismos moleculares precisos que regulan este proceso siguen sin

estar claros hasta la fecha (Yan et al., 2012); de hecho, la regulación de la ES es una de

las 25 preguntas fundamentales que permanecen sin contestar en la actividad científica,

de acuerdo con una lista de 125 preguntas establecidas en la revista Science en su

aniversario 125 (Vogel, 2005).
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Fundamentalmente, se desconoce la naturaleza de la(s) señal(es) extracelular(es) que

dispara(n) el proceso de diferenciación en las células somáticas, así como las vías de

transducción de señales que al ser activadas en las células competentes conducen a la

activación de la expresión génica en el núcleo.

Se sabe que existen varios factores que influyen de forma positiva en la inducción de la

ES, entre los que se encuentan la adición de RCV, el tipo de explante y el estadio de

desarrollo del individuo que se empleo para obtener dicho explante, asi como, los

requerimientos nutricionales y el genotipo (Rose et al., 1999, Ammirato, 1983).

Diferentes estudios indican que el estrés en sí mismo actúa como un inductor de la ES

(Ikeda-Iwai et al., 2003; Touraev et al., 1997; Kamada et al., 1993); de hecho, el estrés por

herida es el primer evento experimentado por las células del corte del explante o por el

aislamiento de una célula antes de iniciar el proceso de cultivo (Rose et al., 2010).

Aunque el medio basal es esencial y puede modificar la cantidad de ES en un explante

dado (Ammirato, 1983), por lo general no es un regulador clave.

Las auxinas y las citocininas (solas o en combinación) son los principales reguladores del

crecimiento involucradas en la regulación de la división y diferenciación celular. La

influencia de las auxinas aplicadas exógenamente en la inducción de la ES está bien

documentada, sobre todo el ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D; Yeung, 1995, Dudits et

al., 1991). Sin embargo, el desarrollo de embriones somáticos en los tejidos también se

ha reportado en ausencia de reguladores del crecimiento (Choi et al., 1998). Aunque las

auxinas son necesarias para la transición hacia un estado embriogénico, también pueden

inhibir el desarrollo ulterior del embrión después del estadio globular (Komamine et al.,

1990). La aplicación de una nueva generación de reguladores de crecimiento, tales como

los oligosacáridos, el éstres del ácido jasmónico, las poliaminas y los BR ha demostrado

ser útil para iniciar la ES en muchas especies de plantas (Jiménez, 2005).



CAPÍTULO II

Durante los últimos años, se ha acumulado una gran cantidad de evidencias

experimentales sobre el papel central que juegan el ácido indolacético (IAA) y el ácido

abscísico (ABA) endógenos, durante las primeras fases de la embriogénesis. Una

concentración endógena alta de IAA ha demostrado estar asociada con el aumento de la

respuesta embriogénica en varias especies/explantes (Jiménez y Bangerth, 2001a, b, c;

Michalczuk y Druart, 1999; Ivanova et al., 1994; Rajasekaran et al., 1987).

La activación simultánea de las respuestas de auxinas y el estrés puede ser un evento

clave en la adaptación celular, causando cambios genéticos, metabólicos y fisiológicos, en

una reprogramación que se traduce en la competencia embriogénica de las células

somáticas vegetales.

El incremento durante la ES de mensajeros codificantes para genes característicos del

estrés oxidativo y de reguladores de la división celular, sugiere que la disposición de las

nuevas células en estructuras organizadas puede depender de un equilibrio

genéticamente controlado entre la proliferación celular y la muerte celular (Thibaud-Nissen

et al., 2003).

Existen estudios que remarcan la importancia de los mecanismos epigenéticos que

operan en la reprogramación génica durante la ES a través de la metilación del DNA, la

remodelación de la cromatina y la regulación mediada por pequeños RNA (Neelakandan y

Wang 2012, Miguel y Marum 2011). Por lo tanto, estos mecanismos epigenéticos podrían

ser utilizados como una primera señal de diferenciación entre los estados embriogénicos y

los no embriogénicos (Mahdavi-Darvari et al., 2014).

1.3 Expresión génica durante la embriogénesis somática



CAPÍTULO I

11

Durante la ES, las células somáticas totipotentes son inducidas a formar células

embriogénicas capaces de regenerar plantas completas. Durante este proceso, el paso

mas crítico en las células somáticas es la adquisición de la competencia embriogénica

(Guan et al., 2016). Este cambio implica una serie de acontecimientos asociados con el

reconocimiento molecular de señales internas, con estímulos externos (Chugh y Khurana,

2002) y con cambios drásticos en el transcriptoma de las células del explante (Nowak y

Gaj 2016). Mediante análisis de expresión diferencial se han identificado genes que

codifican para proteínas extracelulares, intermediarios de vías de traducción de señales,

genes que responden a RCV, genes del ciclo y pared celular, genes involucrados en la

regulación epigénetica, así como, diferentes factores de transcripción (TF; Figura 1.2). La

mayor atención se centra en los genes específicos y altamente expresados en atapas

tempranas de la ES. Sin embargo, la mayoría de los genes identificados poseen funciones

diversas, que no son exclusivas de la ES (Ikeda et al., 2006).

Figura 1.2 Genes expresados durante la embriogénesis somática. La identificación de los genes

expresados diferencialmente durante la ES, permite agruparlos de acuerdo con su función.

(Modificado de Yang y Zhang, 2011).

Entre los genes identificados y que han resultado ser esenciales para la ES, se
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encuentran LEAFY COTYLEDON1 (LEC1; Lotan et al., 1998), LEAFY

COTYLEDON2 (LEC2; Stone et al., 2001; Gaj et al., 2005; Ledwoń y Gaj,

2009; Wójcikowska et al., 2013), BABY BOOM (BBM; Heidmann et al., 2011; El

Ouakfaoui et al., 2010; Deng et al., 2009; Srinivasan et al., 2007; Boutilier et al.,

2002), EMBRYOMAKER/AINTEGUMENTA-LIKE5/PLETHORA5 (EMK/AIL5/PLT5;

Tsuwamoto et al., 2010), WUSCHEL (WUS; Zuo et al., 2002, Arroyo-Herrera et al., 2008),

y AGAMOUS-LIKE15 (AGL15; Zheng et al., 2013; Thakare et al., 2008; Harding et al.,

2003), SHOOTMERISTEMLESS (STM; Elhiti et al., 2010), KNOTTED1-like homeodomain

protein 3 (HBK3; Belmonte et al., 2007), RWP-RK domain 4 (RKD4; Waki et al., 2011),

Gibberellin 2-oxidase 6 (GA2ox6; Wang et al., 2004), SERK1 (Hu et al., 2005, Hecht et al.,

2001). Por otra parte, se han identificado genes reguladores negativos de la ES, tales

como Polycomb repressive complex 1 y 2 (PRC1 y 2; Bratzel et al., 2010,

Chanvivattana et al., 2004), PICKLE (PKL), que codifica un factor de remodelación de

cromatina CHD3 (Chromodomain Helicase DNA Binding Protein 3; Ogas et al., 1999), y

VP1/ABI3-LIKE 1/2 (VAL1/2; Suzuki et al., 2007), entre otros.

La identificación de genes claves en A. thaliana ha contribuido al entendimiento de la red

de regulación de la ES (Figura 1.3). Las evidencias indican que LEC1 y L1L especifican la

identidad celular en los cotiledones y mantienen el destino de las células del suspensor

(Meinke et al., 1994; West et al., 1994; Meinke, 1992). Posteriormente, ambos genes

controlan el inicio y/o el mantenimiento de la maduración del embrión, así como la

supresión de la germinación prematura (Lotan et al., 1998, Parcy et al., 1997). La

sobreexpresión ectópica de LEC1 conduce a la detención temprana del crecimiento de las

plántulas y a un desarrollo anormal, ocasionalmente acompañado por la formación de

estructuras tipo embriogénicas (Lotan et al., 1998). Por lo tanto, LEC1 confiere potencial

embriogénico a las células somáticas. Además, LEC1 promueve la biosíntesis de auxinas

mediante la regulación del gen YUC10 (Junker et al., 2012).
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Figura 1.3 Modelo de interacciones génicas que controlan la ES en Arabidopsis thaliana. Las

flechas con una línea continua indican la regulación transcripcional directa por evidencia molecular.

Las flechas con una línea punteada indican la regulación transcripcional de los mecanismos que no

están claros. Modificado de Guan et al., (2016).

Entre los factores de transcripción que poseen un dominio B3, como LEC2, FUS3, ABI3 y

Viviparous1 (Vp1; Stone et al., 2001; McCarty et al., 1991; Luerssen et al., 1998), LEC2 y

FUS3 son importantes para la estructura del embrión temprano y la maduración, mientras

que ABI3 solo es importante para la maduración (Stone et al., 2001). La expresión

ectópica de LEC2 conduce a la formación de embriones somáticos, de callos y de

estructuras tipo cotiledones (Stone et al., 2001), mientras que la regulación negativa de

LEC2, de FUS3 y de ABI3 inhibe la ES indirecta (Gaj et al., 2005). LEC2 funciona como

un regulador de la embriogénesis reprimiendo la expresión de GA3ox2 e induciendo los

genes de la biosíntesis (YUC2, YUC4) y señalización de auxinas (a través de IAA30;

Stone et al., 2008; Braybrook et al., 2006; Curaba et al., 2004).
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La expresión de FUS3 está regulada por auxinas (Gazzarrini et al., 2004) y la expresión

de los genes LEC1, LEC2 y FUS3 resulta esencial para la inducción de la ES (Gaj et al.,

2005). Al mismo tiempo, FUS3 regula la síntesis de ABA y regula negativamente la

síntesis de acido giberélico (AG) mediante la represión de los genes de biosíntesis de AG,

GA3ox1 y GA3ox2, durante la maduración del embrión (Gazzarrini et al., 2004). ABI3

funciona regulando genes responsivos a ABA durante el desarrollo de la semilla y es

regulado positivamente por LEC1, LEC2 y AGL15 (Zheng et al., 2009, To et al., 2006),

mientra que VAL1/2 reprimen la transcripción de los genes LEC1, L1L, FUS3 y ABI3, pero

no de LEC2 (Suzuki et al., 2007). Las proteínas VAL pueden suprimir la expresión de los

genes de la vía embriogénica mediante el reclutamiento del Polycomb repressive complex

1 (PRC1) mediada por la ubiquitinación de la histona H2A (H2Aub) y el mantenimiento de

la represión por PRC2 mediada por la trimetilación de la lisina 27 de la histona H3

(H3K27me3; Yang et al., 2013).

El gen WUS juega un papel esencial en el mantenimiento de un estado de proliferación

celular y de receptividad a señales del desarrollo (Gallois et al., 2002, Mayer et al., 1998).

Durante la ES en A. thaliana, la transcripción de WUS se hace evidente incluso antes del

establecimiento de un gradiente de auxina y la formación de embriones en estadio

globular (Su et al., 2009). La supresión genética de WUS por la expresión ectópica de

CLV1 redujo significativamente la capacidad de respuesta a los estímulos de ES, lo que

pudoser rescatado por la adición de mayores concentraciones de 2,4-D (Elhiti et al.,

2010).

La expresión ectopica inducible de WUS en A. thaliana inhibe el desarrollo de las

plántulas, pero promueve la ES directa en ausencia de 2,4-D (Zuo et al., 2002). De igual

forma, la sobreexpresión de AtWUS en la ES de Coffea canephora promueve un

incremento hasta de 400 veces en la formación de embriones somáticos (Arroyo-Herrera

et al., 2008).
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La familia de genes AtKNOX se ubica en dos clados, KNOXI y KNOXII. El grupo KNOXI

consta de cuatro miembros, STM, BP (BRAVIPEDICELLUS), KNAT2 (kn1-like 2) y

KNAT6. La expresión de STM es detectable en el meristemo apical en el estadio

embrionario de 32 células (Long et al., 1996), y persiste en los meristemos apicales y

florales durante el desarrollo postembrionario.

La expresión ectópica de STM de B. napus promueve ES (Elhiti et al., 2010). El homólogo

KNAT2 de soya (SBH, soybean homeobox) se expresa en embriones somáticos en

estadios tempranos, alcanzando el nivel máximo de transcripción en el estadio

cotiledonar, posteriormente disminuye (Ma et al., 1994).

Los homologos de KNOXI de Picea abies (HBK), son marcadores y reguladores

importantes de la ES. HBK2 se expresa en embriones somáticos, pero no en una línea

celular carente del potencial embriogénico (Hjortswang et al., 2002). HBK1 y HBK3 son

regulados inmediatamente después del inicio de la ES cuando esta se desarrolla en un

medio sin RCV. La expresión de HBK4 se hace evidente en etapas posteriores, después

de la degradación del suspensor. Junto con HBK2, HBK4 juega un papel en el

establecimiento del meristemo apical (Larsson et al., 2012). La expresión ectópica de

HBK3 aumentó el rendimiento de embriones somáticos. El meristemo apical en estos

embriones fue significativamente mayor que en los embriones de tipo silvestre. En

consecuencia, la regulación negativa de HBK3 redujo la capacidad embriogénica

(Belmonte et al., 2007). Las vías KNOXI y WUS están entrelazadas en la regulación de la

ES: STM regula positivamente la transcripción de WUS y consecuentemente los niveles

mas altos de WUS promueven ES. Además, STM mejora la transcripción de genes

implicados en la percepción hormonal (Elhiti et al., 2010).

En A. thaliana, la inducción de la expresión ectópica de RKD4 por un período de 8 días

indujo la expresión de genes relacionados con la embriogénesis y promovió la ES,

mientras que su expresión ectópica de forma constitutiva dio como resultado una

proliferación continua sin diferenciación (Waki et al., 2011).
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El gen AGL15 exhibe altos niveles de expresión en cultivos embriogénicos (Thakare et al.,

2008) y su expresión ectópica aumenta la eficiencia tanto de la ES directa como indirecta

en A. thaliana y soya (Thakare et al., 2008, Harding et al., 2003), mientras que su

silenciamiento reduce la eficiencia de la ES (Thakare et al., 2008).

Es importante destacar que AGL15 está integrado a diferentes procesos de señalización

durante la embriogénesis. En primer lugar, AGL15 es un componente del complejo

SERK1 (Karlova et al., 2006), en segundo lugar, su expresión está controlada por LEC2 y

está regulada por auxinas (Braybrook et al., 2006; Zhu y Perry, 2005; Gazzarrini et al.,

2004), en tercer lugar, promueve la transcripción de LEC2, FUS3 y ABI3 (Zheng et al.,

2009), en cuarto lugar, regula positivamente la transcripción de un miembro de la

subfamilia B-3 de los factores de transcripción APETALA2/ETHYLENE RESPONSE

FACTOR (AP2/ERF, At5g61590, Zheng et al., 2013); finalmente, en cooperación con

LEC2 y FUS3, AGL15 induce la expresión de las enzimas del catabolismo de giberelina

GA2-oxidasas GA2ox6 (Wang et al., 2004) y GA2ox2 (Zheng et al., 2009) reduciendo así

el contenido de giberelinas activas. La capacidad de controlar el nivel de giberelinas

activas hace que GA2ox6 sea un potente regulador de la ES y su sobreexpresión

aumenta la eficiencia de la ES en casi siete veces (Wang et al., 2004).

En Medicago truncatula, MtSERF1 es un gen inducible por etileno, expresado en los

embriones cigóticos, en cultivos embriogénicos en proliferación y embriones somáticos

(Mantiri et al., 2008a, 2008b). La localización de la expresión se restringe a la región del

meristemo apical del embrión en el estadio corazón. El silenciamiento de MtSERF1 inhibe

la ES.

Otro miembro de este grupo de genes es EMK, el cual se expresa en etapas tempranas y

en la maduración, y tiene un papel redundante en el mantenimiento de la identidad de las

células embrionarias (Tsuwamoto et al., 2010). La expresión ectópica de EMK promueve

el inicio de embriones somáticos a partir de cotiledones.

El miembro mas estudiado de la familia AP2/ERF es BBM. Este gen se expresa durante
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todas las etapas de la EC en A. thaliana, desde la fase globular hasta las semillas

maduras (Boutilier et al., 2002). Además, BBM se identificó como un marcador de la ES

en suspensiones celulares de B. napus.

La expresión ectópica de BBM aumenta la ES y promueve otras respuestas morfogénicas

en un medio sin RCV (El Ouakfaoui et al., 2010, Boutilier et al., 2002). La sobreexpresión

de BBM indujo la ES indirecta en N. tabacum, Populus tomentosa y Capsicum annuum

(Heidmann et al., 2011; Deng et al., 2009; Srinivasan et al., 2007).

1.4 Expresión del gen SERK1 durante la embriogénesis somática

En explantes de D. carota, las células con competencia embriogénica se originan a partir

del tejido vascular. Después del tratamiento con la auxina 2,4-D, la proliferación celular se

inicia en las células provasculares (Guzzo et al., 1994). En D. glomerata L., las células

que dan lugar a embriones somáticos se originan cerca de los haces vasculares de los

explantes de hoja y un subconjunto de estas células expresan SERK1 (Somleva et al.,

2003).

En A. thaliana, la expresión de AtSERK1 aumenta como respuesta a la presencia de

auxinas en el lado adaxial de los cotiledones, en el meristemo apical y en el tejido

vascular de las plántulas (Hecht et al., 2001). AtSERK1 también se expresa en la

megasporogénesis y en todas las células del saco embrionario hasta la fase de la

fertilización, después de ello se expresa también en todas las células del embrión en

desarrollo hasta el estadio de corazón.

En cultivos in vitro, AtSERK1 se expresa en estructuras embriogénicas que se forman en

el tejido del callo, mientras que no es detectable en las células no embriogénicas (Hecht

et al., 2001). En callos derivados de una línea transgénica que sobre-expresa AtSERK1,

la sobre-expresión condujo al aumento significativo de la competencia embriogénica

(Hecht et al., 2001).

El patrón de expresión ectópica de AtSERK1::GUS en las células individuales y pequeños
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grupos de células en los embriones proporcionó evidencia adicional de que AtSERK1 es

un marcador de la competencia embriogénica (Salaj et al., 2008).

Para obtener células competentes en M. truncatula, es necesario adicionar la auxina ANA

y la citocinina BA (Nolan et al., 2003). El aumento en la expresión de MtSERK1 fue

observado como respuesta a la adición de los dos reguladores de crecimiento; sin

embargo, la expresión de SERK1 no se limitó a los callos embriogénicos, porque también

se expresó en callos no embriogénico y se indujo por auxinas y citocininas en ambas

líneas (Nolan et al., 2003).

Como hipótesis los autores proponen que otros factores desconocidos cercanos a SERK1

se necesitan en la adquisición de la competencia embriogénica, mismos que podrían estar

ausentes en la línea no embriogénica (Nolan et al., 2003).

El análisis con alelos mutantes de la familia SERK demostró que la mutante serk1-3 tiene

una reducción en la capacidad embriogénica, mientras que las mutantes dobles de serk2

y serk3 no mostraron ninguna alteración en la competencia embriogénica, lo que sugiere

que la señalización de SERK1 es esencial para la adquisición de competencia

embriogénica y que la presencia de la proteína SERK1 se requiere para la formación de

células embriogénicas (Kwaaitaal y de Vries, 2007).

Los primeros trabajos relacionados con SERK1 se centraron en la capacidad de las

plantas para expresar su naturaleza totipotencial a través de la ES (Salaj et al., 2008;

Hecht et al, 2001; Somleva et al., 2000; Schmidt et al., 1997); no obstante, otros estudios

comenzaron a indicar un papel mas amplio para este gen. Además de la expresión

durante la ES, SERK1 desempeñaba un papel en la pluripotencia (Savona et al., 2011;

Nolan et al., 2009; Kwaaital, 2007) en la formación de brotes in vitro (Thomas et al., 2004)

y en la organogénesis (Sharma et al., 2008).

El argumento a favor de un papel de SERK como regulador de la manifestación de la

pluripotencia se desarrolló aun mas a través de los datos de expresión en Arabidopsis.
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SERK1 se expresa en las células pluripotentes del procambium vascular, por lo que se

especuló que la función de SERK1 es mantener el carácter pluripotente de las células del

procambium (Kwaaitaal, 2007).

Existe una hipótesis de que la aplicación de la auxina sintética 2,4-D da como resultado

una reversión de células pluripotentes hasta un estado de células madre totipotentes, las

cuales son capaces de progresar hacia el incio de la embriogénesis (Kwaaitaal, 2007).

Los resultados de un trabajo reciente en Cyclamen persicum, especie con la que se

analizó la formación de células madre, el mantenimiento de la ES y la organogénesis in

vitro, dan apoyo a la hipótesis enunciada en el párrafo anterior, ya que CpSERK1 y

CpSERK2 se expresan en las células madre pluripotentes in planta e in vitro. Dado lo

anterior, se propone que la alta expresión de estos genes en los derivados de las células

madre de amplificación transitoria (TA) mantiene una condición pluripotente que conduce

a la totipotencia y, en consecuencia, a la ES (Savona et al., 2011).

Los resultados enunciados en este apartado, son coincidentes con la concepción,

ampliamente aceptada de que la expresión de SERK1 es un marcador de células madre

pluripotentes en los haces vasculares. Dichas células, después del tratamiento con las

moléculas adecuadas, tales como auxinas, parecen ser capaces de adquirir totipotencia y

de iniciar la ES (Kwaaitaal, 2007).

En el modelo de ES de Coffea canephora, se aisló el cDNA completo de SERK1 de cafeto

(CcSERK1) a partir de RNA extraído de los explantes inducidos hacia el proceso de ES

(Pérez-Pascual, 2013) y mediante experimentos de RT-PCR semicuantitativa con

cebadores específicos se demostró que el gen CcSERK1 se expresa entre los cinco y los

diez días después de la adición de BA, dismiuyendo posteriormente, hacia los días 25 y

30 (Villanueva-Alonzo, 2006). El análisis de expresión mediante RT-PCR mostró que, in

planta, el transcrito de CcSERK1 no se expresa en tejidos diferenciados como la raíz, el

tallo, las hojas o yemas laterales, pero sí, se expresa en embriones provenientes de fruto

verde, amarillo y rojo cereza. Estos datos son consistentes con un patrón de expresión

preferencial en planta adulta y durante la EC.

1.5 Mecanismo de regulación de la cinasa SERK1
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Las moléculas señal presentes en el entorno celular son percibidas, entre otras

moléculas, por RLK situadas en la membrana plasmática. Los ligandos de muchas RLKs

son desconocidos y es probable que se produzcan inclusive en la pared celular. La

percepción de las señales puede a continuación afectar a procesos citoplasmáticos o

estas pueden ser transducidas hacia el núcleo, donde regulan los cambios en los

patrones de transcripción (Smertenko y Bozhkov, 2014b). En la ES, uno de los RLKs que

se expresa durante las primeras etapas de la ES es SERK1 (Hecht, et al., 2001), un

marcador de células que son competentes para formar embriones somáticos en el medio

de cultivo (Schmidt, et al., 1997). Los estudios generados hasta el momento han ayudado

a entender parte del mecanismo de activación de SERK1, sin embargo, estos estudios se

han realizado en otros procesos, que no incluye la ES.

Se ha demostrado la unión indirecta de varias proteínas que interactúan con el dominio de

cinasa de SERK1. Se ha demostrado que SERK1 se une a la proteína fosfatasa asociada

a cinasas (KAPP por las siglas en inglés de Kinase-Associated Protein Phosphatase), en

una manera dependiente de la fosforilación (Shah et al., 2002). KAPP desfosforila a

SERK1, posiblemente regulando negativamente la señalización de SERK1. La co-

expresión de KAPP y SERK1 en protoplastos resulta en la internalización de ambas

proteínas, pero ambas solo interactúan después de la internalización. Esto sugiere que la

desfosforilación de SERK1 por KAPP juega un papel positivo en la endocitosis de SERK1.

La AAA-ATPasa CDC48 (por las siglas en inglés de Cell-Division Cycle 48) y la proteína

14-3-3 GF14λ se aislaron de un escrutinio de doble hibrido en levaduras como proteínas

que interactúan con la cinasa SERK1 (Rienties et al., 2005). Su interacción con SERK1 se

verificó tanto in vitro (Rienties et al., 2005) como en protoplastos (Rienties et al., 2005;

Aker et al., 2006). La co-inmunoprecipitación de una variante SERK1-CFP a partir de

extractos proteícos vegetales y el posterior análisis por espectrometría de masas (MS) del

complejo de proteínas asociadas demostró que CDC48, 14-3-3 y SERK1 se encuentran

formando un complejo en esos extractos.

Ademas, CDC48 y 14-3-3 se unen preferentemente a SERK1 en un estado fosforilado,

mientras que SERK1 transfosforila a ambas proteínas (Karlova et al., 2006). En
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protoplastos de A. thaliana, GF14λ (Rienties et al., 2005) y CDC48A (Aker et al., 2006)

interactúan con SERK1 principalmente en la membrana plasmática. CDC48A y SERK1

también interactúan en el retículo endoplasmático (Aker et al., 2006). Las proteínas 14-3-3

se cree que actúan como adaptadores en la estabilización de la fosforilación dependiente

de las interacciones proteína-proteína (Sorrell et al., 2003; Wu et al., 1997a; Wu et al.,

1997b).

En A. thaliana, la proteína CDC48 es altamente expresada durante la proliferación de

células vegetativas de la raíz, en la inflorescencia, en flores, en células en rápido

crecimiento y durante el desarrollo de óvulos y microsporas (Feiler et al., 1995). Por lo

tanto, SERK1 y CDC48 son co-expresados en varios tejidos vegetales, pero ninguna

hipótesis clara sobre la función de CDC48 o 14-3-3 en la señalización SERK1 ha sido

formulada.

Las primeras evidencias que sugirieron la identidad de la señal transducida por la proteína

SERK1 vino de la identificación de SERK3, que interactúa con BRI1 para la señalización

de BR (Li et al., 2002, Nam y Li, 2002). La interacción entre BRI1 y SERK3 en las plantas

es dependiente del ligando, así como del estado de fosforilación de ambos receptores

(Wang et al., 2005). SERK3 funciona como un co-receptor que no une al ligando de BRI1

en la señalización de BR. Sin embargo, el dominio extracelular LRR de SERK3 es crítico

para su asociación con BRI, sirviendo a este como plataforma para el ensamblaje

molecular de la señal. El dominio LRR es además importante para la correcta formación

de alta afinidad del dúo receptor/co-receptor (Jaillais et al., 2011).

SERK1 está presente junto con BRI1 y SERK3 en un complejo de proteínas y, al igual que

SERK3, interactúa genéticamente con BRI1, por lo cual se sugirió que SERK1 también

funciona como un co-receptor para BRI1 en la señalización de BR (Karlova et al., 2006).

De hecho, las evidencias recientes indican que SERK1 puede actuar como co-receptor,

donde el dominio extracelular juega un papel importante en la activación del complejo

receptor BRI1 (Santiago et al., 2013).

La fosforilación de SERK1 se mejora en presencia de brasinolido (BL), y a su vez, BRI1

puede transfosforilar a SERK1 (Karlova et al., 2009). Hasta el momento no se ha
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identificado sustratos de SERK1; no obstante, teniendo en cuenta que la vía de BRI1

depende de la actividad de SERK1 (Gou et al., 2012) y que se requiere de esteroides en

la ES (Pullman et al., 2003) y la EC (Schrick et al., 2004), se puede hipotetizar que al

menos una de las funciones de SERK1 sea modular la señalización de BR durante la

embriogénesis (Smertenko y Bozhkov, 2014b). Sin embargo, esto tiene que ser

demostrado experimentalmente. Durante el aislamiento y el análisis subsiguiente del

complejo de la proteína SERK1, excepto para BRI1 y SERK3, ninguna de las proteínas

que ya se sabían que estaban involucrados en la señalización de BR se encontró (Karlova

et al., 2006). Sin embargo, dos nuevas proteínas no aisladas previamente como

interactores de SERK1 estaban presentes en el complejo: una proteína dedos de zinc de

la familia CONSTANS, y el factor de transcripción AGAMOUS-LIKE 15 (AGL15; Karlova et

al., 2006).

Mediante análisis de desplazamiento de fluorescencia (FRET-FLIM) en protoplastos, se

demostró la interacción física de AGL15-CFP con SERK1-YFP y 14-3-3υ-YFP en la

membrana plasmática. Además, se observó que AGL15 se localiza en el citoplasma y en

el núcleo (Karlova, 2008). La localización nuclear de AGL15 fue dependiente de la

presencia de BR.

AGL15 se expresa en las primeras etapas de la embriogénesis y es relocalizada desde el

citoplasma al núcleo en las primeras etapas del desarrollo de embriones cigóticos (Perry

et al., 1999). La sobreexpresión de AGL15 da lugar a un aumento de la competencia

embriogénica y un aumento en la expresión de SERK1 (Harding et al., 2003), mientras

que la pérdida de función de los mutantes de AGL15 exhiben una disminución en la

capacidad para formar embriones somáticos (Thakare et al., 2008). Es interesante y de

gran relevancia para entender la regulación de la ES, que se haya identificado AGL15

como un componente de SERK1 en un complejo de proteínas (Karlova et al., 2006), pues

eso sugiere que sus respectivos roles en la vía de transducción de señales se ubican en

puntos inmediatos o muy cercanos. Además, SERK1 y AGL15, se expresan como

respuesta al tratamiento con auxinas (Zhu y Perry, 2005; Gazzarrini et al., 2004; Nolan et

al., 2003).

Por otra parte, otros resultados indican que LEC2 puede inducir directamente la expresión

de AGL15, y viceversa (Zheng et al., 2009, Braybrook et al., 2006). También, se conoce



CAPÍTULO I

23

que AGL15 induce la reducción del ácido giberélico (GA) mediante la elevación de los

niveles de una GA2 oxidasa (AtGA2ox6) (Wang et al., 2004, Harding et al., 2003), la cual

inactiva al GA. El GA ha sido mas comúnmente asociado con el crecimiento de plántulas y

la disminución de la ES (Henderson et al., 2004), pero no induce la diferenciación celular,

por lo que se desconoce cómo se integran estos eventos en la vía de transducción de

señales de SERK1.

AGL15 es un factor de transcripción, por lo tanto, la observación de que se encuentra en

el citoplasma y en el núucleo (Karlova, 2008) sugiere un proceso de secuestro

citoplasmático (Chan, 2013). Por ello, es posible que AGL15 sea secuestrado en el

citoplasma por proteínas 14-3-3 hasta su interacción con SERK1 activado, lo cual

desacoplaría su unión a 14-3-3 y permitiría la importación nuclear de AGL15 (Chan, 2013;

véase el modelo de la Figura 1.4).

Dos investigaciones independientes demostraron que la función de AtSERK1 y AtSERK2

en el desarrollo de las anteras puede ser redundante (Albrecht et al., 2005, Colcombet et

al., 2005). En estos trabajos demostraron que las dobles mutantes serk1-1/serk2-2 son

estériles masculinos debido a un fallo en la especificación del tapetum y que la fertilidad

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

Los patrones de expresión de SERK1 y SERK2 se traslapan (Albrecht et al., 2005,

Kwaaitaal et al., 2005), pero a diferencia de la mutante serk1-1, un alelo mutante serk2-2

no modifica un alelo mutante débil de bri1 (Karlova et al., 2006), lo que sugiere que

SERK1 y SERK2 funcionan juntos en la esporogénesis masculina, pero no en la

señalización de BR. Las proteínas SERK1 y SERK2 pueden formar homo o

heterodímeros en protoplastos, lo que sugiere que son intercambiables en el complejo de

señalización SERK1/SERK2 (Albrecht et al., 2005).
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Figura 1.4 Modelo hipotético de la participación de SERK1 durante la ES con base en evidencias

experimentales. Después de la heterodimerización de SERK1 con un RLK-LRR de unión a ligando

(todavía desconocido) activa a SERK1 a través del dominio de cinasa intracelular, transduciendo la

señal desde la membrana celular hacia el sitio de acción, regulando así sucesivos transductores

corriente abajo. Eventualmente, la actividad transcripcional conduce en la formación de la ES. Se

desconoce cómo se integran en esta vía las proteínas 14-3-3 y AGL15.

El fenotipo observado en la doble mutante serk1-1/serk2-2 fue similar al observado en las
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mutantes excess microsporocytes1/extra sporogenous cells (ems1/exs; Canales et al.,

2002; Zhao et al., 2002) y tapetum determinant1 (tpd1; Yang et al., 2003). EMS/EXS son

LRR-RLK localizados en la membrana plasmática (Canales et al., 2002, Zhao et al., 2002)

y TPD1 es un supuesto péptido secretado (Yang et al., 2003).

Lo anterior sugiere que SERK1/SERK2 actúan en la misma vía de EMS1/EXS, incluso

formando un complejo (Ge et al., 2010). Además, TPD1 podría actuar como un ligando

para EMS1/EXS, o para el complejo putativo de EMS1-SERK1/2 (Jia et al., 2008; Yang et

al., 2005; Yang et al., 2003), lo cual tiene que ser demostrado experimentalmente.

En otro estudio se ha propuesto que SERK1 puede regular a dos RLK-LRR candidatos,

HAE (HAESA) y HSL2 (HAESA-LIKE2). Se ha propuesto que estos receptores “obligan” al

péptido secretado IDA (Inflorescence Deficient in Abscission) a activar la abscisión del

órgano floral a través de la cascada de señalización de las MAPK (Cho et al., 2008,

Stenvik et al., 2008). El análisis genético sugiere que NEVERSHED (NEV) y SERK1

funcionan corriente arriba de los receptores HAE/HSL2 y/o en una vía de señalización que

regula en paralelo la separación de las células (Lewis et al., 2010). Para este proceso, en

lugar de actuar como un co-receptor para el ligando enlazado a HAE/HSL2, SERK1

podría interactuar directamente en un complejo con HAE/HSL2 para promover la

endocitosis y/o el cargo interno de estos receptores antes de la unión a ligando y, de ese

modo, limitar su capacidad de activar la señalización de abscisión (Bryan, et al., 2012).

En estudios in planta se ha encontrado a la proteína SERK1 en los haces vasculares de

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

Colectivamente, estas observaciones sugieren que la señalización mediada por SERK1

es parte de varios procesos del desarrollo que requieren diferenciación celular, que

probablemente involucran la función de los BR, incluyendo también la formación de

células embriogénicas (Kwaaitaal y de Vries, 2007).

En A. thaliana se determinó que SERK1, SERK3 y SERK4 son esenciales para la vía de
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señalización de BR (Gou et al., 2012). Los tres SERK juegan un papel importante en el

control del desarrollo de la raíz, en vías dependiente e independiente de BR (Gou et al.,

2012, Du et al., 2012); en esta última vía, SERK1 actuaría a través de sus interacciones

con un RLK desconocido que si une ligando. Esta vía puede ser regulada a través de la

modulación de la expresión de genes del transporte de auxinas y otros genes

relacionados con el desarrollo de las raíces tales como SHORT-ROOT (SHR) y WOX5

(Du et al., 2012).

Hasta la fecha, no hay pruebas de que los SERKs puedan actuar como receptores de

unión a ligando. Por el contrario, se sugiere que en general son correceptores que regulan

múltiples vías independientes por asociación con diferentes LRR-RLKs (Roux y Zipfel,

2012; Chinchilla et al., 2009, 2007; Nam y Li, 2002; Li et al., 2002).
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JUSTIFICACIÓN

Los receptores anclados en la membrana juegan un papel fundamental en todos los

organismos al reconocer señales del ambiente y de otras células, activando cascadas de

señalización corriente abajo, induciendo una respuesta celular específica para cada señal

(Morillo y Tax., 2006). Hasta el momento, la cinasa SERK1 marca a las células vegetales

que adquieren la competencia embriogénica y al parecer también influye positivamente en

la adquisición de la competencia embriogénica. Por ejemplo, En callos derivados de una

línea transgénica que sobre-expresa AtSERK1 se aumentó significativamente la

competencia embriogénica (Hecht et al., 2001), mientras que el silenciamiento de

OsSERK1 por RNAi dio como resultado una reducción significativa en las tasas de

regeneración (de 72% a 14%; Hu et al., 2005). Por otro lado, mutantes naturales de

SERK1 (serk1-3) presentan una capacidad embriogénica reducida. Estos resultados

sugieren que la señalización de SERK1 es necesaria para la adquisición de competencia

embriogénica y la presencia de la proteína se requiere para la formación de células

embriogénicas (Kwaaitaal y de Vries, 2007). A pesar de las evidencias anteriores, la

participación de la cinasa SERK1 en los mecanismos de regulación de la ES siguen aún

sin estar definidos, aunque las evidencias indican que SERK1 es necesaria para regular

múltiples vías independientes de diferenciación celular mediante su heterodimerización

con diferentes receptores LRR-RLKs. Los datos anteriores generan la interrogante de si la

sobre-expresión o la represion de SERK1 puede ser suficiente para activar o inhibir la vía

de señalización durante la diferenciación celular. Además, no se sabe cuáles pueden ser

los genes blanco modulados tras la activación del co-receptor SERK1, lo cual podría

ofrecer información sobre el mecanismo de diferenciación celular que se induce tras su

activación. Para contestar estas preguntas, en el presente estudio tuvo como meta

generar información que coadyuvara a determinar la dependencia del establecimiento de

ES con la expresión del gen SERK1, además de evaluar el nivel de trascripción de genes

importantes en procesos de diferenciación celular, con la finalidad de evidenciar cuál(es)

de ellos son influenciados directamente por la expresión del gen SERK1 durante la ES.



CAPÍTULO II

Debido a que por su posible naturaleza regulatoria durante el desarrollo embrionario, los

genes blanco de SERK1 pueden estar expresados en ventanas espacio-temporales

pequeñas, lo cual dificultaría su detección, se implementó una estrategia para evidenciar

estos genes al enriquecer la población de sus transcritos, mediante la sobre-expresión y

la represión regulada de SERK1 de C. canephora en una etapa del proceso en donde

normalmente SERK1 es inducido, para entonces comparar los resultados con los

tratamientos testigo.
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HIPÓTESIS

Si la expresión del gen SERK1 es necesaria para la inducción de la embriogénesis

somática en Coffea canephora, entonces la modulación exógena de su expresión durante

este proceso modificará el potencial embriogénico y la transcripción de genes regulatorios

de la embriogénesis somática.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Inducir la expresión exógena de CcSERK1 durante la embriogénesis somática de Coffea

canephora para analizar su implicación sobre la capacidad embriogénica y la expresión de

genes reguladores de la embriogénesis somática.

Objetivos específicos

1. Caracterizar la expresión del gen SERK1 de C. canephora L.

a. Analizar los cambios en los niveles de transcrito de SERK1 en diferentes tejidos,

durante la EC y la ES de C. Canephora.

2. Modular de forma regulada la expresión del gen SERK1 durante la
embriogénesis somática de C. canephora L.

a. Evaluar el efecto intrínseco de la Dexametasona en la formación de embriones

somáticos.

b. Generar las construcciones génicas del gen CcSERK1, que permita su inducción y

su represion exógena.

c. Modular exógenamente la actividad transcripcional del gen CcSERK1 en los

explantes transformados de C. canephora, mediante la adición de Dexametasona.

3. Analizar el fenotipo de los explantes transformados con las construcciones
génicas de CcSERK1 durante la embriogénesis somática de C. canephora L.

a. Comparar el número de embriones formados en tejidos testigo y transformados

con las construcciones génicas del gen CcSERK1.

4. Analizar la expresión de genes reguladores de la embriogénesis en tejido
transformados con las construcciones génicas de CcSERK1.

a. Comparar los niveles de transcritos de genes reguladores de la ES en tejidos

testigo y transformados con las construcciones génicas del gen CcSERK1.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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Figura 1.5 Estrategia experimental para caracterizar y analizar la funcionalidad del

gen CcSERK1 durante la inducción de ES de C. canephora L.
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2.1 INTRODUCCIÓN

El descubrimiento de varios genes homólogos de SERK en diferentes especies vegetales

indica que la familia de genes SERK es multigénica. Algunas especies tienen un solo

homólogo de SERK mientras que otras como A. thaliana, Zea mays, M. truncatula, Oryza

sativa, Triticum aestivum, Vitis vinífera, Rosa hybrida, Cyclamen persicum Mill, y Ananas

comosus, tienen varios homólogos. (Ma et al., 2012; Savona et al., 2012; Zakizadeh et al.,

2010; Maillot et al., 2009; Singla et al., 2008; Ito et al., 2005; Nolan et al., 2003; Baudino et

al., 2001; Hecht et al., 2001). Sin embargo, todas las proteínas SERK tienen dominios

muy conservados que se han utilizado para su identificación en diferentes especies de

plantas. El gen SERK aislado en Daucus carota se relacionó con la expresión de la

competencia embriogénica en suspensiones celulares de zanahoria (Schmidt et al., 1997)

y a partir de este reporte se han analizado los niveles de expresión a nivel cualitativo y

cuantitativo en varias especies como A. thaliana (AtSERK1; Salaj et al., 2008, Hecht et al.,

2001), Dactylis glomerata (DgSERK; Somleva et al., 2000), M. trunculata (MtSERK; Nolan

et al., 2003), Theobroma cacao (Alemanno et al., 2008, de Oliveira Santos et al., 2005),

Triticum aestivum, (Singla et al., 2008), Vitis vinifera (Schellenbaum et al., 2008) entre

otras. En estos modelos se ha encontrado que la expresión génica también se le ha

asociado con la adquisición de la competencia embriogénica. Por estos antecedentes, la

expresión del gen SERK se considera como un marcador de las células competentes para

formar embriones somáticos e inclusive ha sido sugierido su uso para distinguir las células

embriogénicas competentes y no competentes para la embriogénesis somática

(Suprasanna y Bapat, 2005).

En este trabajo, uno de los objetivos específicos fue caracterizar la secuencia aislada del

cDNA del gen SERK1 mediante la bioinformática, así como medir sus niveles de

expresión durante el proceso de ES, durante la embriogénesis cigótica y en diferentes

tejidos de la planta.
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2.2 MATERIALES Y MÉTODOS

2.2.1 Material biológico

Se emplearon plántulas de la especie Coffea canephora cultivadas in vitro en medio de

Murashige y Skoog (Murashige y Skoog 1962), suplementado con tiamina-HCl 29.6 µM,

myo-inositol 550 µM, cisteína 0.15 µM, ácido nicotínico 16.24 µM, sacarosa 87.64 µM y

Gelrite 0.25 % (w/v), pH 5.8 y se cultivaron a 25±2 ºC bajo un fotoperiodo estándar de

16/8h (150 µmol m-2 s-1).

2.2.2 Metodología

2.2.2.1 Analisis bioinformático de la secuencia de cDNA de CcSERK1

La secuencia de nucleotídica completa del cDNA y la secuencia deducida de aminoácidos

de CcSERK1 fueron utlizadas para buscar secuencias homólogas a través de busquedas

BLASTn y BLASTp en el genoma de Coffea canephora [Coffee Genome Hub

(http://coffee-genome.org/)].

2.2.2.2 Análisis filogenético de CcSERK1

La secuencia deducida de aminoácidos del marco de lectura abierto (Open Reading

Frame: ORF) de CcSERK1 fue utilizada para el análisis filogenético utilizando el programa

Mega 7 (http://www.megasoftware.net), mediante el método “Neighbor-Joining” (NJ) con el

criterio p-distance colectando 1000 réplicas bootstrap.
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2.2.2.3 Inducción de la embriogénesis somática de Coffea canephora

El proceso de ES se realizó de acuerdo con el protocolo reportado por Quiroz-Figueroa et

al., 2006, el cual consta de dos etapas:

i. Una etapa de preacondicionamiento de las plántulas cultivas in vitro, por un período

de 14 días en un medio de cultivo MS que contiene ácido naftalénacético (NAA) 0.54

µM (Sigma-Aldrich Chemical Co., Louis, MO) y Kinetina (Kin) (2.32 µM) (Sigma-

Aldrich).

ii. La etapa de embriogénesis, inducida en los explantes foliares cultivados en medio

Yasuda modificado (Yasuda et al., 1985) mediante la adición de 6-BA 5 µM (Sigma-

Aldrich) y se cultivaron a 25±2 ºC en condiciones de oscuridad a 55 rpm.

2.2.2.4 Aislamiento de RNA total

El RNA total fue extraído a partir de 100 mg tejido colectado durante el proceso de ES,

EC, hoja, tallo, raíz, SAM, botón floral, utilizando el rectivo TRIzol (Invitrogen, Carlsbad

CA), como se describe en el anexo I.I.

La concentración se analizó mediante el uso del Nanodrop 2000 (Thermo Scientific,

Wilmington, DE) y integridad del RNA total se verificó en electroforesis en gel de agarosa

al 1.5%.
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2.2.2.5 Análisis de expresión de CcSERK1 por qRT-PCR

La eliminación de DNA genómico y la síntesis de cDNA de todas las muestras se realizó

utilizando 600 ng de RNA total de acuerdo con el protocolo de Maxima H Minus First

Strand cDNA Synthesis Kit, with dsDNase (Thermo Scientific).

Para el análisis de expresión de CcSERK1 se utilizó el termociclador Rotor-Gene Q 5-Plex

(Qiagen, Valencia, CA) en un volumen final de 20 µL utilizando el QuantiNovaTM SYBR

Green PCR kit (Qiagen), 5 µL de cDNA (160 ng), 1.4 µL de cada cebador especifico (0.7

µM concentración final).

Las condiciones fueron 95 °C durante 2 min, seguido por 40 ciclos 95 °C durante 5 s y 62

°C durante 10 s, las reacciones se realizaron por triplicado. El gen EF-1α se utilizó como

control interno y los datos fueron calculados de acuerdo con el método 2− ΔΔCT (Livak y

Schmittgen, 2001). Los cebadores específicos utilizados se encuentran en el anexo I.VII

Previo al análisis de qRT-PCR se determinó la ausencia de dímeros de los cebadores

específicos empleados, mediante el análisis de la curva de fusión y la eficiencia de

amplificación de ambos genes.
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Análisis bioinformático de CcSERK1

En el año 2013, en un trabajo previo se aisló en nuestro laboratorio el DNAc completo del

gen homólogo de SERK1 de Coffea canephora (Pérez-Pascual, 2013), en ese entonces

se empleó la técnica de RACE debido que la secuencia del genoma de esta especie no se

había publicado, el análisis bioinformático utilizando secuencias de homólogos de los

genes SERK reportadas en NCBI indicó que se había clonado a un ortólogo de SERK1 de

cafeto.

En el presente trabajo se utilizó la base de datos del genoma de café (Denoeud et al.,

2014), para comparar la secuencia nucleotídica y deducida de aminoácidos del cDNA

aislado en nuestro laboratorio (CcSERK1) con la secuencia reportada en la base de

datos. El posible gen SERK1 de C. canephora se encuentra en el cromosoma 10

(Cc10_g06160). Los resultados del análisis mostraron que ambas secuencias tienen un

99 % de identidad, con 100 % de cobertura.

La secuencia deducida de aminoácidos del cDNA clonado en nuestro laboratorio tiene

siete cambios con respecto a la secuencia reportada en la base de datos. La mayoría de

los cambios de aminoácidos son conservados y significan el cambio de un aminoácido

alifático por otro. Aunque estos cambios se localizan en el dominio de cinasa, no hay

reportes que mencionen que esos cambios puedan afectar la actividad de la proteína.
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Figura 2.1 Alineamiento de la secuencia deducida de aminoácidos de CcSERK1. Análisis de

la secuencia aislada en nuestro laboratorio con la secuencia del genoma de Coffea canephora, en

gris se muestra los cambios de aminoácidos en ambas secuencias. La secuencia denominada

CcSERK1 es la que se clonó en el laboratorio, Cc10_g0616 es la clona reportada en el genoma de

C. canephora.

Con el objetivo de determinar de manera indirecta el número probable de genes que

integran la familia SERK en C. canephora, se utilizó la secuencia deducida de

aminoácidos de CcSERK1 y las secuencias de los SERK de A. thaliana, para realizar una

búsqueda tipo Blast y el análisis de las secuencias identificadas en los cromosomas del

genoma de C. canephora.

Los resultados demostraron que, además de alinear con la clona Cc10_g06160,

CcSERK1 se alineó con otras dos secuencias. Una de ellas esta parcialmente

secuenciada con un tamaño de 420 aminoácidos y esta localizada en el cromosoma 11

(Cc11_g17480), mientras que la otra secuencia, anotada como SERK3/BAK1, se

encuentra localizada en el cromosoma 2 (Cc02_g21820).

Cc10_g06160 MAREEGLVSV VLWLIMVFHP LKLILANMEG DALHSLRTNL QDPNNVLQSW DPTLVNPCTW FHVTCNNDNS VIRVDLGNAA
CcSERK1 MARVEGLVSV VLWLIMVFHP LKLILANMEG DALHSLRTNL QDPNNVLQSW DPTLVNPCTW FHVTCNNDNS VIRVDLGNAA

81                                                                                  160
Cc10_g06160 LSGQLVPQLG LLKNLQYLEL YSNNISGPIP SDLGNLTNLV SLDLYLNSFN GPIPDTLGKL SKLRFLRLNN NSLTGPIPLS

CcSERK1 LSGQLVPQLG LLKNLQYLEL YSNNISGPIP SDLGNLTNLV SLDLYLNSFN GPIPDTLGKL SKLRFLRLNN NSLTGPIPLS

161 240
Cc10_g06160 LTNISSLQVL DLSNNRLSGA VPDNGSFSLF TPISFANNLD LCGPVTGRPC PGSPPFSPPP PFVPPPPIAT PGGNSATGAI

CcSERK1 LTNISSLQVL DLSNNRLSGA VPDNGSFSLF TPISFANNLD LCGPVTGRPC PGSPPFSPPP PFVPPPPIAT PGGNSATGAI

241                                                                                 320
Cc10_g06160 AGGVAAGAAL LFAAPAIAFA WWRRRKPQEY FFDVPAEEDP EVHLGQLKRF SLRELQVATD SFSNKNILGR GGFGKVYKGR

CcSERK1 AGGVAAGAAL LFAAPAIAFA WWRRRKPQEY FFDVPAEEDP EVHLGQLKRF SLRELQVATD SFSNKNILGR GGFGKVYKGR

321                                                                                 400
Cc10_g06160 LADGSLVAVK RLKEERTPGG ELQFQTEVEM ISMAVHRNLL RLRGFCMTPT ERLLVYPYMA NGSVASCLRE RPPNEPPLNW

CcSERK1 LADGSLVAVK RLKEERTPGG ELQFQTEVEM ISMAVHRNLL RLRGFCMTPT ERLLVYPYMA NGSVASRLRE RPPNEPPLNW

401                                                                                 480
Cc10_g06160 STRKRIALGS ARGLSYLHDH CDPKIIHRDV KAANILLDEE FEAVVGDFGL AKLMDYKDTH VTTAVRGTIG HIAPEYLSTG

CcSERK1 STRKRIVLGS ARGLLILHDH CDPKIIHRDA KAANILLDEE FEAVVGDFGL AKLMDYKDTH VTTAVRGTIG HIAPEYLSTG

481                                                                                 560
Cc10_g06160 KSSEKTDVFG YGIMLLELIT GQRAFDLARL ANDDDVMLLD WVKGLLKEKK LEMLVDPDLQ NNYVESEVEQ LIQVALLCTQ

CcSERK1 KSSEKTDVFG YGIMLLELIT GQRAFDLARL ANDDDVMLLD WVKGLLKEKK LEMLVDPDLQ NNYVEFEVEQ LIQVALLCTQ

561 625
Cc10_g06160 GNPMDRPKMS EVVRMLEGDG LAERWDEWQK VEVLRQEVEL APPPNSDWIV DSTENLHAVE LSGPR

CcSERK1 GNPMDRPKMS EVVRMLEGGG LAERWDEWQK VEVFRQEVEL APPPNSDWIV DSTENLHAVE LSGPR
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El alineamiento múltiple indica que la secuencia SERK3/BAK1 tiene mayor semejanza con

la clona Cc10_g06160 (Figura 2.2) con un 83% de identidad, por lo que en realidad esta

clona (Cc02_g21820) debe corresponder al homólogo del gen SERK2 y no al gen

SERK3/BAK1 como se encuentra anotada en el genoma.

Figura 2.2 Alineamiento de SERKs identificados en el genoma de Coffea canephora L.

Comparación de las tres secuencias deducidas de aminoáciados anotadas en el genoma de Coffea

canephora.

Las secuencias de los tres genes putativos genes de SERK de C. canephora fueron

alineados con las correspondientes secuencias de los genes SERK de A. thaliana, para

construir un árbol filogenético para predecir la distancia genética entre estos genes

(Figura 2.3).

1 80
Cc10_g06160 MAREEGL VSVVLWLIMV FHPLKLILAN MEGDALHSLR TNLQDPNNVL QSWDPTLVNP CTWFHVTCNN DNSVIRVDLG
Cc02_g21820 MDRSVVSAIS ASAFISFLLL FLRFLRVSGN AEGDALNALK TNLADPNNVL QSWDPTLVNP CTWFHVTCNS DNSVTRVDLG
Cc11_g17480 MAFRIL FHLSLLFLHL LLAPRGINAN FEGDALYALR RAVKDPDNVL QSWDPTLVDP CTWFHVTCDG DNRVTRLDLG

81                                                                                  160
Cc10_g06160 NAALSGQLVP QLGLLKNLQY LELYSNNISG PIPSDLGNLT NLVSLDLYLN SFNGPIPDTL GKLSKLRFLR LNNNSLTGPI
Cc02_g21820 NANLSGQLVP QLGLLPNLQY LELYSNNISG RIPNELGNLT NLVSLDLYLN SLNGPIPDTL GKLQKLRFLR LNNNTLTGHI
Cc11_g17480 NAKLSGNLVP ELGRLERLQY LELYMNNLGG AIPAELGGLK RLISLDLYHN NLTGPIPPSL SNLSALRFLR LNGNRLTGRI

161                                                                                 240
Cc10_g06160 PLSLTNISSL QVLDLSNNRL SGAVPDNGSF SLFTPISFAN NLDLCGPVTG RPCPGSPPFS PPPPFVPPPP IATPGGNSAT
Cc02_g21820 PMTLTTVQTL QVLDLSNNQL TGQIPVNGSF TLFTPISFQN NH--LDPL-- -------PVS PPPPISPTPP SAR-GTNSAT
Cc11_g17480 PRQLTKLGNL KILDVSNNDL CGTIPSTGPF SKFGEESFAN NPRLEGP--- ---------- ---------- ----------

241 320
Cc10_g06160 GAIAGGVAAG AALLFAAPAI AFAWWRRRKP QEYFFDVPAE EDPEVHLGQL KRFSLRELQV ATDSFSNKNI LGRGGFGKVY
Cc02_g21820 GAIAGGVAAG AALLFAAPAI LLAWWRRRKP QDHFFDVPAE EDPEVHLGQL KRFSLRELQV ATDSFSNKNI LGRGGFGKVY
Cc11_g17480 -ELMGFVR-- ---------- ---------- ----YDVGSC N--------- -----RELQV ATNNFSSKNI LGKGGFGNVY

321                                                                                 400
Cc10_g06160 KGRLADGSLV AVKRLKEERT PGGELQFQTE VEMISMAVHR NLLRLRGFCM TPTERLLVYP YMANGSVASC LRERPPNEPP
Cc02_g21820 KGRLADGSLV AVKRLKEERT QGGELQFQTE VEMISMAVHR NLLRLRGFCM TPTERLLVYP YMVNGSVASC LRERPESEPP
Cc11_g17480 KGYLQDGTIV AVKRLKDGNA IGGDIQFQTE VEMISLAVHR NLLRLYGFCI TPTERLLVYP FMSNGSVA-- --------PP

401 480
Cc10_g06160 LNWSTRKRIA LGSARGLSYL HDHCDPKIIH RDVKAANILL DEEFEAVVGD FGLAKLMDYK DTHVTTAVRG TIGHIAPEYL
Cc02_g21820 LDWPIRKRIS LGSARGLAYL HDHCDPKIIH RDVKAANILL DEEFEAVVGD FGLAKLMDYK DTHVTTAVRG TIGHIAPEYL
Cc11_g17480 LDWGTRKRIA LGAARGLLYL HEQCDPKIIH RDVKAANILL DDYCEAVVGD FGLAKLLDHR DSHVTTAVRG TVGHIAPEYL

481                                                                                 560
Cc10_g06160 STGKSSEKTD VFGYGIMLLE LITGQRAFDL ARLANDDDVM LLDWVKGLLK EKKLEMLVDP DLQNNYVESE VEQLIQVALL
Cc02_g21820 STGKSSEKTD VFGYGVMLLE LITGQRAFDL ARLANDDDVM LLDWVKGLLR EKKLETLVDA DLQGNYVEDE VEQLIQVALL
Cc11_g17480 STGQSSEKTD VFGFGILLLE LITGQRAL-- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------

561                                                                     629
Cc10_g06160 CTQGNPMDRP KMSEVVRMLE GDGLAERWDE WQKVEVLRQE VELAPPPNSD WIV-DSTENL HAVELSGPR
Cc02_g21820 CTQSSPTERP KMSEVVRMLE GDGLAERWEE WQKEEMFRQD FNHTHHPNTD WIIADSTSNL RPDELSGPR
Cc11_g17480 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------
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Figura 2.3 Análisis filogenético de CcSERK1. El árbol sin raíz fue construido con el programa

MEGA 7, se empleó el método “Neighbor-Joining” (NJ), con 1000 réplicas bootstrap. Se utilizó la

secuencia deducida de aminoácidos de CcSERK1 aislada por Perez-Pascual, 2013. El número de

accession de SERKs de Arabidopsis thaliana; AtSERK1 (AAK82463), AtSERK2 (AAK68073),

AtSERK3 (BAK1, AAK68074), AtSERK4 (NP_178999.2), AtSERK5 (NP_179000), Coffea

canephora; CcSERK (Cc02_g21820, anotada como CcBAK1), CcSERK (Cc11_g17480), y Coffea

arabica; CaSERK (C166).
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El análisis filogenético demostró que CcSERK1 se agrupó en un clado con AtSERK1 y se

encuentra alejado de las otras dos secuencias de SERK reportadas en el genoma. La

secuencia Cc02_g21820 anotada como CcBAK1 se agrupó formando un clado con

AtSERK2 y no con AtSERK3 (BAK1), lo que concuenrda con nuestra propuesta de que

dicha secuencia en realidad es CcSERK2.

En cambio, la secuencia Cc11_g17480 se agrupa con AtSERK3 y SERK de C. arabica

(CaSERK: EST-C166, reportado por Silva et al., 2014), por lo que es probable que esta

secuencia corresponda al gen homólogo de SERK3 de C. canephora (ver figura 2.3).

2.3.2 Análisis de expresión de CcSERK1 en diferentes tejidos

El análisis de qRT-PCR mostró que los transcritos de CcSERK1 estaban presentes en los

diferentes tejidos analizados provenientes de plantas in vitro, que incluyeron hojas, raíces,

tallos, meristemo apical (SAM), botón floral en estado latente (BFL) y botón floral en

estado de preantesis (BFP; Figura 2.4). Los transcritos de CcSERK1 fueron mas

abundantes en el meristemo apical (SAM) y BFP, mientras que, en los tejidos de tallo y

raíz, mostraron niveles basales. En el caso de BFL y hoja, los niveles fueron casi

imperceptibles.
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Figura 2.4 Patrón transcripcional de CcSERK1 en diferentes órganos de la planta. A) Diferentes

tejidos de C. canephora: hoja, raíz, tallo y SAM provienen de plántulas in vitro y BFL y BFP

provienen de una planta ex vitro. B) Expresión reltiva de CcSERK1 por qRT-PCR, empleando

cebadores específicos de SERK1 y RNA total extraído de muestras de diferentes partes de las

plántulas de ocho meses de edad, cultivadas in vitro en medio MS sin reguladores de crecimiento,

y a partir de botones florales de plantas cultivadas ex vitro. El gen EF-1α se utilizó como gen

normalizador. Las barras sobre las columnas representan el error estándar de los resultados de

tres experimentos independientes (n=3). SAM: Meristemo apical del tallo, BFL: Botón floral en

estado latente, BFP: Botón floral en preantesis.
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2.3.3 Análisis de expresión de CcSERK1 durante la embriogénesis

Se ha reportado que el gen AtSERK1 de A. thaliana se expresa durante las primeras

etapas de la embriogénesis cigótica, en todas las células del embrión en desarrollo

después de la fertilización y hasta la etapa de corazón (Hecht et al., 2001). En C.

canephora analizamos la expresión del gen homólogo en las primeras etapas del proceso

y en los diferentes estadios de desarrollo del embrión cigotico.

El análisis de la expresión génica durante la EC se muestra en la Figura 2.5, en ella se

observa que después del primer día post-antesis (dpa) la expresión de CcSERK1

aumentó hasta 1.5 con respecto al dia cero, para disminuir a niveles casi imperceptibles

para el tercer dpa. En A. thaliana se ha observado una mayor expresión de AtSERK1 en

los petalos florales (Hecht et al., 2001), sin embargo, durante la colecta se observó que,

para el tercer dpa, los pétalos ya se encontraban desecados y estaban desprendiéndose

del órgano floral, quedando solo el pistilo; esto puede explicar la disminución en la

expresión de CcSERK1 en este punto.

A los siete dpa, la expresión de CcSERK1 volvió a aumentar para, posteriormente,

disminuir a niveles basales hacia los 12 dpa. Durante los diferentes estadios del desarrollo

del embrión cigotico, los niveles de transcrito en el estadio globular y corazón mostraron

una mayor expresión, mientras que en los estadios porteriores la expresión disminuyó.

Estos resultados son muy similares a los observados en A. thaliana y M. truncatula (Nolan

et al., 2009, Hecht et al., 2001).
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Figura 2.5 Análisis de expresión del gen CcSERK1 durante la embriogénesis cigótica de C.

canephora L. Se muestran los datos obtenidos mediante RT-PCR en tiempo real a partir de

muestras de RNA total extraído a partir de muestras colectadas durante etapas tempranas de la

embriogénesis cigotica y en los diferentes estadios del desarrollo embrionario de plantas de coffea

canephora cultivadas ex vitro. A) Los diferentes tiempos colectados van de 0 a 12 dpa y diferentes

estadios del desarrollo embrionario. B) Análisis de expresión del gen CcSERK1; la flor recién

abierta fue tomada como tiempo cero y los niveles de expresión fueron normalizados al día 0. Las

barras sobre las columnas representan el error estándar (n=3). Las puntas de flecha de color negro

indican el tejido empleado para este análisis. G: globular, H: corazón, T: torpedo y C: cotiledonar.
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2.3.4 Análisis de expresión del gen CcSERK1 durante la embriogénesis somática

Los niveles endógenos de transcritos del gen CcSERK1 durante la ES de C. canephora,

fueron analizados utilizando muestras de RNA total extraído de diferentes tiempos del

proceso de ES (pretratamiento, inducción y desarrollo). Para el caso del pretratamiento se

utilizaron hojas jóvenes para el análisis. Después de los 30 días de cultivo (DIC) de la

etapa de inducción los embriones somáticos fueron separados del explante y clasificados

por estadio de desarrollo embriogénico: globular (G), corazón (H), torpedo (T) y

cotiledonar (C).

Los resultados mostraron niveles dinámicos del transcrito del gen SERK1 durante todo el

proceso analizado (Figura 2.6), presentando niveles significativamente altos en la etapa

de pretratamiento, en los primeros seis días y al término de la etapa a los 14 DIC.

Durante la inducción se observaron tres puntos importantes de alta transcripción: i) En las

primeras 12 horas de haberse iniciado la etapa de inducción del proceso embriogénico

(0.5 días); ii) Un segundo pico de expresión entre los siete y 10 DIC del proceso; iii) Un

tercer pico de expresión a los 20 DIC. Cuando se analizó el patrón transcripcional durante

los diferentes estadios de desarrollo de los embriones somáticos, se encontró un pico de

expresión en el estadio globular.
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Figura 2.6 Expresión relativa del gen CcSERK1 durante la embriogénsis somática de C.

canephora L. Se muestra los niveles de expresión del gen CcSERK1 medido por qRT-PCR,

empleando cebadores específicos y RNA total extraído de explantes con diferentes días de cultivo

del proceso de ES. A) Los diferentes tiempos colectados que van desde el pretratamiento,

inducción y los diferentes estadios del desarrollo embrionario, G: globular, H: corazón, T: torpedo y

C: cotiledonar. B) Análisis de expresión del gen CcSERK1 durante todo el proceso de ES. El gen

EF-1α se utilizó como gen normalizador, con referencia al tiempo cero. Las barras sobre las

columnas representan el error estándar de los resultados de tres experimentos independientes

(n=3).
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2.4 DISCUSIÓN

Puede confirmarse que la secuencia de cDNA aislada en nuestro laboratorio (nombrado

CcSERK1) corresponde al homólogo de SERK1 de Coffea canephora, pues tiene un 99 %

de identidad (con 100 % de cobertura) con la secuencia nucleotídica anotada en el

genoma de Coffea canephora (Cc10_g06160). Además, la proteína deducida codificada

por el ORF de CcSERK1 corresponde a una proteína nativa no mutada porque cuenta con

todos los dominios característicos de un receptor RLK y dominio extracelular posee una

región rica en prolinas, conteniendo el motivo serina-prolina-prolina (SPP); este motivo es

una firma característica distintiva de las proteínas SERK que las distingue de otras

proteínas de la familia LRR-RLK (Hecht et al., 2001).

Una búsqueda con herramientas bioinformáticas reveló que la familia de genes SERK en

C. canephora está integrada por tres miembros codificados en las clonas Cc02_g21820

(anotado como SERK3/BAK1), Cc11_g17480 (con secuencia incompleta) y Cc10_g06160

(anotada como SERK1). Un análisis filogenético entre estas secuencias y los cinco

miembros de genes SERK de Arabidopsis, agrupó a CcSERK1 con AtSERK1 y

Cc02_g21820 se agrupó formando un clado con AtSERK2, por lo que es probable que

esta secuencia en realidad sea CcSERK2. En cambio, la secuencia Cc11_g17480 se

agrupa con AtSERK3 y SERK de C. arabica (Silva et al., 2014), por lo que es probable

que esta secuencia corresponda realmente al homólogo de SERK3 de C. canephora.

De esta manera, los resultados de este trabajo permiten proponer que el genoma de C.

canephora contiene tres genes SERK, CcSSERK1, CcSERK2 y CcSERK3. Es importante

mencionar que el gen CcSERK3 está incompleto (420 aminoácidos), por lo que puede

haber dos posibilidades, que no se haya secuenciado por completo aún, o que este gen

esté mutado. El ensamblaje completo del genoma de C. canephora permitirá conocer cuál

de estas dos opciones es la correcta.

El análisis de expresión de CcSERK1 en los diferentes tejidos de plantulas in vitro, mostró

que en tallo y raíz la expresion relativa fue baja, mientras tanto en BFP y SAM fueron los

tejidos con mayor transcripción, sin embargo, en hoja y BFL los niveles de transcritos de

CcSERK1 eran casi indetectables en comparación a los demás tejidos analizados.

La alta expresión en SAM coincide con los resultados obtenidos por Huang et al. (2014) y
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Savona et al. (2012), quienes también encontraron que SERK1 es altamente expresado

en este tejido.

Durante la EC, los transcritos de CcSERK1 mostraron un incremento en el primer día y

otro a los siete dpa; el incremento a los siete dpa puede deberse a la fertilización, la cual

ocurre durante este período después de la apertura de la flor (Leon, 2000). A los 12 dpa la

expresión de CcSERK1 disminuye.

Con relación a los estadios de desarrollo embrionario, el estadio de globular y corazón

mostraron alta expresión, siendo el estadio corazón el que presentó una mayor

transcripción, para los estadios siguientes la expresión fue muy reducida. Este resultado

es muy similar a lo observado en A. thaliana y M. truncatula, especies en las que la alta

expresión se observa en el estadio de corazón y posteriormente esta expresión ya no es

observada (Nolan et al., 2009, Hecht et al., 2001).

Los picos de expresión del gen CcSERK1 durante la ES sugieren que su transcripción

puede estar asociada a los cambios endógenos de auxina durante el paso de

pretratamiento, ya que la alta expresión en hoja a los seis DIC coincide con los cambios

en los niveles de IBA y de NAA, mientras que a los 14 días coincide con los niveles altos

de AIA (Ayil-Gutierrez et al., 2013). Después de las 12 h del proceso de inducción, los

niveles de transcrito del gen CcSERK1 disminuyeron, manteniéndose hasta los cinco DIC,

lo cual parece indicar que la 6-BA inhibe directamente la expresión de CcSERK1 en los

primeros cinco días. Este resultado coincide con lo reportado en maíz, para el que donde

la expresión de ZmSERK1 y ZmSERK2 es inhibida por la acción directa de la citocinina

(Zhang et al., 2011), por otro lado, la expresión de MtSERK1 no es inducida por BA, sin

embargo, la alta expresión ocurre cuando se combina con la auxina (BA + NAA)

incrementando cuatro veces a los siete días del proceso embriogénico (Nolan et al.,

2003). Adicionalmente, la disminución en la expresión de CcSERK1 observada en el

presente trabajo coincide con la disminución de los niveles endógenos de IAA libre y

conjugados en presencia de 6-BA (Ayil-Gutierrez et al., 2013) en el mismo modelo de

estudio.

El incremento a los siete y 10 DIC coincide también con los cambios morfológicos en el
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explante, cuando se observa engrosamiento y formación de nódulos en el borde del

explante.

Por otra parte, ha sido reportado previamente que en este periodo se incrementan los

niveles endógenos de IAA libre y conjugados (IAA-Alanina y IAA-Acido Glutamico; Ayil-

Gutierrez et al., 2013). La alta expresión de CcSERK1 y la alta acumulación de auxina

endógena en este período del proceso pueden ser cruciales para las células del explante,

ya que pudieran estar siendo reprogramadas para expresar el potencial embriogénico.

A los 20 DIC del proceso embriogénico comienza la formación de masa proembriogénica

y a partir de ella se forman las primeras estructuras embriogénicas, por lo tanto, la alta

expresión del gen SERK1 en este punto está directamente relacionada con la

desdiferenciación celular de los embriones somáticos a partir de las masas

proembriogénicas. El análisis de expresión génica en embriones en diferentes estadios

reveló que el estadio globular presenta el mayor nivel de expresión que los estadios de

corazón, torpedo y cotiledonar, aunque el estadio de torpedo mostró un ligero incremento.

La alta expresión génica en el estadio globular en C. canephora coincide con los

resultados obtenidos en D. carota, D. glomerata y A. thaliana, especies en las que el

correspondiente homólogo de SERK1 es altamente expresado en este estadio (Hecht et

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

Es interesante notar que hay una diferencia en la expresión de CcSERK1 entre las hojas

de las plantas pretratadas in vitro con RCV a los 14 dias y las hojas de plántulas

cultivadas en ausencia de RCV, donde la expresión casi no es detectada. Siendo este el

tejido que se utiliza como explante para la ES y el hecho de que los niveles de expresión

de CcSERK1 en las plantas pretratadas fueran relativamente altos, sugiere que la adición

de auxinas y citocininas de durante este periodo es decisivo tanto para modificar el

balance hormonal endógeno (Ayil-Gutierrez et al., 2013) como para inducir la alta

expresión de CcSERK1 (T0 de ES, Figura 2.6); ambos eventos parecen estar

relacionados y deben conducir a las plantas pretratadas a alcanzar la competencia

embriogénica.
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CAPÍTULO III
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INTRODUCCIÓN

La transformación genética se ha convertido en una poderosa herramienta para la

genómica funcional, ya que es la forma mas confiable para evaluar la función y expresión

de genes mediante la generación de mutantes con ganancia o pérdida de función (Curtis

et al., 2003). Tanto en la investigación básica sobre la biología de las plantas, como en las

aplicaciones biotecnológicas, resulta útil el contar con herramientas para controlar la

expresión de genes. En comparación los promotores constitutivos, los promotores

inducibles ofrecen ventajas para una variedad de aplicaciones (Zuo y Chua, 2000; Gatz y

Lenk, 1998; Gatz, 1997). Bajo el control de un sistema inducible, un transgen puede ser

expresado en una etapa de desarrollo y durante un tiempo específico de interés. Esto

permite la generación de plantas genéticamente modificadas que llevan genes cuya

expresión constitutiva podría ser perjudicial o incluso letal (Zuo y Chua, 2000).

La activación ectópica de las proteínas codifcadas por los genes SERK en la membrana

plasmática requiere no solamente la transformación con el gen sino además se requiere la

presencia de las señales moleculares que actúan como ligando para estos receptores de

la superficie celular. Cuando estos ligandos se unen al dominio extracelular de SERK o a

su co-receptor, mediada por el motivo LRR, se activa la cascada de señalización dentro

de la célula (Pandey et al., 2014). Esta señal es transducida hasta el núcleo, provocando

la alteración del patrón de expresión génica existente. La respuesta en los patrones de

expresión mediada por SERK puede apotar información valiosa para dilucidar los

mecanismos que regulan la transición de una célula somática a una célula embriogénica.

Por ello, en el presente trabajo se utilizó un sistema de expresión génica inducible por

dexametasona, con la finalidad de controlar exógenamente la expresión de CcSERK1

(sobreexpresión y represión) en una etapa del protocolo de ES donde exista una mayor

posibilidad, en términos fisiológicos, de que todos los componentes de las cascadas de

señalización se encuentren presentes. Lo anterior permitió generar información para

determinar si el gen CcSERK1 es fundamental para el establecimiento o desarrollo de la

ES.

3.1 MATERIALES Y MÉTODOS
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3.1.1 Material biológico

Se emplearon plántulas cultivadas in vitro de la especie C. canephora. El proceso de

inducción de la ES se realizó de acuerdo con lo reportado por Quiroz-Figueroa et al.,

(2006).

3.2.2 Metodología

3.2.2.1 Evaluación del efecto de la Dexametasona durante el proceso de ES

Se evaluó el efecto de la Dexametasona (DEX; Sigma-Aldrich), durante la ES de C.

canephora. La solución madre de DEX fue preparada en DMSO, a una concentración de

100 mM. Se evaluó mediante los siguientes tratamientos.

Tabla 1. Tratamientos para la evaluación del efecto de la dexametasona.

TRATAMIENTOS

BA (µM) DEX (µM) DMSO

5 0 -

5 0 +

5 0.3 +

5 30* +

5 50 +

*La concentración de 30 µM ha sido reportada como óptima para activar el sistema inducible

(Sanchez y Chua, 2001).

3.2.2.2 Extracción de RNA total de explantes foliares de C. canephora L
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La extracción del RNA total fue a partir de 100 mg tejido y se utilizó el rectivo TRIzol

(Invitrogen), como se describe en el anexo I.I.

3.2.2.3 Extracción de DNA genómico

La extracción de DNA genómico se realizó por método CTAB (Doyle y Doyle, 1990), con

pequeñas modificaciones, el protocolo se describe en el Anexo I.II.

3.2.2.4 Generación de las construcciones génicas de CcSERK1

El cDNA completo y el fragmento en orientación en antisentido de CcSERK1 se

subclonaron en el vector de expresión pTA211 (Aoyama y Chua, 1997), mediante la

amplificación por PCR con cebadores específicos con sitio de corte; para el primero se

utilizó la enzima de restricción XhoI y para la segunda construcción se utilizó la

combinación ApaI/XhoI (ver secuencias en anexo I. VII). El vector binario pTA211

contiene un promotor inducible por DEX, lo cual permite regular de forma controlada la

expresión del transgen. El promotor contiene el dominio completo de dos componentes de

unión a glucocorticoides Gal4-VP16 (GVG; Aoyama y Chua, 1997) bajo el promotor G10-

90 (Ishige et al., 1999) y el terminador de la subunidad pequeña de la Ribulosa 1,5-

bifosfato Carboxilasa-Oxigenasa rbc-E9 de Pisum sativum. Como un sitio de unión para

GVG, un fragmento de DNA que contiene seis copias de GAL4 UAS, corriente abajo un

sitio múltiple de clonado (MCS) y la secuencia terminadora de rbcs-3A.
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Figura 3.1 Representación esquemática de las construcciones génicas de CcSERK1 en el vector

pTA211. CcSERK1-OE representa el cDNA de longitud completa de SERK1, CcSERK1-SL

representa un fragmento de 696 pb de CcSERK en orientación antisentido. La estructura que

compone la construcción génica se describe en el texto.

3.2.2.5 Transformación de Agrobacterium tumefaciens LBA4404

La transformación de la cepa de A. tumefaciens con las construcciones testigo y con

CcSERK1-OE y CcSERK1-SL se realizó por el método de congelación-descongelación

(Jyothishwaran, et al., 2007). El método consiste en adicionar 1 µg del plásmido de interés

a 100 µL de células competentes e incubar en hielo por 20 min; introducir en N2 líquido

por 5 min y descongelar a 37 °C; adicionar 900 µL de medio YEB (extracto de carne 5 g·L-

1, extracto de levadura 1 g·L-1, peptona 5 g·L-1, sulfato de magnesio 2mM, pH 7.2). Incubar

a 28 °C y en agitación orbital a 200 rpm por tres horas. Plaquear una alícuota de este

cultivo en medio YEB sólido con los antibióticos adecuados e incubar en oscuridad a 28

°C durante 2 días. Para verificar los transformantes se realizó selección con antibiótico y

por PCR empleando una asada de las colonias como fuente de DNA.



CAPÍTULO II

3.2.2.6 Transformación genética de tejido de hoja de C. canephora L

La transformación genética de los explantes de café fue realizada mediante A.

tumefaciens por el método de infiltración al vacío. Los explantes de hojas pre-

acondicionadas fueron transferidos al cultivo conteniendo la cepa LBA4404 de A.

tumefaciens transformada con las construcciones génicas y sometidos a infiltración al

vacío (400 mm de Hg) durante 15 min. Los explantes agroinfiltrados fueron co-cultivados

en medio MS sólido sin antibióticos, en oscuridad a 28 ºC durante 48 h. Posteriormente,

las bacterias fueron eliminadas del explante mediante lavados con cefotaxima/timentina,

los lavados se realizaron cada 12 horas (3-4 lavados). Después del último lavado, los

explantes transformados fueron colocados en medio de inducción de ES (Quiroz-Figueroa

et al., 2006).

3.2.2.7 Análisis molecular de la expresión del transgen

El análisis de la inserción del transgen en el genoma de café se realizó mediante PCR con

cebadores específicos para CcSERK1 y para el gen que codifica a la enzima higromicina

fosfotransferasa (HPTII; ver las secuencias en Anexo VII), a partir de DNA genómico

aislado de los tejidos transformados.

La verificación de la expresión del transgen se realizó mediante ensayo de RT-PCR, a

partir de RNA total aislado de tejidos testigo y transformado. Para ambos casos se analizó

la presencia del gen VirE2 de A. tumefaciens, para descartar contaminación por dichas

bacterias. Los fragmentos amplificados fueron fraccionados por electroforesis en un gel de

agarosa al 1%, teñidos con 1 µg. mL-1 de bromuro de etidio y visualizados bajo luz UV.
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3.2.2.8 Análisis de la cinética de activación y de represión del gen CcSERK1

La cinética de activación y represión del gen CcSERK1 inducida por Dex en tejido

transformados se siguió mediante ensayos de RT-PCR punto final utilizando “SuperScrip

One-Step RT-PCR” (Invitrogen), a partir de RNA total aislado de tejido no y transformado,

utilizando el Trizol® y los cebadores específicos de CcSERK1 y β-Actina (Anexo I.VII). Las

reacciones fueron optimizadas para realizar 27 ciclos en el termociclador.
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3.3. RESULTADOS

3.3.1 Efecto de la Dexametasona en la ES de C. canephora L

La evaluación del efecto de la adición de la dexametasona durante la ES se realizó con la

finalidad de descartar cualquier efecto intrínseco de este compuesto sobre la formación de

los embriones somáticos. Para realizar esta actividad, primero se identificó la etapa del

proceso embrionario, en la cual se realizaría la adición de la hormona al medio de

inducción con la finalidad de encontrar un punto donde SERK1 se exprese normalmente y

asegurar que en ese espacio de tiempo existan en la célula los componentes extra e

intracelulares participantes de la vía de transducción de señales, ofreciendo la mayor

probabilidad de medir la expresión de gen(es) modulados naturalmente tras la activación

de la cinasa SERK1. Para ello, se tomaron en cuenta tres aspectos muy importantes (1) el

entorno fisiológico, (2) la ontogenia del proceso y (3) los patrones de expresión del gen

CcSERK1, analizados en el capítulo II.

Con base a lo anterior, se descartó adicionar DEX en las primeras horas de ES o a en

tiempos muy tardíos, es decir, cuando ya hay formación de estructuras embriogénicas. La

expresión de CcSERK1 debe estar estrechamente relacionada con la capacidad de las

células de los explantes para expresar su naturaleza totipotencial, capacidad que se debe

establecer antes de la formación de las estructuras embriogénicas. En ese sentido, la

etapa entre los siete y 10 DIC con un pico alto de expresión de CcSERK1 parece ser

crucial y durante el cual, las células pudieran estar siendo reprogramadas para expresar

el potencial embriogénico: Es pues de esperarse que todos los componentes celulares

asociados con la función de SERK1 se encuentren activos en este punto del proceso. De

esta manera, se determinó que el día siete, resultó el momento convenientepara llevar a

cabo la evaluación del efecto de DEX y, por ende, la indución exógena de CcSERK1.
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Se realizaron dos ensayos por separado adicionando DEX a los siete días de haber

iniciado el proceso de inducción de ES. La primera evaluación consistió en la adición de

DEX, dejándose en el medio de cultivo durante todo el curso temporal y la segunda

consistió en la adición de DEX por un periodo de tiempo de 24 h y después fue retirada

del medio de cultivo (Aoyama y Chua, 1997; Sanchez y Chua, 2001; Sanchez et al.,

2004).

Para el primer ensayo se muestra el efecto de el estímulo mantenido de DEX en los

explantes foliares de café en la Figura 3.2. Como puede observarse, hasta el día 30 no se

detectó algún efecto para las tres concentraciones evaluadas y en todos los explantes se

observó la formación de masa proembriogénica. Pero para el día 50 si se observó un

efecto inhibitorio en el proceso embriogénico por la adición de DEX. Para la concentración

mas baja de DEX (0.3 µM) se observó una disminución en la formación de embriones

somáticos y un desarrollo tardío de los embriones. Con las concentraciones de 30 y 50

µM, el efecto fue perjudicial, los explantes mostraron síntomas de necrosis y no

alcanzaron la ES. Este resultado indica que mantener DEX por un tiempo prolongado en

el medio de ES causa un efecto deletéreo en la formación de embriones somáticos.

El resultado de la adición de DEX por pulsos de 24 h (efecto dosis-tiempo de DEX sobre

la respuesta embriogénica) se muestra en la Figura 3.3. Durante el curso temporal no se

observó ningún efecto visible sobre la formación y el desarrollo embrionario, la

cuantificación de embriones somáticos formados por explantes de cada tratamiento

corroboró que la aplicación de DEX por pulsos de 24 h no afecta de manera significativa

el proceso de ES (Figura 3.3A-B).

Con base en los datos anteriores, se encontró que la activación del sistema inducible

pTA211::CcSERK1 en explantes transgénicos se debe realizar adicionando DEX a los

seis días por pulsos de 24 h, ya que esto no modifica la respuesta del control

embriogénico.
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Figura 3.2 Efecto de la adición de Dexametasona en la embriogénesis somática de C. canephora

L. A) Curso temporal de explantes foliares de C. canephora sometidos a inducción de ES con y sin

la presencia de DEX. B) Cuantificación de la respuesta embriogénica por explantes. Las

concentraciones fueron 0.3, 30 y 50 µM dejándose en el medio de cultivo durante todo el curso

temporal. La adición de DEX se realizó a los seis días. Los tratamientos sin DEX y DMSO son los

testigos. Las barras sobre las columnas representan el error estándar (n=3). Las letras en las

barras indican la diferencia significativa de acuerdo con la prueba Tukey al 95% de confianza.
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Figura 3.3 Efecto de la adición de Dexametasona en un pulso de 24 horas sobre la

embriogénesis somática de C. canephora L. A) Curso temporal de explantes foliares de C.

canephora sometidos a inducción de ES con y sin la presencia de DEX. B) Cuantificación de la

respuesta embriogénica por explantes. Las concentraciones fueron 0.3, 30 y 50 µM, a las 24 h el

inductor fue retirado del medio y los explantes fueron colocados en medio fresco. La adición de

DEX se realizó a los seis días. Los tratamientos sin DEX y DMSO son los testigos. Las barras

sobre las columnas representan el error estándar (n=3).
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3.3.2 Generación de las construcciones génicas de CcSERK1

Se realizó la generación de dos construcciones génicas de CcSERK1, una para regular su

sobreexpresión (CcSERK1-OE) y la segunda para su silenciamiento génico (CcSERK1-

SL), se realizó mediante la subclonación del cDNA al vector binario pTA211, verificando la

identidad del plásmido receptor, el cual fue donado por el Dr. Nam-Hai Chua (Universidad

Rockefeller). En la Figura del Anexo IV se puede visualizar el mapa del plásmido pTA211.

Para asegurar la identidad del plásmido pTA211 purificado mediante lisis alcalina, se

realizó un análisis de patrones de restricción utilizando sitios localizados en la secuencia

del plásmido. En la Figura del Anexo IV, carriles 2 y 3, se muestra los plásmidos digeridos

con las enzimas XhoI y BstEII, respectivamente; el tamaño corresponde al esperado de

11,159 pb, mientras que la doble digestión con las dos enzimas XhoI/BstEII produjo dos

bandas, una banda superior con un tamaño de 9,680 pb y una banda inferior de 1,479 pb

(carriles 4-8). Estos patrones de restricción son concordantes con la identidad e integridad

del plásmido pTA211.

Para la subclonación del cDNA completo de SERK1 (de 2,511 pb) y del fragmento de 696

pb en orientación antisentido, se procedió a amplificar por PCR los segmentos de interés

que se encontraban clonados en el vector pGEM-T Easy (CcSERK1) empleando

cebadores específicos conteniendo sitios de corte para la enzima XhoI/XhoI y para

XhoI/ApaI, respectivamente. Una vez amplificado el segmento por PCR, tanto el producto

obtenido como el vector pTA211 se digirieron con las enzimas XhoI y ApaI.

Después que se fraccionarón por electroforesis en gel de agarosa, los fragmentos se

purificaron y el inserto se ligó al vector mediante el uso de la T4 DNA Ligase (Promega),

utilizando una relación vector:inserto 1:4. En la Figura 3.4 B se puede observar que el

tamaño liberado con la enzima XhoI a partir del DNA plasmídico de clonas recombinantes

corresponde al fragmento clonado de CcSERK1 de 2,511 pb.
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Figura 3.4 Verificación por restricción la inserción y la orientación del cDNA del gen CcSERK1 en

el vector pTA211. Una alícuota de los productos obtenidos de la digestión de XhoI y BstEII fue

separada por electroforesis en un gel nativo de agarosa y teñidas con 1 µg.mL-1 de bromuro de

etidio. A) Esquema de la verificación de la inserción y orientación del inserto CcSERK1 en pTA211;

con la digestión enzimática de BstEII se observaron dos bandas esperadas que son de 1663 pb y

12007 pb. B) Productos de las reacciones enzimáticas con la enzima XhoI. C) Verificación de la

orientación del inserto CcSERK1 en pTA211 mediante la digestión enzimática de BstEII, los

tamaños esperados son de 1,663 pb y 12,007 pb. Carril 1: plásmido pTA211-CcSERK1 sin digerir.

Carriles 2-5: plásmidos pTA211-CcSERK1 digerido con las enzimas correspondientes. M: Escalera

de DNA de 1 kb.
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Debido a que la subclonación hacia el vector pTA211 de CcSERK1 de longitud completa

se realizó mediante la digestión con una sola enzima de restricción (XhoI), el fragmento

liberado del plásmido donador se pudo haber insertado en el vector receptor en dirección

sentido o en antisentido. Por tal motivo, se procedió a la verificación de la orientación del

inserto clonado en el plásmido pTA211. La determinación de la orientación con la que el

amplicón CcSERK1 se insertó en el vector receptor se realizó analizando los mapas de

digestión de plásmidos aislados de diferentes colonias recombinantes. La construcción en

el sentido correcto debe generar un mapa de restricción con la enzima BstEII con dos

fragmentos de 1,663 y de 12,007 pb, la corroboración mediante la restricción indicó que

cuatro clonas presentaban el inserto en sentido, tal como se muestra en la figura 3.4C.

De igual forma, se analizó la clonación del fragmento de CcSERK1 de 696 pb en

orientación antisentido. En la Figura 3.5B se muestra el patrón de restricción obtenido

mediante una doble digestión utilizando las enzimas XhoI/ApaI a partir de DNA plásmidico

aislado de posibles clonas positivas, la liberación del inserto del tamaño esperado

corroboró la subclonacion en el vector pTA211 (Figura 3.5C).

Con estas construcciones se procedió a la transformación de la cepa LBA4404 de A.

tumefaciens, mediante el método de congelación-descongelación. La corroboración de la

transformación de la cepa LBA4404 de A. tumefaciens con los correspondientes

plásmidos de interés se realizó mediante la amplificación por PCR con cebadores

específicos.
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Figura 3.5 Verificación por restricción la inserción del fragmento de CcSERK1 en orientación

antisentido en el vector pTA211. Alícuotas de los productos de digestión con la enzima ApaI y XhoI

fueron fraccionadas por electroforesis en gel de agarosa y teñidas con 1 µg.mL-1 de bromuro de

etidio. A) Esquema de la verificación de la inserción y orientación del inserto CcSERK1 en pTA211.

B) Corroboracion de la inserción del fragmento de CcSERK1 de 696 pb mediante la digestión del

DNA plasmídico. Carriles 1-3: Plásmidos CcSERK1-SL digeridos con las enzimas ApaI y XhoI. M:

Escalera de DNA de 1 kb.

En la figura del Anexo V A, B y C se pueden observar los diferentes productos obtenidos,

CcSERK1-OE de 2,511 pb (Anexo VA), 696 pb para CcSERK1-SL (Anexo VB) y 670 pb

para transformación con el vector pTA211 vacío (Figura del Anexo VC) para el cual se

utilizó cebadores específicos de higromicina (HPTII).
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3.3.3 Análisis de la cinética de activación y de represión del gen CcSERK1

Con las construcciones génicas CcSERK1-OE, CcSERK1-SL y pTA211 vacío se realizó la

transformación genética de los explantes embriogénicos de C. canephora. Se verificó la

inserción del T-DNA en el genoma de los explantes transformados, mediante la

amplificación por PCR a partir de DNA genómico. En la figura 3.6 se puede observar la

generación de un amplicón de 670 pb, correspondiente a un fragmento del gen HPTII,

para las tres construcciones (carriles 5, 6 y 7). La ausencia de la detección del gen VirE2

descartó la presencia de contaminación por A. tumefaciens en los tejidos evaluados como

se muestra en la figura 3.6 (panel inferior). Con este análisis realizado en explantes

transformados, seis días después de la inducción embriogénica, se corroboró que la

transformación de los explantes de C. canephora fue exitosa.

Figura 3.6 Análisis molecular de tejido transformado. Amplificación por PCR en téjidos testigo y

transformados. Los productos de PCR obtenidos con cebadores específicos de los genes de

higromicina (HPTII) y VirE2, fueron fraccionados por electroforesis en un gel nativo de agarosa al

1% y teñida con 1 µg·mL-1 de bromuro de etidio. Carril 1: PCR a partir de DNA genómico extraído

de A. tumefaciens, Carril 2: PCR a partir de DNA plásmidico de pTA211; Carril 3: DNA plasmídico

de CcSERK1-OE; Carril 4: PCR a partir de DNA genómico extraído de téjido sin transformar; Carril

5: DNA genómico extraído de téjido transformado con pTA211; Carril 6: PCR a partir de DNA

genómico extraído de tejido transformado con CcSERK1-OE; Carril 7: PCR a partir de DNA

genómico extraído de tejido transformado con CcSERK1-SL. En la parte superior de la figura se

muestra la detección por PCR de VIRE2 en las diferentes muestras analizadas.
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Para determinar si el sistema inducible es activado exógenamente en los tejidos

transformados, se midió la cinética de inducción del transcrito de CcSERK1 después de la

adición de DEX (30 µM), mediante RT-PCR punto final con 27 ciclos, utilizando 500 ng de

cada muestra de RNA total extraído de tejidos testigo y tejidos transformados (Figura 3.7

A, B, C).

Los resultados indican que el cDNA de CcSERK1 es inducido significativamente en los

tejidos transformados (CcSERK1-OE) en presencia del inductor (DEX) (panel B). La

acumulación de transcritos inicia a partir de las seis h de inducción, teniendo un máximo a

las 24 h (panel B, carriles 1 a 4). El análisis de la supresión de SERK1 inducida por DEX

mostró que a partir de las 12 h la expresión disminuye y a las 24 h ya no es detectable

(panel C, carriles 1 a 4). Para el caso de tejido testigo transformado con el vector pTA211

vacío, la expresión de CcSERK1 se mantiene en niveles basales en las primeras 6 horas

y luego ya no es detectada (panel A, carriles 1 a 4).

Los resultados descritos en el párrafo anterior, nos indican que el gen endógeno de

SERK1 no es inducido por DEX y, además, indican que el sistema de inducción exógena

de CcSERK1 en los tejidos transformados de C. canephora si funciona, es decir, se validó

el establecimiento del modelo de trabajo y nos permitió proseguir con el protocolo

experimental.



CAPÍTULO II

Figura 3.7 Análisis de la cinética de inducción y represión exógena del transcrito de CcSERK1.

Amplificación por RT-PCR con cebadores específicos del gen CcSERK1 en tejido transformado en

presencia del inductor DEX. Los productos obtenidos fueron fraccionados por electroforesis en un

gel nativo de agarosa al 1% y teñida con 1 µg·mL-1 de bromuro de etidio. A) RT-PCR de muestras

de tejido transformado con el vector vacío pTA211. B) RT-PCR de muestras de tejido transformado

con CcSERK1-OE. C) RT-PCR de muestras de tejido transformado con CcSERK1-SL. Carril 1: 0 h,

Carril 2: 6 h, carril 3: 12 h, carril de los explantes transformados con las construcciones de

CcSERK1 de forma inducible, los cambios 4: 24 h. Para el análisis se usó β-actina como gen de

referencia.

3.3.4 Análisis del fenotipo causado por la manipulación exógena de CcSERK1

Se evaluó el fenotipo se evaluaron a los 50 días de cultivo. Para el caso de la

sobreexpresión, se encontró que CcSERK1 incrementó la respuesta embriogénica, con un

aumento de casi el doble en el número de embriones formados por explantes.
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Además del incremento en el número de embriones, el hallazgo mas importante fue la

formación de embriones somáticos en la parte intermedia del explante foliar, lugar donde

se encuentra localizado la vena central de la lámina foliar. La formación de embriones en

esa zona ocurrió durante la inducción exógena de CcSERK1 sin que se le realizará una

herida o daño mecánico (ver Figura 3.8A, panel c), como normalmente ocurre. Este

fenotipo no se presenta en los explantes silvestres o transformados con el vector vacío. El

fenotipo observado es muy similar al obtenido utilizando una construcción constitutiva

35S::CcSERK1-OE, como se muestra en la Figura 3.9A panel c.

La proliferación en la vena media del explante solo se observó bajo la sobreexpresión de

CcSERK1 en el explante; esto fue confirmado mediante el análisis de RT-PCR y qRT-

PCR, donde los explantes mostraron una alta expresión de CcSERK1 de tres veces mas

(Figura 3.9B, panel c y Figura 4.3). En la vena media del explante se encuentra el tejido

vascular y para muchas especies de plantas incluyendo C. canephora (Figura 3.9B, panel

b), SERK1 presenta una alta expresión; por otra parte, está documentado que el origen de

las células competentes está en tejido vascular (Guzzo et al., 1994), o se originan cerca

de los haces vasculares de explantes de hoja (Somleva et al., 2003).

Dado que no hubo una herida para la respuesta embriogénica, es razonable suponer que

la sobre-expresión de CcSERK1 puede hacer innecesario el requisito de la herida para la

formación de embriones somáticos en la vena central.
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Figura 3.8 Efecto de la sobreexpresión exógena del gen CcSERK1 en el desarrollo de la

embriogénesis somática de Coffea canephora L. A) Respuesta embriogénica de la sobreexpresión

inducible de CcSERK1 en los explantes transgénicos de C. canephora, (a) Explantes no

transformados “testigo”; (b) Explantes transformados con el vector vacío pTA211; (c) Explantes

transformados con CcSERK1-OE a los 50 DIC, B) Cuantificación de la respuesta embriogénica por

explantes inducida por la sobreexpresión de SERK1, C). Análisis de expresión de CcSERK1 por

RT-PCR utilizando RNA total, provenientes de tejido silvestre (carril 1), transformado con el vector

vacío (carril 2) y transformado con CcSERK1-OE (Carril 3) a los 50 DIC. Las barras sobre las

columnas representan el error estándar (n=3). Las diferentes letras en las barras indican la

diferencia significativa de acuerdo con la prueba Tukey, al 95% de confianza.
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Figura 3.9 Análisis de la sobreexpresión del gen CcSERK1 en tejido embriogénico de Coffea

canephora L. A) Respuesta embriogénica de la sobreexpresión constitutiva de CcSERK1 en los

explantes transgenicos de C. canephora, (a) Explantes no transformados “testigo”; (b) Explantes

transformados con el vector vacío pCAMex (35S); (c) Explantes transformados con

35S::CcSERK1-OE a los 35 DIC, B) Análisis de expresión del gen CcSERK1 a los 35 DIC, (a)

explante testigo, (b) explante transformado con pCcSERK1::GUS. Las flechas señalan la expresión

de GUS dirigida por el promotor de SERK1 en las venas primarias y secundarias del explante (La

imagen B, fue tomada con la autorización de Jimenez-Guillen, 2018).

Por otra parte, el silenciamiento de SERK1 provocó una reducción casi total en la

respuesta embriogénica en los explantes transformados (Figura 3.10). Es interesante

observar que las pocas estructuras que se logran formar a partir de estos tejidos se

convierten en radícula después de 60 días. Es probable que el silenciamiento de

CcSERK1 cause una desregulación del programa embriogénico hacia una vía que

involucre la formación de la radícula. Estos resultados indican que la expresión del gen

CcSERK1 está directamente vinculada al proceso de ES en C. canephora y que la

señalización mediada por CcSERK1 es indispensable para expresar el potencial

embriogénico en los explantes.
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Figura 3.10 Efecto del silenciamiento exógeno del gen CcSERK1 en el desarrollo de la

embriogénesis somática de Coffea canephora L. A) Respuesta embriogénica de la supresión

inducible de CcSERK1 en los explantes transgenicos de C. canephora. (a) Explantes no

transformados “testigo”; (b) Explantes transformados con el vector vacó pTA211; (c) Explantes

transformados con CcSERK1-SL a los 50 DIC, B) Cuantificación de la respuesta embriogénica por

explantes inducida por la supresión de SERK1, C). Análisis de expresión de SERK1 por RT-PCR

utilizando RNA total, proveniente de tejido silvestre (carril 1), transformado con el vector vacío

(carril 2) y transformado con CcSERK1-SL (Carril 3) a los 50 DIC. Las barras sobre las columnas

representan el error estándar (n=3). Las diferentes letras en las barras indican la diferencia

significativa de acuerdo con la prueba Tukey, al 95% de confianza.

3.4 DISCUSIÓN
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Dado que la activación exógena del promotor inducible por glucocorticoides, que se

empleó para regular la expresión de SERK1, es mediante la adición de DEX, fue

importante evaluar si este inductor tiene algun efecto negativo en el proceso de ES. Para

tal análisis, se determinó que a los siete DIC fue el momento adecuado para aplicar DEX

e inducir la activación exógena de CcSERK1. Con lo anterior se buscó establecer un

modelo en donde se incremente o se inhiba la transcripción de SERK1 en una etapa del

proceso en donde normalmente este se exprese.

El primer ensayo del análisis del efecto de la adición de la dexametasona sobre la ES tuvo

un efecto negativo en la respuesta embriogénica y fue dependiente de la concentración, el

efecto fue visible en los explantes después de los 30 DIC. La concentración mas baja

mostró un reducción muy marcada en la respuesta embriogénica; sin embargo, si hubo la

formación de embriones somáticos. Con las concentraciones de 30 µM y 50 µM no hubo

respuesta embriogénica y a pesar de que se si forma la masa proembriogénica, la

rediferenciación de estructuras embriogénicas no se lleva acabo. Los explantes cambian

de un color de verde a un color café-oscuro y se necrosan hacia los 50 DIC. Hasta el

momento no existe evidencias que expliquen el efecto negativo o la posible vía afectada

por DEX en plantas.

Analizando el segundo ensayo el cual consistió en añadir DEX en el medio de cultivo y

retirarlo después de 24 h. El resultado mostró dicho tratamiento no afecta la formación de

embriones somáticos, el desarrollo es normal, no hay cambios visibles en la morfología y

estos se conviertieron a plántulas sin que se observara alguna alteración en su desarrollo.

Por lo tanto, la activación exógena de CcSERK1 se realizó mediante la adicion de DEX

por un pulso de 24 h aplicado a los siete DIC.

Por otra parte, con las contrucciones génicas de CcSERK1 utilizando el vector inducible
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pTA211, se transformó tejido de C. canephora mediante A. tumefaciens, confirmando la

transformación mediante PCR, también se verificó la activación y la represion exógena del

transcrito de CcSERK1. Para el primer caso, el resultado indicó que a partir de las seis h

ya había activación; sin embago, el mayor aumento se mostró entre las 12 y las 24 h, para

el segundo caso, la represión se presentó para las 12 y 24 h. Estos resultados son

comparables a los obtenidos por Guo et al. (2014), Sanchez et al. (2004) y Sanchez y

Chua (2001) utilizando 24 h para su análisis.

El análisis del fenotipo de la sobreexpresión dio como resultado un incremento en la

respuesta embriogénica, se observó que había formación de embriones somáticos en la

vena principal del explante. Este fenotipo solo se presentó en explantes que

sobreexpresaron a CcSERK1; por lo tanto, es probable que su inducción exógena

mediada por DEX hubiera contribuído a la manifestación del potencial embriogénico en

esa zona. Lo anterior pudiera explicar que no haya formación de embriones en venas

secundarias o terciarias en ausencia de herida. Hay que mencionar que en la vena media

se encuentra tejido vascular y se ha reportado que SERK1 se expresa en las células

pluripotentes del procambium vascular (Savona et al., 2012; Nolan et al., 2009; Hecht et

al., 2001). Sin embargo, no conocemos la ontogenia de los embriones somáticos en la

vena media por lo que sería interesante realizar tal análisis en estudios posteriores. Por

otro lado, el silenciamiento de CcSERK1 provocó una disminución casi total en la

formación de embriones somáticos. De manera interesante, los pocos embriones

formados no se desarrollan y en su lugar se convierten a radícula. Este resultado indica

que la presencia de CcSERK1 en las células de los explantes de C. canephora resultó

importante para regular la entrada a ES y el desarrollo embrionario.
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CAPÍTULO IV

EFECTO DE LA REGULACIÓN EXÓGENA DE LA EXPRESIÓN DE CcSERK1,
EN LA TRANSCRIPCIÓN DE GENES HOMEÓTICOS Y DEL METABOLISMO
DE AUXINAS DURANTE LA ES DE Coffea canephora L.
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4.1 INTRODUCCIÓN

Los RLKs juegan un papel importante en la percepción extracelular de ligandos y la

activación de la vía corriente abajo, a través de la transfosforilación de los dominios

intracelulares de cinasa de serina/treonina (Osakabe et al., 2013). SERK1 pertenece a

una pequeña familia de LRR-RLK del tipo II en Arabidopsis, su expresión está asociada

con el establecimiento de la ES, al parecer su activación tiene un papel en el disparo del

proceso de diferenciación celular. Estudios indican que SERK1 es un co-receptor el cual

no une ligando, sin embargo, su asociación con receptores de unión a ligando como

EMS1/EXS, BRI1, HAE/HSL2 es indispensable para regular la actividad transcripcional

(Meng et al., 2016; Gou et al., 2012; Jia et al., 2008). Se desconoce si este mecanismo es

similar en el proceso de ES. La activación in vivo de muchos receptores con actividad de

cinasa en plantas es muy similar al mecanismo de acción de muchos receptores tipo

cinasa de tirosina de animales y que consiste en: (i) la unión del ligando ocasiona la homo

o hetero-oligomerización del receptor, permitiendo la trans-fosforilación del dominio de

cinasa intracelular; (ii) la transfosforilación en el dominio intracelular del receptor y

activación de lo sitios catalíticos; (iii) se permite al complejo receptor:correceptor(es)

fosforilar los sustratos endógenos corriente abajo en la vía de transducción de señales

específica y (iv) lo anterior conduce en última instancia a las alteraciones en la expresión

génica (Clouse, 2011).

En las células con competencia embriogenica es de gran importancia identificar los

componentes de la vía de señalización de SERK1 y los blancos corriente abajo, para

determinar que genes están involucrados en esta vía. Una aproximación genética que

permite estudiar mecanismos de regulación o la implicación fisiológica de un gen de

interés, ha sido mediante la sobreexpresión o la supresión ya sea de forma constitutiva o

inducible, el cual puede causar un fenotipo específico y/o permite el análisis de expresión

génica diferencial utlizando un enfoque comparativo. Como ejemplo de lo anterior se

puede mencionar la identificación de genes regulados por BBM (Passarinho et al., 2008),

por LEC2 (Guo et al., 2013), por AGL15 (Zheng y Perry, 2014) y por GNOM (Gou et al.,

2014). La sobreexpresión inducible de SERK3/BAK1 (XVE-BAK1) dio como resultado la

inducción de genes marcadores de defensa (Kiss-Papp, 2014).

En este trabajo se analizó la transcripción de genes vinculados con la ES, como respuesta
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a la sobreexpresión o supresión del gen CcSERK1, con la finalidad de aportar información

que contribuya a entender cómo SERK1 regula o promueve la ES.

4.2 MATERIALES Y MÉTODOS
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4.2.1 Material biológico

Se utilizó material vegetal colectado y almacenado a -80 ºC, de los tratamientos problema

y testigo, generados como se describe en el Capítulo III.

4.2.2 Metodología

4.2.2.1 Selección de genes candidato reguladores de la ES

Para la selección de genes reguladores de la ES, cuyos niveles de expresión como

respuesta a la sobreexpresión y represión del gen CcSERK1 durante la ES, se revisó en

la literatura genes relacionados con SERK1 y genes reguladores identificados en la ES,

en especies utilizadas como modelo. Después de seleccionar los genes, se realizó la

búsqueda de las correspondientes secuencias de nucleótidos y de aminoácidos en la

base de dato de NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). Como las secuencias, se realizó una

comparación de secuencias tipo BLASTx en el genoma de Coffea canephora

(http://coffee-genome.org/), con el objetivo de identificar la secuencia de los genes de

interés.

4.2.2.2 Diseño de cebadores específicos

Los cebadores se diseñaron respetando los parámetros descritos para el uso del equipo

de Rotor-Gene Q 5-Plex (Qiagen), utilizando la herramienta para el diseño de cebadores

específicos para PCR en tiempo real “RealTime qPCR Assay Entry” de IDT Integrated

DNA Technologies (www.idtdna.com/scitools/Applications/RealTimePCR/). Las

secuencias de los cebadores específicos se muestran en la tabla A3 del Anexo I.VII.

4.2.2.3 Extracción y purificación de RNA total
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La extracción y purificación del RNA total de las muestras seleccionadas se realizó con el

sistema RNeasy Plant mini Kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante. La

integridad del RNA total fue verificada mediante el fraccionamiento de las muestras en

una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% y la cuantificación de las muestras se realizó

en el espectrofotómetro Nanodrop 2000 (Thermo scientific).

4.2.2.4 Análisis de expresión por qRT-PCR

La eliminación del DNA genómico y la síntesis del cDNA se realizó de acuerdo con el

protocolo del sistema Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit, with dsDNase

(Thermo Scientific), empleando las mismas condiciones descritas en el Capítulo II. Todas

las reacciones se llevaron a cabo por triplicado en el termociclador Rotor-Gene Q 5-Plex

(Qiagen) utilizando QuantiNovaTM SYBR Green PCR kit (Qiagen). El gen EF-1α se utilizó

como control interno y los datos fueron analizados para cuantificar la expresión, de

acuerdo con el método 2−ΔΔCT (Livak y Schmittgen, 2001).

4.3 RESULTADOS
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4.3.1 Selección de genes candidatos

La selección de los genes reguladores de la ES se baso en varias estrategias, se

revisaron los reportes genes relacionados con el gen SERK1 o con la ES en diferentes

modelos. El primero en la lista fue AGL15, el cual se identificó como componente de un

complejo de proteínas asociadas con SERK1 (Karlova et al., 2006). Otros reguladores que

han sido clave, en la regulación positiva durante la iniciación de la ES han sido LEC1

(Lotan et al., 1998; Gaj et al., 2005), LEC2 (Stone et al., 2001; 2008; Wójcikowska et al.,

2013), BBM (Srinivasan et al., 2007), WUS (Laux et al., 1996, Zuo et al., 2002), EMK

(Tsuwamoto et al., 2010) y ABI3 (Stone et al., 2001).

Un análisis utilizando el programa STRING 10.0 (Figura 4.1), el cual permite predecir las

asociaciones de interacción proteína-proteína, dio como resultado el gráfico que se

muestra en la Figura 4.1. El programa predijo que SERK1 puede interactuar con los

productos de los genes AGL15, BBM, LEC1, LEC2, WUS, PKL. También, se analizaron

los reportes de genes implicados en la ES de Coffea, en los que se encontró a los genes

reguladores LEC, BBM y WOX4 (Nic-Can et al., 2013), a genes implicados en la

biosíntesis de auxina YUC1, YUC3, TAA1 (Ayil-Gutierrez et al., 2013), a WUS (su

sobreexpresión causa morfogénesis ectópica en C. canephora; Arroyo-Herrera et al.,

2008), y a BBM (el análisis de expresión de SERK y BBM en la ES indirecta de C. arabica;

Torres et al., 2015).

Teniendo en cuenta los datos anteriores, se buscaron las secuencias de cada uno de

estos genes en el genoma de C. canephora para el diseño de cebadores específicos,

encontrando las secuencias de AGL15, BBM, WUS, EMK, PKL, ABI3. Se indentificó un

fragmento de la secuencia de LEC1 y no se pudo identificar un ortólogo de LEC2; sin

embargo, se identificó una secuencia completa anotada como L1L, que se incluyó para el

análisis.

Por otro lado, tomando en cuenta lo reportado en la ES de C. canephora y de Arabidopsis,

se incluyeron también los genes WOX4, TAA1, YUC1, YUC4, YUC10, TIR1 y los genes

PIN1, PIN4, PIN7, que codifican transportadores de auxinas.



CAPÍTULO IV

81

Figura 4.1 Diagrama de la predicción de asociaciones de SERK1 con otras proteínas. Las

asociaciones incluyen interacciones tanto directas como indirectas mediante la representación

gráfica. El color de las líneas indica como fue determinada la interaccion: morada por

experimentos, verde por neighborhood, verde-lima basada en la literatura científica, azul por co-

ocurrencia, negra por experimento de coexpresión, rojo por fusion. Se utilizó el programa STRING

10.0, con datos obtenidos de A. thaliana.

4.3.2 Análisis de expresión de genes candidatos

Para el análisis de expresión de los genes seleccionados, se realizó la extracción del RNA

total de tejido no transformado, de tejidos sometidos al proceso de ES en presencia o en

ausencia de DEX por 24 h (figura 4.2A carril 1 y 2), así como de tejido transformado con el

vector vacío mas DEX (carril 3), con la construcción CcSERK1-OE mas DEX (carril 4) y
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por ultimo con la construcción CcSERK1-SL (carril 5), se sintetizó cDNA utilizando 600 ng

de RNA total para el análisis de qRT-PCR (ver Figura 4.2 A y B).

Figura. 4.2 Análisis de la integridad del RNA total y síntesis de cDNA. Alícuotas de 2.5 µL de cada

muestra de RNA total y cDNA de primera cadena fueron fraccionadas por electroforesis nativa en

gel de agarosa al 1.5% y teñidas con 1 µg·mL-1 de bromuro de etidio. A) Muestras de RNA total

extraídas de explantes de silvestres y transformados de Coffea canephora, B) Síntesis de cDNA de

primera cadena a partir de muestras de RNA total. M: escalera de DNA de 1 kb, Carril 1: ES

testigo, Carril 2: ES +Dex, Carril 3: pTA211 +Dex, Carril 4: CcSERK1-OE +Dex, Carril 5: CcSERK1-

SL +Dex.

Se analizó la activación y represión del transcrito de CcSERK1 en las muestras de cDNA

sintetizado con la finalidad de cuantificar los niveles de transcritos inducidos por efecto de

la Dex. En la figura 4.3 se observa que la condición de sobreexpresion indujo 3 veces mas

la expresión de SERK1 comparada con los testigos, mientras que la supresión condujo a

una reducción casi total en los niveles de transcritos, con estos resultados se corroboró

que efectivamente hay cambios muy evidentes y constrastantes en ambas condiciones

que indican que la activación y represión de CcSERK1 fue exitosa.
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Figura 4.3 Cuantificación por qRT-PCR de la expresión del gen CcSERK1. Expresión relativa de

CcSERK1 en muestras de las diferentes condiciones a los siete días de ES. El análisis se realizó

por triplicado. En todas las reacciones se utilizó el gen EF-1α como normalización, con referencia a

los tratamientos testigos (tejido silvestre sin DEX). Las barras sobre las columnas representan el

error estándar (n=3).

En primera instancia se analizó la transcipción de genes que codifican factores de

transcripción potencialmente relacionados con la ES como son AGL15, LEC1, L1L, BBM,

WUS, WOX4, ABI3, EMK, y PKL.

Los genes que modificaron su expresión bajo la condición de sobreexpresión y represión

fueron AGL15, LEC1, L1L, WUS, BBM, PKL, EMK (ver Figura 4.4), siendo BBM el gen
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mas expresado en SERK1-OE. De manera interesante, los genes LEC1 y L1L mostraron

una disminución en su nivel de expresión en la condición de sobreexpresión, mientras

tanto en la condición de represión el mas expresado fue LEC1 en comparación de L1L,

esta disminución puede estar directamente vinculada a la expresión de PKL, ya que este

regula de manera negativa a la expresión de los genes LEC (Dean Rider et al., 2003).
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Figura 4.4 Efecto de la inducción exógena del gen CcSERK1 en la transcripción de genes

homéoticos durante la ES de Coffea canephora L. El análisis se realizó en muestras de RNA total

de tejido transformado genéticamente a los siete días de haber iniciado el proceso de ES, con el

vector vacío (pTA211), CcSERK1-OE, CcSERK1-SL en presencia de DEX por 24 h. El análisis se

realizó por triplicado. En todas las reacciones se utilizó el gen EF-1α como normalización, con

referencia a los tratamientos testigos (tejido silvestre sin y con DEX). Las barras sobre las

columnas representan el error estándar (n=3).

La transcripción del WOX4 no se vio modificada de forma significativa, mientras que ABI3

mostró un ligero descenso en la expresión en las dos condiciones analizadas, por lo que

es probable que SERK1 no tenga un efecto directo sobre la expresión de WOX4

Se ha sugerido que, para que en C. canephora ocurra la transición de un estado

vegetativo a un estado embriogénico, es decisivo un cambio en el balance hormonal
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endógeno de IAA (Ayil-Gutierrez et al., 2013). Por ello, en este trabajo se determinó si

CcSERK1 modifica la expresión de genes relacionados con la biosíntesis, la percepción y

el transporte de auxinas.

Los resultados mostraron que los genes relacionados con la biosíntesis de IAA, como

TAA1, YUC1, YUC4, fueron modificados en ambas condiciones, siendo YUC4 el que

mostró un aumento de casi 20 veces comparado con el testigo (el vector vacío) y 10

veces mas comparada con los demás genes analizados, para el caso de YUC10 solo

mostró un ligero incremento en la condición de supresión (Ver Fgura 4.5).

Por otro lado, los genes, que codifican transportadores de auxinas como PIN1 y PIN4,

fueron inducidos cerca de cuatro veces, mientras que PIN1 fue inducido casi el doble,

mientras que en la condición de supresión estos disminuyeron a niveles muy bajos. La

expresión del receptor de auxinas TIR1 mostró un ligero aumento y fue casi indetectable

en la SERK1-Sup. Los resultados obtenidos indican que SERK1 modifica positivamente la

expresión de los genes que codifican a factores de transcripción íntimamente ligados a la

ES, de igual manera puede regular la biosíntesis y la distribución de auxina, así como la

degradación de los represores transcripcionales Aux/IAA vía proteasoma 26S a través de

TIR1.
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Figura 4.5 Efecto de la inducción exógena del gen CcSERK1 en la transcripción de genes

implicados en la biosíntesis y el transporte de auxina. El análisis se realizó en muestras de RNA

total de tejido transformado genéticamente a los siete días de ES, con el vector vacío, CcSERK1-

OE y CcSERK1-SL en presencia de DEX por 24 h. El análisis se realizó por triplicado. En todas las

reacciones se utilizó el gen EF-1α como normalización, con referencia a los tratamientos testigos

(tejido silvestre sin y con DEX). Las barras sobre las columnas representan el error estándar (n=3).
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4.4 DISCUSIÓN

Está documentado que la sobreexpresión de los correspondientes homólogos de SERK1

en tejidos de A. thaliana y de O. sativa incrementa su potencial embriogénico. No

obstante, los resultados del presente proyecto constituyen la única evidencia experimental

cuantitativa del incremento en el número de embriones como resultado directo de la

expresión de CcSERK1. El análisis de expresión del transcrito (por hibridación in situ y el

uso de su promotor nativo fusionado a un gen reportero como gus) y la localización de la

proteína utilizando etiquetas fluorescentes indican que SERK1 se sintetiza y se localiza en

en células con potencial embriogénico (Salaj et al., 2008; Hecht et al, 2001; Somleva et

al., 2000; Schmidt et al., 1997) o pluripotentes (Savona et al., 2011, Kwaaitaal, 2007). La

proteína SERK1, al igual que otros miembro de la subfamilia de LRR-RLKs, se localizan

en la membrana plasmática (Shah et al., 2001). La unión del ligando por parte del receptor

desencadena una vía transducción de señales específica, la cual conduce a la alteración

de la actividad transcripcional (Clouse, 2011).

En este trabajo se seleccionaron genes cuya soberexpresión ectópica conduce al

establecimiento de la ES (Tsuwamoto et al., 2010; Zuo et al., 2002; Boutilier et al., 2002;

Lotan et al., 1998). De estos genes seleccionados (AGL5, LEC1, WUS, BBM, EMK), solo

para AGL15 existe evidencia experimental de su asociación física con SERK1,

específicamente en la señalización por BR (Karlova et al., 2006). De los demás genes, no

existen reportes que demuestren que estén relacionados con SERK1.

El resultado del presente trabajo mostró que los genes cuya expresión resultó modificada

en condiciones de sobreexpresión o silenciamiento de CcSERK1 fueron AGL15, LEC1,

WUS, BBM y EMK. Estos genes codifican factores transcripcionales que inducen la ES

cuando son expresado ectópicamente (Tsuwamoto et al., 2010; Thakare et al., 2008; Gaj

et al., 2005; Harding et al., 2003; Zuo et al., 2002; Boutilier et al., 2002). BBM y EMK

fueron fuertemente expresados/reprimidos, BBM con la mayor transcripción inclusive 2

veces mas que EMK, e incluso fue mucho mayor a la que presentaron los genes AGL15,

WUS, PKL (Figura 4.4).
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Tanto EMK, también llamado AIL5/PLT5, como BBM pertenecen a la familia de factores

de transcripción de la familia APETALA2/ethylene-responsive factor (AP2/ERF). Dado que

BBM mostró una modulación muy marcada en este análisis, todo parece indicar que este

gen puede ser uno de los blancos moleculares directos de SERK1. Es importante

mencionar que en Brassica napus, BBM se identificó como un marcador molecular de la

ES.

Análisis genéticos han demostrado que los genes AINTEGUMENTA-LIKE (AIL) funcionan

corriente arriba y corriente abajo de la cascada de señalización de auxinas (Horstman et

al., 2014). EMK (AIL5) puede regular transcripcionalmente la biosíntesis a través de YUC4

(Pinon et al., 2013). BBM también se une y activa la expresión de genes de la biosíntesis

de auxinas TAA1, YUC3 y YUC4 y los genes relacionados con el transporte de auxina

PIN1 y PIN4 (Heidmann et al., 2015). La expresión ectópica de BBM incrementa la ES y

otras respuestas morfogenéticas en un medio de cultivo carente de reguladores del

crecimiento (Boutilier et al., 2002, El Ouakfaoui et al., 2010). Además, la sobreexpresión

de BBM da lugar a la inducción de la ES indirecta en Nicotiana tabacum en presencia de

citocininas (Srinivasan et al., 2007), en Populus tomentosa (Deng et al., 2009), en

Teobroma cacao (Flores et al., 2015) e inclusive en especies consideradas como

recalcitrante a la ES como Capsicum annuum mediante un sistema inducible controlado

por DEX (Heidmann et al., 2011). En un análisis de microarreglos se demostró que BBM

regula un grupode genes involucrados en proliferación y crecimiento celular (Passarinho

et al., 2008); en suspensiones celulares embriogénicas de C. arabica, SERK1 se expresa

con un patrón muy similar a BBM, sugiriendo una relación entre ambos (Torres et al.,

2015). De igual manera, se observó un patrón similar entre BBM y SERK1 durante el

desarrollo de la embriogénesis cigótica y somática en Larix decidua Mil, mientras que

LEC1 mostró un comportamiento contrario (Rupps et al., 2016). Para el caso de EMK,

este gen se expresa en embriones en etapas tempranas y tardías, y tiene un papel

redundante en el mantenimiento la identidad de la célula embriogénica; además, su

expresión ectópica promueve la iniciación de embriones somáticos a partir de los

cotiledones (Tsuwamoto et al., 2010).

La modulación exógena de CcSERK1 también modificó sustancialmente los niveles de



CAPÍTULO IV

89

expresión de LEC1 y L1L, ambos disminuyeron en la condición de sobreexpresión, pero

fue LEC1 quien mostró una alta expresión en la condición de supresión. Para el caso de

L1L, este presentó un ligero incremento en su expresión, sin embargo, este nivel no fue

suficiente para recuperar el nivel de expresión mostrado en los explantes transformados

con el vector vacío.  Estos resultados parecen indicar que CcLEC1 está mas vinculado

con CcPKL, puesto que la expresión de CcPKL se vió modificada en ambas condiciones

(sobreexpresión/represión). Las evidencias indican que PKL puede regular de forma

negativa la expresión de los genes LEC (LEC1, LEC2, FUSC3) (Dean Rider et al., 2003;

Ogas et al., 1999), mediante la modificación de las histonas. En el modelo de ES de C.

canephora ya se ha reportado que LEC1 puede ser regulado epigenéticamente a través

de la modificación en la histona H3K27me3 (Nic-Can et al., 2013), eso explicaría por qué

la expresión tanto CcLEC1 como CcL1L disminuyera en la fase temprana de la ES,

cuando SERK1 tiene la mayor actividad. No obstante, el hecho que CcL1L haya mostrado

un comportamiento en su expresión menos evidente en CcSERK1-SL parece debilitar la

hipótesis de su papel regulador de CcLec1. La explicación al resutado anterior puede ser,

que Lec1 además de estar regulado por PKL, también puede estar regulado por VAL1/2,

el cual codifica para una proteína con dominio B3 e incluye un tipo hemoedominio y

dominios CW asociados con factores de cromatina a través de los cuales regula a los

genes LEC2, FUSC3 y ABI3 (Suzuki et al., 2007). Estos antecedentes podrían explicar

también el comportamiento de CcABI3 en este análisis. Por otra parte se sabe que tanto

LEC1 como L1L tienen un importante papel en la maduración de los embriones y en la

definición de la identidad de las células del suspensor (Meinke et al., 1994; West et

al., 1994; Meinke 1992), así que es probable que no sean requeridos al inicio del

establecimiento de la ES, sino que su función esté mas relacionado con el posterior

desarrollo embrionario.

Por otra parte, SERK1 puede regular la expresión de genes vinculados con la biosíntesis
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de auxinas derivada de la vía dependiente de triptófano. SERK1 modificó la expresión del

gen TAA1, que codifica una enzima clave que cataliza la conversión de triptófano a ácido

indol-3-pirúvico (IPyA) y AAI, a través de la actividad de los genes YUC. Los resultados

muestran que los genes CcYUC1 y CcYUC4 fueron inducidos en la condición de SERK1-

OE, siendo YUC4 el mas sobresaliente.

En la ES de Arabidopsis, AtYUC4 se expresa en las primeras seis horas teniendo un

máximo a las 24 h después de ser retirado el 2,4-D del medio, teniendo un

comportamiento muy similar a YUC1 (Bai et al., 2013). En la ES de C. canephora, la alta

expresión de YUC1 fue observada a los 14 días del pretratamiento y de manera dinámica

en los primeros días de inducción (Ayil-Gutierrez et al., 2013). La expresión del receptor

CcTIR1 en este análisis puede estar vinculada al aumento en la concentración de

auxinas, provocando que estas se unan a los receptores TIR1-AFBs (Auxin-related F-box

proteins), activando la expresión génica como consecuencia de la degradación de los

represores transcripcionales Aux/IAA (Dharmasiri et al., 2005a; 2005b; Kepinski y Leyser,

2005). Para el caso de CcYUC10, su expresión se modificó sustancialmente solamente en

la condición de supresión, incrementando su expresión. Este cambio puede estar

vinculado a la alta expresión de CcLEC1, ya que la evidencia indica que LEC1 regula la

expresión de YUC10, dando como resultado la formación de raíz, un fenotipo producido

por altos niveles de auxinas (Junker et al., 2012).

En el presente modelo, la respuesta embriogénica dependió del tratamiento previo de las

hojas con NAA y KIN, de la adición de 6-BA y de la generación de una herida en el

explante durante la etapa de inducción. En este modelo se ha demostrado de manera

consistente y reproducible que los embriones se originan a partir de células del mesófilo,

pero no en la vena central del explante foliar (Quiroz-Figueroa et al., 2002). En este

trabajo se evidenció que la zona de la vena media si puede ser un sitio de generación de

ES ya que cuando se sobre-expresó CcSERK1, también ahí se originaron embriones

somáticos sin que hubiese realizado ninguna herida. En esta zona existe una alta

expresion de SERK1 (Figura 3.9B, panel b).

También, se ha documentado que genes que codifican factores de transcripción del tipo
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IAL/PLT, de enzimas responsables de la biosíntesis y de transportadores de auxinas

presentan una fuerte actividad allí, además que en esa zona se encuentra el procambium

y se ha reportado que SERK1 se expresa en las células del procambium vascular (Rocha

et al., 2015; Savona et al., 2011; Wang et al., 2011; Nolan et al., 2009; Hech et al., 2001).

Células del procambrium vascular pueden adquirir la capacidad de totiponcialidad y

posteriormente conducir a la ES mediante la adición de reguladores de crecimiento

vegetal (Kwaaitaal y de Vries, 2007).

Por otra parte, la supresión de SERK1 causó una reducción de la capacidad embriogénica

casi en su totalidad, mientras que las estructuras que se lograron formar se convirtieron

en radícula. De acuerdo con los resultados del análisis de expresión génica se puede

pensar en dos explicaciones para este fenómeno) La primera explicación es que el

fenotipo radicular puede deberse a la supresión de CcLEC1 en condiciones de CcSERK1-

OE y a su induccion de hasta cuatro veces mas en CcSERK1-SL. Se ha observado que la

expresión ectópica de LEC1 en Arabidopsis induce un rango de fenotipos entre las cuales

se destaca la producción de raíces (Lotan et al., 1998), mientras que en tabaco causa

anormalidades en plántulas transgénicas, las cuales adquieren una forma de colmillo de

marfil sin la formación de cotiledones (Gou et al., 2013). Además, se puede formar raíces

que acumulan auxina principalmente en la zona de elongación en la unión raíz-hipocótilo

(Junker et al., 2012). El gen LEC1 de Kalanchoë daigremontiana codifica una proteína tipo

LEC1 que tiene un único dominio B, con once unicos aminoácidos y presenta un codón de

término prematuro, generando una proteína no funcional en Arabidopsis. La pérdida

funcional de LEC1 promueve la formación de embriones somáticos en los márgenes de

las hojas y de esta manera la propagación vegetativa de K. daigremontiana (Garcês et al.,

2014). ii) La segunda explicación es que el fenotipo puede deberse a la casi nula

expresión de los genes CcYUIC1, CcYUC4, CcPIN1, CcPIN4 y CcTIR1, debido a que se

ha reportado que la mutante cuádruple yu1yuc4yuc10yuc11 puede tener efectos

negativos en la ES y a su vez conducir a la formación de raíz (Bai et al., 2013).
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De igual manera, sucede con la mutante pin1, que no puede inducir embriones somáticos

primarios en el explante, pero si formar radícula, mientras que la mutante de tir1 da como

resultado severas anormalidades en los embriones somáticos (Su et al., 2009).

En estudios recientes de genética, bioquímica y cristalografía se demostró que SERK1, 2

y 3 funcionan como correceptores de PXY (PHLOEM INTERCALATED WITH XYLEM)

para unir el péptido CLE41/TDIF (TRACHEARY ELEMENTS DIFFERENTIATION

INHIBITORY FACTOR). Esta unión regula la proliferación celular del procambium

conferiendo a las plantas la actividad de diferenciación continua (Zhang et al., 2016a,

Zhang et al., 2006b). Con base en lo anterior, PXY puede ser un candidato para formar

parte del complejo de proteínas que regula la diferenciación celular en la adquisición de la

ES en Coffea canephora.

Hasta el momento, no hay ningún reporte en la literatura científica que indique que

SERK1 module la expresión de genes de la biosíntesis de auxina en la ES,

probablemente porque debido al papel de las auxinas en el establecimiento de la ES, su

relación con SERK1 parecería obvia. Actualmente, solo se ha sugerido que SERK1, junto

con SERK3 y SERK4 pudieran modular la expresión de genes del transporte de auxinas

en el control del desarrollo de la raíz, a través de la vía independiente de BR (Du et al.,

2012).



CAPÍTULO IV

93

Figura 4.6 Representación gráfica de los resultados obtenidos en este estudio. La

sobreexpresión de CcSERK1 puede activar la vía de transducción de señales que en última

instancia puede modular positivamente la expresión de genes como CcAGL15, CcWUS, CcLEC1,

CcEMK, CcBBM, CcTAA1, CcYUC1, CcYUC4, CcPIN1, CcPIN7 y CcTIR1.

En conclusión, se encontró expresión diferencial de genes relacionados con la iniciación

de la ES en la condición de sobreexpresión/represión de SERK1, estos pueden ser

blancos directos y pueden ser candidatos para regular el inicio de la ES. En condición

normal, SERK1 presenta un patrón de expresión dinámico, con picos altos y bajos durante

todo el proceso, este cambio puede ser esencial para regular la expresión de genes que

son importantes para que se inicie y se a complete el programa embriogénico.
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CAPÍTULO V

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1 CONCLUSIONES

La implementación del protocolo experimental propuesto permitió cumplir el objetivo

general, el cual consistió en la caracterización molecular de SERK1 de Coffea canephora

durante la ES, EC y diferentes tejidos, además de analizar genéticamente su implicación

en la respuesta embriogénica y evaluar los cambios en los niveles de expresión de genes

vinculados al proceso inicial de ES.

Los análisis de expresión génica demostraron que los niveles de expresión de CcSERK1

in planta son mayores en tejidos meristemáticos. En la EC mostró un patrón de expresión

muy similar a la ES, con una mayor transcripción al inicio del proceso. Los resultados en

la ES indican que la condición de pretratamiento e inducción de la ES provocó cambios

muy marcados en el incremento de su expresión, por lo que estos cambios pueden ser

decisivos para que se establezca el programa embriogénico.

Los resultados de la manipulación de su expresión en el modelo de la ES generaron

evidencias sólidas que apoyan fuertemente la hipótesis que señala a SERK1 como uno de

los factores mas importantes para el establecimiento del proceso. Específicamente, la

represión de SERK1 provocó una reducción casi total de la respuesta embriogénica y la

perturbación del control del destino embriogénico, provocando la formación de radicula a

partir de las estructuras embriogenicas formadas. Esto indica que la función del receptor

SERK1 es requerida para el establecimiento del proceso embrionario pero también para

que este avance de manera regulada.
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En este trabajo también se mostraron las primeras evidencias de la influencia de SERK1 y

la expresión de genes implicados en el establecimiento y el avance de la ES;

específicamente, se encontró que su expresión condujo a la inducción de genes

involucrados en eventos tempranos y a la represión de genes reguladores de eventos

tardíos. De esta manera, estos resultados sugieren que el control que SERK1 parece

tener sobre el control del establecimiento y el avance de la ES podría ser efectuado a

través de la regulación de genes maestros del desarrollo embrionario, como AG1L5,

WUS, LEC1, EMK, BBM y el factor de remodelación de cromatina PKL. Además, los

resultados evidenciaron que la expresión de SERK1 puede inducir genes de biosíntesis,

transporte y señalización de auxinas, las cuales constituyen el grupo de reguladores del

crecimiento vegetal asociados mas directamente con el desarrollo embrionario. La

relación entre la concentración de auxinas y las modificaciones en la expresión de genes

maestros del desarrollo embrionario debe demostrarse posteriormente.

De manera global, este trabajo generó evidencias sólidas que sustentan la función

indispensable de SERK1 para el establecimiento de la ES y ofrece, hasta donde

sabemos, las primeras evidencias de los mecanismos moleculares mediante los cuales se

lleva a cabo la regulación de la transición somática-embrionaria en vegetales.
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5.2 PERSPECTIVAS

Con base en las evidencias generadas en este trabajo y empleando el modelo de

regulacion ectópica de la expresión del gen CcSERK1, se pueden plantear una serie de

objetivos y de actividades experimentales que permitirían profundizar aún mas en el

entendimiento de los mecanismos mediante los cuales este regula la ES en Coffea

canephora. Algunas de las que nos parecen mas atractivas se listan en seguida:

1. Se puede analizar el papel de otros reguladores del crecimiento vegetal, como ABA,

GA y CK en la regulación de la embriogénesis somática.

2. Se puede determinar la relación genética entre los factores de transcripción

CcAGL15, CcWUS, CcLEC1, CcEMK y CcBBM en el proceso, mediante análisis de

epistasis.

3. De acuerdo con el fenotipo observado en este trabajo se puede determinar la

asociación (interaccion proteina-proteina) de receptores candidato para identificar con

cuál de ellos CcSERK1 se asocia para activar la respuesta embriogénica en el

explante. Por ejemplo, los receptores BRI1, PXY (Phloem Intercalated with Xylem) y

RGFR1 (Root Meristem Growth Factor). El protocolo puede basarse en la fusión de

sus cDNA con la secuencia de proteínas fluorescentes como GFP, YFP, CFP, o

midiendo la dosis-respuesta de la adición de ligando en la activación del complejo y la

respuesta embriogénica.

4. Se puede emplear el mismo enfoque utilizado en este trabajo para investigar la

implicación de los genes CcSERK2 y CcSERK3 identificados en el genoma de Coffea

canephora, en la respuesta embriogénica.
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ANEXOS

Anexo I

I.I Extracción de RNA total de explantes foliares de cafeto

La extracción de RNA total de muestras individuales se realizó a partir de 100 mg de

explantes foliares de C. canephora L. Se maceró en presencia de N2 líquido, hasta

obtener un polvo fino y uniforme. Se adicionó inmediatamente un mL del reactivo

comercial TRIzol y 10 µL de ß-mercaptoetanol, continuar macerando hasta obtener una

solución homogénea. Transferir el macerado a un tubo eppendorf (1.5 mL) y dejar

reposando 10 min a temperatura ambiente (TA), aplicar vórtex continuamente cada min.

Centrifugar a 14,000 x g, por 15 min a 4 °C, recuperar cuidadosamente la fase acuosa sin

tocar la interfase y transferir a un tubo limpio. Adicionar 0.3 mL de una mezcla de

cloroformo:alcohol isoamílico (49:1) por cada un mL de TRIzol, e incubar a TA por 10 min

con agitación vigorosa. Centrifugar a 14,000 x g, por 15 min a 4 °C, para separar las fases.

Tomar la primera fase con mucho cuidado y transferir a un nuevo tubo, se mide el volumen

extraído. De acuerdo con el volumen extraído, adicionar 0.5 vol. de isopropanol, mas 0.5

vol. una mezcla de 0.8 M de citrato de sodio/1 M de NaCl. Incubar a 4 °C, por hora y

media, para precipitar el RNA presente en la muestra. Centrifugar a 14,000 x g por 15

min, a 4 ºC, y decantar el sobrenadante, quedando solo la pastilla de RNA en el fondo del

tubo. Lavar la pastilla con un mL de etanol al 75% (-20 ºC). Centrifugar a 12,000 x g por

10 min, a 4 ºC, y decantar el sobrenadante. Secar la pastilla a TA y por último

resuspender la pastilla en 20-30 µL de agua tratada con DEPC o Sigma (libre de RNasas).
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I.II Extracción de DNA genómico

La extracción de DNA genómico se realizó por método CTAB (Doyle y Doyle, 1990), el

cual consiste en pulverizar 200 mg de tejido de la muestra en un mortero con N2 y se

transfiere el tejido pulverizado a un tubo eppendorf  y se adiciona un volumen de la

solución de extracción recién preparada (CTAB 2%, NaCl 1.4 M, EDTA 20 Mm, Tris-HCl

100 Mm pH 8.0), mas 2% de ß-mercaptoetanol y se incuba a 60°C por 0.5-1 h en un

termoblock. Agregar un volumen igual de cloroformo-alcohol isoamílico (24:1) y mezclar

por inversiones. Centrifugar a 10,000 x g durante 10 min y se transfiere la fase acuosa

(superior) a un tubo nuevo. Repetir los dos pasos anteriores. Volver a centrifugar a 10,000

x g por 10 min y separar nuevamente la fase superior en un tubo nuevo. Para la

eliminación de RNA, tratar con RNAsa (10 mg/mL) incubando durante 30 min a 37°C.

Agregar 0.7 vol de isopropanol (-20°C) de acuerdo con el volumen extraído, y incubar

durante una hora a -20°C para precipitar el DNA. Centrifugar nuevamente a 10,000 x g

por 10 min. Retirar el sobrenadante, lavar la pastilla con 500 μL de solución de lavado y

por último con 400 μL de alcohol al 70%. Secar a temperatura ambiente y resuspender en

agua estéril.

I.III Análisis de expresión de CcSERK1 de acuerdo con el número de ciclos.
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Figura AI. Análisis de expresión por RT-PCR del gen CcSERK1 de acuerdo con el

número de ciclos. Una alícuota de los productos de RT-PCR fueron fraccionados por

electroforesis en un gel nativo de agarosa al 1% y teñida con 1 µg·mL-1 de bromuro de etidio. La

reacción se optimizó con el uso de 200 ng de RNA total. Carril1: 15 ciclos, Carril 2: 18 ciclos, Carril

3: 21 ciclos, Carril 4: 24 ciclos, Carril 5: 27 ciclos, Carril 6: 30 ciclos, Carril 7: 33 ciclos, Carril 8: 36

ciclos, M: Escalera de DNA de 1Kb. El análisis también se realizó para el gen de referencia -

Actina

I.IV Análisis de la identidad del plásmido binario pTA211
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Figura A2. Verificación de la identidad del plásmido pTA211. Alícuotas de los productos obtenidos

de la extracción de DNA plasmídico y digestión enzimática fueron separados por electroforesis en

un gel nativo de agarosa y teñidas con 1µg.mL-1 de bromuro de etidio. A) Mapa del plásmido

pTA211, B) Carril1: plásmido pTA211 sin digerir, Carril 2: plásmido pTA211 digerido con la enzima

XhoI, Carril 3: plásmido pTA211 digerido con la enzima BstEII, Carriles 4-8 plásmidos pTA211

digerido con las enzimas XhoI/ BstEII. M: escalera de DNA de 1 kb.

I.V PCR Directo a partir de colonias de Agrobacterium tumefaciens
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Figura A3. Verificación por PCR de la transformación de CcSERK-OE, CcSERK-SL y pTA211

vacío en A. tumefaciens. Una alícuota de los productos de PCR se fraccionó por electroforesis en

un gel nativo de agarosa al 1% y teñida con 1 µg·mL-1 de bromuro de etidio.  A) PCR directo de

colonias de A. tumefaciens transformadas con CcSERK-OE. Carril 1: testigo negativo (H2O), Carril

2: Testigo positivo (DNA plasmídico), Carriles 3-12 productos de PCR amplificados con cebadores

específicos de CcSERK1. B) PCR directo de colonias de A. tumefacies transformadas con

CcSERK-SL. Carril 1: testigo negativo (H2O), Carriles 2-8 productos de PCR amplificados con

cebadores específicos de CcSERK1. C) PCR directo de colonias de A. tumefacies transformadas

con pTA211. Carriles 1-6: Productos de PCR amplificados con cebadores específicos de

higromicina. M: Escalera de DNA de 1 kb.

I.VI Extracción de RNA total RNeasy® Plant Mini Kit
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La extracción de RNA total se realizó utilizando RNeasy® Plant Mini Kit, en cual consiste

en los siguientes pasos. Se maceró en un mortero en presencia de N2 líquido 100 mg de

material vegetal. Se añadieron 450 µl del amortiguador de RLC (Amortigudor de lisis

contiene Hidrocloruro de guanidina) y 4.5 µl de β-ME y se le aplicó vortex vigorosamente.

Posteriormente se transferió el lisado a una columna QIAshredder (color lila) colocado en

un tubo de dos ml. Se centrifugó durante dos minutos a toda velocidad. El sobrenadante

se transfirió a un tubo nuevo. Se añadieron 0.5 volúmenes de etanol (100%) al lisado, y se

mezcló inmediatamente por pipeteo. La muestra (generalmente 650 µl) se tranfirió a una

columna RNeasy Mini (color rosa) colocado en un tubo de dos ml. Despues se centrifugó

durante 15 s a ≥ 8000 x g (≥ 10,000 rpm). Se desechó el flujo.

Posteriormente, se añadió 700 µl de tampón RW1 (Amortiguador de lavado de RNA unido

a la membrana contiene Tiocianato de Guanidina, Etanol) a la columna RNeasy y se

centrifugó durante 15 s a ≥8000 x g. A continuación, se desechó el flujo y se añadió 500 µl

del amortiguador RPE (Amortiguador de lavado) a la columna RNeasy. Despues se

centrifugó nuevamente durante 15 s a ≥ 8000 x g y se desechó el eluato. Se repetió dos

veces mas el lavado anterior. Como paso opcional: Se coloco la columna RNeasy en un

nuevo tubo de dos ml y se centrifugó a toda velocidad durante un min para secar la

membrana. Se colocó la columna RNeasy en un tubo nuevo de 1.5 ml y se añadio 30µl

agua libre de RNasa directamente al centro de la columna. Por último, se centrifugó

durante un min a ≥ 8000 x g para eluir el RNA.

I.VII Cebadores especificos utilizados
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Tabla A1. Lista de cebadores específicos para amplificación por PCR de secuencias de

DNA genómico y/o cDNA

Nombre Secuencia del cebador (3’→5’) Tm (°C)

CcSERK1-For CAGCTTGACAGGTCCCATCCCATTG 71

CcSERK1-Rev TGCAGCTCTCCACCTGGTGTTCG 71

β-Actina-For GCAGATGGTGAGGAGATTCAA 55

β-Actina-Rev GTCCAGCACAATACCAGTTGTACG 55

HPT-For GCTCCATACAAGCCAACCAC 51

HPT-Rev CGAAAAGTTCGACAGCGTCTC 51

VIRE2-For TGCCCACCAAGGCGGAAT T 53

VIRE2-Rev CTTTGCCGACCC ATC GA 49

Tabla A2. Cebadores específicos de CcSERK1 con sitio de corte para enzimas de

restricción previamente elegidas

Nombre del cebador Secuencia del cebador (3’→5’) Tm (°C)

CcSERK1-XhoI-For GCAGCTCGAGTTACAGAGGTGAAAAGTTTGCAGGGTG 71

CcSERK1-XhoI-Rev GCAGCTCGAGTTTCGCACAAATTGAAATACATTTCACAAT 72

CcSERK1EXT-ApaI-For ATTGCAGGGCCCATGGCAAGGGTGGAGGGATTAGTT 72

CcSERK1EXT-XhoI-Rev ATGCAGCTCGAGTCCTGGAGTAGCAATTGGAGGTGG 72

Tabla A3. Lista de cebadores específicos empleados en qRT-PCR

Acceso Nombre Sequence (3’→5’) Tm (C)
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Cc10_g06160 SERK1 F* ACGGGATCATGCTTCTTGAG

R+ CCCAATCAAGCAACATGACATC

62

Cc01_g11510 EF-1α F AGCCTGGTATGGTTGTGACC

R ACCAGGAAGTGCCTCTTGAA

62

Cc02_g28980 AGL15 F GCAGATGTTGGGAAAGGATC

R TCCTTTCTCGCCTTTATTGAAG

52

Cc09_g00330 L1L F CCCCACCTCATTTTCACTTG

R TCTTTGAGAAACCCGTTCATG

53

Cc05_g00480 LEC1 F TGAAGAGGTCAAGACAACCA

R GTCTTGCGTTGCTCACAG

60

Cc07_g10660 WUS F CCTTCACCATACCAATTCCTG

R GAGTTTCTAATTCTGGGACCG

53

Cc10_g04700 WOX4 F CGTGGATTTTGGGAGCATG

R ACGGTGGTGGGAGTATTG

53

Cc09_g04020 BBM F CCAACCCGAGAACAAGATC

R GCAGATGTTGATTGTGACCC

53

Cc06_g13190 EMK F GCTCTCGGCTTTGGTTTG

R AGTTGGGATTTTGGCAGTG

53

Cc01_g17380 ABI3 F GCAAATCCATATCCGTATCAGG

R TGCCATCCTTTTCTTGCG

53

Cc08_g00060 PICKLE F CAACCCAACTCCTTGTCTG

R ACTTGATCCTCTACCTCCATG

53

Cc11_g15530 TAA1 F TCACTACACTCCCATTACCTC

R CCCATCCAATTCTTGAACCAG

53

Cc06_g12600 YUCCA1 F GTAGTCGGGTACAAGAAATCAG

R GTAACGTCCTGACCACAATG

53

Cc11_g01360 YUCCA4 F ATTGCCTGTGGGTTGATG

R AAGAATGACAGAAGGGACAC

52

Cc01_g20210 YUCCA10 F TCCAAACCTAGTCCTTGAGAG

R GACAGAACTGTTTAGCCAGG

53

Cc04_g06290 PIN1 F TCAAGGGAATGTACGGAGAG

R CGAACATGAAGAGCATCAGAG

53
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*Directo

+Reverso

Cc03_g13040 PIN4 F CAATCCCTACACCATGAACC

R GCCCCTTTTGCTCACTTTAG

53

Cc11_g08680 PIN7 F CTTTTCCCTATCCACGCTTC

R AATTTGTACCATTAGGCTCCC

52

Cc01_g20300 TIR1 F TGAAGTGATGGACGAGAGG

R TGTCAAACCTAGGCCCTG

54
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