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RESUMEN

El Cafeto (Coffea ssp) es la planta de la cual se obtiene el café, que en la
actualidad se cultiva en mas de 50 palses, los cuales en su mayoria han
basado su economla en la exportaciéon de este producto. Existen diversos
factores que provocan una disminucién en el rendimiento del cultivo, entre
los que se encuentran la disponibilidad de agua, la disponibilidad de
elementos nutrientes y la tolerancia a iones que provocan toxicidad al
cultivo, entre ofros. En relacion a la toxicidad, es de importancia
fundamental mantener la homeostasis de la concentracion de iones en las
células vivas, debido a la necesidad de mantener un bajo numero de iones
tanto esenciales como tédxicos. Para llevar a cabo dicho mecanismo, se
requiere de la intervencioén de varios canales y transportadores ibnicos
localizados en las membranas biolégicas de diferentes organelos celulares,
uno de estos es la enzima denominada Pirofosfatasa localizada en la
Vacuola y expresada por un gen unico denominado AVPT en Arabidopsis
thaliana, la cual incrementa en la membrana vacuolar el nimero de
protones de hidrégeno lo que permite la activacion de transportadores tanto
de iones toxicos como no toxicos llevando a cabo lo que se conoce como
Trasporte activo. Se han realizado diversos trabajos de transformacién
genética utilizando cepas de Agrobacterium tumefaciens para
sobreexpresar el gen AVP1 en Arabidopsis thaliana y en tomate, en donde
se observé que un aumento en la actividad de la PPasa en Arabidopsis
thaliana generé una tolerancia a la toxicidad de iones de sodio y en tomate
indujo tolerancia a sequia. Esta tesis tuvo como objetivo el transformar
plantulas de cafeto cultivadas in vitro con el gen AVP1 de Arabidopsis
thaliana mediante el uso de la cepas GV3101 de Agrobacterium
tumefaciens que contenfan 3 plasmidos denominados pRG233 con el gen
AVP1 fusionado con el promotor 35S en tandem de CaMV, el pRG395 con
una mutacién del gen avp? y el pPRG394 que es un plasmido utilizado como
control que contiene el vector sin la insercion del gen AVP1. Partiendo de
explantes foliares y mediante el proceso de infiltracién al vaclo se llevé a
cabo la transformacion genética obteniendo asl embriones transformados
con los plasmidos control y con la insercién de AVP1, de los cuales solo los
embriones del plasmido control lograron estar en la fase de seleccién
utilizando como antibiético la kanamicina llegando a la etapa de plantulas,
las cuales se analizaron mediante la técnica de PCR obteniéndose 3
plantulas nombradas pRG39476, pRG394T8, pRG394T10 y pRG394T48
como positivas a la integracién del plasmido control y negativas a la
presencia del gen VIR E2 exclusivo de Agrobacterium tumefaciens.
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ABSTRACT

Coffee (Coffea spp) is the plant which gives the coffee, which is now grown
in over 50 countries, most of whom have based their economies on the
export of this product. There are several factors that cause a decrease in
crop yield, including the availability of water, availability of nutrients and
tolerance to ion toxicity caused to the crop, among others. In relation to the
toxicity, is critical to maintain homeostasis in the concentration of ions in
living cells because of the need to maintain a low number of both essential
and toxic ions. To implement this mechanism requires the involvement of ion
channels and transporters located in biological membranes, of these, the
proton translocating pyrophosphatase, located in the vacuole and expressed
in Arabidopsis thaliana by a single gene, AVP1 participate in increasing
concentration of hydrogen ions, which in turn leads to activation of specific
transporters for ions and for the toxic non-toxic conducting what is known as
Active Transportation. There have been studies of genetic transformation
using Agrobacterium tumefaciens strains to overexpress the AVPT gene in
Arabidopsis thaliana and tomato, where it was observed that an increase in
the activity of the PPAs in Arabidopsis thaliana resulted in a tolerance to ion
toxicity sodium and in tomato induced tolerance to drought. This thesis
aimed to transform the tree seedlings grown in vitro with AVP1 gene from
Arabidopsis thaliana using the Agrobacterium tumefaciens strain GV3101
containing 3 plasmids called pRG233 with AVP1 gene fused with the 35S
promoter of CaMV in tandem, the pRG395 with a gene mutation avp? and
pRG394 which is used as a control plasmid containing the vector without the
insertion of the gene AVP71. Based on leaf explants and by vacuum
infiltration process was carried out genetic transformation thereby embryos
with control plasmids and the insertion of AVP1, of which only embryos of
the control plasmid were able to be in the selection phase using kanamycin
as an antibiotic to reach the stage of seedlings, which were analyzed using
the PCR technique produces seedling 3 appointed pRG394T6, pRG394T8,
pRG394T10 and pRG394T48 as a positive control plasmid integration and
negative for the presence of VIR E2 gene that is exclusively of
Agrobacterium.
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INTRODUCCION

En el mundo, el café es el producto mas sobresaliente a nivel
econdmico, después del petr6leo, ya que representa un importante recurso
para millones de personas que se dedican a esta actividad; igualmente,
varios palses dependen de la exportacién del café como producto para
aumentar su tecnologla (Carneiro, 1997).

El cafeto, planta de la que se obtiene la bebida denominada café,
aparece aproximadamente en el afio 675 en las montafias de Etiopia, en
Africa Oriental. En 1714, los franceses llevaron un esqueje vivo de cafeto a
la isla antillana de la Martinica y asl se establecieron las primeras
plantaciones en la Guayana Francesa y en la Guayana Holandesa, siendo
esta dnica planta el origen de los extensos cafetales de América Latina
(Castillo-Ponce, 1997).

En México, el cafeto fue introducido por tres regiones diferentes: 1)
De la isla de Cuba a la regién de Coérdoba, Veracruz; 2) De Moka, en
Arabia, se introdujo a Uruapan, Michoacan; y, 3) De Guatemala fue
introducida a Tuxtla Chico, Chiapas (Santoyo-Cortés et al., 1996).

Debido a la gran popularidad de la bebida, el cultivo del cafeto se ha
extendido a través del mundo, siendo introducido en Surinam, Haitf,
Republica Dominicana, Martinica, Brasil, Jamaica, Puerto Rico, Costa Rica,
Cuba, Venezuela, México, El Salvador, Colombia y gradualmente a otros
palses del continente americano (Santana-Buzzy, 1993).

De entre las especies comprendidas en el género Coffea sobresalen
la C. arabica y C. canephora, debido a que son las de mayor interés
econémico; la primera es de mayor importancia por su calidad, valor en el
mercado nacional e internacional, y por su extension territorial en las
regiones cafetaleras de México.

Se estima que C. arabica ocupa el 90% de la superficie destinada a
la produccién de café cultivado alrededor del mundo y que C. canephora
ocupa solamente el 2% de dicho espacio (De los Santos-Briones &
Hernandez -Sotomayor, 2008); el resto de la superficie es ocupado por
algunas otras especies como C. liberica, C. dewevrei y C. racemosa que
solo son cultivadas para uso local (Carneiro, 1997).

Como cultivo de importancia econ6mica, el cafeto es afectado por
factores que intervienen en su produccién, como es el caso de
enfermedades causadas por patégenos como hongos, virus, bacterias y



nematodos, la deficiencia de nutrientes, la falta de disponibilidad de agua, la
tolerancia a suelos acidos y la toxicidad por metales como el aluminio, el
fierro, el plomo, el cobre, el niquel y el sodio (De los Santos-Briones &
Hernandez -Sotomayor, 2006). Centrandose en la tolerancia a la toxicidad
por metales, existen diversos modelos que hipotetizan la entrada de estos
en la célula en donde el transporte que se lleva a cabo a través de las
membranas biolégicas juega un papel importante debido a que estas son
las que permiten o restringen el paso de ciertos iones protegiendo asl la
naturaleza interna y externa de la célula (Gaxiola et al, 2002), dicho
transporte se lleva a cabo mediante ciertas estructuras que se encuentran
en las membranas que pueden ser de naturaleza protéica o simples
estructuras que forman poros clasificandose en canales, transportadores y
bombas.

En la membrana vacuolar de plantas, algunas bacterias vy
arqueobacterias, un gen, el VP codifica para una pirofosfatasa, una enzima
conocida como la bomba translocadora de protones, cuya funcién es
generar un gradiente de potencial en la membrana para facilitar el flujo de
iones hacia el tonoplasto en un proceso denominado internalizacién o
compartamentalizacion vacuolar, la cudl se ha hipotetizado es llevada a
cabo para evitar la toxicidad de la célula a ciertos iones que pudieran
afectaria.

Gaxiola et al, (2001), mediante ingenieria genética obtuvieron
plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana que sobreexpresan el gen
AVP1, consiguiendo un incremento en la actividad de (a pirofosfatasa, lo
que llevé a la tolerancia de las plantulas de Arabidopsis a la salinidad.

La transformacién genética de plantas puede ser definida como la
transferencia de genes aislados de plantas, virus, bacterias o animales
dentro de nuevo material genético. La mayoria de las plantas transgénicas
han sido obtenidas usando dos métodos generales: la transferencia
mediada por Agrobacterium y la transferencia directa de ADN (Fisk &
Dandekar, 1993).

Debido a la capacidad que presenta un género de bacterias para
insertar material genético de diferentes organismos a especies de plantas
obteniendo asl transgenes con caracteristicas que le confieran tolerancia a
distintos factores que afectan su produccién, en este trabajo se propone
llevar a cabo la transformacion genética de cafeto utilizando una cepa de la
bacteria Agrobacterium tumefaciens, para obtener a largo plazo lineas de
plantulas de cafeto tolerantes a la toxicidad provocada por la salinidad,
siendo este el primer trabajo realizado con este gen en plantas lefiosas.
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Capitulo |

ANTECEDENTES

1.1 EI CAFETO

1.1.1 EL CULTIVO DEL CAFETO

El cafeto es el producto agronémico mas sobresaliente a nivel
econdmico, ya que representa un importante recurso para millones de
personas que se dedican a esta actividad, por lo que varios paises han
basado su economla en la exportacién de dicho producto (Carneiro, 1997).

El cafeto aparece aproximadamente en el afio 675 en las montanas
de Etiopia, en Africa Oriental; el género Coffea originalmente tuvo una
amplia distribucion en la parte tropical y subtropical de Africa y Asia. El
efecto estimulante del grano tostado y molido fue bien conocido por los
nativos de Africa cuando los arabes llevaron semillas de Coffea arabica
desde Etiopia a Yemen en el siglo XlII; en esta misma época fue reconocido
en el Cairo y la Mecca, y por el siglo XIV en Persia y Turquia seguido de
Ceildn, india, Indonesia y otras regiones con condiciones favorables para el
cultivo (Santana-Buzzy, 1993; Eira et al., 2006).

A lo largo de la historia, el café como cultivo se ha extendido a
través del mundo, siendo introducido en Surinam, Haitl, Republica
Dominicana, Martinica, Brasil, Jamaica, Puerto Rico, Costa Rica, Cuba,
Venezuela, México, El Salvador, Colombia, y gradualmente a otros palses
del Continente Americano (Santana-Buzzy, 1993); tal es el caso de México
en donde este se introdujo por tres regiones diferentes: 1) Desde la isla de
Cuba a la regién de Cordoba, Veracruz, 2) De Moka, Arabia, se introdujo a
Uruapan, Michoacan; y, 3) Desde Guatemala fue introducida en Tuxtla
Chico, Chiapas (Santoyo-Cortés et al., 1996).

De entre las especies comprendidas en el género Coffea sobresalen
la C. arabica y C. canephora, debido a que son las de mayor interés
econdmico; la primera es de mayor importancia por su calidad, valor en el
mercado nacional e internacional, y por su extensién territorial en las
regiones cafetaleras de México. Se estima que C. arabica ocupa el 97% de
la superficie de café cultivado en el mundo y que C. canephora ocupa



solamente un porcentaje no mayor al 2% (De los Santos-Briones &
Hernandez-Sotomayor, 2006). Algunas otras especies como C. liberica, C.
dewevreiy C. racemosa son solo cultivadas para uso local (Carneiro, 1997).

1.1.2 PRODUCCION DEL CAFETO

El cafeto se cultiva en aproximadamente 50 palses distribuidos en la
regién tropical del mundo. La produccién de café al afio supera los 60
millones de sacos de 60 kg, teniendo a Brasil como el principal productor,
seguido de Colombia, Indonesia, Vietnam y México (Pacheco & Pohlan,
2005).

La especie econdmicamente mas importante de cafeto es arabica la
cual produce aproximadamente 79 % de la produccion mundial, C.
canephora Pierre ex Froehner cerca del 20 % y C. liberica un 1 %. La
produccién mundial de cafeto se consume practicamente en todas las
naciones, especiaimente en las zonas templadas, en donde se hallan los
palses industrializados.

El cafeto es un producto cuyo consumo doméstico es reducido, ya
gue la mayor parte de los volumenes que se obtienen son destinados al
mercado internacional, como el caso de Brasil que ocupa el primer lugar en
producciéon de dicho producto, destinando el 75 % de su produccion para
comercializacién en el mercado internacional y el 25 % para consumo
propio (Santoyo- Cortés et al., 1996).

1.1.3 EL CAFETO EN MEXICO

En la agricultura mexicana, la cafeticultura es de importancia
econdmica, social y ecolégica, ya que es producido por cerca de 300 mil
productores, agrupados en 16 organizaciones, generando empleos para
aproximadamente 3.5 millones de personas que se dedican directa o
indirectamente a este cultivo (Regalado, 1995). En 2008, México ocup6 el
quinto lugar a nivel mundial como productor de cafeto (Figura 1.1), después
de Brasil, Vietnam, Colombia, Indonesia, gquienes ocupan los primeros
cuatro lugares en produccién.
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Figura 1.1. Posicion que ocupa México como productor y exportador en el
mercado mundial cafetalero
Tomado de http://www.fas.usda.gov/htp/tropical.asp

México produce cafetos de excelente calidad ya que su
topografia, altura, climas y suelos le permiten cultivar y producir variedades
clasificadas entre las mejores en el mundo. Ejemplo de esto son las
variedades Coatepec, Pluma Hidalgo, Jaltenengo, Marago y Natural de
Atoyac, solo por citar algunos; ademas ocupa el primer lugar como
productor mundial de cafeto organico y uno de los primeros en cafetos
“gourmets”. La produccion total de la cosecha 2007-2008 se muestra en la
Figura 1.1, [a cual fue de aproximadamente 115 millones de sacos.

El cafeto se produce sobre una superficie de 690 mil Ha en 12
estados de la Republica Mexicana, en 56 regiones, 440 municipios en
alrededor de 4000 comunidades de mayor pobreza y marginacion, los
cuales se encuentran situados en la parte centro-sur del pais como se
observa en la Figura 1.2. Entre los estados productores se encuentran
Colima, Chiapas, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Nayarit, Oaxaca, Puebla,
Querétaro, San Luis Potosi, Tabasco y Veracruz.
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Figura 1.2. Estados productores de cafeto en la Republica Mexicana
Tomado de Consejo Mexicano del Café, 2001

1.1.4 TAXONOMIA Y BOTANICA DEL CAFETO

La raices que tiene el café son: pivotante, axiales, laterales vy
raicillas. La pivotante puede considerarse como la raiz central; la longitud
maxima en una planta adulta es de 50 a 60 cm (Eira et al., 2006).

El tallo es lenoso, erecio y de longitud variable de acuerdo con el
clima y tipo de suelo; en las variedades comerciales varia entre 2 y 5 m de
altura. En una planta adulta, la parte inferior es cilindrica, mientras que la
parte superior (apice) es cuadrangular y verde, con esquinas redondas y
salidas (Eira et af., 2006).

Las ramas pueden ser laterales 6 primarias; son opuestas, alternas
y tienen un punto apical de crecimiento que va formando nuevas hojas vy
entrenudos. El nUmero de éstos puede variar de un afo a otro v,
consecuentemente, las axilas que forman dan origen al nimero de flores v,
por ende de frutos (Eira et al., 2006).



Las hojas miden de 12 a 24 cm. de largo por 5 a 12 cm de ancho,
variando su forma eliptica a lanceolada, en cuya parte inferior se encuentran
unos agujeros de forma irregular que se abren en camaras diminutas
ilamadas domocios, cuya funcién no se conoce con precision (Eira ef al.,
20086).

El fruto es de superficie lisa y brillante y de pulpa delgada; esta
constituido de tres partes diferentes: el epicarpio o epidermis, el mesocarpio
o pulpa y el endospermo o semilla. Cuando madura puede ser de color rojo
o amarillo, dependiendo del cultivar (Eira et al., 2006).

La semilla del café (Figura 1.3), es de forma eliptica &
planoconvexa; presenta una cubierta externa formada por una capa
endocarpica que se denomina pergamino, y otra delgada de color gris
llamada espermodermo o piel plateada. En semillas de C. canephora, el
espermodermo esta adherido y es de color café (Dedeca, 1957).

El endospermo, que se considera un tejido vivo, contiene dos
regiones: una externa-dura y otra interna-suave. Ambas se encuentran
rodeando al embrién (Eira ef al., 20086).

El embrién (Figura 1.3), es de tamafo pequefio (aprox. 3 a 4 mm
de longitud) y esta compuesto de un axis y dos cotiledones en forma de
cordones adheridos, los cuales se localizan cerrados en la superficie
convexa de la semilla (Da Silva et al., 2004, Eira et al., 20086).
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Figura 1.3. Anafomia de la semilla y el embrion del Cafeto
Tomado de Eira et al., 2006

La taxonomia de los géneros de Coffea es complicada. Diferentes
autores incluyen de 60 a 100 especies que se agrupan en cuatro secciones:
Eucoffea, Mascarocoffea, Paracoffea y Argocoffea. Las especies cultivadas
en la actualidad pertenecen a la seccion Eucoffea y particularmente a las
subsecciones Erythrocoffea (que comprende las especies C. arabica, C.
congeneresis, C. canephora, y C.eugenioides) y Pachycoffea (que incluye
las especies C.liberica, C. hainii, C. cymensis, C. abeokutae y C. dewevrei).
La variedad café excelsa (C. excelsa) y afines son consideradas como
formas de C. liberica; el Cuadro 1.1 muestra la clasificacién taxondémica del
cafeto reportada por Judd et al., (2002).
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Cuadro 1.1. Clasificacién Taxonémica del Cafeto segun Judd et al., 2002

Reino Plantae
Dlvisién Eudicoledoneas(Tricopaites)
Clase Asterides
Subclase Euvasterides |
Orden Gentlianales
Familia Rubiaceae
Género Coffea
Especie Coffea arabice
Coffea canephora

1.2 METODOS DE PROPAGACION DEL CAFETO

Las plantas de cafeto se propagan por métodos de cultivo
convencionales, Estas pueden reproducirse, ya sea de forma sexual, es
decir, por medio de semilla o de forma asexual, via estacas e injertos. La
especie autégama C. arabica se multiplica normalmente por semillas
mientras que la C. canephora, especie alégama, autoestéril, debe
propagarse por medios asexuales para evitar problemas de
autoincompatibilidad y produccién (Castillo-Ponce et al.,, 1996).

Los métodos convencionales de mejoramiento genético son un
largo proceso que involucra diversas y diferentes técnicas de seleccién de
poblaciones silvestres mediante evaluaciones de hibridacion, de progenie y
de cruces interespecificos. Desafortunadamente, estos métodos
tradicionales de cultivo son lentos, ya que usandolos toma mas de 30 afios
obtener un nuevo cultivar, por lo que se genera un costo elevado; ademas la
produccion y obtencién de semillas para su distribucion resulta insuficiente
para satisfacer las necesidades de los cultivadores.

La introduccién de técnicas de propagacién in vitro con potenciales
para multiplicar genotipos de valores superiores a un menor tiempo,
proporcionan un mayor avance, por lo que diversos métodos de
regeneracién y propagacioén in vifro han sido optimizados exitosamente,
incluyendo la embriogénesis somatica y la organogénesis, en donde para
ambas técnicas se parte de cultivo de brotes axilares y adventicios,
meristemos apicales, embriones cigéticos, anteras, polen, células en
suspensién y protoplastos (Carneiro, 1999).
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1.2.1 EMBRIOGENESIS SOMATICA

La embriogénesis somatica (ES), es el proceso por medio del cual
las células somaticas son inducidas para generar células embriogénicas, las
cuales pasan por una serie de cambios bioguimicos y morfoloégicos que
resultan en la formacién de un embrién. La habilidad para producir
embriones morfolégicamente bien formados y desarrollarse en una planta a
partir de células somaticas en cultivo sin organizacién es exclusivo, hasta
este momento Unicamente del reino vegetal. A diferencia de los embriones
cigoticos, los somaticos pueden ser observados faciimente, sus condiciones
del cultivo pueden ser controladas y se pueden producir en grandes
cantidades (Kawahara & Komamine, 1995).

La ES es la alternativa mas eficiente para la propagaciéon masiva de
plantas. Las ventajas del proceso, como son el control de las condiciones de
cultivo, la facilidad de seguir visualmente el proceso, la disponibilidad del
tejido y los altos rendimientos en la produccién de embriones hacen de la
embriogénesis somatica un sistema ideal para realizar estudios a nivel
morfohistolégico, fisiolégico, bioguimico y molecular. Reportes de la
literatura mencionan que existen diferencias significativas entre especies y
en muchos casos, los resultados gue se obtienen no pueden ser aplicados a
otras especies e inclusive entre variedades (Quiroz-Figueroa, 2003).

Existen dos tipos basicos de induccion de la embriogénesis: la
somatica directa (ESD) y la indirecta (ESI). El término ESD se aplica al
explante que presenta una proliferacién celular desorganizada minima
(inducida por heridas) antes de formar los embriones somaticos, mientras
que la ESI se refiere a explantes en los que hay abundante proliferacion
celular sin organizaciéon (callo) (Sharp et al., 1980). Se ha sugerido que en la
ESD, las células pre-embriogénicas ya estan presentes y solo requieren
condiciones favorables para la expresion del programa embriogénico,
mientras que en ESI, se precisa de la predeterminacién de las células
desdiferenciadas y la adquisicion del estadio embriogénico antes de iniciar
el desarrollo del embrién (Williams & Maheswaran, 1988).

Los principales factores involucrados para un determinado tipo de
respuesta dependerdn de la naturaleza del regulador de crecimiento
utilizado, el origen det explante, el estadio fisiolégico y la especie utilizada.
Sin embargo, el término directa o indirecta es Util para describir aquellos
casos en los que hay poca 0 abundante proliferacién celular sin
organizaciéon, previa a la formacion de embriones somaticos, pero no
necesariamente podria indicar diferencias fundamentales en las células
involucradas (Halperin, 1995).
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Se han reportado para el género Coffea varios protocolos de ES. El
primero fue realizado para C. canephora por Starisky (1970), usando
internudos como fuente de los explantes. Herman & Haas (1975) reportaron
la ES para C. arabica a partir de explantes foliares, Séndhal et al., (1977,
1979) desarrollaron un sistema de dos fases para la induccién de embriones
a partir de hojas de C. arabica. A principios de los ochentas, Dublin (1981),
report6 embriones somaticos utilizando explantes foliares en un medio
suplementado con citocininas.; Yasuda ef al., (1985) indujeron la formacién
de embriones en explantes foliares de C. arabica usando BA
(benciladenina); desde entonces, se han reportado otros sistemas
basandose en las formulaciones de los medio de cultivo de los autores
anteriormente mencionados.

1.3 INGENIERIA GENETICA DE PLANTAS

El progreso de la tecnologia del ADN recombinante hace necesario
el mejoramiento de las técnicas utiles en la ingenierfa genética de plantas
(IGP) (Jenes et al., 1993; Carneiro, 1899). La IGP es una aplicacién de la
biotecnologla, que involucra fa manipulaciéon de ADN y la transferencia de
genes entre especies. Actualmente hay muchas aplicaciones de la IGP en la
agricultura para generar cultivos transgénicos como los resistentes a
herbicidas, plagas y enfermedades (Altieri, 2000).

Mas alla del mejoramiento de los cultivos, la habilidad para crear
plantas transgénicas es importante para el estudio de las funciones del gen
y la regulacién de procesos fisiolégicos y de desarrollo. Los avances en el
cultivo de tejidos, combinado con e! mejoramiento en la tecnologia de
transformacién, han resultado en el incremento de la eficiencia de la
transformacién genética de plantas (Hansen & Wright, 1999).

En la naturaleza, a menudo las células vegetales se asocian con
ciertas bacterias, siendo estas un vehiculo conveniente para la introduccién
en la planta de ADN clonado o recombinante (Lodish et al., 1995). La
tecnologla de clonacién involucra la construccién de moléculas de ADN por
unién de secuencias de diferentes fuentes. El producto es llamado ADN
recombinante y la técnica, Ingenieria genética, que es aplicable tanto en
organismos procariotes como eucariotes. La clonaciéon del ADN es posible
por la capacidad de plasmidos bacteriales para reproducir después,
secuencias adicionales de ADN gue han sido incorporadas dentro de sus
genomas (Lewin, 2001).
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1.3.1 MEJORAMIENTO GENETICO DEL CAFETO

El mejoramiento y la seleccion del cafeto han proseguido en dos
vias principales: uno ha sido utilizando en la seleccién de razas locales
sobresalientes en los diversos paises donde se cultiva cafeto y el otro ha
intervenido en el mejoramiento de C. arabica y otra especies de importancia
econdomica (Solls, 2002).

Las investigaciones sobre el mejoramiento y la seleccion de cafeto
en los trépicos americanos y en Africa Oriental se han concentrado
principalmente en la obtencidn de variedades que presenten mayor
capacidad de produccion, lo que los ha llevado a reconocer que dichas
selecciones por sl solas alcanzan los Ilimites fijados por las cualidades
propias del material de siembra, obteniéndose asi resultados favorables al
cruzar diferentes variedades del C. arabica, e incluso en los cruces que
incluyen otras especies (Solfs, 2002).

Un aspecto necesario en los programas de mejoramiento y
seleccion llevados a cabo en diversas éareas cafetaleras, ha sido el
desarrollo de técnicas biotecnoldégicas y métodos de propagaciéon
vegetativa, por medio de los cuales se puede preservar [a identidad del
material de siembra de calidad superior. Entre estos métodos destacan el
empleo de las técnicas biotecnolégicas entre las que se encuentra la
transformacién genética.

1.3.2 TRANSFORMACION GENETICA DEL CAFETO

La transformacién genética de plantas puede ser definida como la
transferencia de genes aislados de plantas, virus, bacterias o animales
dentro de un nuevo material genético. En plantas, la transformacién exitosa
requiere la produccién de plantas normales y fértiles que expresen los
genes insertados; el proceso de transformacion involucra distintas etapas
como la insercién, integracion, expresién y heredabilidad del nuevo ADN
(Lewin, 2001).

La mayorfa de las plantas transgénicas han sido obtenidas usando
dos métodos generales: |a transferencia mediada por Agrobacterium y la
transferencia directa de ADN, esta Udltima involucra métodos como
bombardeo por particulas y la electroporacion (Fisk & Dandekar, 1993).
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Los resultados de diversas lineas de estudio han demostrado que el
cafeto puede ser transformado usando varias técnicas de transferencia de
genes, entre estos se incluyen la electroporacién de protoplastos de callos
embriogénicos de C. arabica (Fernandez-Da Silva & Menéndez, 2003), el
co-cultivo de embriones somaticos de C. arabica, C. canephora y Arabusta
con Agrobacterium rhizogenes (Spiral et al., 1993, Perthuis et al., 2005) y el
bombardeo de explantes de hoja de C. arabica, C. canaphora y Arabusta
(Nagai ef al., 1992, Van Boxtel et al., 1995, Ribas ef al., 2005).

El primer reporte de transformacién genética realizada en cafeto fue
por electroporacién de protoplastos (Acuna & De Pena, 1991), lo que
permiti® un aumento en el numero de plantas transformadas y una
reduccién en el tiempo de desarrollo.

Para C. arabica se ha reportado la transformacion utilizando cepas
silvestres de Agrobacterium tumefaciens (Carneiro, 1997, Hatanaka ef al.,
1999, Perthuis et al, 2005). Sin embargo, existen diversos problemas
asociados a su transformacién, como son la baja eficiencia de
transformacién, el mantenimiento restringido de las plantas transgénicas y
su regeneracion con tratamientos agronémicamente no importantes como
son la kanamicina, el clorsulfuron, el glifosinato, glifosato e higromicina, los
cuales son utilizados como agentes de seleccidn de plantas trangénicas
(Santana et al., 2007).

Quiroz-Figueroa et al., (2002), aporté un avance en la generacioén
de embriones somaticos, partiendo de explantes de hoja para la
transformacién del cafeto, misma que se ha realizado mediante la técnica
de infiltracién al vacio de dichos explantes con Agrobacterium, seguido de la
induccién de la ES. Dicho método ha proporcionado una rapida produccion
de plantas transgénicas de C. canephora (Canché-Moo et al., 2006).

1.3.3 BOMBARDEO POR MICROPARTICULAS

Este método involucra el envolvimiento de pegueias particulas de
tungsteno u oro (1-5 pum) con ADN biolégicamente activo y la aceleracion
de esas particulas hacia el tejido vegetal a alta velocidad; las particulas
penetran la pared celular alojandose en las ceélulas donde se libera el ADN
resultando la transformacién individual de células en un explante (Fisk &
Dandekar, 1993). Para el bombardeo se puede emplear cualquier tipo de
explante vegetal, desde células y protoplastos hasta plantulas completas;
sin embargo la principal desventaja del método continua siendo la baja
relacion entre el total de células sometidas al bombardeo y el numero de
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células que logran incorporar de manera permanente la informacién
genética transmitida (Nieto-Jacobo et al., 1999).

1.3.4 TRANSFERENCIA DE GENES MEDIADA POR
Agrobacterium

La transferencia y expresion de genes ajenos a las células
vegetales es ahora una practica rutinaria en muchos faboratorios del mundo
convirtiéndose en una herramienta de gran importancia para estudios en la
expresion de genes y la obtencién de variedades de pfantas mejoradas de
interés comercial. Aunque muchos sistemas de transformacién han sido
investigados, el sistema que ha dado mayor éxito es el basado en el
plasmido Ti de Agrobacterium tumefaciens (Herrera-Estrella & Simpson,
1988).

Estudios moleculares demostraron que las células pertenecientes a
Agrobacterium son Uunicas, por su habilidad de llevar a cabo una
transferencia de material genético entre especies de diferentes reinos, en
este caso entre procariotas y plantas. Esta caracteristica de transferir
segmentos de ADN a especies vegetales es utilizada como herramienta
para estudios biotecnolégicos de transformacién (Kunik et al, 2001; Zupan
et al., 2000). Existen antecedentes de métodos de transformacién mediados
por Agrobacterium tumefaciens por infiltracién al vaclo. Tjokrokusumo et al.,
(2000) reportaron la infiltracion al vaclo de polen de petunia con
Agrobacterium tumefaciens, aunque en él se reportan frecuencias similares
de transformacion genética tanto al polinizar flores con polen infiltrado al
vacio con Agrobacterium tumefaciens como al aplicar una gota de la
suspensién bacterial al estigma previo a la polinizacion; Ronde et al.,
(2001), reportan la transformaciéon de semillas de soya mediadas por A.
tumefaciens por infiltracién al vacio, este protocolo se presenta como un
método simple y rapido que no requiere del cultivo de tejidos y permite la
obtencién de plantas transformadas en forma directa con un incremento en
el porcentaje de transformantes del 8 al 30 %. Charity et a/., (2001) reportan
ja transformacién de tejidos organogénicos de Pinus radiata.
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1.3.5 VECTORES

Un vector es cualquier genoma extracromosomal pequefio. Los
genomas vectores son encontrados en la naturaleza dentro de una especie
en particular y replicado dentro de la célula u hospedero natural de especies
estrechamente relacionadas (Singer & Berg, 1991).

Un vector debe poseer. a) un gen de resistencia a antibidticos
manejado por un promotor funcional de la planta, b) un gen de resistencia a
antibiéticos para la seleccion de la bacteria, y ¢) un sitio en la porcién
transferida conteniendo uno o mas sitios de restriccién para la clonacién
molecular (Zyprian & Kado, 1990).

Los plasmidos son moléculas circulares de ADN que se replican
separadamente del cromosoma hospedero y tiene un tamario de 5,000 a
40,000 pares de bases (Singer & Berg, 1991). Los plasmidos bacterianos
no contienen genes esenciales, pero pueden tener genes que le confieren a
la bacteria resistencia a antibidticos. En algunos casos los plasmidos
extienden enormemente los nichos ecolégicos en que la bacteria puede
crecer. Un ejemplo notable es el vector inductor de tumores (Ti) de una
especie de Agrobacterium que causa una enfermedad conocida como
agalla de la corona (Hooykas & Beijersbergen, 1994).

El ptasmido Ti posee genes involucrados en actividades bacterianas
y de la célula vegetal, incluyendo aquellas que se requieren para llevar a
cabo la transformacién y una serie de genes involucrados con la sintesis o
utilizacién de opinas (Lewin, 2001), que son usadas como substancias
especificas de crecimiento bacteriano (Holsters ef al., 1982).

En Agrobacterium se usan basicamente dos tipos de vectores, los
que se recombinan por ADN homoélogo en un plasmido Ti residente a
menudo llamados vectores co-integrativos o intermediarios y los que no
necesitan recombinarse en un plasmido Ti residente, llamados vectores
binarios o autbnomos. Sin embargo ambos vectores tienen tres
caracteristicas esenciales: sitios Unicos de restriccidon para la clonacién de
genes, genes marcadores expresados en plantas para la seleccién de
plantas transgénicas que reemplazan a los genes oncogénicos y un gen
marcador expresado en bacterias para la seleccién del vector en
Agrobacterium y E. coli (White, 1993; Zyprian & Kado, 1990).
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1.3.5.1 VECTORES CO-INTEGRATIVOS

Debido al tamario de los plasmidos Ti y al gran nimero de genes
que estan involucrados en el mecanismo de transformacion, no era factible
desarrollar un “minivector con sitios tnicos de clonacién en localizaciones
adecuadas dentro de la regién T y con todas las funciones esenciales para
la transferencia y estabilidad del ADN-T. Por lo que como método alternativo
se introdujeron genes en sitios especificos en la regién-T de un plasmido Ti
funcional, desarrollandose asl los llamados vectores intermediarios o co-
integrativos, en los cuales el ADN-T es subclonado en vectores plasmidos
pequefios convencionales de E. coli. Los vectores co-integrativos poseen
una regién de homologia entre el plasmido Ti (dentro de los bordes de ADN-
T) y el plasmido vector permitiendo la manipulacién de ADN foraneo en
vectores de E. coli (Gelvin & Lee; 2008).

1.3.5.2 VECTORES BINARIOS O AUTONOMOS

Los vectores binarios se construyeron debido a su facil
manipulacién, ya que son pequefios y simples (An, 1995). Los dos
componentes principales para la transferencia de genes mediada por
Agrobacterium: el ADN-T y la regién vir, residen en pldsmidos separados.
Estos forman la base de los vectores binarios. Los plasmidos binarios
poseen las siguientes caracteristicas: 1) Un marcador de seleccién para
célutas bacterianas unido a un promotor como €l de la nopalina sintasa
(nos), 2) Un marcador de seleccién para células vegetales, unido a un
promotor como el CaMV 35S; 3} Un sitio multiple de clonacién y/o expresion
y 4) Los bordes izquierdo y derecho del ADN-T del plasmido Ti, para colocar
el marcador de seleccion y el sitio multiple de clonacidén (Shaw, 1895).

En los vectores binarios la manipulacién de la regién de ADN se
realiza en un plasmido de replicacién autébnomo distinto de los que llevan los
genes vir necesarios para la transformaciéon. La transferencia de genes en
esos sistemas involucra dos pladsmidos, ambos capaces de replicarse en
Agrobacterium, uno de ellos es un plasmido Ti modificado (o intacto) que
provee las funciones de vir en trans. El sequndo es un plasmido de amplio
rango de hospederos que puede replicarse en E. coli y Agrobacterium y
contiene los bordes del ADN-T flanqueando el constructo del gen para la
insercién y un marcador de seleccion de la planta (Gelvin & Lee; 2008).

Los vectores binarios son pegueios (10-15 kb) y no requieren
cointegracion, después de la insercién de un gen dentro de un sitio Unico en
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la region ADN-T. Usando E. coli como hospedante, el vector es transferido
en Agrobacterium por conjugacién (An, 1995) o transferencia directa de
ADN (técnicas de electroporacién o congelamiento-descongelamiento)
(Hellens & Mullineaux, 2000).

1.3.6 PROMOTORES

La expresién de genes foraneos en plantas transformadas requiere
que sean puestos bajo el control de un promotor activo en células vegetales,
el cual determina donde, cuando, cuanto y bajo qué condiciones se expresa
el gen (Heldt, 2005). La eleccién de un promotor depende del efecto
deseado, por lo tanto para lograr una transformacién estable el promotor
debe ser constitutivo y tener un alto nivel de expresién, permitiendo la facil
seleccién de los transformantes (Shillito & Saul, 1988).

Un promotor ampliamente usado es el 35S aislado del virus del
mosaico de la coliflor, siendo uno de los mejores promotores funcionales en
plantas, ya que tiene un alto nivel de expresion en todas las partes de la
planta, por lo que se le ha dado el nombre de promotor constitutivo (An,
1995).

Otro promotor usado en muchos laboratorios es el de la nopalina
sintasa (NOS), el cual proporciona una alta produccion de ARNm en
tumores inducidos por plasmidos Ti de tipo nopalina, sin embargo se ha
encontrado que este promotor no es expresado constitutivamente en las
células vegetales ya que es altamente activo en raices pero débilmente
expresado en hojas (An, 1995).

El uso de fusiones entre promotores y genes reporteros ha
permitido un monitoreo detallado de la actividad de numerosos promotores
de plantas, ya que han demostrado su habilidad para dirigir la expresiéon de
genes foréneos en las plantas de una manera especifica en los tejidos
(Guerineau, 1995).

1.3.7 MARCADORES DE SELECCION

En los sistemas de transformacién de plantas, la eficiencia de
transferencia de genes estable es baja, tnicamente una fracciéon de las
células expuestas al ADN foraneo integran el ADN dentro del genoma, por
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lo que son requeridos sistemas que permitan la seleccién de los clones
transformados.

Un sistema selectivo consiste de un agente selectivo y un gen
marcador de seleccién. Los marcadores de seleccion usualmente confieren
resistencia a agentes quimicos, tales como antibiéticos o herbicidas que
inhiben funciones celulares, esto es debido a que codifican una proteina que
confiere la capacidad a células transformadas para crecer en un medio
conteniendo un compuesto téxico para las células no transformadas pero no
para las transformadas. E} producto del gen marcador de seleccion puede
ser una enzima destoxificante capaz de degradar al agente selectivo
(Hansen & Wright, 1999},

Entre los genes marcadores de seleccidn mas usados destacan el
de la neomicina fosfotransferasa Il (NPTI), estreptomicina fosfotransferasa
(STP) y el gen de la gentamicina-3-N-acetiltransferasa (AACC3) (Hellens &
Mullineaux, 2000).

1.3.8 Agrobacterium tumefaciens

Es una bacteria del suelo que causa una enfermedad en plantas
conocida como agalla de la corona, la cual es un cancer que provoca la
multiplicacion de células de la planta que han adquirido [a propiedad para
dividirse in vitro sin un suplemento exégeno de hormonas y en ausencia de
la bacteria (Dessaux et al,, 1993). Estos tumores han sido considerados
como agregados cadticos de células, sin embargo se ha encontrado que
consisten de un sistema sofisticado de haces vasculares con floema y
xilema funcional conectados al sistema vascular del hospedero (Rezmer et
al., 1999).

La interaccion Agrobacterium - célula vegetal consta de una serie de
8 pasos (Gelvin, 2000) (Figura1.4); 1.- Reconocimiento célula-célula; 2.-
Sedales de la planta; 3.- Activacién transcripcional; 4.- Transduccién de
sefiales; 5.- Metabolismo del ADN-T, 6.- Transporte intracelular; 7.- Importe
nuclear; y 8.- Integracién del ADN-T.

La colonizacion bacteriana es el primer paso en la induccion de
tumores y se produce cuando A. fumefaciens se une a la superficie celular
de la planta (De la Riva et al., 1998). El ciclo de infecci6bn de dicha bacteria
es complejo, involucra un numero de sefiales quimicas emitidas por el
patégeno y su hospedera (Gelvin, 2000). El reconocimiento Agrobacterium —
célula hospedera se Hleva a cabo cuando la bacteria se une libremente por
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medio de receptores (ChvA, ChvB, PscA y Att) a las proteinas receptoras de
la célula hospedera que se encuentran en la superficie celular y luego
sintetiza filamentos de celulosa que estabilizan la unién inicial (Sheng &
Citovsky, 1996).

Agrobacternnn
ens

Figura 1.4. Modelo del proceso de transformacin via Agrobacterium
Tomado y modificado de Gelvin, 2000.

La transferencia del ADN-T estd mediada por los productos
codificados por la regién vir del plasmido Ti. Esta region estd compuesta por
al menos seis operones esenciales (VIR A, VIR B, VIR C, VIR D, VIR E, VIR
G) y dos no esenciales (VIR F, VIR H) (De la Riva et al., 1998). Por medio
de la proteina VIR A se captan las senales moleculares secretadas por las
células de la planta herida y ésta fosforila a VIR G estabilizandola para
activar la expresion de otros genes virulentos y asi iniciar el proceso de
transporte de! ADN-T. Esta activacion se lleva a cabo por compuestos
fendlicos como la acetosiringona (AS), 3,5-metoxi-4-hidroxiacetofenona o
hidroxiacetorisiringona (OH-AS) (Sheng & Citovsky, 1996) y glucosa o
galactosa en caso que la concentracion de AS se encuentre baja o ausente.

La activacién de los genes VIR también depende de factores
externos como temperatura y pH, ya que a temperaturas mayores a 32 °C
los genes VIR no se expresan debido a un cambio conformacional en VIR A
lo que induce la inactivacion de sus propiedades (Zupan ef al., 2000; De la
Riva et al., 1998).
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La activacion de los genes vir produce la generacion de una
cadena, copia de la cadena de ADN-T. Las protelnas VIR D1 y VIR D2
funcionan como una endonucleasa cortando en los sitios especificos,
generando una cadena linear, copia de la regién ADN-T de Agrobacterium
designada cadena-T, la cadena cortada es removida y el espacio dejado en
el plasmido (Ti) es reparado por la maquinaria de reparacién del ADN del
organismo (Sheng & Citovsky, 1996, De la Riva et al., 1998).

El vehiculo de transferencia al nucleo vegetal es un complejo ADN-
T-Protefna, este debe ser traslocado al ndcleo vegetal pasando a través de
tres membranas, la pared celular y espacios celulares. De acuerdo al
modelo mas aceptado, el complejo ADN-T-VIR D2 es cubierto por la
protelna VIR E2. Esta asociacién previene el ataque de nucleasas vy
extiende el ADN-T reduciendo el diametro del complejo haciendo Ia
traslocacion a través de los canales membranales mas facil; un modelo
alternativo propone que la transferencia del complejo es una sola cadena de
ADN unida covalentemente a su extremo 5' con VIR D2, pero no cubierta
por VIR E2; El exporte independiente de VIR E2 a la célula vegetal esta
presente como un proceso natural y una vez que el complejo ADN-T-VIR D2
esta dentro de la célula vegetal es cubierto por VIR E2 (Zupan et al., 2000,).

El transporte intercelular de ADN requiere una via directa entre el
donador (bacteria) y la célula (planta), dicho transporte depende de energla
la cual la proveen las protelnas VIR B4 y VIR B11, localizadas en la
membrana interna bacterial. El mecanismo molecutar por el cual esta via es
formada y funciona es aun desconocido. Sin embargo es probable que el
canal Agrobacterium-célula vegetal sea codificado por el locus VIR B. La
sintesis de protelnas, estabiliza polipéptidos VIR B, que permiten formar un
canal estructural multiprotéico. La proteina VIR D4, forma un canal entre el
complejo-T transportado y el canal VIR B en la bacteria (Sheng & Citovsky,
1996, Zupan et al., 2000).

Para transportar el complejo-T dentro del nucleo de la célula,
Agrobacterium emplea una vla celular endégena la cual dirige la protelna
VIR D2 y protege la VIR E2 que son las méas importantes y probablemente
VIR F que tiene una menor contribucién en este proceso. El importe nuclear
de protelnas requiere una sefal de localizacién nuclear (NLS) por lo que el
importe de VIR D2 a la célula es mediada por la NLS VIR D2.

La insercién dentro del genoma de la planta, debe ser mediada por

proteinas transportadas desde la bacteria infectante y/o por la propia planta
(De la Riva et al., 1998; Sheng & Citovsky, 1996).
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Las protelnas VIR D2 y VIR E2 asociadas a la cadena-T estan
implicadas en el proceso de integracién, se ha sugerido que la integracion
antecede a la sintesis de una cadena secundaria, que serfa formada por 1a
magquinaria de reparacién del DNA de la célula, siguiendo a la integracién de
la cadena-T; sin embargo, también se sugiere que la cadena-T es
convertida dentro en una forma de doble cadena antes de la integracién
(Zupan et al., 2000).

Ambos modelos proponen que la integracién inicia en el borde
izquierdo y que VIR D2 liga el extremo derecho del ADN-T al ADN gendmico
de la planta, completandose de esta manera el proceso de integracion
(Sheng & Citovsky, 1996)

1.3.8.1 BORDE IZQUIERDO Y DERECHO DEL T-ADN

Durante la infeccidn, las cepas de Agrobacterium tumefaciens que
contienen el plasmido Ti, transfieren dos fragmentos de ADN al nlcleo de la
planta. Esos fragmentos son designados T-ADN izquierdo y T-ADN
derecho. Los segmentos correspondientes al plasmido Ti son llamados
regiones T y son flanqueados por repeticiones de 25 pb conocidas como
secuencias bordes; esos bordes son los Unicos elementos cis necesarios
para el procesamiento del T-ADN y cualquier segmento de ADN gue se
encuentre entre esos bordes sera transferido a la planta. El borde izquierdo
del T-ADN puede ser prescindible para la transferencia del T-ADN, pero el
borde derecho es esencial y actia de manera polar, sugiriendo que la
transferencia puede iniciar en el borde derecho continuando hacia el borde
izquierdo (Zhu et al., 2000).

1.4 TRANSPORTE EN MEMBRANAS BIOLOGICAS

En la biologia celular se denomina transporte de membrana al
conjunto de mecanismos que regulan el paso de solutos, como iones y
pequefas moléculas a través de membranas biol6gicas, esto es, bicapas
lipldicas gue poseen protelnas embebidas en ellas. Dicha propiedad se
debe a la selectividad de membrana, una caracteristica de 1as membranas
biolégicas que las faculta como agentes de separacién especlfica de
sustancias de distinta indole quimica; es decir, la posibilidad de permitir la
permeabilidad de ciertas sustancias pero no de otras (Angeli ef al., 2007).
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Los movimientos de casi todos los solutos a través de la membrana
estan mediados por proteinas transportadoras de membrana, selectivas y
no selectivas en el transporte de moléculas concretas. Puesto que la
diversidad y fisiologla de las distintas células de un organismo esta
relacionada en buena medida con su capacidad de captar unos u otros
elementos externos, se postula que debe existir un acervo de proteinas
transportadoras especificas para cada tipo celular y para cada momento
fisioldgico determinado; dicha expresiéon diferencial se encuentra regulada
mediante la transcripcion diferencial de los genes codificantes para esas
protelnas y su traduccién, es decir, mediante los mecanismos genético-
moleculares, pero también a nivel de la biologia celular dichas proteinas
pueden requerir de activacidén mediada por rutas de sefalizacion celular,
activacién a nivel bioquimico o incluso, de localizacién en vesliculas del
citoplasma (Serrano & Rodriguez, 2002).

Termodindmicamente, el flujo de sustancias de un compartimento a
otro puede realizarse a favor o en contra de un gradiente, ya sea de
concentracion o electroquimico. Si el intercambio de sustancias se realiza a
favor del gradiente, esto es, en el sentido de los potenciales decrecientes, el
requerimiento de energia externa al sistema es nulo; si en cambio el
transporte se hace en contra del gradiente, se requiere el aporte de energla.

Puesto que son pocas las moléculas que son capaces de difundir a
través de una membrana lipidica, la mayoria de los procesos de transporte
tnvolucran a proteinas de transporte. Se trata de proteinas
transmembranales que poseen muititud de hélices alfa inmersas en la
matriz lipidica o bien, al menos en bacterias, beta [dminas. Dicha estructura
probablemente implique una via de entrada a través de ambientes
hidrofilicos proteicos que causarfan una disrupcion en el medio altamente
hidrofébico constituido por los lipidos. Las proteinas intervienen de diversas
formas en el transporte: actian tanto como bombas impulsadas por ATP,
esto es, por energla metabblica, o como canales de difusién facilitada
{Angeli et al., 2007).

1.41 TIPOS DE TRANSPORTE A TRAVES DE
MEMBRANAS BIOLOGICAS

En el transporte a través de las membranas, se distinguen los
siguientes tipos de transporte:

|} Transporte pasivo. Se trata de un transporte a favor del
gradiente de concentracidn, por lo que no requiere un aporte de energla;
entre ellos se encuentran: A) Transporte pasivo simple o difusién de
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moléculas a favor del gradiente. A1) Difusién a través de la bicapa
lipidica. Pasan asi sustancias lipidicas como las hormonas esteroideas, los
farmacos liposolubles y los anestésicos, como el éter. También sustancias
apolares como el oxigeno y el nitrégeno atmosférico y algunas moléculas
polares muy pequefias como el CO,, el etanol y ia glicerina. A2) Difusién a
través de canales protéicos. Se realiza a través de protefnas canal,
protelnas que forman poros acuosos en la doble capa lipfdica. Pasan asi
ciertos iones, como el Na+, el K+ y el Ca++. B) Transporte pasivo
facilitado (difusiéon facilitada). Las moléculas hidréfilas (glacidos,
aminoéacidos) no pueden atravesar la doble capa lip/dica por difusién a favor
del gradiente de concentracion, por lo que determinadas proteinas de la
membrana, llamadas permeasas, actian como "barcas" para que estas
sustancias puedan salvar el obstaculo que supone la doble capa lipidica.
Este tipo de transporte no requiere un consumo de energlia, pues se realiza
a favor del gradiente de concentracién (Serrano & Rodriguez, 2002).

(I} Transporte activo: En él se efecttia un transporte en contra del
gradiente de concentracién o del electroquimico y para ello las proteinas
transportadoras implicadas consumen energla metabdlica (adenosin
trifosfato, ATP & pirofosfato, PPi). La hidrélisis del compuesto que actua
como moneda energética puede ser muy evidente, como en el caso de los
transportadores que son ATPasas o PPasa, o puede tener un origen
indirecto: por ejemplo, los cotransportadores emplean gradientes de
determinados solutos para impulsar el transporte de un determinado
compuesto en contra de su gradiente, a costa de la disipacion del primer
gradiente mencionado; pudiera parecer que en este caso no interviene un
gasto energético, peroc no es asi, ya que el establecimiento del gradiente de
la sustancia transportada adyacente al compuesto objetivo ha requerido de
la hidrélisis de ATP o PPi en su generacion mediante unos determinados
tipos de protelnas denominados bombas. Por ello, se define transporte
activo primario como aquél que hidroliza ATP o PPi de forma directa para
transportar el compuesto en cuestion, y transporte activo secundario como
aquél que utiliza la energla almacenada en un gradiente electroquimico
(Neuhaus, 2007; Serrano & Rodriguez, 2002).

1.4.2 CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS
TRANSPORTADORES DE MEMBRANA EN PLANTAS

E! soluto y el transporte de iones a través de las membranas
celulares son dependientes metabélicamente de las bombas de protones
que generan un gradiente de potencial electroquimico a través de las
membranas celulares (Angeli et al., 2007).
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Existen bombas electrogénicas de protones, la ATPasa (presente
en membrana plasmatica, cloroplastos, mitocondrias y tonoplasto) y PPi-asa
(tonoplasto unicamente), que mediante la hidrélisis de sustratos transportan
protones fuera del citosol, lo que establece un gradiente significativo
eléctrico a través de la membrana, asl como un gradiente de pH (Neuhaus,
2007). Estos dos gradientes constituyen el potencial electroquimico o fuerza
motriz de protones a través de la membrana, dicha fuerza motriz de
protones se utiliza en procesos de transporte secundario para manejar el
transporte de muchos otros iones y solutos en contra de su gradiente
electroquimico (Serrano & Rodriguez, 2002).

1.4.3 LAS PIROFOSFATASAS

Las enzimas encargadas de hidrolizar el pirofosfato celular,
generando asi Pi, se denominan pirofosfatasas inorgénicas y pueden
dividirse en dos grandes grupos en funciéon de su estructura y actividad
catalitica: pirofosfatasas solubles vy pirofosfatasas de membranas
traslocadoras de protones. Ambas se clasifican como EC3.6.1.1, a pesar de
no ser enzimas homdlogas, aunque poseen motivos similares en las
secuencias de aminoacidos correspondientes al sitio catalitico (Rea &
Poole, 1993). Se ha discutido la necesidad de que sean identificadas como
proteinas con actividades cataliticas distintas (Maeshima, 2000, Serrano,
2001).

1.4.3.1 PIROFOSFATASAS SOLUBLES

Las Pirofosfatasas (sPPasas) solubles catalizan eficientemente la
hidrélisis de PPi liberando calor. Debido a [a necesidad de hidrolizar el PPi
producido en las reacciones anabélicas, con el fin de desplazar dichas
reacciones y reciclar la reserva de Pi intracelular, las sPPasas son enzimas
obicuas, presentes en todos los organismos vivos conocidos (Kukko-Kalse
& Heinonen, 1985; Chen et al, 1990). Asl, estas enzimas se han
identificado en organismos procariéticos, en organulos celulares de diversos
eucariotes y en el citosol de las células de hongos. Algunas de estas
sPPasaa poseen un dominio que les permite anclarse a la membrana
interna de los organulos en que se encuentran (Baykov et al., 1989; Lundin
et al., 1992). Existen dos grandes familias de sPPasas (Cooperman et al,
1992; Shintani et al, 1998). La familia | abarca la mayoria de las sPPasa
conocidas y poseen el motivo que las define (DXDPXD); estas enzimas
tienen un sitio activo estructuralmente muy conservado (Cooperman et al.,
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1992) y se encuentran en organismos procariotas como bacterias y
arqueas, tejidos fotosintéticos y no fotosintéticos de plantas y en el citosol
de animales y hongos. Curiosamente, las de tejidos no fotosintéticos de
plantas presentan mas similitud con las bacterias que con las de otros
organismos eucariéticos. Las enzimas de la familia | presentan un pH
optimo alcalino, entre 8 y 9, son dependientes de un complejo MgPPi como
cofactor y presentan una especificidad absoluta por PPi (Salminen et al,
1995). Una excepcion son las enzimas del protozoo parasito Leishmania
major, recnentemente descritas como unas sPPasas primitivas de la familia |
y las Unicas Ca*-dependientes (Gémez-Garcla et al., 2004). Una segunda
familia I! de sPPasas han sido recientemente reportadas en Bacillus sublilis
asl como las sPPasas de algunas bactenas gram positivas y arqueas Las
sPPasas de B. subtr/fs se activa con Mn*" y Co?, pero no con Mg**, ca?*,
Sr*, Cd*, Cu®* o Ni**. Las dos familias no presentan una relacion ewdente
ni en su estructura ni en su secuencia de aminoacidos, pero la disposicién
espacial de los 13 residuos cataliticos esenciales para la sPPasa de la
familia | se encuentra conservada en las enzimas de la familia 1l (Gémez-
Garcla et af., 2001).

1.4.3.2 PIROFOSFATASAS DE MEMBRANA
TRASLOCADORAS DE PROTONES

Diversas investigaciones han demostrado que en plantas, bacterias
y protistas muy diversos, el PPi puede usarse en muchas reacciones en
lugar del ATP. En estos organismos se ha encontrado una PPasa
traslocadora de protones (H*-PPasas o V-PPasas cuando se localizan en el
tonoplasto), una proteina integral de membrana no relacionada
directamente con la sPPasa, capaz de aprovechar la energla del enlace PPi
para la bioenergética celular acoplando Ia hidrélisis de este metabolito a la
generacion de un gradiente electroquimico de protones a través de la
membrana en la que se encuentran (Drozdowicz & Rea, 2001; Baltscheffsky
et al., 1999; Garcfa-Donas ef al., 1998; Rea & Poole, 1993). Estas proteinas
se describieron por primera vez en los cromatéforos de la bacteria
fotosintética Rhodospirillum rubrum (Baltscheffsky, 1967) y posteriormente
fueron identificadas actividades de hidrélisis de PPi en el tonoplasto de
diversas células vegetales. Hasta el momento, se han descrito H -PPasas
en diferentes grupos de eubacterias y arqueas, plantas y diversos protistas
fotosintéticos y no fotosintéticos, pero no se han encontrado en membranas
de células animales o de hongos, aunque sl en protistas parasitos (Rea &
Poole, 1993; Maeshima et al., 1996; Baltscheffsky ef al., 1999; Maeshima
2000; Pérez et al., 2002; Mcintosh & Vaidya, 2002). Todas la H*-PPasas
conocidas presentan actividad de hidrélisis de PPi in vitro; consisten en un
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polipéptido 63 a 80 kDa, su perfil hidrofébico demuestra que poseen entre
14 y 16 segmentos transmembranales, utilizando como sustrato un
complejo de MgPPi (Baykov et al., 1993). Todas ellas contienen entre 761 y
771 aminoacidos y sus masas moleculares calculadas estan en torno a
79841 y 80800 Da (Maeshima, 2000). Segun requieran o no potasio para
desarrollar su actividad maxima, pueden dividirse en dos grupos:
independientes de K" y dependientes de K* (Drozdowicz et al., 2000).

Las H'-PPasas de organismos fotosintéticos mas estudiadas han
sido, por su posible interés agrobiolégico, las de plantas. La actividad
PPasa asociada a membrana se describié por primera vez en plantas en los
anos 70 y en la década de los 80 se describié su asociacién con la
membrana vacuolar o tonoplasto (Rea & Poole, 1985; Chanson et al., 1985).
Aunque la mayor parte de las H'-PPasas de plantas descritas se han
hallado asociadas al tonoplasto (Maeshima, 2000), se han descubierto
también asociadas a membranas del Aparato de Golgi (Chanson & Pilet,
1987, Mitsuda et al, 2001) y la membrana plasmética (Petel & Gendraud
1989; Williams et al., 1990, Robinson ef al., 1996, Langhans et al., 2001).

Diversos autores han demostrado que las V-PPasas comparten el
espacio en el tonoplasto con la otra bomba de protones de la vacuola, la V-
H'-ATPasa (EC 3.6.1.3), que utiliza la hidrélisis del ATP como fuente de
energia para la acidificacidon vacuolar. Ambas contribuyen a generar la
acidificacion del compartimiento vacuolar y en la mayor parte de los casos,
el gradiente de pH producido por ellas no es aditivo (Rea & Poole, 1993). En
frutos de Vitis vinifera, sin embargo, la acidificacion de la vacuola por accién
simultanea de ambas bombas de protones es mayor que la producida por
cada una de ellas por separado (Terrier et al,, 1898). En general, no parecer
existir ningun tipo de interaccién directa entre las dos bombas de protones
vacuolares; sin embargo, en Kalanchbe blossfeldiana, Fischer et al., (1997)
observaron que el transporte de protones por parte de la V-H*-ATPasa en
membranas vacuolares aisladas de esta planta era estimulado cuando
dichas vesiculas eran pre-energizadas mediante la actividad de una V-
PPasa. Este efecto no era reclproco: la pre-energetizacién de las vesiculas
mediante el bombeo de protén de la V-H*-ATPasa no ejercla ningun efecto
sobre la actividad V-PPasa. De este modo, los autores propusieron que la
V-PPasa modula la accién de la V-H*-ATPasa, posiblemente mediante la
interaccion de la primera con la subunidad A de la ATPasa, También se ha
demostrado en membranas de Hacer pseudoplatanus que la inhibicion
especifica de la V-H*-ATPasa produce un efecto negativo sobre la actividad
de la V-PPasa, lo que parece indicar la existencia de algtn tipo de
interaccién entre ambas (Fraichard et al., 1994).
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La localizacién celular y expresién diferencial en distintos tejidos de
las diferentes isoformas de la H+-PPasa, ha sido estudiada en distintas
plantas. El caso mejor investigado es el de las dos isoformas clonadas
hasta el momento en Arabidopsis thaliana (AVP1, dependiente de potasio, y
AVP2, independiente de potasio), aunque se ha sugerido la posibilidad de la
existencia de una tercera isoforma potasio-independiente (AVP3) (Zancani
et al., 2006, Drozdowicz ef al., 2000). Ambas isoformas parecen expresarse
de igual modo en ralces, tallos y hojas, pero mientras que para AVP7 se ha
sugerido un papel especifico en polen, AVP2 no parece estar presente en
este tejido (Mitsuda et al., 2001). Ademas, AVP1 se ha descrito asociada al
tonoplasto celular (Rea et al,1992), mientras que AVP2 se encuentra
focalizada en el Golgi, segun experimentos de inmunolocalizacién con
particulas de oro (Mitsuda et a/.,2001). Para tabaco, Lerchl ef al., (1995)
encontraron patrones de expresién diferenciados para cada una de las tres
isoformas distintas identificadas, todas ellas dependientes de potasio, en
tejidos y organos como el parénquima fotosintético, nervios foliares, tallos,
raices, sépalos y pétalos. Para Beta wvulgaris, se han identificado dos
isoformas distintas, BVP1y BVP2 (Kim et al., 1994). El analisis de northern
blot en hojas y ralces indicé que BVP2 estd presente casi exclusivamente
en la raiz, mientras que bvp7 se expresa en ambos 6rgancs. También se ha
demostrado que las dos isoformas identificadas hasta el momento en arroz
(OVP1 y OVP2) presentan diferentes patrones de expresién en callos y
plantulas, de modo que el transcrito de OVP2 parece acumularse en mayor
proporcidon en callos, mientras que OVP1 se expresa con igual intensidad en
callos, tallos y ralces de plantulas (Sakakibara et al., 1996).

Hasta el momento no existe ninguna informacién clara sobre los
factores que regulan la expresién de las distintas isoformas, pero la idea
generalizada es que dicha expresién estarla regulada de acuerdo a las
demandas de la célula con respecto al transporte de iones y metabolitos y la
acidificacién de la vacuola y también por las necesidades de hidrélisis del
PPi citosélico (Maeshima, 2000).

1.4.3.3 FUNCION FISIOLOGICA, REGULACION DE LA
V-PPASA E IMPLICACIONES EN LA RESPUESTA A
ESTRES

La mayor parte de la actividad de sPPasa en las células
fotosintéticas se encuentran [ocalizada en los plastidos y no parece existir
ninguna actividad sPPasa citosélica en este tipo de tejido. De este modo,
una funcién fisiolégica clave propuesta para la V-PPasa ha sido la hidrolisis
del PPi citosolico con el fin de desplazar el equilibrio de las reacciones
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anabdlicas celulares (Rea et al, 1992; Rea & Poole, 1993; Maeshima,
2000). La implicacién de esta bomba de protones en el desarrollo de la
planta parece clara, ya que diversos autores han demostrado la existencia
de una mayor actividad V-PPasa en tejidos jovenes en crecimiento que en
tejidos maduros (Chanson & Pitet, 1987; Maeshima, 1990; Shirakate et al,,
1997). Los niveles de actividad disminuyen a lo largo del desarrollo,
mientras que la actividad y la cantidad de proteina permanecen
practicamente constantes para la V-H*-ATPasa. De este modo, se propuso
que la V-PPasa serla la enzima responsable de |a hidrélisis de las grandes
cantidades de PPi producidas durante el metabolismo celular en los tejidos
jévenes, siendo por tanto la enzima mas importante para la acidificacién
vacuolar en las primera etapas del desarrollo de la planta (Chanson & Pilet,
1987; Matsumoto & Chung, 1988; Maeshima 2000; Gaxiola et al., 2002). De
este modo, la energia contenida en el enlace pirofosfato puede reciclarse
mediante el intenso bombeo de protones a la vacuola, necesario en tejidos
en crecimiento para la expansién vacuolar. Aunque ambas enzimas
permanecen activas en los tejidos maduros, la V-H*-ATPasa pasa a ser en
estos tejidos la principal bomba de protones de la vacuola (Chanson et al.,
1985). Algunos autores han sugerido también la posibilidad de que en los
tejidos maduros, en que el ritmo metabdlico y en consecuencia los niveles
de PPi son bajos, la V-PPasa podria estar sintetizando PPi a expensas del
gradiente de protones generando a través del tonoplasto por la V-H'-
ATPasa, manteniendo, de este modo, la concentracién de PPi citosélico en
los niveles optimos para el funcionamiento de enzimas dependientes de
dicho sustrato. El bajo nivel metabdlico celular y la baja produccion de PPi
asociado se ha usado también como argumento para justificar la
disminucién en actividad V-PPasa en la planta Mesembryanthenum
cristallinum tras la induccibn del metabolismo CAM, tanto por
envejecimiento como por NaCl (Bremberger & Luttge, 1992).

Sin embargo, Smart et al, (1998) encontraron un comportamiento
diferente para la enzima durante el desarrollo de las fibras de algodén. La
sintesis de estas fibras comienza con una etapa de rapida expansién
celular, seguida de la deposicién de una pared celular secundaria y por
Gitimo, de una etapa de maduracién. Tanto la V-PPasa como la V-H'-
ATPasa parecen participar en la acidificacién vacuolar en la primera etapa;
el transcrito de la V-PPasa parece estar expresado de forma constitutiva, de
modo que los autores proponen que ésta Ultima proteina estarla implicada
en fa formacion de la pared celular secundaria. Marsh et al, (2001)
propusieron que la V-H'-ATPasa y no la V-PPasa es la enzima responsable
de la acidificacién vacuolar en frutos citricos en proceso de maduracién. En
este caso, se propone que el papel de la V-PPasa es conservar energia
mediante la sintesis de PPi durante la acidificacién de dichos frutos.
Ademas, al contrario de lo observado para M. crystallinum, en Kalanchoé
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diagremontiana, la V-PPasa parece estar involucrada en la energetizacion
de la vacuola para el transporte de malato al interior de la misma en el
estado CAM (Smith et al., 1984).

Los estreses salino y osmoético han sido ampliamente estudiados
debido a su interés desde el punto de vista agrobiol6gico. Se ha observado
una activacién de la V-PPasa por NaCl en cultivos celulares de Daucus
carota (Colombo & Cerana, 1993), en células adaptadas de Hacer
psudoplatanus (Zingarelli et al., 1994) y en ralces de Tithonia rotundifolia
(Ballesteros et al, 1996). En plantas halofiticas, se ha medido una mayor
actividad de bombeo de protones asociada a hidrélisis de PPi en hojas de
Saueda salsa (Wang et al., 2001) y en ralces de Salicornia bigelovii (Parks
et al., 2002) cultivadas con altas concentraciones de sal, con respecto a las
cultivadas en baja sal. Sin embargo, también existen datos que demuestran
una inhibicién de la V-PPasa bajo condiciones de estrés salino en ralces de
Vigna radiata (Nakamura et al., 1992), Secale cereale (Matsumoto & Chung,
1988) y Triticum aestivum (Wang et al, 2000), hipocotiios de Vigna
unguiculata (Otoch et al., 2001) y en hojas de M. crystallinum (Rockel et al.,
1994). También se ha descrito la ausencia de efectos de este tipo de estrés
en la planta halofitica de S. marftima (Leach et al., 1930) y en cultivos de
Nicotiana tabacum (Reuveni et al., 1990). Algunos autores han sugerido la
posibilidad de que estas diferencias en la respuesta de la V-PPasa pueden
deberse a diferencias en las condiciones experimentales (Colombo &
Cerana, 1993), aunque no es descartable que las respuestas sean
especificas del tipo de planta y no puedan, por tanto, generalizarse (Wang
et al., 2001). En la mayor parte de los casos no parece existir ningun efecto
del Polietilenglicol o el sorbitol en la actividad V-PPasa, por io que la
regulacion por sal no parece deberse a un efecto osmético, sino a un efecto
ibnico per se. La sobreexpresion de AVP71 en el mutante ena de
Saccharomyces cerevisiae, que carece del antiportador Na'/H' de la
membrana plasmatica, ha permitido obtener mutantes que presentan
tolerancia a la salinidad en los que se demostr6 una acumulacién de Na* en
la vacuola (Gaxiola et al.,, 1999). La sobreexpresién de la misma protelna en
Arabidopsis thaliana permitié obtener plantas tolerantes a la salinidad. Al
poseer un mayor contenido idnico vacuolar, estas plantas eran capaces de
acumular una mayor cantidad de agua para compensar el efecto osmético,
lo que les confirié ademas una mayor tolerancia a la sequia (Gaxiola et al.,
2001).

También se ha estudlado la regulacmn de la V-PPasa en presencia
de otros iones como el K*, NO*, Ca®* y el CI" en raices de centeno (Kasal et
al, 1998, 1993). En este tejido, se encontré para el caso de K*, NO* y Ca®
que tanto la actividad de PPi, como la actividad de bomba de protones en
plantas bajo condiciones deficientes de minerales fue tres veces mayor que
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la actividad en plantas crecidas bajo condiciones normales; para el caso de
K* y CI' se produjo un importante descenso en la actividad de hidrélisis de
PPi por tratamiento con K*, mientras que el tratamiento con CI” produjo un
aumento de dicha actividad. En los pelos radicales de Limnobium
stoloniferum, se habfa demostrado gque el tratamiento con potasio provoca
alcalinizacién citoplasmatica, mientras que el CI" produce una acidificacion
(Ullrich & Novacky, 1990). Basandose en estas pruebas, los autores
propusieron que las variaciones de la actividad de V-PPasa en las ralces de
Secale cereale estan asociadas a cambios en el pH citoplasmico y no
directamente a la presencia de los iones. Este tipo de regulacién debida al
pH citoplAsmico se habla propuesto anteriormente para explicar la
activacién de la V- PPasa en plantulas de Secale cereale sometidas a
estrés por aluminio, en las que la presencia de este ion en el citoplasma
produciria una acidificacién del mismo (Kasai et al., 1992).

1.5 OBJETIVOS

1.5.1 OBJETIVO GENERAL

s Obtener plantulas transgénicas de cafeto cultivadas in vitro con la
integracién del gen avp1 de Arabidopsis thaliana.

1.5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

s« Transformar e inducir la embriogénesis somatica en explantes
foliares con una cepa de Agrobacterium tumefaciens por infiltracién
al vaclo que integre el gen avp1.

s Germinar y obtener plantulas transformadas con el gen avp?.

e Analizar mediante técnicas moleculares la integracion del gen avp?
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Capitulo li

MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIAL VEGETAL

El material vegetal utilizado en este proyecto fueron plantulas de
cafeto cultivadas in vitro obtenidas mediante la germinacion de embriones
cogéticos de semillas de frutos de plantas regeneradas de la especie C.
arabica que se encuentran en el Jardin Botanico ubicado en el Centro de
Investigacion Cientifica de Yucatan en Mérida Yucatan.

2.2 DESINFECCION DE SEMILLAS DE C. ARABICA

Las semillas utilizadas en este trabajo fueron desinfectadas
siguiendo el protocolo reportado por Santana-Buzzy et al., 2005 modificado,
en donde las semillas se remojaron en hipoclorito de sodio comercial
(Cloralex) al 30% durante 2 h. El agua clorada se decanté y las semillas se
enjuagaron 2 veces con agua estéril, se anadié etanol al 70% y se
incubaron durante 5 min. Se realizaron 2 lavados con agua estéril y
nuevamente se agregé hipoclorito de sodio comercial al 30% incubando
durante 10 min. Finalmente las semillas se lavaron 4-5 veces con
abundante agua estéril y se dejaron sumergidas en agua estéril durante
toda una noche.

23 EXTRACCION Y CULTIVO DE EMBRIONES
CIGOTICOS DE SEMILLAS DE C. ARABICA

La extraccién de embriones cigéticos de C. arabica se realizbé en
una campana de flujo laminar. La extraccién se llevé a cabo mediante el
método de cortes de endospermo de la semilla hasta encontrar el embrién y
extraerlo. El embrién extraido se cultivé in vitro en un medio de cultivo
semisélido MS (Murashige & Skoog, 1965) en las concentraciones que se
muestran en el Cuadro 2.1. El pH se ajusté a 5.8 previo a la adicién del
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agente solidificante. Posteriormente los medios de cultivo se esterilizaron en
autoclave a 121 ° C (1.5 atm. de presién) durante 20 min.

Cuadro 2.1. Componentes del Medio MS

(Murashige &Skecog, 1965)
Componentes Proveedor Cantidad
Sales de MS Sigma 4314 g
Mio-inositol Sigma 100 mg/L
Tiamina Sigma 4 mg/L
Cisteina Sigma 25 mg/L
Sacarosa Sigma 30 g/l
Gelrite Sigma 224

(agente solidificante)

Los explantes cultivados in vitro se incubaron a 25 °C en un cuarto
con fotoperiodo (16/8 h luz/oscuridad), transfiriéndolo cada 60 dfas a un
medio nuevo (fresco) de MS para su mantenimiento.

2.4 PROTOCOLO PARA LA TRANSFORMACION
GENETICA DE EXPLANTES FOLIARES DE PLANTULAS DE
C. ARABICA

El método de transformacion genética utilizado fue el protocolo
reportado por Canché-Moo et al., (2006). Para la transformacion se utilizd la
cepa de Agrobacterium tumefaciens GV3101 donada por el Dr. Roberto
Gaxiola, la cual se cultiva en medio liquido LB (Extracto de levadura 5 g/l
NaCl 5 g/l, Triptona 10 g/L y 1 mL de NaOH 1N) y con espectinomicina 100
Kg/mi como antibidtico de seleccion.

El piasmido pRG (Figura 2.1) se obtuvo a través de la clonacion del
gen AVP1 dentro del sitio Xba | de un plasmido modificado denominado
pRT103; el vector pRG contiene al promotor 35S del CaMV en tandem, el
gen AVP1 y la secuencia sefial de poliadenilacién que fue subclonado
dentro del sitio de corte Hind //l del vector binario pPZP212 (Gaxiocla et al.,
2001) (Figura 2.2).
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Para el proceso de transformacion se utilizaron 3 plasmidos
denominados pRG394, pRG395 y pRG233. Las diferencias entre ellos se
puede observar en el Cuadro 2.2

Cuadro 2.2, Caracteristicas de 0s plasmidos pRG
(Gaxiola et al., 2001, Park et al., 2005)

Presencia del gen Mutacion del gen Presencia del promotor
avp1 avp1 358
pRG394 NO NO Sl
pRG395 Sl Sl Sl
pRG233 Si NO Si
pP2P212 PRT103 pPZP212

Figura 2.1. Estructura del T-ADN de/ plasmido pRG
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El cultivo liguido de la cepa GV3101 transformada se mantuvo en
crecimiento durante 48 h a 28 °C en oscuridad; posteriormente se tomo una
alicuota del cultivo anterior para inocular en un volumen mayor durante el
mismo tiempo y a la misma temperatura. Luego se realizé una
centrifugacidon durante 30 min a 4000 rpm; la pastilla resultante se
resuspendio en 2 ml de medio de cultivo liquido MS.

Las plantulas cigéticas de café cultivadas en medio MS se
seleccionaron para obtener explantes de hojas en forma de circulos de 1 ¢cm
de diametro utilizando una perforadora. Posteriormente se adiciond un
cultivo liquido de 1a cepa de A. tumefaciens previamente transformada y
seleccionada. Los tejidos inoculados se sometieron a infiltracién por vacio
(400 mmHg) durante 20 min como reporta Acereto-Escoffié et al., (2005).
Una vez finalizado el tiempo de infiltracién, el medio se decantd y se agregd
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medio MS para dejar en cocultivo a 28 °C durante toda una noche en
oscuridad y agitacién. Después del tiempo establecido, se realizaron
lavados a los discos de hoja en dos ocasiones con 0.9 % de NaCl para
eliminar la presencia bacteriana dejando incubar 5 min en cada lavado;
luego se realizaron 3 o 4 lavados con agua estéril, en donde se utilizaron
toallas absorbentes previamente esterilizadas para evitar el exceso de este
liquido en los explantes y finalmente estos se transfirieron en medio de
cultivo liquido Yasuda (Yasuda ef al., 1985) modificado por Quiréz-Figueroa
et al. , 2005 cuyos componentes se enlistan en el Cuadro 2.3, adicionando
como antibiétio para eliminar Agrobacterium tumefaciens la Timentina
(Galxo Smith Kline) a una concentracién de 200 mg/mL y dejando en
agitacién a 50 rpm en oscuridad.

Cuando los medios de cultivo presentaron caracteristicas de
contaminacién bacteriana, los explantes fueron sometidos a lavados
utilizando el medio de cultivo liquido modificado Yasuda adicionado con el
antibiético Timentina a una concentracion de 200 mg/mL como sigue: de 2 a
4 lavados con un tiempo de incubacién de 5 min decantando dicho medio en
cada caso al cumplirse el tiempo establecido; el numero de lavados
dependi6 del grado de contaminacién que en que se encontraran los
explantes en el medio de cultivo, esto es, cuando se observaba turbidez en
el medio.
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Cuadro 2.3. Componentes del Medio de cultivo Yasuda. Modificado
por Quir6z-Figueroa et al. 2005

Componente Proveedor Cantidad Concentraclén
mg/L
STOCK A CaCl2.2H20 Sigma 110 0.748 mM
STOCK B KNO3 Sigma 475 4.7 mM
NH4NO3 Sigma 412.5 5.15 mM
STOCK C KH2PO4 Sigma 85 0.624 mM
H3BO3 Sigma 31 50 ym
Na2MoO4.2H20 Sigma 0.125 0.5 ym
STOCKD MgS04.7H20 Sigma 92.5 0.375 mM
MnS04.7H20 Sigma 6.83 40 ym
CuS04.5H20 Sigma 0.05 0.2 ym
ZnS0O4.7H20 Sigma 4.3 15 pm
STOCKE FeS04.7H20 Sigma 21 75.53 pm
Na2EDTA.2H20 Sigma 27.9 74.95 um
STOCKF Piridoxina Sigma 1 4.86 pm
Ac. Nicotinico Sigma 1 8.12 uym
Tiamina HCL Sigma 10 29.6 pm
Mio-Inositol Sigma 100 550 pm
Sacarosa Sigma 30 g/ml
BAP Sigma 1.12 mg/L

2.5 UTILIZACION ~ DE  KANAMICINA  COMO
ANTIBIOTICO DE SELECCION

Para llevar a cabo la seleccién de las plantulas trangénicas,
previamente se realizé un experimento de dosis-respuesta con un
antibidtico en el que se utilizaron embriones cigoéticos; estos se transfirieron
a medio MS adicionado con Kanamicina (Fiuka) a concentraciones de 0, 50,
100, 150. 250, 350, 400 y 450 pg/ml.

La respuesta de los embriocnes cigéticos a las diferentes
concentraciones del antibidtico se realizé en un perfodo de 35 dias;
tomando como resultado a aquellas concentraciones en las que se presentd
un mayor nimero de embriones muertos.
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2.6 ANALISIS DE LA INTEGRACION DEL GEN AVP1
DE Arabidopsis thaliana EN PLANTULAS DE CAFETO
CULTIVADAS IN VITRO

2.6.1 EXTRACCION DE ADN

El ADN total de las plantas fue extrafdo utilizandose 0.1 g de tejido
foliar de acuerdo al método reportado por Dellaporta et al., 1983. El ADN
obtenido fue resuspendido en agua estéril y almacenado a -20°C hasta su
uso. La electroforesis de ADN se realiz6 en un gel de agarosa al 1% en
amortiguador TAE 1X (40 mM Tris-acetato pH 8.0, 1 mM EDTA), adicionado
con Sybr safe.

2.6.2 AMPLIFICACION DE LA SECUENCIA DE ADN
DEL PROMOTOR 35S Y LA FUSION 35S CON EL GEN AVP1

Para llevar a cabo el analisis de las plantulas transformadas, se
realiz6 la amplificacién del ADN extraldo mediante la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) utilizando oligonucleétidos especificos que permitieran
la amplificacion del promotor 35S y de la fusién del promotor 35S con el
gen AVP1 en un termocictador (Mastercycle, Eppendorf).

La mezcla de la reaccién para la amplificacién del promotor 35S
consisti6 de: 1.5 mM de MgCl,, 200 mM de dNTP mix, 20 pmoles de primer
358 Forward (5'GCTCCTACAAATGCCATCAZY), 20 pmoles de primer 35S
Reverse (5'‘GATATGGGATTGTGCGTCAZ'), 2.5 ul de amortiguador de PCR
10X, 0.5 U de Taq DNA polimerasa, 10 ng de ADN en 25 pl de volumen total
de reaccion. Las condiciones de amplificaciébn corresponden a una
desnaturalizacion previa a 95° C por 5 min; 40 ciclos de: desnaturalizacién
a 95° C por 30 s, alineacioén a 54° C por 30 s y extensiéon a 72° C por 30 s.
Con una extension final de 72° C por 5 min.

La mezcla de la reaccién para la amplificacién de la fusién del
promotor 35S y el gen AVPT consistié de: 1.5 mM de MgCl,, 200 mM de
dNTP mix, 20 pmoles de primer 35S Forward (5'
GCTCCTACAAATGCCATCAZ'), 20 pmoles de primer avp! Reverse
(5'GACAAGGTCAGCGCCGACAT3'), 2.5 pl de amortiguador de PCR 10X,
0.5 U de Tag DNA polimerasa, 10 ng de ADN en 25 ul de volumen total de
reaccién. Las condiciones de amplificacion corresponden a una
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desnaturalizacién previa a 95° C por 5 min; 35 ciclos de: desnaturalizacion
a 95° C por 30 s, alineacién a 63° C por 1 min y extensién a 72° C por 2 min.
Con una extensioén final de 72° C por 10 min.

2.6.3 AMPLIFICACION DE ADN DEL GEN VIR E2 DE
Agrobacterium tumefaciens

Para descartar la contaminacién de plantulas transgénicas por la
presencia de la bacteria del género Agrobacterium que se utilizé para
realizar la transformacién genética y rechazar individuos falsos positivos
para presencia de los plasmidos pRG, se llevd a cabo la amplificacién del
gen VIR E2.

Los componentes de la mezcla de la reaccion fueron: 1.5 mM de
MgCl,, 200 mM de dNTP mix, 20 pmoles de primer virE Forward
(5 TGCCCACCA AGGCGGAATTS3'), 20 pmoles de primer virE Reverse
(5'CTTTGCCGACCCATCGAS') (Canché-Moo et al, 2008), 2.5 pl de
amortiguador de PCR 10X, 0.5 U de Tag DNA polimerasa, 10 ng de ADN,
en un volumen total de reaccién de 25 pl. Las condiciones de ampiificacidn
fueron las reportadas por Canché-Moo et al. (2006): desnaturalizacién
previa a 94° C por 4 min; 30 ciclos de: desnaturalizacién a 94° C por 1 min,
alineacion a 51° C por 1 min y extensién a 72° C por 1 min. Con una
extensién final a 72° C por 10 min.
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Capitulo Il

RESULTADOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

Las plantulas de cafeto utilizadas en este trabajo, se obtuvieron por
[a germinacion de los embriones cigoticos de semillas obtenidas por
recoleccion de frutos de plantas regeneradas, adaptadas y cultivadas en el
CICY.

Se obtuvieron 300 plantulas cultivadas in vitro que germinaron a
partir de embriones extraidos de semillas de frutos frescos, las cuales se
distribuyeron en 6 lotes de 50 plantulas cada uno que se mantuvieron en
medio de cultivo MS, transfiriéndolas a un medio de cultivo fresco cada 60
dias.

El procedimiento de obtencién de plantulas incluyé métodos como la
desinfeccidon de las semillas para evitar alguna contaminacion, la extraccion
de embriones y la germinacién de los mismos.

3.2 OBTENCION DE LA CEPA DE Agrobacterium
tumefaciens QUE INCLUYE EL PLASMIDO DE EXPRESION
DEL GEN AVP1 DE Arabidopsis thaliana

Los plasmidos denominados pRG donados por el Dr. Roberto
Gaxiola, se recibieron en papel filtro, por lo que se les llevd a cabo una
extraccion para posteriormente clonarse en cepas bacterianas DH5a de E.
coli. Finalmente, los plasmidos se integraron en la cepa bacteriana GV3101
de Agrobacterium tumefaciens, la cual se utiliz6 para llevar a cabo la
transformacién genética mediante infiltracién al vacio.

Posterior a la extraccién de ADN de las cepas bacterianas, se llevd
a cabo una amplificacién mediante PCR utilizando el ADN plasmidico con el
par de cebadores 35S forward y avp1 reverse, esto para corroborar la
presencia del promotor 35S en tdndem fusionado con el gen AVPT de

57



Arabidopsis thaliana que se encuentran integrados a los vectores de
transformacién pRG.

En la Figura 3.1 se observa |la amplificacién en un gel de agarosa al
1% terlido con Syber safe en el que se observan 2 fragmentos que
representan la presencia del gen AVP1 y el promotor 35S en tandem en los
plasmidos pRG395 y pRG233; para el caso del pRG394, AVP1 se encontro
ausente, por lo gue se utiliz6 como plasmido de control en el proceso de
transformacién genética.

MM 391 395 233 394

—> 1362pb
—> 1035pb

Figura 3.1. Amplificacién en tdndem del promotor 35S y el gen AVP1 de
Arabidopsis thaliana en los plasmidos pRG integrados en Agrobacteruim
tumefaciens. MM. Marcador molecular (1 KB), 391: pldsmido pRG clonado
en una cepa bacteriana de E. coli, 395, plasmido pRG con avp1 mutado
clonado en A. tumefaciens, 233; plamido pRG con AVP1 silvestre clonado
en A. tumefaciens, 394, plasmido pRG sin presencia de AVP1 clonado en
A. tumefaciens.

Después de corroborar la presencia en pRG395 y pRG233 v la
ausencia en pRG394 del gen AVP1 en los plasmidos, se llevé a cabo la
amplificacién por PRC del gen VIR E2 de A. tumefaciens en ADN
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plasmidico para comprobar la identidad bacteriana de A. tumefaciens en las
gue se integraron los plasmidos pRG.

En la figura 3.2 se observa el producto amplificado de 895 pb que
representa la presencia del gen VIR E2 dentro de la regién de virulencia del
plasmido natural de A. tumefaciens cuya funcion es permitir la infeccién o en
el caso de la transformacion, la transferencia del material genético a
transformar, lo que nos corrobord la identidad de la bacteria.

——> 8%5pb

Figura 3.2. Amplificacién por PCR del gen VIR E2 de la cepa GV3101 de A.
tumefaciens. MM marcador molecular, 394 Cepa GV3101 de Agrobacterium
que contiene el pldsmido pRG394; 395 Cepa GV3103 de Agrobacterium
que contiene el plasmido pRG395;, 391 Cepa bacteriana de E. coli que
contiene el pldsmido pRG391.
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3.3 TRANSFORMACION DE EXPLANTES FOLIARES
A TRAVES DE Agrobacterium tumefaciens CON EL GEN
AVP1E INDUCCION DE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA

El protocolo de transformacion por infiltracién al vacio se realizé de
acuerdo a lo reportado por Canché-Moo et al. (2006); se utilizaron cepas
GV3101 de A. tumefaciens que contenian diferentes construcciones: 1)
pRG395 conteniendo el gen avp? mutado en el vector binario pPzp212 y 2)
pRG233 conteniendo el gen silvestre AVPT en el vector pPzp212. El testigo
consistid del vector binario pPzp212 sin la presencia del gen AVP1
denominado pRG394.

Adicionalmente, los explantes de hoja no trasformados fueron
inducidos a embriogénesis como testigo de induccién para la comparacién
del tiempo en que los explantes transformados y los no transformados
presentan la formacién de embriones.

Como explantes para transformar se utilizaron discos de hojas de
cafeto de plantulas cultivadas in vitro de la especie C. arabica, los cuales
fueron sometidos a lavados con solucion salina y agua y se transfirieron a
medio de cultivo liquido Yasuda modificado y previamente reportado come
de induccibn de embriogénesis en oscuridad a 50 rpm por
aproximadamente 3 a 4 meses. Transcurrido este periodo de tiempo, los
explantes que presentaron formacién de embriones se trasladaron al cuarto
de fotoperiodo a 25 °C, con la finalidad de que los embriones ya formados
se separen del explante inducido para luego ser transferidos a medio MS
solido adicionado con Timentina para esperar su conversién a plantula para
agregarle la Kanamicina como antibidtico de seleccién de transformantes.

3.4. RESPUESTA EMBRIOGENICA DE EXPLANTES
TRANSFORMADOS DE C. arabica

El proceso de transformacidon se realizé 6 veces, obteniendo
diferentes respuestas las cuales se clasificaron en 2 grupos: 1) explantes
con respuesta embrionaria y 2) explantes sin respuesta embrionaria para
cada plasmido. El namero total de respuesta embrionaria se presenta en el
Cuadro 3.1.
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Cuadro 3.1. Respuesta embriogénica en explantes de C. arabica
No de Explanies de hoja inducdos a embriogénesis

PRG3I%4 pRG3G5 pRG233 Teshigo

Explantes Con Explaiess Can Expiandes Con  Explantes  Con
iolnles respuests  (olales  respuesta iblales  respuestz  lotales  respuesta

- 0 2 0 25 0 25 0
2 pA} 22 10 2 17 z 19
43 36 41 2 28 4 27 24
19 ke 8 ¥{j 2 8 38 p-:]
69 “ 68 58 & 4 I 66
107 112 68 98 7 82 57
17 0 12 0 100 0 109 0

No.Tatal de explantes 437 5 428 188 3n 119 378 14

Porcentsje de respuesta

embriogénica 51% “U% 3% 51%

Total de embriones formados 2108 568 351 1056

Proporcién de embriones fomados 31

por explante 93 28 54

No de explardes que formaron embriones

completos 28 17

Total de plandulas obtenidas 1384 3 23 869

La respuesta de los explantes transformados con los diferentes
piasmidos fue desigual, ya que si comparamos el nimero de embriones
obtenidos en las columnas del plasmido pRG394 con respecto a las otras
columnas correspondientes a los otros plasmidos pRG el nimero es mucho
mayor. La comparacién de la columna de pRG394 con respecto al los
explantes testigo, indica que el nimero de embriones de pRG394 obtenidos
sobrepasa por aproximadamente el doble a los embriones de los explantes
testigo.

Los porcentajes de repuesta embriogénica que se obtuvieron van
desde un 31% para pRG233 hasta un 51% encontrado en los explates
testigo y pRG394; para pRG395, se obtuvo el 44% de explantes con
respuesta embriogénica.

En cuanto al numero de plantulas completas obtenidas, la diferencia
que se presentd fue notable ya que mientras para pRG394 se obtuvieron
1384, en pRG395 solo se obtuvieron 3 y para pRG233 fueron 23 plantulas,
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las cuales al obtener el primer para verdadero de hojas no lograron
sobrevivir.

Los explantes trasformados con pRG233, presentaron respuesta
embrionaria a los 2 meses de llevado a cabo el proceso de induccidon a
embriogénesis; a los 5 meses se presenté la formacion de embriones en los
explantes y comenzaron a disgregarse, aunque muchos de estos
presentaron diferentes grados de fenolizacion y finalmente murieron;
algunos de los embriones germinaron formando plantulas con genotipos
distintos a los obtenidos en plantulas sin transformar.

En la Figura 3.3 se presentan las fotografias de los explantes
transformados con pRG233 donde se observan las diferentes etapas vy
respuestas del explante durante la embriogénesis somatica.

Figura 3.3. Respuesta embriogenica de los explantes foliares de C. arabica
sometidas a transformacion genética con el plasmido pRG233. a) explantes
foliares de 1.5 meses con respuesta embriogénica; b) explantes foliares de
5 meses con formacion de embriones; ¢) embriones obtenidos de explantes
foliares que no sobrevivieron; d) embriones obtenidos de explantes foliares
que Sobrevivieron y desarrollaron a plantulas; e€) Plantulas de 2 meses de
edad.
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Los explantes foliares transformados con el plasmido pRG395
presentaron varios problemas durante la germinacion de los embriones
obtenidos; durante el proceso de embriogénesis, los explantes respondieron
sin ningun problema, sin embargo, en la etapa de germinacién los
embriones comenzaron a fenolizarse impidiendo su desarrollo para llegar a
la etapa de plantulas.

En la Figura 3.4 se observan fotografias de los explantes
transformados con pRG395 en donde se muestran las distintas respuestas
que presentaron eéstos durante el proceso de la embriogénesis somatica.

Figura 3.4. Respuesta embriogénica de explantes foliares de C. arabica
sometidas a transformacién genética con el plasmido pRG395. a) embriones
disgregados obtenidos de explantes foliares en un medio liquido; b)
embriones germinados de 15 dias de edad lransferidas a un medio MS
solidos; ¢) explantes foliares con respuesta y sin respuesta embrionaria; d)
embriones y plantulas obtenidas de explantes foliares que no sobrevivieron,
e) plantulas no sobrevivientes obtenidas de explantes foliares.

Los explantes foliares transformados con el plasmido pRG394
presentaron un desarrollo normal (Figura 3.5) comparado con los explantes
sin transformar e inducidos al proceso de embriogénesis somatica (Figura
3.6), en donde ambos tratamientos respondieron paralelamente igual en
tiempos y forma, ya que en relacion a, los fenotipos, ambos fueron bastante
similares; la diferencia entre ambos tratamientos se encontré en cuanto al
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nimero de embriones que se desarrollaron por explantes, pues mientras
gue en los explantes transformados se notd la presencia de un gran numero
de embriones, en los explantes testigo los embriones que se encontraron
fueron en un nuamero menor; esto podria deberse principaimente al origen
de los explantes y a la edad de la planta de la que se obtuvieron los
expfantes.

AWk
Al LY,

Figura 3.5. Respuesta embriogénica de explantes foliares de C. arabica
sometidas a transformacion genética con el plasmido pRG394. a) explantes
foliares con presencia de respuesta embrionaria;, b) embriones para
transferir a un medio MS solidos, ¢) embriones y plantulas sin transferir a
medio MS sdlido; d) embriones obtenidos de explantes foliares e inducidos
a embriogénesis y trasferidos a medio MS solido; e) plantulas de 4 meses
de edad obtenidas de los explantes foliares transformados.
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Figura 3.6. Respuesta embriogénica de los explantes foliares de C. arabica
como testigos de la inducion a embriogénesis somatica. a) explantes
foliares con presencia de respuesta embrionaria, b) explantes foliares con
presencia de embriones, ¢) explante foliar con presencia de embriones en
diferentes etapas de crecimiento, d) embriones disgregados para transferir a
un medio MS sélidos, e) embriones de 15 dias que germinaron en un medio
MS sdlido, f) plantulas de 6 meses de edad obtenidas de explantes foliares
no transformados.

3.5 UTILIZACION DE LA KANAMICINA COMO UN
ANTIBIOTICO DE SELECCION DE TRANSGENES

Los embriones somaticos tomados a parlir de los explantes
inducidos al proceso de embriogénesis sin pasar por proceso de
transformacién con alguno de los plasmidos pRG, fueron expuestos a
diferentes concentraciones de Kanamicina, esto es para obtener las
concentraciones letales para los embriones sin transformar y las
concentraciones éptimas de resistencia para los embriones transformados.

Los resultados que se obtuvieron se presentan en la Figura 3.7, en
donde se puede observar que a las concentraciones que representan a 400
y 450 yg/ml y gue se encuentran en color naranja y azul, fueron en las que
se obtuvieron un nimero menor de embriones sobrevivientes, esta fue una
indicacién para considerar una concentraciébn proxima superior como la

65



concentracion letal para las plantulas (500 pg/ml); para el caso de los
embriones se considerd como concentracion optima a aquella que después
de los 35 dias del experimento presenté una mayor afectacién visual a los
embriones, la cual resulté ser de 150 ug/ml. Esta consideracion fue debido a
gue el tiempo en el que se desarrollo el experimento no fue suficiente para
la letalidad.
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Figura 3.7. Numero de embriones sobrevivientes a distintas
concentraciones de Kanamicina. Tiempo de evaluacion 35 dias. n= 108

Posteriormente, se realizd la seleccion utilizando kanamicina como
antibiético de seleccion en embriones y plantulas que fueron inducidas al
procesos de embriogénesis somatica; en principio, debido a la presencia del
gen NTPII en los plasmidos pRG, las plantulas que presenten la integracion
de dichos plasmidos deberian de incluir la resistencia a dicho antibidtico.

Se evaluaron 2108 embriones obtenidos de la transformacion con el
plasmido pRG394, de los cuales 303 sobrevivieron a la concentracion de
150 mg/ml, por lo que a los 2 meses de crecimiento en un medio MS con el
antibidtico fueron transferidos a un medio para plantulas con una
concentracién de 500 pg/ml; actualmente, de las plantas sobrevivientes, 42
han sobrevivido a dicha concentracion.
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En la Figura 3.8 se presentan las fotografias de las plantulas que no
sobrevivieron a las concentraciones de 150 y 500 uyg/ml de Kanamicina en
comparacién con las plantulas sobrevivientes a dicho antibiotico; se
presentaron diferentes respuestas que se observaron en el fenotipo de las
plantulas; entre estas, blanqueamientos, deformaciones, necrosis y muerte
foliar.

Figura 3.8. Respuesta de las plantulas transformadas con el plasmido
PRG394 expuestas a kanamicina como antibiético de seleccion. a) Plantas
testigo sin antibidtico de seleccién;, b) plantulas con necrosis foliar
expuestas a 500 ug/ml de kanamicina; ¢) plantulas con deformacion foliar
expuestas a 500 pg/mi de kanamicina; d) plantulas con blanqueamiento
foliar expuestas a 500 ug/ml de kanamicina.

67



3.6 ANALISI§ DE LA INTEGRACION DEL GEN AVP1
MEDIANTE TECNICAS MOLECULARES

Las hojas de las plantulas de cafeto cultivadas in wvitro y
transformadas mediante el proceso de infiltracion al vacio con la cepa
GV3101 fueron colectadas en paquetes de 0.1 gr y congeladas a -20 ° C
para su posterior utilizacion en analisis moleculares.

Las muestras colectadas, nombradas y etiquetadas como
pRG394T1 a la 303, fueron sometidas a una extraccion de ADN genomico;
se analizé la amplificacién del promotor 35S (Figura 3.8) mediante la técnica
molecular de PCR, utilizando cebadores especificos y en donde se
obtuvieron resultados positivos para todas las muestras. Se observéd la
amplificacién de un fragmento de 195 pb, lo que sugirié la posibilidad de la
transformacién en las plantas correspondientes.

-
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Figura 3.8. Amplificacién del fragmento del promotor 35S en pléntulas
transformadas de C. arabica con e/ plasmido pRG394 cultivadas in vitro.
MM marcador molecular; 6-101 Muestras pRGT6-101 colectadas de
pléntulas transformadas; + control positivo (pldsmido pRG394); - control
negativo (agua).
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Para descartar la posibilidad de contaminacién con A. tumefaciens
en las plantas transformadas, se realiz6 la amplificaciéon de un fragmento del
gen virE2, el cual solo estd presente en la cepa bacteriana y no debe
presentarse en las plantas transgénicas. En la Figura 3.10 se observa que
la plantula con el nombre pRG394T48 no presenta fragmento amplificado
que corresponde a virE2, por lo que ésta podria ser una planta transgénica,
aunque en la amplificacién del gen 35S presentd un patrén de bandas
diferente al de las demas plantulas.

MM 6 B8 10 48 74 93 §7 - 101284 + 331

[
el

—> 895pb
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Figura 3.10. Amplificacién de un fragmento del gen virE2 de A. tumefaciens
en plantulas transformadas con el pldsmido pRG394 de C.arabica. MM
marcador molecular; 6-284 Muestras pRG394T6-284, + control positivo
(pldsmido pRG394); - control negativo (agua); 391 control negativo
(pldsmido pRG391 en E. coli).

Para combrobar la presencia del gen AVP71 en las plantulas
transformadas con pRG394, se llevé a cabo la amplificacién del promotor en
tandem 35S y del gen AVP1, mismos que se encuentran fusionados dentro
de los constructos pRG (Figura 3.11).
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Figura 3.11. Amplificacién del fragmento del promotor 35S y el gen AVP1
en plantulas transformadas con el pldsmido pRG394 de C. arabica
cultivadas in vitro. MM marcador molecular;, 6-284 Muestras pRGT6-284
colectadas de plantulas transformadas;, + control positivo plasmidos
PRG391, pRG394 y pRG3985; - control negativo (agua).

La amplificacién del promotor 35S y el gen AVP1 de A. thaliana fué
negativa para el caso de las plantas denominadas pRG394T, esto es debido
a que el plasmido pRG394, no contiene integrado al gen AVPT, sino que
solamente tiene al vector binario pPzp212 en el que se encuentra contenido
el promotor 35S.
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Capitulo IV

DISCUSIONES

La transformacién genética de plantas permite un incremento en la
amplitud de “pool” de genes disponibles en sistemas de cultivos
convencionales, permitiendo asi la transferencia de genes a través de las
especies, siendo de particular importancia el desarrollo de nuevos cultivares
en plantas perennes pero que frecuentemente es dificil debido al largo
tiempo que tarda en la obtencién de una nueva generacion.

El mejoramiento convencional se ha llevado a cabo para llenar la
mayorfa de las necesidades de la agricultura; para la produccién del café,
con éxitos sobresalientes en la seleccion y produccién de cultivares tanto
para la resistencia a plagas como en cambios en los periodos de
maduracion y arquitectura de las plantas. Sin embargo, la introduccién de
nuevos tratamientos en variedades élite de cafeto es un proceso largo que
tarda de 20 a 35 afos antes de obtener el nuevo cultivar, por ello, la
ingenieria genética puede reducir el tiempo necesario en la obtencion de
nuevos cultivares con tratamientos deseables, asl la transformacion
genética abre una ventana a la oportunidad de introducir genes de
diferentes especies sumando caracteristicas que serian dificil o imposible
adquirir usando métodos tradicionales como son la resistencia a herbicidas,
aumento de calidad y tolerancia a estrés abidticos como la salinidad, sequla
o heladas.

Como cualquier trabajo que involucra la ingenieria genetica de
plantas, para el café es critico contar con un eficiente protocolo de cultivo de
tejidos, un sistema de seleccién y un método de transformacion.

Los protocolos de sistema de cultivo de tejidos para su uso en la
transformacién debe proporcionar una regeneracion eficiente en los
cultivares, desafortunadamente la regeneraciéon de plantas en cafeto
depende estrictamente del germoplasma (Ribas ef al., 2006);, como ejemplo
de esto, se puede observar con C. canephora que muestra un respuesta
mas rapida a su regeneracion comparada con C. arabica, aunque ambas
especies presentan variabilidad en respuesta a cultivos de tejidos entre
diferentes cultivares de mismas especies.
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Uno de los protocolos de mayor uso para la induccion de la
embriogénesis somatica directa en cafeto es el descrito por Yasuda et al.
(1985) que Quirbz-Figueroa et al., (2005) mas tarde reporta para la
obtencién de embriones de C. canephora el cual complementd con
benzilaminopurina (BAP). Estos investigadores indican la aparicién de un
callo blanco friable en el borde de los explantes 16 semanas después de [a
incubacién de los explantes (segmentos de hoja de Coffea arabica L.);
cuatro semanas después de la aparicién del callo, se encontr6 la presencia
de tejidos globulares y embriones somaticos diferenciados sobre la
superficie del callo. Este resultado se pudo observar en el protocolo para
regeneraciéon que se sigui6 en este trabajo, donde se obtuvieron embriones
aproximadamente a los 6 a 7 meses de la induccion de los explantes de C.
arabica al proceso de embriogénesis somatica, en donde se utilizé como
medio de induccion el reportado por Quiréz-Figuerca et al., (2005)
adicionado con la citocinina Bencilaminopurina (BAP) como Unico regulador
de crecimiento, el cual como reporta Dublin, (1991) tiene cierta influencia en
Ja embriogénesis somatica de C. arabica. En cuanto al explante del cual se
partié para llevar a cabo la induccidn a embriogénesis, estos fueron
clrculos foliares debido a su gran disponibilidad y facil desinfeccién tal como
reporta Dublin, (1991) ya que no se presentd ningln tipo de contaminacién
en los medios de cultivo ni en los explantes inducidos a embriogénesis.

Debido a que el protocolo utilizado en este trabajo relacionado con
la embriogénesis somatica no reporta problemas en cuanto a la obtencién
de embriones en cafeto, es posible que la insercion de los plasmidos pRG
(Figura 3.1) hayan interferido en la formacion de los embriones. En los
explantes transformados con los plasmidos pRG395 (Figura 3.3d) y pRG233
(Figura 3.4e), aunque se formaron embriones, muy pocos de estos
germinaron y lograron llegar a la etapa de plantulas, las cuéles presentaron
sobrevivencia por pocos dlas. Dado que no se encontré ningun reporte de la
influencia negativa en la insercién de plasmidos de transformacién que
afecten al procesos de embriogénesis somatica, se podrfa sugerir que la
integracién de los plasmidos con el gen AVP? pudo ocasionar la inhibicidn
de la germinacién de los embriones formados; esto es, debido a que avp?
codifica para una enzima de tipo pirofosfatasa implicada principalmente en
el transporte de protones hacia el interior de la vacuola y, como reporta
Grebe, (2005), basandose en el trabajo de Li ef al, (2005), esta
pirofosfatasa se encuentra involucrada en la regulacidn y posible transporte
de auxinas, cuyo exceso causa la inhibicion de la germinacién de embriones
en explantes sometidos al proceso de embriogénesis como |0 reporta Ayub
& Gebieluca, (2003). Es posible que la transformaciéon con dicho gen
provocara la muerte de los embriones por exceso en la expresion de la
proteina. No obstante, Gaxiola et al., (2001) llevaron a cabo la
transformacién de Arabidopsis thaliana para sobre-expresar el gen AVP1 de

72



las misma especie y se obtuvieron plantas tolerantes a altas
concentraciones de NaCl; de la misma forma y utitizando el mismo gen de
Arabidopsis thaliana, Park et al., (2005) obtuvieron plantulas de tomate con
una rapida recuperacion a perfodos de sequfa. Aunque ambos trabajos
fueron positivos, estos se realizaron en plantas inferiores con ciclos de vida
cortos; pero en el caso del cafeto, esta es un planta superior de ciclos de
vida largo, por lo que es posible esperar respuestas diferentes a las que se
obtuvieron en los 2 casos anteriores.

Dicha hipttesis se basa tomando en cuenta los embriones
obtenidos mediante la transformacién con el plasmido pRG394 (Figura
3.5b,c y d), que nos permiti6 la obtencién de embriones que se cree fue
debido a la ausencia del gen AVPT en su estructura, por lo que proponemos
llevar a cabo un estudio que investigue el papél que podria tener la
pirofosfatasa vacuolar dentro del proceso de embriogénesis somatica como
transportador de fitoreguladores como las auxinas.

La transformacién de explantes de plantulas de la especie C.
arabica siguiendo el protocolo de Canché-Moo et al., (2005); esto, debido a
la obtencién exitosa de plantulas transformadas de C. canephora con el gen
WUSHEL, dicho protocolo inclufa el proceso de infiltracidn al vacio, donde
numerosas publicaciones para diferentes especies de cultivos reportan la
posibilidad de una mayor eficiencia de transformacioén con Agrobacterium
tumefaciens.

Tomando los resultados de PCR que se presentaron anteriormente,
podemos sugerir que el protocolo de transformacién realizado para C.
arabica funciona, ya que como se observa en la Figura 3.9, se encontraron
los fragmentos amplificados que corresponden a la presencia del promotor
358, el cual se encuentra dentro de los plasmidos pRG, lo que nos lleva a
sugerir que la integracién del plasmido resultd positiva aunque esto solo
pudo evaluarse en las plantulas resultantes de explantes transformados con
el plasmido pRG394 debido a que los embriones correspondientes a los
otros 2 plasmidos pRG no sobrevivieron a la etapa de plantulas.

Numerosos articulos reportan el uso de timetina (Cheng et al,
1998) (ticarcilina y &cido carvulanico) sola o en combinacién
(Hammershlang et al, 1995) como antibiético para eliminar la incidencia
bacteriana a diferentes concentraciones en diferentes especies de plantas
transformadas con cepas bacterianas (Torn et al, 1992; Buckley & Reed
1994, Zimmerman 1995). Lin et al., (1995) reportan el efecto en la eficiencia
de Agrobacterium tumefaciens en la transformacion de tejidos de plantas de
Nicotiana tabacum transformadas y utilizando 3 cepas bacterianas
(LBA4404, C58 y EHA101) y la toxicidad de carbencilina utilizado como
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antibiético para la eliminacién de bacterias en los tejidos transformados;
encontrando a LBA4404 como la mas sensible a dicho antibiético y que [a
toxicidad de los explantes se puede presentar en medios MS adicionados
con 2 4-D y carbencilina, aunque en cuanto a los embriones obtenidos en la
transformacion de cafeto se presentaron en pocas ocasiones la presencia
visual de cepas bacterianas, por lo que se le llevé a cabo un analisis de
PCR para la amplificacion del gen VIR E2 de Agrobacterium tumefaciens.

Nauerby et al., (1997), reportan de igual forma que el uso de dicho
antibiético para eliminar bacterias puede tener un rol positivo en la
respuesta embriogénica de plantas de las especie Nicotiana tabacum,
tomado en cuenta dicho reporte, para el caso de los explantes de C.
arabica, se pudo observar una mayor respuesta a [os explantes
transformados y control que estuvieron expuestos a tiementina en
comparaciéon con explantes control que no contenian dicho antibiético.

El gen VIR E2 exclusivo de Agrobacterium tumefaciens codifica una
proteina que tiene una funcién importante en la transferencia del T-ADN
para insertarse en el ADN nuclear de otros organismos y as! llevar a cabo el
proceso de transformacién genética; el rol de VIR E2 en dicho proceso es la
proteccién del T-ADN formando un complejo con otras protelnas de la
regién vir que permiten |a transferencia al citoplasma y ADN nuclear (Gelvin,
1998); por lo tanto en plantas transformadas el que esté presente este gen
VIR E2 solo indica la presencia del Agrobacterium tumefasiens dentro de
ellas, por lo que se recomienda realizar una amplificacién mediante PCR de
un fragmento de dicho gen, en este trabajo se utilizaron cebadores
especlficos para el gen VIR E2 para la amplificacién de un fragmento de
895 pb detectdndose la presencia de dicho gen (Figura 3.10), que
demuestra la contaminacion de Agrobacterium tumefaciens y su ausencia
en las plantas con nomenclatura T6, T8, T10 y T48. Sugerimos que la
presencia de Agrobacterium tumefaciens en las plantas se encontr6 de
manera endégena ya que durante el tiempo en el que se llevd a cabo esta
tesis no se detectd la presencia bacteriana en el entorno del medio en el
que se encontro el material vegetal.

En el proceso de transformacién, no todas fas células del tejido
vegetal blanco son transformadas, por lo que no todos los embriones
formados, ya sea por embriogénesis o por organogénesis daran lugar a una
planta transformada; para esto es necesario establecer un protocolo de
seleccion mediante el cual se impida, o al menos se reduzca, la aparicién de
escapes (embriones no transformados) y se conceda una ventaja a las
células que han sido modificadas genéticamente para que estas lleguen a
diferenciarse y dar lugar a una plantula completa. Es aqul donde tienen un
papel muy importante los genes marcadores de selecciéon como NTPRII que
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le confire resistencia a antibiéticos de la familia de los aminoglicésidos como
es el caso de la Kanamicina, esto mediante la fosforilacién de dichos
antibidticos. Canché-Moo et al., (2008) reporta la utilizacién de kanamicina
como antibidtico de seleccién para embriones de C. canephora a una
concentracién de 100 mg/ml; tomando en cuenta que C. arabica es una
especie diferente a C. canephora y que presenta respuestas distintas, en
este trabajo se realizd una curva dosis-respuesta partiendo de embriones
cigoticos, en la que se obtuvieron las concentraciones de 150 y 550 mg/mi
para embriones y plantulas respectivamente; los resultados obtenidos caen
en el rango utilizado para otras especies de plantas distintas al cafeto.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

Actualmente 300 plantulas de cafeto de la especie C. arabica que
son transferidas cada dos meses a medio de mantenimiento.

Se obtuvieron 724 explantes foliares con respuesta embriogénica
pertenecientes a 3 plasmidos de transformacién pRG vy testigo; 225
de pRG394, 186 de pRG395, 119 de pRG233 y 194 de testigo de
embriogénesis.

Se obtuvieron 1410 embriones de explantes sometidos a
transformacién genética pertenecientes a 3 plasmidos denominados
pRG, de los cuales 1384 embriones pertenecientes al plasmido
pRG394 llegaron a la etapa de plantulas completas.

Los embriones obtenidos de la transformacién con los plasmidos
pRG395 y pRG233 no sobrevivieron hasta la etapa de plantulas.

Las plantas nombradas pRG394T6, pRG394T8, pRG394T10 vy
pRG394T48 mostraron la presencia de los fragmentos amplificados
del promotor 35S y la no presencia del gen VIR E2 que sugiere la
ausencia del A. tumefaciens.

Las plantulas analizadas provenientes de la transformacion con el
plasmido pRG3%4 con el par de cebadores 35S y AVP1, no
presentaron fragmentos amplificados, ya que dicho plasmido tiene
ausente el gen AVP1 de Arabidopsis thaliana.
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