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RESUMEN

EI  Cafeto  (Coffea  ssp)  es  la  planta  de  la  cual  se obtiene  el  café,  que  en  la
actualidad  se  cultiva  en  más  de  50  países,  los  cuales  en  su  mayoría  han
basado su  econctmía  en   la  expohación  de  este  producto.  Existen  diversos
factores  que  provocan  una  disminución  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    otros.     En    relación    a    la    toxicidad,    es    de    importancia
fundamental  mantener  la  homeostasis  de  la  concentración  de  iones  en  las
células vivas,  debido  a  la  necesidad  de  mantener un  bajo  número de  iones
tanto  esenciales  como  tóxicos.   Para  llevar  a  cabo  dicho  mecanismo,   se
requiere   de   la   intervención   de  varios   canales  y  transportadores   iónicos
localizados en  las  membranas  biológicas de diferentes organelos celulares,
uno   de   estos   es   la   enzima   denominada   Pirofosfatasa   localizada   en   la
Vacuola  y  expresada  por  un  gen  único  denominado  AVP7  en  Arabí.dopsi.s
Íha//.ana,   la   cual      incrementa   en   la   membrana   vacuolar   el   número   de
protones de hidrógeno 1o que permite la activación de transportadores  tanto
de  iones  tóxicos  como  no  tóxicos  llevando  a  cabo  lo  que  se  conoce  como
Traspohe   activo.   Se   han   realizado   diversos   trabajos   de   transformación
genética      utilizando      cepas      de      Agmbacfen.um      fumeíac/.ens      para
sobreexpresar el  gen  AVP7  en Arabí.dopsí.s Íha//.ana  y  en  tomate,  en  donde
se  observó  que  un  aumento  en  la  actividad  de  la  Ppasa  en  Arabí.dops/.s
íha//.ana generó  una tolerancia a la toxicidad  de  iones de sodio y en tomate
indujo  tolerancia  a  sequía.   Esta  tesis  tuvo  como  objetivo  el  transformar
plántulas   de   cafeto   cultivadas   /.n   v/.Íro  con   el   gen   AVP7   de  Arab/.c/ops/.s
Íha//.ana    mediante    el    uso    de    la    cepas    GV3101     de    Agrobacfen.um
Íumeíac/.ens  que  contenían  3  plásmidos  denominados  pRG233  con  el  gen
AVP7  fusionado con  el  promotor 35S en  tandem de CaMV,  el  pRG395 con
una  mutación  del  gen  avp7  y el  pRG394  que es  un  plásmido  utilizado como
control  que  contiene  el  vector  sin  la  inserción  del  gen  AVP7.  Partiendo  de
explantes  foliares  y  mediante  el  proceso  de  infiltración  al  vacío  se  llevó  a
cabo  la  transformación  genética  obteniendo  así  embriones  transformados
con  los  plásmidos control y con  la  inserción de AVP7,  de  los cuales solo  los
embriones   del   plásmido   control   lograron   estar  en   la   fase   de   selección
utilizando  como  antibiótico  la  kanamicina  llegando  a  la  etapa  de  plántulas,
las   cuales   se   analizaron   mediante   la   técnica   de   PCR   obteniéndose   3
plántulas  nombradas  pRG394T6,   pRG394T8,   pRG394TIO  y   pRG394T48
como   positivas   a   la   integración   del   plásmido   control   y   negativas   a   la
presencia del gen  V/R E2 exclusivo de Ag/obacíer/.um íumefac/.ens.

Xxlll



XXIV



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  toxícity  caused  to  the  crop,  among  others.  ln  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 tms  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  Arab/.dopsi.s  íha/Í.ana   by  a  single  gene,   AVP7   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  Agmbacfen.um  Íumeíac/.ens  strains  to  overexpress  the AVP7  gene  in
Atibi.dops/.s Íha//.ana and  tomato,  where  it was observed  that an  increase in
the  activity of the  PPAs  in  Arabi.dopsí.s Íha/Í.ana  resulted  in  a tolerance to  ion
toxicity   sodíum   and   in   tomato   induced   tolerance   to   drought.   This   thesis
aimed  to  transform  the  tree  seedlings  grown  /.n  vÍ.Íro  with  AVP7  gene  from
Arabidopsis  thaliana  us.ing  The  Agrobacterium  tumefaciens  s;tiaiin  GW3101
containing  3  plasmids  called  pRG233  with  AVP7  gene  fused  with  the  35S
promoter of CaMV  in  tandem,  the  pRG395  with  a  gene  mutation  avp7  and
pRG394 which  is used  as a control plasmid containing the vector without the
insertion   of   the   gene   AVP7.    Based   on   leaf   explants   and   by   vacuum
infiltration  process  was  carried  out  genetic  transformation  thereby  embryos
with  control  plasmids  and  the  insertion  of AVP7,  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    V/R    E2    gene    that    is    exclusively    of
Agrobacterium.





lNTRODUCCIÓN

En   el   mundo,   el  café  es  el   producto   más  sobresaliente  a   nivel
económico,  después  del  petróleo,  ya que  representa  un  impohante  recurso
para  millones  de  personas  que  se  dedican  a  esta  actividad;   Ígualmente,
vari.os  países  dependen  de  la  expohación  del  café  como  producto  para
aumentar su tecnología (Carneiro,  1997).

El  cafeto,  planta  de  la  que  se  obtiene  la  bebida  denomínada  café,

i?r:::CsrFepnrt:í'T:dia7T:|ti:sefnraen'c:::siíe5vaer:n'ausn::::aeí:Sv,::dEet'::¡:'toe:
la    Ísla   antillana   de    la    Martinica   y   así   se   establecíeron    las   primeras
plantaciones  en  la  Guayana  Francesa  y  en  la  Guayana  Holandesa,  siendo
esta  única  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  región  de  Córdoba,  Veracruz;  2)  De  Moka,  en
Arabia,   se   introdujo   a    Uruapan,    Michoacán;    y,    3)    De   Guatemala   fue
i.ntroducida a Tuxtla Chico,  Chiapas (Santoyo-Cortés eí a/.,  1996).

Debjdo a  la gran  popularidad de la  bebida,  el cultivo del cafeto se ha
extendido   a   través   del    mundo,    siendo   introducído   en    Sun.nam,    Hai.tí,
República  Dominicana,  Martinica,  Brasil,  Jamaica,   Puerto  Rico,  Costa  Rica,
Cuba,  Venezuela,  México,  EI  Salvador,  Colombia  y  gradualmente  a  otros
países del continente americano (Santana-Buzzy,1993).

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

Se estima que  C.  arab/.ca ociipa el 90% de la superficie destinada a
la  producción  de  café  cultivado  alrededor  del  mundo  y  que  C.  canephoffl
ocupa   solamente   el   2%   de   dicho   espacio   (De   los   Santos-Briones   &
Hernández  -Sotomayor,  2006);   el  resto  de  la  superficie  es  ocupado  por
algunas  otras  especies  como  C.  //.berí.ca,  C.  dewewe/. y  C,  racemosa  que
solo son cultivadas para  uso local (Carneiro,1997).

Como  cultivo  de  importancia  económjca,  el  cafeto  es  afectado  por
factores    que    jntervienen    en    su    produccjón,    como    es    el    caso    de
enfermedades  causadas  por  patógenos  como  hongos,  virus,   bacterias  y



nemátodos,  la deficiencia de nutrientes,  la falta de disponibilidad  de agua,  la
tolerancia  a  suelos  ácidos  y  la  toxicidad  por  metales  como  el  aluminio,  el
fierro,   el   plomo,   el   cobre,   el   níciuel   y  el   sodio   (De   los   Santos-Briones   &
Hernández  -Sotomayor,  2006).  Centrándose  en  la  tolerancia  a  la  toxicidad
por  metales,  existen  diversos  modelos  que  hipotetizan  la  entrada  de  estos
en  la  célula  en  donde  el  transpone  que  se  lleva  a  cabo    a  través  de  las
membranas  biológicas juega  un  papel  importante  debido  a  que  estas  son
las  que  permiten  o  restringen  el  paso  de  ciertos  iones  protegiendo  así  la
naturaleza   interna   y   extema   de   la   célula   (Gaxiola   ef   a/.,   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  clasificándose  en  canales,  transportadores  y
bombas.

En     la    membrana    vacuolar    de    plantas,    algunas    bacterias    y
arqueobacterias,  un gen,  el  VP7  codifica para iina  pirofosfatasa,  una enzima
conocida   como   la   bomba   translocadora   de   protones,   cuya   función   es
generar  un  gradiente  de  potencial  en  la   membrana  para  facilitar  el  flujo  de
iones   hacia   el   tonoplasto   en   un   proceso   denominado   internalización   o
compartamentalización  vacuolar,   la   cuál   se   ha   hipotetizado   es   llevada   a
cabo   para   evitar   la   toxicidad   de   la   célula   a   ciertos   .iones   que   pudieran
afectarla.

Gaxiola   eí   a/.,    (2001),    mediante   ingeniería   genética   obtuvieron

plantas  transgénicas  de  Arabi.dops/.s  Íha/Í.ana  que  sobreexpresan   el   gen
AVP7,  consiguiendo  un   incremento  en  la  actividad  de  la  pirofosfatasa,   1o

que llevó a  la tolerancia de  las plántulas de Arab/.dops/.s a  la salinidad.

La  transformación  genética  de  plantas  puede  ser  definida  como  la
transferencia  de  genes  aislados   de   plantas,   virus,   bacterias   o   animales
dentro  de  nuevo  material  genético.  La  mayoría  de  las  plantas  transgénicas
han    sido    obtenidas    usando    dos    métodos   generales:    la   transferencia
mediada   por   Agrobacfer/.um   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  así  transgenes con  características  que  le  confieran  tolerancia  a
distintos  factores  que  afectan  su  producción,  en  este  trabajo  se  propone
llevar a  cabo  la transformación  genética  de cafeto  util.izando  una cepa  de  la
bacteria  Agrobacfen.um  fumefac/.ens,  para  obtener  a  largo  plazo  líneas  de
plántulas   de   cafeto  tolerantes  a   la  toxicidad   provocada   por  la   salinidad,
siendo este el  primer trabajo real.izado con este gen en  plantas leñosas.
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Capitulo 1

ANTECEDENTES

1.1  EI CAFET0

1.1.1  EL CULTIV0 DEL CAFETO

El   cafeto   es   el   producto   agronómico   más   sobresaliente   a   nivel
económico,   ya   que   representa   un   importante   recurso   para   millones   de
personas  que  se  dedican  a  esta  actividad,   por  lo  que  varios  países  han
basado su economía en la exportación de dicho producto (Carneiro,  1997).

deEt,opF::a::t°Áir?caare%eri::L°r':fdgaéT:rn:eá:ffi:'aa::¡g:::,ine|::Tu°vnob:::
amplia  distribución  en   la   pane  tropical  y  subtropical  de  África  y  Asia.   El
efecto  estimulante  del  grano  tostado  y  molido  fue  bien  conocido  por  los
nativos  de  África  cuando  los  árabes  llevaron  semillas  de   Coffea  affib/.ca
desde Etiopia a Yemen en el siglo Xln; en esta misma época fue reconocido
en  el  Cairo  y  la  Mecca,  y  por  el  siglo  XIV  en  Persia  y  Turquía  seguido  de
Ceilán,  lndia,  lndonesia  y otras  regiones con  condiciones favorables  para  el
cultivo (Santana-Buzzy,1993;  Eira ef a/.,  2006).

A  lo  largo  de  la  historia,   el  café  como  cultivo  se   ha  extendido  a
través    del    mundo,    siendo    jntroducido    en    Surinam,     Haití,     República
Dominicana,   Martinica,   Brasil,   Jamaica,     Puerto  Rico,   Costa  Rica,   Cuba,
Venezuela,  México,  EI  Salvador,  Colombia,  y  gradualmente  a  otros  países
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  región  de Córdoba,  Veracruz;  2)  De  Moka,  Arabia,  se  introdujo a
Uruapan,   Michoacán;   y,   3)   Desde   Guatemala   fue   introducida   en   Tuxtla
Chico,  Chiapas (Santoyo-Cortés ef al.,1996).

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



solamente   un    porcentaje   no   mayor   al   2%    (De    los   Santos-Briones   &
Hernández-Sotomayor,  2006).  Algunas  otras  especies  como  C.  //.ber/.ca,  C.
dewevre/. y  C.  racemosa son solo cultivadas para  uso local  (Cameiro,  1997).

1.1.2  PRODUCCION  DEL CAFETO

El cafeto se cultiva en  aproximadamente 50 países distrlbuidos en  la
región   tropical   del   mundo.   La   producción   de   café   al   año   supera   los  60
millones  de  sacos  de  60  kg,  teniendo  a  Brasil  como  el  principal  productor,
seguido  de  Colombia,   lndonesia,   Vietnam   y  México   (Pacheco   &   Pohlan,
2005).

La especie económicamente más importante de cafeto es arab/.ca la
cual    produce    aproximadamente    79    %    de    la    producción    mundial,    C.
canephora   Pierre  ex  Froehner  cerca  del  20   %  y   C.   /Í.ber/.ca   un   1   %.   La
producción   mundial   de   cafeto   se   consume   prácticamente   en   todas   las
naciones,  especialmente  en  las  zonas  templadas,  en  donde  se  hallan  los
países industrializados.

El  cafeto  es  un  producto  cuyo  consumo  doméstico  es  reducido,  ya
que  la  mayor  parte  de  los  volúmenes  que  se  obtienen  son  destinados  al
mercado  internacional,  como el  caso de  Brasil  que  ocupa  el  primer lugar en
producción  de  dicho  producto,  destinando  el  75  %  de  su  producción  para
comercialización   en   el   mercado   intemacional   y   el   25   %   para   consumo
prop.io (Santoyo- Cortés eí a/.,  1996).

1.1.3  EL CAFETO EN  MEXICO

En    la   agricultura   mexicana,    la   cafeticultura   es   de   impohancia
económica,  social  y  ecológica,  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  cumvo  (Regalado,1995).  En    2008,  México  ocupó  el
quinto  lugar a  nivel  mundial  como  productor de cafeto  (Figura  1.1),  después
de   Brasil,   Vietnam,   Colombia,   lndonesia,   quienes   ocupan   los   primeros
cuatro liigares en  producción.
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Flgura 1.1. Posición 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
topografía,  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   Hldalgo,   Jaltenengo,   Marago   y   Natural   de
Atoyac,   solo   por   citar   algunos;   además   ocupa   el   primer   lugar   como
productor  mundial  de  cafeto  orgánico  y  uno  de  los  primeros  en  cafetos"gourmets".  La  producción  total  de  la  cosecha  2007-2008  se  muestra  en  la

Figura  1.1,  la cuál fue de aproxjmadamente 115 millones de sacos.

El  cafeto  se  produce  sobre  una  superficie  de  690  mil   Ha  en   12
estados   de   la   República   Mexicana,   en   56   regiones,   440   municjpios   en
alrededor  de   4000   comunidades   de   mayor   pobreza   y   marginación,   los
cuales  se  encuentran  situados  en   la  parte  centro-sur  del   país  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 Potosí, Tabasco y Veracruz.



1.   Chiapas
2.  0_ca
3.   Veracruz
4.   I,uel'la
5.  G-ro
6_    Hidalgo
7.   Sanluispot"'
8.   Nayolit
9_   Jalisco
10.  Colima
11. Tabasm
12. Querétaro

F.igura   i.2.   Estados   productpres   d~e   cafetp. _e_r_ _I_a_ P~e,p!9!i^pa.^M^3xicana
Tomado de Consejo Mexicano del Café, 2001

1.1.4 TAXONOMÍA Y BOTÁNICA DEL CAFETO

La   raíces   que   tiene   el   café   son..   pivotante,   axiales,   laterales   y
raicillas.  La  pivotante  puede  considerarse  como  la  raíz  central;  la  longitud
máxima en una planta adulta es de 50 a 60 cm  (Eira eí a/.,  2006).

El  tallo  es  leñoso,  erecto  y  de  longitud  variable  de  acuerdo  con  el
cl.ima  y t.ipo  de  suelo;  en  las  variedades  comerciales  varía  entre  2  y 5  m  de
altura.  En  una  planta  adulta,  la  parte  inferior  es  cilíndrica,  mientras  que  la
parte  superior  (ápice)  es  cuadrangular  y  verde,  con  esquinas  redondas  y
salidas (Eira eí a/.,  2006).

Las ramas pueden ser   laterales ó primarias;  son opuestas,  alternas
y  tienen  un  punto  apical  de  crecimiento  que  va  formando  nuevas  hojas  y
entrenudos.   El   número   de   éstos   puede   variar   de   un   año   a   otro   y,
consecuentemente,  las axilas que forman dan  or.igen  al  número de flores y,
por ende de frutos (Eira eí a/., 2006).



Las  hojas  miden  de  12  a 24 cm.  de  largo  por 5  a  12  cm  de  ancho,
variando su forma elíptica a lanceolada,  en cuya parte inferior se encuentran
unos   agujeros   de   forma   irregular  que   se   abren   en   cámaras   diminutas
llamadas  domocios,  cuya  función  no  se  conoce  con  precisión  (Eira  ef  a/.,
2006).

El  fruto  es  de  superficie  lisa  y  brillante  y  de  pulpa  delgada;   está
constituido de tres pahes 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 ef a/.,  2006).

La     semilla     del     café     (Figura     1.3),     es     de    forma     elíptica     ó
planoconvexa;    presenta    una   cubieíta   externa   formada    por   una   capa
endocárpica   que   se  denomina   pergamino,   y  otra  delgada   de  color  gris
llamada  espermodermo  o  piel  plateada.   En  semillas  de  C.  canephora,  el
espermodemo está 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 embrión (Eira eí a/.,  2006).

El  embrión  (Figura  1.3),    es  de  tamaño  pequeño  (aprox.  3  a  4  mm
de  longitud)  y  está  compuesto  de  un  axis  y  dos  cotiledones  en  forma  de
cordones   adheridos,   los   cuales   se   localizan   cerrados   en   la   supemcie
convexa de  la semilla (Da Silva eí a/.,  2004;  Eira eí a/.,  2006).



F.igura + .3.  Anatomía de la semilla y el embrión del Cafeto
Tomado de Eira et al., 2006

La  taxonomía  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 especles cu"vadas
en  la  actualidad  pehenecen  a  la  sección  Eucoffea  y  particularmente  a  las
subsecciones   Eryfhrocoffea  (que  comprende  las  especies   C.   arabí.ca,   C.
congeneresis,  C.  canephora,  y  C.eugenioides)  y  Pachycoffea  (que `incluye
las especiies C.Iiberica,  C.  hainii, C.  cymensis,  C.  abeokutae y C. dewevrei).
La  variedad   café  excelsa   (C.   exce/sa/  y  afines   son   consideradas  como
formas  de  C.  //`ber/.ca,. el  Cuadro  1.1  muestra  la  clasificación  taxonómica  del
cafeto reportada por Judd  eí a/., (2002).
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Cuadro 1.1. Clasificación Taxonómica del Cafeto según Judd eí a/.,  2002

Roino

Divislón

Claso

Subclase

Ordon

Familja

Génoro

Especio

Plantae

Eudicoledoneas(Tricopaltes)

Ast®rides

Euasterides 1

Gentianalos

Rubiaceae

CX}ffea

Cofíea arabica
Coffea cane

1.2 MÉTODOS DE PROPAGAclóN 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,  vía  estacas  e  injertos.  La
especie   autógama   C.    afflbí.ca   se   multiplica   normalmente   por   semillas
mientras    que    la    C.    canephora,    especie    alógama,    autoestéril,    debe
propagarse      por      medios      asexuales      para      evitar      problemas      de
autoincompatibílidad  y producción   (Castillo-Ponce eí a/.,1996).

Los   métodos   convencionales   de   mejoramiento   genético   son   un
largo  proceso  que  involucra  diversas  y diferentes  técnicas  de  selección  de
poblaciones  silvestres  mediante  evaluaciones  de  hibridación,  de  progenie  y
de      cruces      interespecíficos.      Desafortunadamente,      estos      métodos
tradicionales de cultivo son  lentos,  ya que usándolos toma  más de 30  años
obtener un nuevo cultivar,  por lo que se genera un costo elevado; además la
producción  y  obtención  de  semillas  para  su  distribución  resulta  insuficiente
para satisfacer las necesidades de los cultivadores.

La  introducción  de  técnicas  de  propagación  Í.n  v/.Íro con  potenciales
para   multiplicar   genotípos   de   valores   superiores   a   un    menor   tiempo,
proporcionan    un    mayor    avance,     por    lo    que    diversos    métodos    de
regeneración  y  propagación    /.n  v/.Íro  han  sido  optimizados  exitosamente,
incluyendo  la  embriogénesis  somática  y  la  organogénesis,  en  donde  para
ambas   técnicas   se   parte   de   cultivo   de   brotes   axilares   y   adventicios,
meristemos    apicales,    embriones   cigóticos,    anteras,    polen,    células   en
suspensión y protoplastos (Carneiro,1999).
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1.2.1   EMBRIOGÉNESIS SOMATICA

La  embriogénesis  somática  (ES),  es  el  proceso  por   medio  del  cual
las células somáticas son inducidas para generar células embriogénicas,  las
cuales   pasan   por  una  serie  de  cambios   bioquímicos  y  morfológicos  que
resiiltan    en    la    formación    de    un    embrión.    La    habilidad    para    producir
embriones  morfológicamente  bien  formados  y desarrollarse en  una  planta  a
partir  de  células  somáticas  en  cultivo  sin  organización  es  exclusivo,  hasta
este  momento  únicamente  del  reino  vegetal.  A  diferencia  de  los  embriones
cigóticos,  Ios somáticos pueden ser observados fácilmente,  sus condiciones
del   cultivo   pueden   ser   controladas   y   se   pueden   producir   en   grandes
cantidades  (Kawahara  &  Komamine,1995).

La  ES  es  la alternativa  más eficiente  para  la  propagación  mas.iva 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  producción  de  embriones  hacen  de  la
embriogénesis   somática   un   sistema   ideal   para   realizar  estudios   a   nivel
moriohistológico,    fisiológico,    bioquímico    y    molecular.     Reportes    de    la
literatura  mencionan  que  existen  diferencias  significativas  entre  especies  y
en muchos casos,  los resultados que se obtienen no pueden ser aplicados a
otras especies e  inclusive entre variedades (Quiroz-Figueroa,  2003).

Existen   dos   tipos   básicos   de   inducción   de   la   embriogénesis:   Ia
sc>mática  directa   (ESD)   y   la   indirecta   (Esl).   El   término   ESD   se  aplica   al
explante   que   presenta   una   proliferación   celular   desorganizada   mínima
(induc.ida  por  heridas)  antes  de  formar  los  embriones  somáticos,  mientras
que  la  Esl  se  refiere  a  explantes  en  los  que  hay  abundante  proliferación
celular sin  organización  (callo)  (Sharp eí a/.,1980).  Se ha sugerido que en  la
ESD,   las  células  pre-embriogénicas  ya  están   presentes  y  solo   requieren
condiciones   favorables    para    la   expresión   del    programa   embriogénico,
mientras   que   en   Esl,   se   precisa   de   la   predeterminación   de   las   células
desdiferenciadas  y  la  adquisición  del  estadio  embriogén.ico  antes  de  iniciar
el desarrollo del embrión  (Williams & Maheswaran,1986).

Los  principales  factores  involucrados  para  un  determinado  tipo  de
respuesta   dependerán   de   la   naturaleza   del    regulador   de   crecimiento
utilizado,  el  origen  del  explante,  el  estadio  fisiológico  y  la  especie  utilizada.
S.in  embargo,  el  término  directa  o  indirecta  es  útil  para  describir  aquellos
casos    en    los    que    hay    poca    o    abundante    proliferación    celular    sin
organización,    previa   a   la   formación   de   embriones   somáticos,   pero   no
necesariamente   podría   indicar   diferencias   fundamentales   en   las   células
involucradas  (Halperin,1995).
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Se  han  reportado para el género  Coffea varios protocolos de  ES.  EI
primero   fue   realizado   para   C.    canephoffl   por   Starisky   (1970),    usando
internudos como fuente de los explantes.  Herman & Haas (1975)  repoharon
la  ES  para  C.  arabí.ca  a  partir de  explantes  foliares,  Sóndhal  ef a/.,  (1977;
1979) desarrollaron un sistema de dos fases para la inducción de embriones
a  partir de  hojas  de  C.  arabí.ca.  A principios  de  los  ochentas,  Dublin  (1981),
reportó   embriones   somáticos   utilizando   explantes   foliares   en   un   medio
suplementado  con  citocininas.;  Yasuda  eí a/.,  (1985)  indujeron  la  formación
de     embriones     en     explantes     foliares     de     C.     arabí.oa     usando     BA
(benciladenína);        desde   entonces,    se    han    repohado    otros   sistemas
basándose  en   las  formulaciones  de  los  medio  de  cultivo  de  los  autores
anteriormente mencionados.

1.3   lNGENIERIA GENETICA DE PLANTAS

El  progreso de  la tecnología  del ADN  recombinante  hace  necesario
el  mejoramiento  de  las  técnicas  ütiles  en  la  ingeniería  genética  de  plantas
(lGP)  (Jenes  ef  a/.,1993;  Carneiro,1999).  La  lGP  es  una  aplicación  de  la
biotecnología,  que  involucra  la  manipulación  de  ADN  y  la  transferencia  de
genes entre especies. Actualmente hay muchas aplicaciones de la lGP en la
agricultura   para   generar   cultivos   transgénicos   como   los   resistentes   a
herbicidas,  plagas y enfermedades (Altieri, 2000).

Más  allá  del  mejoramiento  de  los  cultivos,  la  habilidad  para  crear
plantas transgénicas es importante  para el estudio de  las funciones del gen
y  la  regulación  de  procesos  fisiológicos  y de  desarrollo.  Los  avances  en  el
cultivo   de   tejidos,   combinado   con   el   mejoramiento   en   la   tecnología   de
transformación,   han   resultado   en   el   incremento   de   la   eficiencia   de   la
transformación genética de plantas (Hansen & Wright,  1999).

En  la  naturaleza,  a  menudo  las  células  vegetales  se  asocian  con
ciertas  bacterias,  siendo estas  un vehículo conveniente para la  introducción
en   la   planta   de  ADN   clonado   o   recombinante   (Lodish   eí  a/.,   1995).   La
tecnología  de  clonación  involucra  la  construcción  de  moléculas  de ADN  por
unión  de  secuencias  de  diferentes  fuentes.   El  producto  es  llamado  ADN
recombinante  y  la  técnica,   lngeniería  genética,   que  es  aplicable  tanto  en
organismos  procariotes  como  eucariotes.  La  clonación  del  ADN  es  posible
por   la    capacidad    de    plásmidos    bacteriales    para    reproducir   después,
secuencias  adicionales  de  ADN  que  han  sido  incorporadas  dentro  de  sus
genomas (Lewin,  2001).
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1.3.1   lvIEJORAIvllENTO GENETICO  DEL CAFETO

El  mejoramiento  y  la  selección  del  cafeto  han   proseguido  en  dos
vías   principales:   uno   ha  sido   utilizando  en   la  selección   de   razas   locales
sobresalientes  en  los  diversos  países  donde  se  cultiva  cafeto  y  el  otro  ha
intervenido en  el  mejoramiento de  C.  arab/.ca y otra especies de  importancia
económica (Solís,  2002).

en|osLt:ÓSp::::Stágma:Í:cnaenso:o?ree:'Xfe,J,::amó:,:t,otaY':ese|eacnc'Ócnondcee:tar:edt:
principalmente    en    la    obtención    de   variedades   que    presenten    mayor
capacidad   de  producción,   lo  que   los  ha   llevado  a   reconocer  que  dichas
selecciones   por  sÍ   solas   alcanzan   los   límites   fijados   por   las   cualidades
propias  del  material  de  siembra,  obteniéndose  así  resultados  favorables  al
cruzar  diferentes  variedades  del   C.  arab/.ca,  e  incluso  en  los  cruces  que
incluyen otras especies (Solís,  2002).

Un    aspecto    necesario    en    los    programas    de    mejoramiento    y
selección    llevados   a   cabo   en   diversas   áreas   cafetaleras,    ha   sido   el
desarrollo     de     técnicas     biotecnológicas     y     métodos     de     propagación
vegetativa,   por  medio  de  los  cuales  se  puede  preservar  la  identidad  del
material  de  siembra  de  calidad  superior.  Entre  estos  métodos  destacan  el
empleo   de   las   técnicas   biotecnológicas   entre   las   que   se   encuentra   la
transformación  genética.

1.3.2   TRANSFORIVIACION GENETICA DEL CAFETO

La  transformación  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 transformación  exitosa
requiere   la   producción   de   plantas   normales   y   féniles   que   expresen   los
genes  insertados;  el   proceso  de  transformación  involucra  distintas  etapas
como  la  inserción,   integración,   expresión  y  heredabilidad  del   nuevo  ADN
(Lewin,  2001).

La  mayoría  de  las  plantas transgénicas  han  sido  obtenidas  usando
dos  métodos  generales:  Ia  transferencia  mediada  por  Agrobacíer/.um  y  la
transferencia    directa    de    ADN,    esta    última    involucra    métodos    como
bombardeo por partículas y la electroporación  (Fisk &  Dandekar,1993).
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Los resultados de djversas líneas de estudio han demostrado que el
cafeto  puede  ser transformado  usando  varias  técnicas  de  transferencia  de
genes,  entre  estos  se  incluyen  la  electroporación  de  protoplastos  de callos
embriogénicos  de  C.  arab/.ca  (Fernández-Da  Silva  &  Menéndez,  2003),  el
co-cultivo de embriones  somáticos de  C.  arab/.ca,  C.  canephoffl y Arabusía
con Agmbacíer/.um rhí.zc)genes (Spiral eí a/.,  1993,  Perthuis eí a/.,  2005) y el
bombardeo  de  explantes  de  hoja  de  C.  ahabí.ca,  C.  canaphora  y  Affibusfa
(Nagai eí a/.,1992,  Van  Boxtel eí a/.,1995,  Ribas eí a/.,  2005).

El  primer repone de transformación genética realizada en cafeto fue
por   electroporación   de   protoplastos   (Acuna   &   De   Pena,    1991),   lo   que
permitió   un   aumento   en   el   número   de   plantas   transformadas   y   una
reducción  en  el tiempo de desarrollo.

Para  C.  affib/.ca  se  ha  reportado  la transformación  utilizando cepas
silvestres  de  Agrobacíer/'um  fumeíac/.ens  (Carneiro,  1997,  Hatanaka  eí a/.,
1999,   Perthuis   ef   a/.,   2005).   Sin   embargo,   existen   diversos   problemas
asociados    a    su    transfoímación,     como    son    la    baja    eficiencia    de
transformación,  el  mantenimiento  restringido  de  las  plantas  transgénicas  y
su  regeneración  con  tratamíentos  agronómicamente  no  importantes  como
son  la  kanamicina,  el  clorsulfuron,  el  glifosinato,  glifosato  e  higromicina,  los
cuales  son   utilizados  como  agentes  de  selección  de  plantas  trangénicas
(Santana eí a/., 2007).

Quiroz-Figueroa  ef  a/.,  (2002),  aportó  un  avance  en  la  generación
de    embriones    somáticos,    partiendo    de    explantes    de    hoja    para    la
transformación  del  cafeto,  misma  que  se  ha  realizado  mediante  la  técnica
de infiltración al vacío de dichos explantes con Agrobaoíen.um, seguído de la
inducción  de   la  ES.  Dicho  método  ha  proporcionado  una  rápida  producción
de plantas transgénicas de C.  canephom (Canché-Moo eí a/., 2006).

1.3.3   BOMBARDE0 POR MICROPARTICULAS

Este  método  involucra  el  envolvimiento  de  pequeñas  partículas  de
tungsteno  u  oro  (1-5    rim)  con  ADN  biológicamente  activo  y  la  aceleración
de  esas  partículas  hacia  el  tejido  vegetal  a  alta  velocidad;   las   partículas
penetran  la  pared  celular alojándose  en  las  células  donde  se  libera  el  ADN
resultando  la  transformación  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  plántulas  completas;
sin   embargo   la   principal   desventaja  del   método  continúa   siendo   la   baja
relación  entre  el  total  de  células  sometidas  al  bombardeo  y  el  número  de
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células    que    logran    incorporar   de    manera    permanente    la    información
genética transmitida (Nieto-Jacobo eí a/.,1999).

1.3.4  TRANSFERENCIA   DE   GENES   MEDIADA   POR
Agrobacterium

La   transferencia    y   expresión   de    genes   ajenos   a    las   células
vegetales es ahora  una  práctica  rutinaria en  muchos  laboratorios del  mundo
convirtiéndose  en  una  herramienta  de  gran  importancia  para  estudios  en  la
expresión  de  genes  y  la  obtención  de variedades de  plantas  mejoradas  de
interés   comercial.   Aunque   muchos  sistemas   de  transformación   han   sido
investigados,   el   sistema   que   ha   dado   mayor  éxito   es   el   basado   en   el
plásmido  Ti   de  Agnobacíe//.um  íumeíac/.ens  (Herrera-Estrella   &   Simpson,
1988).

Estudios  moleculares demostraron  que  las células  pehenecientes a
Agrobacíen.um    son    únicas,    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   característica   de   transferir
segmentos  de  ADN   a  especies  vegetales  es  utilizada  como  herramienta
para  estudios  biotecnológicos  de  transformación  (Kunik  eí a/.,  2001;  Zupan
eí a/.,  2000).  Existen antecedentes de métodos de transformac.ión mediados
por Agrobacíer/.t/m Íumeíac/.ens por inffltración  al  vacío.  Tjokrokusumo eí a/.,
(2000)    reponaron    la    infiltración    al    vacío    de    polen    de    petunia    con
Agrobacíer/.um Íumefací.ens,  aunque en  él se  reportan  frecuencias similares
de  transformación  genética  tanto  al  polinizar  flores  con   polen  infiltrado  al
vacío   con   Agrobacíerí.um   Íumerac/.ens   como   al   aplicar   una   gota   de   la
suspensión   bacterial   al   estigma   previo   a   la   polinización;    Ronde   eí   a/.,

(2001),   reportan   la  transformación  de  semillas  de  soya   mediadas   por  A,
fumefac/.ens  por  infiltración  al  vacío,   este  protocolo  se  presenta  como  un
método  simple  y  rápido  que  no  requiere  del  cultivo  de  tejidos  y  permite  la
obtención  de  plantas  transformadas  en  forma  directa  con  un  incremento  en
el  porcentaje de transformantes del 6 al  30  %.  Charity eí a/.,  (2001)  reportan
la transformación de tejidos organogénicos de P/`ms rad/.aía.
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1.3.5  VECTORES

Un   vector  es   cualquier  genoma   extracromosomal   pequeño.   Los
genomas vectores son  encontrados en  la  naturaleza dentro de una especie
en pahicular 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  antibióticos
manejado por un  promotor funcional de la planta,  b) un gen de resistencia a
antibióticos   para   la   selección   de   la   bacteria,   y  c)   un   sitio  en   la   porción
transferida  conteniendo  uno  o  más  sitios  de  restricción  para  la  clonacíón
molecular (Zyprian  &  Kado,1990).

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

El plásmido Ti posee genes involucrados en actividades bacterianas
y  de  la  célula  vegetal,  incluyendo  aquellas  que  se  requieren  para  llevar  a
cabo  la   transformación y una serie de genes involucrados con  la síntesis o
utilización   de   opinas   (Lewin,   2001),   que   son   usadas   como   substancias
específicas de crecimiento bacteriano (Holsters eí a/. ,1982).

En  Agrobacfer/.um   se  usan  básicamente dos tipos  de  vectores,  los
que   se   recombinan   por  ADN   homólogo  en   un   plásmido  Ti   residente   a
menudo  llamados  vectores  co-integrativos  o  intermediarios  y  los  que  no
necesitan   recombinarse  en   un   plásmido  Ti   residente,   llamados  vectores
binarios     o     autónomos.     Sin     embargo    ambos     vectores     tienen     tres
características  esenciales:  sitios  únicos  de  restricción  para  la  clonación  de
genes,   genes   marcadores  expresados  en   plantas   para   la   selección   de
plantas  transgénicas  que  reemplazan  a  los  genes  oncogénicos  y  un  gen
marcador    expresado    en    bacterias    para    la    selección    del    vector   en
Agrobacfer/.um y E.  co//. (White,1993;  Zyprian  & Kado,1990).
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1.3.5.1   VECTORES CO-lNTEGRATIVOS

Debido  al  tamaño  de  los  plásmidos  Ti  y  al  gran  número  de  genes
que  están  involucrados  en  el  mecanismo  de  transformación,  no  era  factible
desarrollar  un  "minivector"  con  sitios  únicos  de  clonación  en  localizaciones
adecuadas dentro de  la  región  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  específicos en  la  región-T  de  un  plásmido Ti
funcional,   desarrollándose  así  los  llamados  vectores  intermediarios  o  co-
integrativos,  en  los  cuales  el  ADN-T  es  subclonado  en  vectores  plásmidos
pequeños  convencionales  de  E.  co//..   Los  vectores  co-integrativos  poseen
una  región de  homología entre el  plásmido Ti (dentro de  los  bordes de ADN-
T)  y  el  plásmido  vector  permitiendo  la  manipulación  de  ADN  foráneo  en
vectores de E.  co//. (GeMn  & Lee; 2008).

1.3.5.2  VECTORES BINARIOS 0 AUTONOMOS

Los     vectores     binarios     se     construyeron     debido     a     su     fácil
manipulación,    ya   que   son    pequeños   y   simples    (An,    1995).    Los   dos
componentes   principales   para   la   transferencia   de   genes   mediada   por
Agrobacíer/.um..  el  ADN-T  y  la  región  vir,  residen  en  plásmidos  separados.
Estos   forman   la   base   de   los   vectores   binarios.   Los   plásmidos   binarios
poseen   las  siguientes  características:   1)   Un   marcador  de  selección   para
células   bacterianas  unido  a  un   promotor  como  el  de   la   nopalína  sintasa
(nos),     2)   Un   marcador  de  selección   para  células  vegetales,   unido  a   un
promotor como el  CaMV 35S;  3)  Un  sitio  múltiple de clonación  y/o expresión
y 4)  Los bordes  izquierdo y derecho del ADN-T del  plásmido Ti,  para colocar
el  marcador de selección y el sitio múltiple de clonación  (Shaw,1995).

En  los  vectores  binarios  la  manipulación  de  la  región  de  ADN  se
realiza en  un  plásmido de  replicación autónomo distinto de  los que llevan  los

genes  v/.r necesarios  para  la  transformación.  La  transferencia  de  genes  en
esos  sistemas  involucra  dos  plásmidos,  ambos  capaces  de  replicarse  en
Agrobacfer/.um,   iino  de  ellos  es  un  plásmido  "  modificado  (o  intacto)  que
provee  las  funciones  de  vir  en  trans.  El  segundo  es  un  plásmido  de  amplio
rango  de  hospederos  que  puede  replicarse  en  E.  co//. y    Agrobaoíert'um  y
contiene  los  bordes  del  ADN-T  flanqueando  el  constructo  del  gen  para  la
inserción y un  marcador de selección de la  planta (GeMn &  Lee; 2008).

Los   vectores   binarios   son   pequeños   (10-15   kb)   y   no   requieren
cointegración,  después de  la  inserción  de un  gen  dentro de un  sitio  único en
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la  reg.ión  ADN-T.  Usando  E.  co//. como  hospedante,  el  vector es  transferido
en  Agrobacfen.um  por  conjugación  (An,   1995)  o  transferencia  directa  de
ADN    (técnicas    de    electroporación    o    congelamiento-descongelamiento)
(Hellens &  Mullineaux,  2000).

1.3.6   PROMOTORES

La  expresión  de genes foráneos en  plantas transformadas  requiere
que sean  puestos bajo el control de un promotor activo en células vegetales,
el cual determina donde,  cuándo,  cuánto y bajo qué condiciones se expresa
el   gen   (Heldt,   2005).   La   elección   de   un   promotor  depende   del   efecto
deseado,  por  lo  tanto  para  lograr  una  transformación  estable  el  promotor
debe  ser constitutivo  y  tener  un  alto  nivel  de  expresión,  permitiendo  la  fácil
selección 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  expresión  en  todas  las  pahes  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   (WOS),   el   cual   proporciona   una   alta   producción   de   ARNm   en
tumores  inducidos  por  plásmidos  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  raíces  pero  débilmente
expresado en hojas (An,1995).

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

1.3.7   MARCADORES DE SELECcloN

En   los   sistemas   de   transformación   de   plantas,   la   eficiencia   de
transferencia  de  genes  estable  es  baja,   únicamente  una  fracción  de  las
células  expuestas  al ADN  foráneo  integran  el ADN  dentro del  genoma,  por
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lo  que  son   requeridc)s  sistemas  que  permitan   la  selección   de   los  clones
transformados.

Un   sistema   selectivo   consiste   de   un   agente   selectivo   y   un   gen
marcador de selección.  Los  marcadores de selección  usualmente confieren
resistencia  a  agentes  químicos,  tales  como  antibióticos  o   herbicidas  que
inhiben funciones celulares,  esto es debido a que codifican  una  proteína que
confiere  la  capacidad  a  células  transformadas  para  crecer  en   un   medio
conteniendo un compuesto tóxico para las células no transformadas pero no
para  las  transfomadas.  El  producto  del  gen  marcador de  selección  puede
ser   una   enzima   destoxificante   capaz   de   degradar   al   agente   selectivo
(Hansen  & Wright,1999).

Entre  los  genes  marcadores  de  selección  más  usados  destacan  el
de  la  neomicina  fosfotransfeí.asa  11  (WP7-/0,  estreptomicina  fosfotransferasa
(Srp)  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  cuál  es  un  cáncer  que  provoca    la
multiplicación  de  células  de  la  planta  que  han  adquirido  la  propiedad  para
dividírse  /.n  v/.Íro sin  un  suplemento exógeno  de  hormonas  y en  ausencia  de
la  bacteria  (Dessaux  eí  a/„   1993).   Estos  tumores  han  sido  considerados
como  agregados  caóticos  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 eí
at  1999).

La interacción Agrobacíer/.um - célula vegetal consta de una serie de
s   pasos   (Gelvin,   2000)   (Figural.4):    1.-Reconocimiento   célula-célula;   2.-
Señales   de   la   planta;   3.-   Activación   transcripcíonal;   4.-   Transducción   de
señales;  5.-Metabolismo  del ADN-T;  6.-Transporte  intracelular;  7.-  lmporte
nuclear;  y  8.-lntegración  del  ADN-T.

La  colonización   bacteriana  es  el   primer  paso  en   la   inducción   de
tumores  y  se  produce  cuando  A.  Íumeíac/.ens  se  une  a  la  superficie  celular
de  la  planta  (De  la  Riva  ef a/.,1998).  El  ciclo  de  infección  de  dicha  bacteria
es   complejo,   involucra   un   número   de   señales   químicas   emitidas   por  el
patógeno y su  hospedero (Gelvin,  2000).  El  reconocimiento Agrobacíer/.um -
célula  hospedera  se  lleva  a  cabo  cuando  la  bacteria  se  une  libremente  por
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medio de receptores (ChvA, ChvB,  PscA y Att) a las proteínas receptoras de
la   célula   hospedera   que   se   encuentran   en   la   superficie  celular   y  luego
sintetiza  filamentos  de  celulosa   que  estabil.izan   la   unión   inicial   (Sheng   &
Citovsky,1996).

La   transfei.encia    del    ADN-T    está    mediada    por    los    productos
codificados  por la  región  v/.r del  plásmido Ti.  Esta región está compuesta  por
aA mer\os s&is operánes esendiaies (ViR A, ViR 8, ViR C, ViR D, V4R E, ViR
G)  y  dos  no  esenciales  (V/R  F,  V/R H)  (De  la  Riva  ef a/„  1998).  Por  medio
de  la  proteína  VIR A se captan  las  señales  moleculares  secretadas  por las
células  de  la  planta   herida  y  ésta  fosforila  a  VIR  G  estabilizándola  para
activar  la  expresión  de  otros  genes  virulentos  y  así  iniciar  el  proceso  de
transpone  del   ADN-T.   Esta  activación   se   lleva   a   cabo   por  compuestos
fenólicos  como  la  acetosiringona  (AS),   3,5-metoxi-4-hidroxiacetofenona  o
hidroxiacetorisiringona   (OH-AS)   (Sheng   &   Citovsky,    1996)   y   glucosa   o
galactosa en caso que la concentración de AS se encuentre baja o ausente.

La   activación   de   los   genes   V/R   también   depende   de   factores
externos  como temperatura  y  pH,  ya  que  a  temperaturas  mayores  a  32  °C
los genes  V/R no se expresan debido a un cambio conformacional en VIR A
lo  que  induce  la  inactivación  de  sus  propiedades  (Zupan  eí a/.,  2000;  De  la
Riva ef a/„  1998).
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La   activación   de   los   genes   vt.r  produce   la   generación   de   una
cadena,   copia  de  la  cadena  de  ADN-T.   Las  proteínas  VIR  Dl   y  VIR   D2
funcionan   como   una   endonucleasa   cortando   en   los   sitios   específicos,
generando  una  cadena  linear,  copia  de  la  región  ADN-T  de Agmbacíer/.um
designada cadena-T,  la cadena cohada es removida y el espacio dejado en
el  plásmido  (Ti)  es  reparado  por  la  maquinaria  de  reparación  del  ADN  del
organismo (Sheng  & Citovsky,1996;  De  la  Riva eí a/.,1998).

El  vehículo de  transferencia  al  núcleo vegetal  es  un  complejo ADN-
T-Proteína,  este debe ser traslocado al  núcleo vegetal  pasando a través de
tres   membranas,   la   pared   celular  y   espacios   celulares.   De   acuerdo   al
modelo   más   aceptado,   el   complejo  ADN-T-VIR   D2     es   cubierto   por  la
proteína   VIR   E2.      Esta   asociación   previene   el   ataque   de   nucleasas   y
extiende   el   ADN-T   reduciendo   el   diámetro   del    complejo    haciendo    la
traslocación  a  través  de  los  canales  membranales  más  fácil;   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  está
presente como un proceso natural y una vez que el complejo ADN-T-VIR D2
está dentro de la célula vegetal es cubieho por VIR E2 (Zupan e! a/„  2000,).

El  transporte  intercelular  de  ADN  requiere  una  vía  directa  entre  el
donador (bacteria)  y  la  célula  (planta),  dicho  transporte depende de energía
la   cual   la   proveen   las   proteínas   VIR   84   y  VIR   811,   localizadas   en   la
membrana  interna bacterial.  El mecanismo molecular por el cual esta vía es
formada  y  funciona  es  aún  desconocido.  Sín  embargo  es  probable  que  el
canal  Agrobacíer/.um-célula  vegetal  sea  codificado  por  el  locus  V/R  8.  La
sintesis  de  proteínas,  estabiliza  polipéptidos VIR  8,  que  permiten  formar un
canal  estructural  multiprotéico.  La  proteína  VIR  D4,  forma  un  canal  entre  el
complejo-T transponado y el canal VIR  8 en  la  bacteria  (Sheng  & Citovsky,
1996;  Zupan  eí a/.,  2000).

Para   transportar   el   complejo-T   dentro   del   núcleo   de   la   célula,
Agrobacfer/.um  emplea  una  vía  celular  endógena  la  cual  dirige  la  proteína
VIR  D2  y  protege  la VIR  E2  que son  las  más  importantes y  probablemente
VIR  F que tiene  una  menor contri.bución en este  proceso.  El  importe nuclear
de  proteínas  requiere  una  señal  de  localización  nuclear  (NLS)  por  lo  que  el
importe de VIR  D2 a  la célula es mediada por la NLS VIR  D2.

La  inserción  dentro del genoma de  la  planta,  debe ser mediada  por
proteínas transportadas desde la  bacteria infectante y/o por la  propia planta
(De la  Riva ef a/„  1998;  Sheng & Citovsky,1996).
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Las  proteínas  VIR  D2  y  VIR   E2  asociadas  a  la  cadena-T  están
implicadas  en  el  proceso  de  integración,  se  ha  sugerido  que  la  integración
antecede  a  la síntesis de  una cadena secundaria,  que  sería formada  por la
maquinaria de reparación del  DNA de la célula,  siguiendo a  la integración de
la   cadena-T;   sin   embargo,   también   se   sugiere   que   la   cadena-T   es
convehida  dentro  en  una  foma  de  doble  cadena  antes  de  la  integración
(Zupan  eí a/.,  2000).

Ambos   modelos   proponen   que   la   integración   inicia   en   el   borde
izquierdo y que VIR  D2  Iiga el extíemo derecho del ADN-T al ADN genómico
de   la   planta,   completándose  de  esta   manera  el   proceso  de   integración
(Sheng & Citovsky,1996)

1.3.8.1   BORDE IZQUIERD0 Y DERECHO DEL T-ADN

Durante  la  infección,  las  cepas  de  Agrobacferí.um  fumeíac/.ens  que
contienen el plasmido Ti, transfieren dos fragmentos de ADN al núcleo de la
planta.    Esos   fragmentos    son    designados   T-ADN    izquierdo    y   T-ADN
derecho.   Los   segmentos  correspondientes   al   plásmido  Ti   son   llamados
regiones  T  y  son  flanqueados  por  repeticiones  de  25  pb  conocidas  como
secuencias  bordes;  esos  bordes  son  los  Únicos  elementos  cis  necesarios
para  el  procesamiento  del  T-ADN  y  cualquier  segmento  de  ADN  que  se
encuentre entre esos bordes será 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  actúa  de  manera   polar,   sugiriendo  que   la
transferencia  puede  iniciar en  el  borde derecho continuando  hacia  el  borde
izquierdo (Zhu eí a/., 2000).

1.4  TRANSPORTE EN MEMBRANAS BIOLÓGICAS

En   la   biología   celular  se   denomina   transporte   de   membrana   al
conjunto  de  mecanismos  que  regulan  el   paso  de  solutos,  como  iones  y
pequeñas  moléculas  a  través  de  membranas  biológicas,  esto  es,  bicapas
lipídicas  que  poseen   proteínas  embebidas  en  ellas.   Dicha   propiedad   se
debe  a  la  selectividad  de  membrana,  una  característica  de  las  membranas
biológicas   que   las   faculta   como   agentes   de   separación   especlfica   de
sustancias  de  distinta  Índole  química;  es  decir,  Ia  posibilidad  de  permitir  la

permeabilidad de ciertas sustancias pero no de otras (Angeli eí a/.,  2007).
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Los  movimientos de casi todos los solutos a través de la  membrana
están  mediados  por  proteínas  transportadoras  de  membrana,  selectivas  y
no   selectivas   en   el   transporte   de   moléculas   concretas.   Puesto   que   la
diversidad   y   fisiología   de   las   distintas   células   de    un   organismo   está
relacionada  en   buena  medida  con  su  capacidad  de  captar  unos  u  otros
elementos  externos,  se  postula  que  debe  existir  un  acervo  de  proteínas
transportadoras  específicas  para  cada  tipo  celular  y  para  cada  momento
fisíológico  determinado;  di.cha  expresión  diferencial  se  encuentra  regulada
mediante  la  transcripción  diferencial  de  los  genes  codificantes  para  esas
proteínas  y   su   traducción,   es  decir,   mediante   los   mecanismos   genético-
moleculares,   pero  también  a  nivel  de  la  biología  celular  dichas  proteínas
pueden   requerir  de  activación   mediada  por  rutas  de  señalizacíón  celular,
activación   a   nivel   bioquímico   o   incluso,   de   localización   en   vesículas   del
citoplasma (Serrano &  Rodriguez,  2002).

Termodinámicamente,  el flujo de sustancias de  un  compartimento a
otro   puede   realizarse   a   favor  o  en   contra   de   un   gradiente,   ya   sea   de
concentración  o electroquímico.  Si  el  intercambio  de  sustancias  se  realiza  a
favor del gradiente,  esto es, en el sentido de los potenciales decrecíentes, el
requerimiento   de   energía   externa   al   sistema   es   nulo;   si   en   cambi.o   el
transporte se hace en contra del gradiente, se requiere el aporte de energía.

Puesto que  son  pocas  las  moléculas que son  capaces  de difundir a
través  de  una  membrana  lipídica,  la  mayoría  de  los  procesos  de  transporte
involucran      a      proteínas      de      transporte.      Se      trata      de      proteínas
transmembranales   qiie   poseen   multitud   de   hélices   alfa   inmersas   en   la
matri.z  lipídica  o  bíen,  al  menos  en  bacteri.as,  beta  láminas.  Dicha estructura
probablemente    implique    una    vía    de    entrada    a    través    de    ambientes
hidrofílicos  proteicos  que  causarían  una  di.srupción  en  el  medio  altamente
hidrofóbico  constituido  por los  lípidos.  Las  proteínas  intervienen  de  diversas
formas  en  el  transpohe:  actúan  tanto  como  bombas  impulsadas  por ATP,
esto   es,   por   energía   metabólica,   o   como   canales   de   difusión   facilitada
(Angeli eí a/.,  2007).

1.4.1        TIPOS    DE    TRANSPORTE    A    TRAVÉS    DE
MEMBRANAS  BIOLÓGICAS

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

1)   Transporte   pasivo.    Se   trata   de   un   transporte   a   favor   del
gradiente  de  concentración,   por  lo  que  no  requiere  un  aporte  de  energía;
entre   ellos  se   encuentran:   A)   Transpor[e   pasivo  simple  o   difusión   de
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moléculas   a   favor  del   gradiente.   A1)   Difusión   a   través   de   la   bicapa
lipídica.  Pasan  así sustancias lipídicas como las hormonas esteroideas,  Ios
fármacos  liposolubles  y  los  anestésicos,  como  el  éter.  También  sustancias
apolares  como  el  oxígeno  y  el  nitrógeno  atmosférico  y  algunas  moléculas
polares muy pequeñas como el C02,  el etanol y la glicerina.  A2)  Difusión  a
través   de   canales   protéicos.   Se  realiza  a  través   de   proteínas  canal,
proteínas  que  forman  poros  acuosos  en  la  doble  capa  lipídica.  Pasan  así
ciertos   iones,   como   el   Na+,   el   K+   y  el   Ca++.      8)  Transporte   pa§ivo
facilitado     (difusión    facilitada).     Las     moléculas     hidrófilas     (glúcidos,
aminoácidos)  no pueden atravesar la doble capa lipídica por difusión a favor
del  gradiente  de  concentración,   por  lo  que  determinadas  proteínas  de  la
membrana,   llamadas   permeasas,   actúan  como  "barcas"  para  que  estas
sustancias  puedan  salvar  el  obstáculo  que  supone  la  doble  capa  lipídica.
Este tipo de transporte  no  requiere un consumo de energía,  pues se  realiza
a favor del gradiente de concentración (Serrano & Rodriguez, 2002).

11)  Transpoite activo:  En  él  se efectúa  un  transporte  en  contra del
gradiente  de  concentración  o  del  electroquímico  y  para  ello  las  proteínas
transportadoras     implicadas    consumen     energía     metabólica     (adenosín
trifosfato,  ATP  Ó  pirofosfato,   PP.i).   La  hidrólisis  del  compuesto  que  actúa
como moneda energética  puede  ser muy evidente,  como  en  el  caso  de  los
transpohadores   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   iin   determinado
compuesto  en  contra  de  su  gradiente,  a  costa  de  la  disipación  del  primer
gradiente  mencionado;  pudiera  parecer que  en  este  caso  no  interviene  un
gasto energético,  pero no es así, ya que el establecimier`to del gradiente de
la  sustancia transportada adyacente al  compuesto  objetivo  ha  requerido  de
la  h.idrólisis  de  ATP  o  Ppi  en  su  generación  mediante  unos  determinados
tipos  de   proteínas  denominados   bombas.   Por  ello,   se  define  transporte
activo  primario  como  aquél  que  hidroliza  ATP  o  Ppi  de  forma  directa  para
transportar el  compuesto  en  cuestión,  y  transporte  activo  secundario  como
aquél   que   utiliza   la  energía  almacenada   en   un   gradiente  electroquímico
(Neuhaus,  2007i  Serrano & Rodriguez,  2002).

1.4.2    CARACTERÍSTICAS    GENERALES    DE    LOS
TRANSPORTADORES DE MEMBRANA EN PLANTAS

El   soluto   y   el   transpohe   de   iones   a  través   de   las   membranas
celulares  son  dependientes  metabólicamente  de  las  bombas  de  protones
que   generan   un   gradiente   de   potencial   electroquimico   a   través   de   las
membranas celulares (Angeli ef a/.,  2007).
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Existen  bombas  electrogénicas  de  protones,  la  ATpasa  (presente
en  membrana  plasmática,  cloroplastos,  mitocondrias y tonoplasto)  y  Ppi-asa
(tonoplasto  únicamente),  que  mediante  la  hidrólisis  de  sustratos  transportan
protones   fuera   del   citosol,    lo   que   establece   un   gradíente   signi.ficativo
eléctrico a través de  la  membrana,  así como un gradi.ente de pH  (Neuhaus,
2007).  Estos dos gradientes constituyen  el  potencial  electroquímico 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
electroqui'mico (Serrano &  Rodriguez,  2002).

1.4.3   LAS PIROFOSFATASAS

Las    enzimas    encargadas    de    hidrolízar    el    pirofosfato    celular,
generando   así   Pi,   se   denominan   pirofosfatasas   inorgánicas   y   pueden
dividirse  en   dos  grandes  grupos  en   función   de  su  estriictura  y  actividad
catalítica:      pirofosfatasas     solubles     y     pirofosfatasas     de     membranas
traslocadoras de  protones.  Ambas se clasifican  como  EC3.6.1.1,  a  pesar de
no   ser   enzimas   homólogas,   aunque   poseen   motivos   similares   en   las
secuencias   de   aminoácidos   correspondientes   al   sitio   catalítico   (Rea   &
Poole,1993).  Se  ha  discutido  la  necesidad  de  que  sean  identificadas  como
proteínas  con   actividades  catalíticas  distintas   (Maeshima,   2000,   Serrano,
2001 ).

1.4.3.1   PIROFOSFATASAS SOLUBLES

Las  Pirofosfatasas  (sppasas)  solubles  catalizan  eficientemente  la
hidrólisis  de  Ppi  liberando  calor.  Debido  a  la  necesidad  de  hidrolizar el  Ppi

producido   en   las   reacciones  anabólicas,   con   el   fin   de   desplazar  dichas
reacciones  y  reciclar la  reserva  de  Pi  i.ntracelular,  las  sppasas  son  enzimas
obicuas,  presentes  en  todos  los  organismos  vivos  conocidos  (Kukko-Kalse
&    Heínonen,    1985;    Chen    eí   a/.,    1990).    AsÍ,    estas    enzimas    se    han
identificado en  organismos procarióticos,  en  orgánulos 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  orgánulos  en  que  se  encuentran  (Baykov  eí a/„  1999;  Lundin
eí  a/.,1992).  Existen  dos  grandes  familias  de  sppasas  (Cooperman  eí  a/.,
1992;  Shintani  ef  a/.,   1998).   La  familia  1  abarca  la  mayoría  de  las  sppasa
conocidas  y   poseen   el   motivo  que   las  define  (DXDPXD);   estas  enzimas
tienen  un  si.tio  activo  estructuralmente  muy  conservado  (Cooperman  eí a/.,
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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   más  similitud  con   las  bacterias  que  con   las  de  otros
organismos   eucarióticos.   Las   enzimas   de   la   familia   1   presentan   un   pH
óptimo alcalino,  entre  s y 9,  son dependientes de un complejo Mgppi como
cofactor  y  presentan  una  especificidad  absoluta  por  Ppi  (Salminen  eí  a/.,
1995).   Una  excepción  son   las  enzimas  del  protozoo  parásito  Leí.shman/.a
ma/.or,  recientemente descritas como unas sppasas primitivas de la familia 1
y  las  únicas  Ca2+-dependientes  (Gómez-García  eí a/.,  2004).  Una  segunda
familia 11  de sppasas han sido recientemente repodadas en  Baci.//us subfí./i's

:S'pca°sTs°:%SB:PsP„aó:,i,.S8:::gtrvnaa:obna#'+a;%r82T,B%%`Vnaoscyo:r#g3:,Sc:2+:
Sr2+,  Cd2+,  Cu2+ o  Ni2+.  Las  dos familias  no  presentan  una  relación  evidente,
ni  en  su  estructura  ni  en  su  secuencia  de  aminoácidos,  pero  la disposición
espacial  de  los   13   residuos  catalíticos  esenciales  para  la  sppasa  de  la
familia  1  se  encuentra  conservada  en  las  enzimas  de  la  familia  11  (Gómez-
García ef a/.,  2001).

1.4.3.2         PIROFOSFATASAS         DE         MEMBRANA
TRASLOCADORAS DE PROTONES

Diversas  investigaciones  han demostrado qiie  en  plantas,  bacterias
y  protistas  muy  diversos,  el  Ppi  puede  usarse  en  muchas  reacciones  en

::ags::c:::.aA::p,:tnon:st::.-:rÉ:snássmooi-ps;ashaasceunacnodn:r:::ocuaT,:anp::se:
tc>noplasto),      una      proteína     integral     de     membrana      no      relacionada
directamente con  la sppasa, capaz de aprovechar la energía del enlace Ppi
para  la  bioenergética  celular acoplando  la  hidrólisis  de  este  metabolito  a  la
generación   de   un   gradiente   electroquímico   de   protones   a   través   de   la
membrana en la que se encuentran (Drozdowicz & Rea, 2001:  Baltscheffsky
eí a/.,1999;  García-Donas  eí a/.,1998;  Rea &  Poole,1993).  Estas  proteínas
se   describieron    por   primera   vez   en    los   cromatóforos   de   la   bacteria
fotosintética  Rhocíosp/.r7.//um  mbmm  (Baltscheffsky,1967)  y  posteriormente
fueron   identificadas  actividades   de
diversas  cálulas  vegetales.  Hasta  el

hLdorÁ':sL;o,d:eph:'nednesec'ri::n#sÉ:s::

en  diferentes  grupos de eubacterias  y arqueas,  plantas y diversos  protistas
fotosintéticos y no fotosintét.icos, pero   no se han encontrado en  membranas
de  células  animales  o  de  hongos,  aunque  sí en  protistas  parásitos  (Rea  &
Poole,1993;  Maeshima  ef  a/.,1996;  Baltscheffsky  eí  a/.,1999;  Maeshima
2000;   Pérez  eí  a/.,  2002;   Mclntosh  &  Vaidya,  2002).  Todas  la  H+-Ppasas
conocidas  presentan  actividad  de  hidrólisis  de  Ppi  /.n  v/.Íro,.  consisten  en  un
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polipéptido  63  a  sO  kDa,  su  perfil  hidrofóbico  demuestra  que  poseen  entre
14    y    16    segmentos    transmembranales,    utilizando    como    sustrato    un
complejo de  Mgppi  (Baykov eí a/.,1993).  Todas  ellas  contienen entre 761  y
771   aminoácidos  y  sus  masas  moleculares  calculadas  estan  en  torno  a
79841  y  sO800  Da  (Maeshima,  2000).  Según  requieran  o  no  potasio  para

:nedseapr:on'i?:nt::d:ckviyda:peTá#t:;dpeu#:Bro2iv:djí=ee,ean,„gggo):rupos:

Las  H+-Ppasas  de  organismos  fotosintéticos  más  estudiadas  han
sido,   por   su   posible   interés   agrobiológico,   las   de   plantas.   La   actividad
Ppasa asociada a membrana se describió por primera vez en plantas en los
años   70   y   en   la   década   de   los   80   se   describió   su   asociación   con   la

Tuenmq:rean,:V:Cauy:'rarp°ai°en°dp:a:i:(E:.ap8a:::'eóeígp8,:'n8:a:Se°s:r:tía:/'s:9::)n
hallado   asociadas   al   tonoplasto   (Maeshima,   2000),   se   han   descubierto
también  asociadas  a  membranas  del  Aparato  de  Golgi  (Chanson  &  Pilet,
1987;  Mitsuda  eí  a/.,  2001/  y  la  membrana  plasmática  (Petel  &  Gendraud
1989; Williams eí a/„  1990,.  Robinson  eí a/.,1996;  Langhans eí a/.,  2001J.

Diversos  autores  han  demostrado  que  las  V-Ppasas  comparten  el

::PÁ#aes:e('Etsn:.P::i:t3°),C:::au:¡t,í2ab?amp¡ardó:si:°;°e|eÁTdpe:ao#aocuf::aht:adv:
energía   para   la   acidificación   vacuolar.   Ambas   contribuyen   a   generar   la
acidificación  del  compahimiento  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  V/`Í/.s  v/.n/fera,  sin  embargo,  Ia acidificación de la vacuola  por acción
simultánea  de  ambas  bombas  de  protones  es  mayor  que  la  producida  por
cada una de ellas por separado (Terrier eí a/.,1998/.  En general,  no parecer
existir  ningún  tipo  de  interacción  directa  entre  las  dos  bombas  de  protones

::::oJ:r.:sn;:|neeeT%r:so;.enneKda:a;.c.h,::ebs'o.s;.Íeí:'É:adeFi,:c#.e_íAaT'.iá::9e7t
membranas   vacuolares   aisladas   de   esta   planta   era   estimulado   cuando
dichas  vesículas  eran   pre-energizadas  medíante   la   actividad   de   una  V-

::a:aant:SetFbeof:Cj:on3ee;arorteócnípdr:::J:HP+r_eA-#:rsgaethzoa:;::cíaei:nsg::S:::|;:
sobre  la  actividad V-Ppasa.  De  este  modo,  los  autores  propusieron  que  la
V-Ppasa  modula  la  acción  de  la  V-H+-ATpasa,   posiblemente  mediante  la
interacción  de  la  primera  con  la  subunidad  A de  la ATpasa.  También  se  ha
demostrado   en   membranas   de   Hacer  pseudop/aíanus   que   la   inhibición
específica de  la V-H+-ATpasa  produce  un  efecto  negativo  sobre  la  actividad
de   la   V-Ppasa,    lo   que   parece   indicar   la   existencia   de   algún   tipo   de
interacción  entre ambas (Fraichard eí a/.,  1994).
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La  localización  celular y  expresión  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 Arab/.dops/.s Íha//.ana (AVpí, 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
ef a/.,  2006,  Drozdowicz eí a/.,  2000). Ambas isoformas parecen  expresarse
de igual  modo en  raíces,  tallos y hojas,  pero mientras que  para AVP7  se ha
sugerido  un  papel  específico  en  polen,  AVP2  no  parece  estar  presente  en
este tejido (Mitsuda eí a/.,  2001).  Además, AVpl  se ha descrito asociada al
tonoplasto   celular   (Rea   ef  a/„1992),   mientras   que   AVP2   se   encuentra
localizada   en   el   Golgi,   según   experimentos   de   inmunolocalización   con
pahículas  de  oro  (Mitsuda  eí  a/.,2001).   Para  tabaco,   Lerchl  eí  a/.,   (1995)
encontraron  patrones de expresión  diferenciados  para cada  una  de las tres
isoformas  distintas  identificadas,  todas  ellas  dependientes  de  potasio,  en
tejidos  y  orgános  como  el  parénquima  fotosintético,  nervios  foliares,  tallos,
raíces,   sépalos   y   pétalos.   Para   Befa   w/gar/.s,   se   han   identificado   dos
isoformas  distintas,  BVpl  y  BVP2  (Kim  ef a/.,1994).  El  análisis  de  nohhern
blot en  hojas  y  raíces  indicó  que  BVP2  está  presente  casi  exclusivamente
en  la raíz,  mientras que bvp7 se expresa en ambos órganos. También se ha
demostrado que  las dos isoformas  identificadas hasta el  momento en  arroz
(Ovf'7   y  OVP2)  presentan  diferentes  patrones  de  expresión  en  callos  y
plántulas,  de modo que el transcrito de  OVP2 parece  acumularse en  mayor
proporción en callos,  mientras que OVP7 se expresa con igual intensidad en
callos, tallos y raíces de plántulas (Sakakibara eí a/.,  1996).

Hasta  el  momento  no  existe  ninguna  información  clara  sobre  los
factores  que  regulan  la  expresión  de  las  distintas  isoformas,  pero  la  idea
generalizada  es  que  dicha  expresión  estaría  regulada  de  acuerdo  a   las
demandas de la célula con respecto al transpohe de iones y metabolitos y la
acidificación  de  la  vacuola  y  también  por  las  necesidades  de  hidrólisis  del
Ppi citosólico (Maeshima, 2000).

1.4.3.3 FUNclóN  FISIOLÓGICA,  REGULAclóN  DE  LA
V-PPASA    E     IMPLICACIONES    EN    LA    RESPUESTA    A
ESTRÉS

La    mayor    parte    de    la    actividad    de    sppasa   en    las    células
fotosintéticas  se  encuentran  localizada  en  los  plástidos  y  no  parece  existir
ninguna  actividad  sppasa  citosólica  en  este  tipo  de  tejido.  De  este  modo,
una función  fisiológica clave  propuesta  para  la V-Ppasa  ha sido  la  hidrólisis
del   Ppi  citosólico  con   el  fin  de  desplazar  el  equilibrio  de   las  reacciones
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anabólicas   celulares   (Rea   ef  a/.,   1992;   Rea   &   Poole,   1993;   Maeshima,
2000).   La  implicación  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 jóvenes  en  crecimiento que  en
tejidos  maduros  (Chanson  &  Pilet,1987;  Maeshima,1990;  Shirakate  eí a/.,
1997).    Los    niveles   de   actividad   dismínuyen   a   lo    largo   del   desarrollo,

Fráecn,::ásme:Teec::s,::::véd::raíata-Hf-aAnt'É::adDeeepsrtoetetnoado,P::mpa,:::::
que  la V-Ppasa  sería  la  enzima  responsable  de  la  hidrólisis de  las grandes
cantidades  de  Ppi  producidas  durante  el  metabolismo  celular en  los  tejidos
j.Óvenes,   siendo  por  tanto  la  enzima  más  importante  para  la  acidificación
vacuolar en  las  primera etapas  del  desarrollo de  la  planta  (Chanson  &  Pilet,
1987;  Matsumoto & Chung,1988;  Maeshima 2000;  Gaxiola  eí a/.,  2002).  De
este  modo,  la  energía  contenída  en  el  enlace  pirofosfato  puede  reciclarse
mediante  el  intenso  bombeo de  protones a  la vacuola,  necesario en tejidos

;:rmc:::]cme,:nat:t,vpaasraen,:oset:::::,Ómnadvuar:::,,:rv.fi¥.nAqf:asaampbaassa:nszéT::
estos  tejidos  la  principal  bomba  de  protones  de  la  vacuola  (Chanson  ef a/.,
1985).  Algunos  autores  han  sugerido  también  la  posibilidad  de  que  en  los
tejidos  maduros,  en  que  el  ritmo  metabólico  y  en  consecuencia  los  niveles
de  Ppi  son  bajos,  la V-Ppasa  podría  estar sintetizando  Ppi  a  expensas del
gradíente   de   protones   generando   a   través   del   tonoplasto   por   la   V-H+-
ATpasa,  manteniendo,  de este modo,  la concentración  de  Ppi  citctsólico en
los   niveles  óptimos  para  el  funcionamiento  de  enzimas  dependientes  de
dicho  sustrato.  El  bajo  nivel  metabólico  celular  y  la  baja  producción  de  Ppi
asociado    se    ha    usado    también    como    argumento    para    j.ustificar    la
disminución    en    actividad    V-Ppasa    en    la    planta    Mesembvaníhenum
c//.sía///.num     tras      la      inducción      del      metabolismo      CAM,      tanto      por
envejecimíento como por Nacl (Bremberger & Lüttge,1992).

Sin  embargo,  Smah  eí  a/.,  (1998)  encontraron  un  comportamiento
diferente  para  la  enzima  durante  el  desarrollo  de  las  fibras  de  algodón.  La
síntesis   de   estas   fibras   comíenza   con   una   etapa   de   rápida   expansión

:ñ,'::í,dseeguuhdaaedt:p:aá:p:s::'uórnac?ÓenunTaanpt:r::#uiaars:e:::d.ar,,:y_E9:
ATpasa  parecen  participar en  la  acidificaci.Ón  vacuolar en  la  primera  etapa;
el transcrito de la V-Ppasa parece estar expresado de forma constítutiva, de
modo  que  los  autores  proponen  que  ésta  última  proteína  estaría  implicada

:fo::s,feorroTaqcjóen,adve_L:.APTaÉ::acye:uo,:á;_epcg:::r,3s,r::sz[m:,reas,óon¢s:obí:
de  la acidificación vacuolar   en  frutos cítricos en  proceso de  maduración.  En
este  caso,  se  propone  que  el  papel  de  la  V-Ppasa  es  conservar  energía
mediante   la   síntesis   de   Ppi   durante   la   acidificación   de   dichos   frutos.
Además,  al  contrario  de  lo  observado  para  M.  crysía//i.num,  en  Ka/anchoe
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d/.ag/emoníi.ana,  la  V-Ppasa  parece  estar  involucrada  en  la  energetización
de  la  vacuola  para  el  transporte  de  malato  al  interior  de  la  misma  en  el
estado CAM (Smith eí a/„  1984).

Los  estreses  salino  y  osmótico  han  sido  ampliamente  estudiados
debido a su  interés desde el  punto de vista agrobiológico.  Se  ha observado
una  activación  de  la  V-Ppasa  por  Nacl  en  cultivos  celulares  de  Daucus
caroía   (Colombo   &   Cerana,    1993),    en   células   adaptadas   de   Hacer
psudopiátanus  (Zjingare"  et  ai„  igg4)  y  ep  raices  de  Titho.pi.a  rotundifoiia
(Ballesteros  ef  a/.,1996).  En  plantas  halofiticas,  se  ha  medido  una  mayor
actividad  de  bombeo  de  protones  asociada  a  hidrólisis  de  Ppi  en  hojas  de
Saueda salsa (War\g et al., 2001) y en ra.ices de Salicornia bigelovii (Pa+s
eí a/.,  2002) cultivadas con  altas concentraciones de sal,  con  respecto a las
cultivadas en  baja sal.  Sin embargo, también existen  datos que demuestran
una  inhibición de  la V-Ppasa bajo condiciones de estrés salino en  raíces de
VÍ.gna rac}Í.afa (Nakamura ef a/.,  1992),  Seca/e cerea/e (Matsumoto & Chung,
1988)   y    7tí.f/.cum   aesf/.vtim   (Wang   ef   a/.,    2000),    hipocótilos   de    V/.gna
ungjicúlata (O\och et al., 2001) y en ho]as de  M.  crystallinum (F`oc*el et.a!.,
1994).  También se ha descrito la ausencia de efectos de este tipo de estrés
en  la  planta  halofítica  de  S.  mar/Í/.ma  (Leach  eí a/.,   1990)  y  en  cultivos  de
M.coí/.ana  Íabacum  (Reuveni  eí a/.,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   descahable   que   las   respiiestas   sean
específicas  del  tipo  de  planta  y  no  puedan,  por tanto,  generalizarse  (Wang
eí a/.,  2001).  En  la mayor pake de los casos no parece existir ningún efecto
del   Polietilenglicol   o   el   sorbitol   en   la   actividad   V-Ppasa,   por   lo   que   la
regulación  por sal no parece deberse a un efecto osmótico,  sino a un efecto
iónico   per   se.    La   sobreexpresión    de   AVpl    en    el    mutante   ena   de
Saccharomyces   cerev/.s/.ae,   que   carece   del   antipohador   Na+/H+   de   la

t:FeTabnr:,:aa,p:assaTná,tá=d,e::osp:ru:'t::odeomb:esT,eórunmauáacnut:Su,aqcY;ng:eÑ:Tt::
la vacuola  (Gaxiola eí a/.,1999).  La sobreexpresión de  la misma proteína en
Affibí.c/opsi.s  fha//.ana  permitió  obtener  plantas  tolerantes  a  la  salinidad.  AI
poseer  un  mayor contenido  iónico vacuolar,  estas  plantas eran  capaces de
acumular una  mayor cantidad  de agua  para compensar el  efecto osmótico,
lo  que  les  confirió  además  una  mayor tolerancia  a  la  sequia  (Gaxiola  eí a/.,
2001).

8i,ott;ogssi:e::3é;noi:o:e:t§:,:U#ddó:;:::':e2::y::|:;l'-::::re:Í::::sie:::#:No:Li::i:;a{
que  tanto  la  actividad  de  Ppi,  como  la  actMdad  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

5'p'yp:l.-,s.:,:Lo,::J,ooucn.JmKP,?nma,:tne,r::S:::Seo,:r:,:am::tJt:d:gnd:,-hbdrr.Ód,:,,:::
aumento    de    dicha    actividad.    En    los    pelos    radicales    de    L/.mnob/.um
sÍo/on/.fert/m,  se  había  demostrado  que  el  tratamiento  con  potasio  provoca
alcalinización  citoplásmatica,  mientras  que  el  Cl-  produce  una  acidificación
(Ullrich   &   Novacky,    1990).    Basándose   en   estas   pruebas,    los   autores
propusieron que las variaciones de la actividad de V-Ppasa en las raíces de
Seca/e  cerea/e  están   asociadas  a  cambios   en   el   pH   citoplásmico  y   no
directamente  a  la  presencia  de  los  iones.  Este  tipo  de  regulación  debida  al
pH    citoplásmico    se    había    propuesto    anteriormente    para    explicar    la
activación   de   la  V-   Ppasa  en   plántulas  de   Seca/e  cerea/e  sometidas  a
estrés  por  aluminio.  en  las  que  la  presencia  de  este  ion  en  el  citoplasma
produciría una acidificación del mismo (Kasai eí a/.,1992).

1.5   0BJETIVOS

1.5.10BJETIVO GENERAL

Obtener  plántulas  transgénicas  de  cafeto  cultivadas  /.n  v/.Íno  con  la•"egrac.ión  del gen avpl  de Arabidopsis thaliana.

1.5.2   0BJETIVOS PARTICULARES

Transformar   e   inducir   la   embriogénesis   somática   en   explantes
foliares con  una cepa de Agrobacfer/.um Íumefac/.ens por   infiltración
al vacío que  integre el gen  avp7.

•      Germinary obtener plántulas transformadas con  el gen  avp7.

•       Analizar medíante técnicas moleculares la  integración del gen  avp7
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Capitulo  11

MATERIALES Y IVIÉTODOS

2.1   MATERIAL VEGETAL

El  material  vegetal  utilizado  en  este  proyecto  fueron   plántulas  de
cafeto  cultivadas  /.n  v/.íro  obtenidas  mediante  la  germinación  de  embriones
cogóticos  de  semjllas  de  frutos  de  plantas  regeneradas  de  la  especie  C.
arabí.ca  que  se  encuentran  en  el  Jardín  Botánico  ubicado  en  el  Centro  de
lnvestígación  Científica de Yucatán en  Mérida Yucatán.

2.2   DESINFECCION DE SEMILLAS DE  C. ARAB/CA

Las    semillas    utilizadas    en    este    trabajo    fueron    desinfectadas
siguiendo el  protocolo  reportado  por Santana-Buzzy  eí a/.,  2005  modificado,
en   donde   las   semillas   se   remojaron   en   hipoclorito   de   sodio   comercial
(Cloralex) al  30%  durante 2  h.  El agua clorada se decantó y las semillas se
enjuagaron   2   veces   con   agua   estéril;   se   añadió   etanol   al   70%   y   se
incubaron   durante   5   min.   Se   realizaron   2   lavados   con   agua   estéril   y
nuevamente  se  agregó  hipoclorito  de  sodío  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.

2.3    EXTRACclóN    Y    CULTIVO    DE    EMBRloNES
CIGÓTICOS DE SEMILLAS DE C. ARAB/CA

La  extracción  de  embriones  cigóticos  de  C.  arab/.ca  se  realizó  en
una  campana  de  flujo  laminar.  La  extracción  se  llevó  a  cabo  mediante  el
método de cortes de endospermo de la semilla hasta encontrar el embrión y
extraerlo.   El   embrión   extraído  se  cultivó  /.n   v/.Íro  en   un   medio  de  cultivo
semisólido  MS  (Murashige  &  Skoog,1965)  en  las  concentraciones  que  se
miiestran  en  el  Cuadro  2.1.  El  pH  se  ajustó  a  5.8  previo  a  la  adición  del
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agente solidificante.  Posteriormente los medios de cultivo se esterilizaron  en
autoclave a  121  ° C  (1.5 atm. de presión) durante 20  min.

Cuadro 2.1. Componentes del  Medio  MS
Murashi e &Skoo

Com ponentes                                  Proveedor Cantidad

Sales de MS

Mio-inositol

Tiamina

Cisteina

Sacarosa

Gelrite
ente  solidíficante

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

4.314  9

1 00 mg/L

4 mg/L

25 mg/L

30 g/L

2.29

Los  explantes  cultivados  Í.n  vÍ.Íro se  incubaron  a  25  °C  en  un  cuarto
con  fotoperíodo  (16/8  h   luz/oscuridad),   transfiriéndolo  cada  60  días  a  un
medio nuevo (fresco) de MS para su  mantenimiento.

2.4    PROTOCOLO    PARA    LA    TRANSFORMACION
GENÉTICA DE EXPLANTES  FOLIARES  DE  PLÁNTULAS  DE
C. ARABICA

El   método   de   transformación   genética   utilizado   fue   el   protocolo
reportado  por Canché-Moo  eí a/.,  (2006).  Para  la transformación  se  utilizó  la
cepa  de  Agrobacíerí.um  Íumeíací.ens  GV3101   donada  por  el   Dr.   Robeno
Gaxiola,  la  cuá¡  se  cultiva  en  medio  liquido  LB  (Extracto  de  levadura  5  g/1,
Nacl  5  g/1,  Triptona  10  g/L y  1   mL  de  NaoH  IN)  y con  espectinomicina  100

iig/ml como antibiótico de selección.

El  plásmido  pRG  (Figura  2.1)  se  obtuvo a través  de  la  clonación  del

gen  AVP7   dentro  del  sitio  Xba  1   de  un   plásmido  modificado  denominado
pRT103;  el  vector  pRG  contiene  al  promotor  35S  del  CaMV  en  tandem,  el
gen   AVP/   y   la   secuencia   señal   de   poliadenilación   que   fue   subclonado
dentro  del  sitio  de  cohe  HÍ.nd  /// del  vector  binario  pPZP212  (Gaxiola  eí a/.,
2001 )  (Figura 2.2).
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Para    el    proceso   de    transformación    se    utilizaron    3    plásmidos
denominados  pRG394,  pRG395  y  pRG233.  Las  diferencías  entre  ellos  se
puede observar en el Cuadro 2.2

Cuadro 2.2. Caracteristicas de los plásmidos pRG
(Gaxiola eí a/.,  2001 ;  Park ef a/.,  2005)

Presencia del gen                Mutación del gen Presencia del promotor
avpl                                     avpl                                          35S

pRG394                           NO

pRG395                               S I

pRG233                             Sl

pRT103pPZP2H pPZP2m

F.igura 2.1. Estructura del T-ADN del plásmido pRG
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lac_prcmoter
MIB_pU[_rev_prlmpr
M13_reverse_prlmer
E:oRI    8583
Sal_]    E58'
Kpn]    857S

Smal    6569
8mHI    8562
Xbal    0S56

S9ll    e550
Pstl    85-18
Hindlll    0532

EcoRV    7703

:::il7::S7

•JPEct

Hpal   5032

pBR322_origln

F.igura 2.2. Mapa del Vector pPzp212
Tomado de www.addgene.org

El  cultivo  líquido  de  la  cepa  GV3101   transformada  se  mantuvo  en
crecimiento durante 48 h a 28 °C en oscuridad;  posteriormente se tomó una
alícuota  del  cultivo  anterior  para  inocular  en  un  volumen  mayor  durante  el
mismo    tiempo    y    a    la    misma    temperatura.    Luego    se    realizó    una
centrifugación    durante    30    min    a   4000    rpm;    la    pastilla    resultante    se
resuspendió en 2 ml de medio de cultivo líquido MS.

Las    plántulas    cigóticas    de   café   cultivadas    en    medio    MS    se
seleccionaron para obtener explantes de hojas en forma de círculos de 1  cm
de   diámetro   utilizando   una   perforadora.   Posteriormente   se   adicionó   un
cultivo  líquido  de  la  cepa  de  A.   íumeíac/.ens  previamente  transformada  y
seleccionada.  Los  tejidos  inoculados  se  sometieron  a  infiltración  por  vacío
(400  mmHg)  durante  20  min  como  reporta  Acereto-Escoffié  eí  a/.,  (2005).
Una vez finalizado el tiempo de  infiltración,  el  medio se decantó y se agregó
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medio  MS   para  dejar  en  cocultivo  a  28  °C  durante  toda  una   noche  en
oscuridad    y   agitación.    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
líquido  en   los  explantes  y  finalmente  estos  se  transfirieron  en   medio  de
cultivo  líquido Yasuda  (Yasuda  eí a/.,  1985)  modificado  por Quiróz-Figueroa
eí a/.  ,  2005 cuyos componentes se enlistan  en  el  Cuadro 2.3,  adicionando
como   antibiótio   para   eliminar   Agnobacíerí.um   íumefací.ens   la   Timentina
(Galxo   Smith   Kline)   a   una   concentración   de   200   mg/mL   y   dej.ando   en
agitación a 50  rpm en oscuridad.

Cuando    los    medios   de   cultivo    presentaron    características   de
contaminación    bacteriana,    los    explantes    fueron    sometidos    a    lavados
utilizando  el  medio  de  cultivo  líquido  modificado  Yasuda  adicionado  con  el
antibiótico Timentina a una concentración de 200 mg/mL como sigue: de 2 a
4  lavados con  un tiempo de incubación de 5  min decantando dicho medio en
cada   caso   al   cumplirse   el   tiempo   establecido;   el   número   de   lavados
dependió   del   grado   de   contaminación   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 Quiróz-Figueroa eí a/.  2005

Com pononto               Provoodor          Cantidad              Concontrac¡ón

STOCK A                      Cac12.2H20

STOCK B                             KN03
NH4N03

STOCK C                         KH2P04
H3803

Na2Mo04.2H20

STOCK D                    Mgs04.7H20
Mns04.7H20
CuS04.5H20
Zns04.7H20

STOCK E                    Fes04.7H20
Na2EDTA.2H20

STOCK F                           Piridoxina
Ac.  Nicotínico
Tiamina  HCL
Mio-lnositol

Sacarosa

BAP

Sigma                          110

Sigma                      475
Sigma                     412.5

Sigma                        85
Sigma                          3.1
Sigma                       0.125

Sígma                      92.5
Sigma                       6.83
Sígma                       0.05
S,gma                      4.3

Slgma                          21
Sigma                      27.9

Sigma                           1
Sigma                            1
Sigma                          10
Sigma                        100

Sigma                   30 g/m'

Sígma                  1.12  mg/L

0.748 mM

4.7 mM
5.15  mM

0.624 mM
50um
0.5  lJm

0.375 mM
40  L,m
0.2  um
15  L,m

75.53  lJm
74.95 um

4.86  L,m
8.12  L,m

29.6  Hm
550 um

2.5         UTILIZACION         DE        KANAMICINA        COMO
ANTIBIÓTIC0 DE SELECCIÓN

Para    llevar   a   cabo   la   selección   de   las   plántulas   trangénicas,
previamente    se    realizó    un    experimento    de    dosis-respuesta    con    un
antibiótico  en  el  que  se  utilizaron  embriones  cigóticos;  estos  se  transfirieron
a  medio  MS  adicionado con  Kanamicina  (Fluka)  a concentraciones de  0,  50,
100,150.  250,  350,  400 y 450  ug/ml.

La     respuesta     de     los    embriones     cigóticos    a     las    diferentes
concentraciones   del   antibiótico   se   realizó   en   un   período   de   35   días;
tomando como resultado a aquellas concentraciones en  las que se presentó
un mayor número de embriones muertos.
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2.6   ANÁLISIS  DE  LA  INTEGRACIÓN  DEL  GEN AVP7
DE   Arab/.c/ops/.s   fha//.ana   EN   PLÁNTULAS   DE   CAFETO
Cul:TN A;DA;S IN VITRO

2.6.1   EXTRACCION DE ADN

EI  ADN  total  de  las  plantas fue extraído  utilizándose   0.1  g  de tejido
foliar  de  acuerdo  al  método  repohado  por  Dellaporta  eí  a/.,   1983.  EI  ADN
obtenido  fue  resuspendido  en  agua  estéril  y  almacenado  a  -20°C  hasta  su
uso.  La  electroforesis  de  ADN  se  realizó  en  un  gel  de  agarosa  al  1%  en
amohiguador TAE  IX (40  mM Tris-acetato  pH  8.0,  1  mM  EDTA),  adicionado
con Sybr safe.

2.6.2  AMPLIFICACIÓN   DE   LA  SECUENCIA   DE  ADN
DEL PROMOTOR 35S Y LA FUSIÓN 35S CON EL GEN AVP7

Para  llevar  a  cabo  el  análisis  de  las  plántulas  transformadas,  se
realizó  la amplificación del ADN  extraído  mediante  la reacción en  cadena de
la  polimerasa  (PCR)  utilizando  oligonucleótidos  específicos  que  permitieran
la  amplificación  del  promotor  35S  y    de  la  fusión  del  promotor  35S  con  el
gen AVpt en un termociclador (Mastercycle,  Eppendori).

La  mezcla  de  la  reacción   para  la  amplificación  del  promotor  35S
consistió  de:  1.5  mM  de  Mgc12,  200  mM  de dNTP  mix,  20  pmoles  de  primer
35S  Forward  (5'GCTCCTACAAATGCCATCA3'),  20  pmoles  de  primer  35S
Reverse (5`GATATGGGATTGTGCGTCA3'), 2.5 ul de amohiguador de  PCR
10X,  0.5  U  de Taq  DNA polimerasa,10 ng de ADN en 25 Lil de volumen total
de    reacción.    Las    condiciones    de    amplificación    corresponden    a    una
desnaturalización  previa   a  95°  C  por 5  min;  40  ciclos  de:  desnaturalización
a 95° C  por 30 s,  alineación  a 54° C  por 30  s y extensión  a 72° C  por 30  s.
Con  una extensión final de 72° C  por 5 min.

La   mezcla   de   la   reacción   pai.a   la   amplificación   de   la  fusión   del
promotor  35S  y  el  gen  AVpl  consistió  de:  1.5  mM  de  Mgc12,  200  mM  de
dNTP         mix,         20         pmoles        de        primer        35S         Forward         (5'
GCTCCTACAAATGCCATCA3'),    20    pmoles    de    primer    avp7    Reverse
(5`GACAAGGTCAGCGCCGACAT3'),  2.5  ul  de  amortiguador de  PCR  10X,
0.5  U  de Taq  DNA  polimerasa,10  ng  de ADN  en  25  ul  de  volumen  total  de
reacción.      Las     condiciones     de     amplificación     corresponden     a     una
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desnaturalización  previa   a  95°  C  por  5  min;  35  ciclos  de:  desnaturalización
a 95° C  por 30 s,  alineación  a 63° C  por 1  min  y extensión a 72° C  por 2  min.
Con  una extensión final de 72° C  por 10 min.

2.6.3  AIVIPLIFICACION  DE  ADN  DEL  GEN   V/R  E2  DE
Agrobacterium tumefaciens

Para  descartar  la  contaminación  de   plántulas  transgénicas  por  la
presencia   de   la   bacteria   del   género  Agrobacíer/.c/m   que   se   utilizó   para
realizar  la  transformación   genética  y   rechazar  individuos  falsos   positivos
para  presencia  de  los  plásmidos  pRG,  se  llevó  a  cabo  la  amplificación  del
gen  V/R E2.

Los  componentes  de  la  mezcla  de  la  reacción  fueron:   1.5  mM  de
Mgc12,    200    mM    de    dNTP    mix,    20    pmoles    de    primer    v/.fi    Forward
(5'TGCCCACCA   AGGCGGAATT3'),   20   pmoles   de   primer  v/.E   Reverse
(5'CTTTGCCGACCCATCGA3')    (Canché-Moo    eí   a/„    2006),    2.5    Lil    de
amortiguador  de  PCR  10X,  0.5  U  de  Taq  DNA  polimerasa,10  ng  de  ADN,
en  un  volumen  total  de  reacción  de  25  ul.  Las  condiciones  de  amplificación
fueron   las   reportadas   por   Canché-Moo   eí   a/.   (2006):   desnaturalización
previa   a  94° C  por 4  min;  30 ciclos de..  desnaturalización   a  94° C  por 1  min,
alíneación   a   51°   C   por   1   min   y  extensión   a   72°   C   por   1   min.   Con   una
exterisión  final  a  72° C  por  10  min.
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Capitulo  111

RESULTADOS

3.1   MATERIAL VEGETAL

Las plántulas de cafeto utilizadas en  este trabajo,  se obtuvieron  por
la   germinación   de   los   embriones   cigóticos   de   semillas   obtenidas   por
recolección  de frutos  de  plantas  regeneradas,  adaptadas y cultivadas en  el
CICY.

Se  obtuvieron   300   plántulas  cultivadas  /.n   v/.Íno  que  germinaron  a
pahir  de  embriones  extraídos  de  semillas  de  frutos  frescos,  las  cuales  se
distribuyeron  en  6  lotes  de  50  plántulas  cada  uno  que  se  mantuvieron  en
medio  de  cultivo  MS,  transfiriéndolas  a  un  medio  de  cultivo  fresco  cada  60
días.

El  procedimiento de obtención de plántulas incluyó métodos como la
desinfección  de  las  semillas  para  evitar alguna contaminación,  la  extracción
de embriones y la germinación de los mismos.

3.2     0BTENCION   DE   LA  CEPA  DE  Agrobacíer/.um
tumefac/.ens QUE  INCLUYE  EL  PLÁSMIDO  DE  EXPREslóN
DE:L GEN AVPI DE Arabidopsis thaliana

Los   plásmidos   denominados   pRG   donados   por   el   Dr.    Robeho
Gaxiola,   se  recíbieron  en  papel  filtro,   por  lo  que  se  les  llevó  a  cabo  una
extracción  para  posteriormente  clonarse en  cepas  bacterianas  DH5a  de  E.
co/i..  Finalmente,  los  plásmidos  se  integraron  en  la cepa  bacteriana  GV3101
de  Agrobacíerí.um  Íumeíaci.ens,   la  cuál  se  utilizó     para   llevar  a  cabo   la
transfomación genética  mediante  infiltración al vacío.

Posterior a  la extracción de ADN  de  las cepas  bacterianas,  se  llevó
a cabo  una amplificación  mediante  PCR  utilizando el ADN  plasmídico con el
par  de  cebadores  35S  forward   y  avpl   reverse,   esto   para  corroborar  la
presencia  del   promotor  35S  en  tándem  fusionado  con   el   gen  AVP7   de
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Arab/.dops/.s   fha//.ana   que   se   encuentran   integrados   a   los   vectores   de
transfomación pRG.

En  la  Figura  3.1  se observa  la amplificación en  un  gel de agarosa al
1%   teñido   con   Syber   safe   en   el   que   se   observan   2   fragmentos   que
representan  la presencia del gen AVpí  y el  promotor 35S en tándem en los
plásmidos  pRG395  y  pRG233;  para  el  caso  del  pRG394,  AVP7  se  encontró
ausente,   por  lo  que  se  utilizó  como  plásmido  de  control  en  el  proceso  de
transformación  genética.

1500    Pb

000     pb"pb

- 1362pb
- 1035pb

F.igura  3.1.  Amplificación  en  tándem  del  promotor 35S  y  el  gen  AVpl  de
Arabidopsis  thaliana  en  los  plásmidos  pRG  integrados  en  Agrobacteruim
tumefaciens.  MM:  Marcador  molecular  (1  KB),  391:  plásmido  pRG  clonado
en  una  cepa  bacteriana  de  E.  col.i,  395;  plásmido  pRG  con  avpl   mutado
clonado  en  A. tumefadier\s,  233;  plámido  pRG  con  AVpl  silvestre  clonado
en   A. [umeladiens,  394;  plásmido  pRG  sin  presencia  de  AVpl  clonado en
A. tumefaciens.

Después  de  corroborar  la  presencia  en   pRG395  y  pRG233  y  la
ausencia  en  pRG394  del  gen  AVP7  en  los  plásmidos,  se  llevó  a  cabo  la
amplificación    por   PRC    del   gen    V/R   E2   de   A.    Íumeíac/.ens   en   ADN
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plasmídico para comprobar la identidad bacteriana de  A.  Íumeíaci.ens en las
que se  integraron  los  plásmidos pRG.

En  la figura  3.2  se observa  el  producto  amplificado  de  895  pb que
representa  la presencia del gen  V/R E2 dentro de la región de virulencia del
plásmido natural de A.  Íumeraci.ens cuya función  es permitir la infección  o en
el   caso   de   la   transformación,   la   transferencia   del   material   genético   a
transformar, lo que nos corroboró la identidad de la bacteria.

2000    P)
1500    Ib

1000    d}
OOOP - 895P

F.iguia 3.2. Amplificación por PCR del gen VIR E2 de la cepa GV3101  de A.
\umefadiens.  MM marcador molecular,  394 Cepa GV3101  de Agrcibacherium
que  contiene  el  plásmido  pRG394;  395  Cepa  GV3103  de  Agrobacker.ium
que  contiene  el  plásmido  pRG395:  391   Cepa  bacteriana  de  E..  col.i  que
oontiene el plásmido pRG391.
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3.3    TRANSFORIVIACION  DE  EXPLANTES  FOLIARES

ívTPR`AEV,ELSDUDCEcfogto#LfÁ„ÉUMmBí:gáfÉÑÉegFsS:#ÁETicGAEN

El  protocolo  de  transformación  por  infiltración  al  vacío  se  realizó  de
acuerdo  a  lo  reportado  por  Canché-Moo  eí  a/.   (2006);  se  utilizaron  cepas
GV3101   de   A.   Íumeíac/.ens   que   contenían   diferentes   construcciones:   1)
pRG395  conteniendo  el  gen  avp7  mutado  en  el  vector  binario  pPzp212  y  2)
pRG233 conteniendo el  gen  silvestre AVP7  en  el  vector pPzp212.  El  testigo
consistjó   del   vector   binario   pPzp212   sin    la   presencia   del   gen   AVP7
denominado pRG394.

Adicionalmente,    los   explantes   de   hoja   no   trasformados   fueron
inducidos  a  embríogénesis  como  testígo  de  inducción  para  la  comparación
del   tiempo  en   que   los  explantes  transformados  y  los   no  transformados
presentan  la formación de embriones.

Como  explantes  para   transformar  se  utilízaron  discos  de  hojas  de
cafeto  de  plántulas  cultivadas  Í.n  vt.Íno  de  la  especie  C.  arabí.ca,   los  cuales
fueron  sometidos  a  lavados  con  solución  salina  y  agua  y  se  transfirieron  a
medi.o  de  cultivo  líquido  Yasuda  modificado  y  previamente  reportado  como
de      inducción      de      embriogénesis      en      oscuridad      a      50      rpm      por
aproximadamente  3  a  4  meses.  Transcurrido  este  período  de  tiempo,  los
explantes que  presentaron formacíón 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  Timentína  para  esperar su  conversión  a  plántula  para
agregarle  la  Kanami.cina como antibiótico de selección de transformantes.

3.4.   RESPUESTA   EMBRIOGENICA   DE   EXPLANTES
TRANSFORMADOS DE C. arab/.ca

El    proceso   de   transformación    se    realizó   6   veces,    obteniendo
diferentes  respuestas  las  cuales  se  clasificaron  en  2  grupos:   1)  explantes
con  respuesta  embrionaria  y  2)  explantes  sín  respuesta  embrionaria  para
cada  plásmido.  El  número  total  de  respuesta  embrionaria  se  presenta  en  el
Cuadro  3.1.
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Cuadro 3.1. Respuesta embriogénica en explantes de C. afflb/.ca

lio,deEq)taikdei.opindL.t)óosaemogénmp-t    -     1-     -
EqdaidE5      Coo        Fiphl].<        Con      Eplaits      Cm       ExpanE      b
tbles   n?iiEñ    tmles   m"d   t"   naiesb   t"es   iE"N±

0                25                0                 25                0

10                 25                  17                  22                  19

23               28                1.                27               24

Z7                12                 8                  3li                28

58            6.             Ü             77             m

68               96                37                 82               57

0                1m                0                 109                0

186              379                119                378               19.

31*                               51*

351                                        1056

2J'                                5.,

'7

23                                    869

Nb_lim ú2 e-
Pacdíz* de n±
aTtriogéú

lu de edmm6 hdE

25                0                  25

27               23                 22

u             36              ,1

ü33m

60            «              68

107                 89                   112

''7              0                '22

«7           22S            .26

5' %                      „t

2'08                                50a

Pnpomón d! -anes fl-
ImEq-
llodeeplariGquebmm-
cqTddñ

La   respuesta   de   los  explantes  transformados   con   los  diferentes
plásmidos  fue  desigual,  ya  que  si  comparamos  el  número  de  embriones
obtenidos  en  las  columnas  del  plásmido  pRG394  con  respecto  a  las  otras
columnas correspondientes a los otros plásmidos pRG el  número es mucho
mayor.   La  comparación   de  la  columna  de   pRG394  con   respecto   al   los
explantes testigo,  indica que el número 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  número de  plántulas completas obtenidas,  la diferencia
que  se  presentó  fue  notable  ya  que  mientras  para  pRG394  se  obtuvieron
1384,  en  pRG395  solo  se obtuvieron  3  y  para  pRG233 fueron  23  plántulas,
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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  inducclón  a
embriogénesís; a los 5 meses se presentó la formación de embriones en los
explantes    y    comenzaron    a    disgregarse,    aunque    muchos    de    estos
presentaron    diferentes    grados    de   fenolización    y   finalmente    murieron;
algunos   de   los   embriones  germinaron  formando   plántulas   con   genotipos
distintos a los obtenidos en  plántulas sin transformar.

En   la   Figura   3.3   se   presentan   las   fotografías   de   los   explantes
transformados  con   pRG233  donde   se  observan   las  diferentes   etapas   y
respuestas del explante durante la embriogénesis somática.

F.igura 3.3.  Respuesta embriogénica de los explantes foliares de C. ara(b.ica
sometidas a transformación genética con el plásmido pRG233.  a) explantes
foliares de  1.5 meses con respuesta embriogénica;  b) explantes foliares de
5 meses con formación de embriones;  c) embriones obtenidos de explantes
foliares que  no sobrevivieron;  d)  embriones obtenidos de explantes foliares
que  sobrevivieron  y  desarrollaron  a  plántulas;  e)  Plántulas  de  2  meses  de
edad.
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Los   explantes   foliares   transformados   con   el   plásmido   pRG395
presentaron   var.ios   problemas   durante   la   germinación   de   los  embriones
obtenidos; durante el  proceso de embriogénes.is,  los explantes respondieron
sin    ningún    problema,    sin    embargo,    en    la    etapa    de   germinación    los
embriones comenzaron a fenolizarse impidiendo su  desarrollo para  llegar a
la etapa de plántulas.

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

F.igura  3A.  Respuesta  embriogÉrica  de  ?xPI,ant?S_ f?f f i^re^S^Ede_`C^._aLr.3^b:C^a.•st§;árid-;s a trar;sformación geiética con ei piásmido pRG395..a) emL!r.ione.s`
-á:áió-aáás--obíe-nidos   de-explantes   foli.arps   en. ur. _Te_dio_Ií±_i].3_;  ,9|
_;-mg6r-ig_nii-gárñ;inados  de  , 5 'días  de  edad  tr?nsferidas. a  _u_P'_T_e_d!3._ys`
.:d,¡dás; _á,  é;p,antes fo,¡ares con  respue.sta  y s.¡q.respues_ta_ sT_b:¡.o_:3.r.¡:9Í^d_,.
-árib;i-¿n¿s -y .piántuias obtenidas de expiantes foiiares py.e no sobrevivieron;

e) plántula¿ ho sobrevivientes obtenidas de explantes foliares.

Los   explantes   foliares   transformados   con   el   plásmido   pRG394
presentaron  un  desarrollo normal  (Figura  3.5) comparado con  los explantes
sin  transformar  e  inducidos  al  proceso  de  embriogénesis  somática  (Figura
3.6),   en  donde  ambos  tratam.ientos   respondieron   paralelamente  igual  en
tiempos y forma,  ya que en relación a,  los fenotipos,  ambos fueron  bastante
similares;  la  diferencia  entre  ambos  tratam'ientos  se  encontró  en  cuanto  al
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número  de  embriones  que  se  desarrollaron  por  explantes,   pues  mientras
que en los explantes transformados se notó la presencia de un gran número
de  embriones,  en  los  explantes  testigo  los  embriones  que  se  encontraron
fueron  en  un  número  menor;  esto  podría  deberse  principalmente  al  orígen
de  los  explantes  y  a  la   edad   de  la   planta  de  la  que  se  obtuvieron   los
explantes.

F.igura  3.5.  Respuesta  embriogénica  de  explantes  foliares  de  C.  arab.ica
s.opetidas a transformación genética con el plásmido pRG394.  a) explantes
foliare.s   con   presencia  _de   respuesta   embrionaria;    b)   embrion¿s   para
transferir  _a  un  medio  MS  sóiidos;  c)  embriones  y  piántuias  sin  transférir  a
medio  MS  sólido:  d)  embriones obtenidos de explantes foliares e  inducidos
a  embriogénesis y trasferidos  a  medio  MS  sólido;  e)  plántulas  de  4  meses
de edad obtenidas de los explantes foliares transformados.

64



F.igura 3.6. Respuesta embriogénica de los explantes foliares de C,. arab.ica
como   testigos   de   la   indución   a   embriogénesis   somática.   a)   explantes
foliares  con  presencia  de  respuesta  embrionaria,  b)  explantes  foliares  con
presencia  de  embriones,  c)  explante foliar  con  presencia  de  embrione_s  en
diferentes etapas de crecimiento, d) embriones disgregados para transterir a
un medio MS sólidos, e) embriones de  15 días que germinaron en un medio
MS sólido, f)   plántulas de 6 meses de edad obtenidas de explantes foliares
no transformados.

3.5   UTILIZACIÓN   DE   LA   KANAMICINA   COMO   UN
ANTIBlóTICO DE SELECclóN DE TRANSGENES

Los    embriones    somáticos   tomados    a    partir   de    los    explantes
inducidos    al    proceso    de    embriogénesis    sin    pasar    por    proceso    de
transformación   con   alguno   de   los   plásmidos   pRG,   fueron   expuestos   a
diferentes   concentraciones   de   Kanamicina,    esto   es   para   obtener   las
concentraciones    letales     para    los    embriones    sin    transformar    y    las
concentraciones óptimas 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  Lig/ml y que se encuentran  en color naranja y azul,  fueron  en  las que
se obtuvieron  un  número menor de embriones  sobrevivientes,  esta fue  una
indicación   para   considerar   una  concentración   próxima  superior  como  la
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concentración   letal   para   las   plántulas   (500   ug/ml);   para   el   caso   de   los
embrlones se consideró   como concentración óptima a aquella que después
de  los  35 días  del  experimento  presentó  una  mayor afectación  visual  a  los
embriones,  la cuál  resultó ser de 150  Lig/ml.  Esta considei.ación fue debido a
que  el  tiempo  en  el  que  se  desarrollo  el  experimento  no fue  suficiente  para
la  letalidad.

0           50         100        150        250        300        350        400        450

Comdeclónughl
F.igura     3.].      Número      de      embriones      sobrevivientes      a      distintas
concentraciones de Kanamicina. Tiempo de evaluación 35 días. n--108

Posteriormente,  se  realizó  la  selección  utilizando  kanamicina  como
antibiótico  de  selección  en  embriones  y  plántulas  que  fueron  inducidas  al
procesos de embriogénesis somática; en princjpio, debido a la presencia del
gen  NTP// en los plásmidos pRG,  las plántulas que presenten  la  integración
de dichos plásmidos deberían de incluir la resistencía a dicho antibiótico.

Se evaluaron 2108 embriones obtenidos de la transformación con el
plásmido  pRG394,  de  los  cuales  303  sobrevivieron  a  la  concentración  de
150 mg/ml,  por lo que a los 2  meses de crecimiento en un medio MS con el
antibiótico    fueron    transferidos    a    un    medio    para    plántulas    con    una
concentración  de  500  Lig/ml;  actualmente,  de  las  plantas  sobrevivientes,  42
han sobrevMdo a dicha concentración.
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En la Figura 3.8 se presentan las fotografías de las plántulas que no
sobrevivieron  a  las  concentraciones  de  150  y  500  Lig/ml  de  Kanamicina  en
comparación    con    las    plántulas    sobrevivientes    a    dicho   antib.iótico;    se
presentaron  diferentes  respuestas  que  se  observaron  en  el  fenotipo de  las
plántulas;  entre  estas,  blanqueamientos,  deformac.iones,  necrosis  y  muerte
foliar.

F.igura  "  Respuesta  de   1??  Plánlulas_ _t.!EPíS.!P:m.a^d€S^,^C^°^!Áne' .P/áD;£!:a°<';R¿3-9i.:;p.;¿átrá=s-i-ia;ámicin.ácerioa.!`tib!!!i3P.,d^e^SS!e^Cci.óan:,a^).¡5/áfnnt,%,

í:sÑió¿T :i^nr-áitii-iiótic;  óe   seieceign;    b!   p!á_!tr!a_S^.C_on^^,n^e.C~r2=¡¡S^n ff°!%r`:x-;gu:st:'5'a_éó'ó'Jóii,,áé_kenamic!n€,i)_.p,á_p!u_,.f:_c_on__d_efho,r^=2:iaóanmf3!:atrn
•:xy;;:;i;:;t-¿s -a -ióorñg/rii-de. k.an.amicin.a;. _g)  piántuias  con  bianqueamiento

foiiar expuestas a 500 ijg/ml de kanamicina.
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3.6    ANALISIS    DE    LA    INTEGRAclóN    DEL    GEN    AMP7
MEDIANTE TÉCNICAS MOLECULARES

Las    hojas    de    las    plántulas    de    cafeto    cultivadas    /.n    v/.Íro    y
transformadas   mediante   el   proceso   de   infiltración   al   vacio   con   la   cepa
GV3101  fueron  colectadas  en  paquetes  de  0.1  gr  y  congeladas  a  -20  °  C
para su  posterior utilización en análisis moleculares.

Las     muestras     colectadas,     nombradas     y     etiquetadas     como
pRG394Tl  a  la  303,  fueron  sometidas a  una extracción  de ADN genómico;
se anali.zó la amplificación del  promotor 35S (Figura 3.9)  medjante  la técnjca
molecular   de    PCR,    utilizando   cebadores   específicos   y   en   donde   se
obtuvieron   resultados   positivos   para  todas   las   muestras.   Se  observó   la
amplificación  de  un  fragmento  de  195  pb,  Io  que  sugjrió  la  posibilidad  de  la
transformación en las plantas correspondíentes.

- 520P

- '95pb

F}F.u^r,a_±?:_£m]P_Iifipac_ió_f l .del  fragTen.t.o  d.el   prgmotor  35S   en   piántuiast.rg.n.sformada.s  de  C.  arab.ica  con -el  plásmido.pRG394  c;Iúivida: i-;.-iiíió.
M.!  .n:arc?dor.moiecuiar;   6-ioi    riuestras   .pRGT6-ioj  -c¿iáát;áa;.ó¿
P_I±Pt~u.!.3: ,t_ra_nsformadas;   +  control  positivo  (diásmido  bRG-üg4)-: -----áont-r:i
negativo (agua).
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Para  descahar  la  posibilidad  de  contaminación  con  A.  fumeíaci.ens
en las plantas transformadas, se realizó la amplificación de un fragmento del
gen   v/.ri=2,   el  cual   solo  está   presente  en   la  cepa   bacteriana  y   no  debe
presentarse  en  las  plantas  transgénicas.  En  la  Figura  3.10  se  observa que
la  plántula  con  el  nombre  pRG394T48  no  presenta  fragmento  amplificado
que corresponde a v/.ri=2,  por lo que ésta  podría ser una planta transgénica,
aunque  en   la  amplificación   del  gen   35S  presentó   un   patrón   de   bandas
diferente al de las demás plántulas.

1ad    lbmlb
ülb
qfb
200P

- 895lb

F.iguTai 3.io. Ampiificación de un fragmento del ge_n_v_i[E2 qe e. `uTplac.i?T.S.
ei  plántulas  transformadas  con  el  plásmido  pRG394  de  C.arab.ica.   y.M
marcador   molecular;   6-284   Muestras   pRG394T6-284;   +   control   positivo
(plásmido    pRG394);    -   control    negativo    (agua);    391    control    negativo
(plásmido pRG391  en  E. coli).

Para   combrobar   la   presencia   del   gen   AVP7   en   las   plántulas
transformadas con  pRG394,  se  llevó a cabo la amplificación del  promotor en
tándem  35S y del  gen AVP7,  mismos que se encuentran fusionados dentro
de los constructos pRG (Figura 3.11).
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1500  pb

1000   Jb
OPpb
600     pb"pl,

- 1362pb
- 1005pb

Flgura 3.11.  Amplificación  del  fragmento del  promotor  35S  y  el  gen  AVpl
en   plántulas   transformadas   con   el   plásmido   pRG394   de   C.   aTeib.ic,a
cultivadas  in  vitro.   MM  marcador  molecular;  6-284  Muestras  pRGT6-284
colectadas    de    plántulas   transformadas:    +   control    positivo    plásmidos
pRG391, pRG394 y pRG395;   -control negativo (agua).

La  amplificación  del  promotor 35S  y el  gen AVP7  de A.  Íha//.ana fué
negativa para el caso de las plantas denominadas pRG394T, esto es debido
a  que  el  plásmido  pRG394,  no  contiene  integrado  al  gen  AVP7,  sino  que
solamente tiene al  vector binario  pPzp212 en  el que se encuentra contenido
el  promotor 35S.
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Capitulo lv

DISCUSIONES

La transformación  genética  de  plantas  permite  un  incremento  en  la
amplitud    de    `'pool"    de    genes    disponibles    en    sistemas    de    cultivos
convencionales,  permitiendo  así  la  transferencia  de  genes  a  través  de  las
especies,  siendo de panicular importancia el desarrollo de nuevos cultivares
en   plantas   perennes   pero   que  frecuentemente   es  difícil   debido   al   largo
tiempo que tarda en  la obtención de una nueva generación.

El  mejoramiento  convencional  se  ha  llevado  a  cabo  para  llenar  la
mayoría  de  las  necesidades  de  la  agricultura;  para  la  producción  del  café,
con  éxitos  sobresalientes  en  la  selección  y  producción  de  cultivares  tanto
para   la   resistencia   a   plagas   como   en   cambios   en    los    períodos   de
maduración  y  arquitectura  de  las  plantas.  Sin  embargo,  la  introducción  de
nuevos  tratamientos  en  variedades élite de  cafeto es  un  proceso  largo  que
tarda  de   20  a   35  años  antes  de  obtener  el   nuevo  cultivar;   por  ello,   la
ingeniería  genética  puede  reducir  el  tiempo  necesario  en  la  obtención  de
nuevos    cultivares    con    tratamientos    deseables,    así    la    transformación
genética   abre   una   ventana   a   la   oportunidad   de   introducir   genes   de
diferentes  especies  sumando  características  que  serian  difícil  o  imposible
adquirir usando  métodos tradicionales como son  la  resistencia a herbicidas,
aumento de calidad y tolerancia a estrés abióticos como la salinidad, sequía
o heladas.

Como   cualquier   trabajo   que   involLicra   la   ingeniería   genetica   de
plantas,  para el café es critico contar con  un eficiente protocolo de cultivo de
tejidos,  un sistema de selección y un  métcjdo de transformación.

Los  protocolos  de  sistema  de  cultivo  de  tejidos  para  su  uso  en  la
transformación    debe    proporcionar    una    regeneración    eficiente    en    los
cultivares,    desafortunadamente    la    regeneración    de    plantas    en    cafeto
depende estrictamente del germoplasma (Ribas eí a/.,  2006);  como ejemplo
de  esto,  se  puede  observar con  C.  canephora  que  muestra  un  respuesta
más  rápida  a  su  regeneración  comparada  con  C.  arab/.ca,  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   inducción   de   la
embriogénesis  somática  directa  en  cafeto  es  el  descrito  por  Yasuda  eí a/.
(1985)   que   Quiróz-Figueroa   eí   a/.,    (2005)    más   tarde   reporta   para   la
obtención   de   embriones   de   C.   canephora      el   cual   complementó   con
benzilaminopurina  (BAP).   Estos  investigadores  indican  la  aparición  de  un
callo  blanco friable en  el  borde de los explantes  16 semanas después de  la
incubación   de   los  explantes   (segmentos  de   hoja  de   Coffea  arab/.ca   L.);
cuatro semanas después de la aparición  del callo,  se encontró  la  presencia
de    tejidos    globulares    y    embriones    somáticos    diferenciados    sobre    la
superficie  del  callo.   Este  resultado  se  pudo  observar  en  el  protocolo  para
regeneración  que se siguió  en  este trabajo,  donde se obtuvieron  embriones
aproximadamente a  los 6 a 7  meses de  la inducción  de  los explantes de  C.
arabí.ca    al  proceso  de  embriogénesis  somática,  en  donde  se  utilizó  como
medio    de    inducción    el    reportado    por   Quiróz-Figueroa    eí   a/.,    (2005)
adicionado  con  la  citocinina  Bencilaminopurina  (BAP)  como  único  regulador
de crecimiento,  el cuál  como reporta  Dublín,  (1991) tiene cierta  influencia en
la  embriogénesis  somática  de  C.  arab/.ca.  En  cuanto  al  explante  del  cuál  se
pahió   para   llevar  a  cabo   la     inducción   a     embriogénesis,   estos  fueron
círculos foliares debido a su  gran  disponibilidad y fácil  desinfección tal como
reporta  Dublin,  (1991)  ya  que  no  se  presentó  ningún  tipo  de  contaminación
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  somática  no  repoha  problemas  en  cuanto  a  la  obtención
de  embriones  en  cafeto,  es  posible  que  la  inserción  de  los  plásmidos  pRG
(Figura   3.1)   hayan   interferido   en   la  formación  de   los   embriones.   En   los
explantes transformados con  los plásmidos 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  plántulas,  las  cuáles  presentaron
sobrevivencia por pocos días.  Dado que no se encontró ningún  reporte de la
influencia   negativa   en   la   inserción   de   plásmidos   de   transformación   que
afecten  al  procesos  de  embriogénesis  somática,  se  podría  sugerir  que  la
integración  de  los  plásmidos  con  el  gen  AVP7  pudo  ocasionar  la  inhibición
de  la  germinación  de  los  embriones formados;  esto es,  debido  a  que  avp7
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),    basándose   en    el   trabajo    de    Li    eí   a/.,    (2005),    esta
pirofosfatasa  se  encuentra  involucrada  en  la  regulación  y  posible transporte
de auxinas,  cuyo exceso causa la  inhibición de la germinación de embriones
en  explantes  sometidos al  proceso de embriogénesis  como  lo  reporta Ayub
&   Gebíeluca,   (2003).   Es   posible   que   la   transformación   con   dicho   gen
provocara  la  muerte  de  los  embriones  por  exceso  en  la  expresión  de  la
proteína.     No    obstante,     Gaxiola     et    al.,     (2001)     llevaron     a    cabo     la
transformación de Arab/.dops/.s fha//.ana para sobre-expresar el gen A VP7 de

72



las     misma     especie     y     se     obtuvieron     plantas     tolerantes     a     altas
concentraciones  de  Nacl;  de  la  misma foma  y  utilizando  el  mismo  gen  de
Arab/.dopsi.s Íha/Í.ana,  Park eí a/.,  (2005) obtuvieron  plántulas  de tomate con
una  rápida   recuperación   a   períodos  de  sequía.  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    hipótesis    se    basa   tomando    en    cuenta    los    embriones
obtenidos   mediante   la   transformación   con   el   plásmido   pRG394   (Figura
3.5b,c  y  d),  que  nos  permitió  la  obtención  de  embriones  que  se  cree  fue
debido a la ausencia del gen AVP7 en su estructura,  por lo que proponemos
llevar   a   cabo   un   estudio   que   investigue   el   papél   que   podría   tener   la
pirofosfatasa vacuolar dentro del  proceso de embriogénesis somática como
transportador de fitoreguladores como las auxinas.

La   transformación   de   explantes   de   plántulas   de   la   especie   C.
arab/.ca siguiendo el  protocolo de Canché-Moo ef a/.,  (2005);  esto,  debido a
la obtención exitosa de plántulas transformadas de  C.  canephora con el gen
WUSHEL,.   dicho  protocolo  incluía  el  proceso  de  infiltración  al  vacío,  donde
numerosas  publicaciones  para  diferentes  especies  de  cultivos  reportan  la
posibilidad  de  una  mayor  eficiencia  de  transformación  con  Agrobacfer/.um
tumefaciens.

Tomando los  resultados de PCR que se presentaron  anteriormente,
podemos   sugerir  que   el   protocolo   de   transformación   realizado   para   C.
arabí.ca funciona,  ya que como se observa en  la Figura 3.9,  se  encontraron
los fragmentos  amplificados  que corresponden  a  la  presencia  del  promotor
35S,  el  cuál  se  encuentra  dentro  de  los  plásmidos  pRG,  lo que  nos  lleva a
sugerir  que  la  integración  del   plásmido  resultó  positiva  aunque  esto  solo
pudo evaluarse en  las plántulas resultantes de explantes transformados con
el  plásmido  pRG394  debido  a  que  los  embriones  correspondientes  a  los
otros 2 plásmidos pRG no sobrevMeron a la etapa de plántulas.

Numerosos   artículos   reponan   el   uso   de   timetina   (Cheng   eí  a/„
1998)      (ticarcilina      y      ácido      carvulánico)      sola      o      en      combinación

(Hammershlang   eí  a/.,   1995)  como  antibiótico  para  eliminar  la  incidencia
bacteriana  a  diferentes  concentraciones  en  diferentes  especies  de  plantas
transformadas  con  cepas  bacterianas  (Torn  eí  a/.,   1992;   Buckley  &  Reed
1994;  Zimmei.man  1995).  Lin ef a/.,  (1995)  reportan  el efecto en  la eficiencia
de Agrobacíer/.um íumeíac/.ens en  la transformación de tejidos de plantas de
W/.cof/.ana    Íabacum    transformadas    y    utilizando    3    cepas    bacterianas
(LBA4404,   C58  y   EHA101)  y  la  toxicidad  de  carbencilina   utilizado  como
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antibiótico   para  la  eliminación  de  bactei.ias  en   los  tejidos  transformados;
encontrando  a  LBA4404  como  la  más  sensible  a  dicho  antibíótico  y  qiie  la
toxicidad  de  lc)s  explantes  se  puede  presentar  en  medios  MS  adicionados
con 2,4-D y carbencilina,  aunque   en cuanto a los embriones obtenidos en  la
transformación  de  cafeto  se  presentaron  en  pocas  ocasiones  la  presencia
visual  de  cepas  bacterianas,  por  lo  que  se  le  llevó  a  cabo  un  análisis  de
PCR para la amplificación del gen  V/R E2 de Agrobacfer/.um Íumefac/.ens.

Nauerby  ef a/.,  (1997),   reportan  de  igual  forma que  el  uso  de  dicho
antibiótico    para    eliminar   bacterias    puede   tener   un    rol    positivo   en    la
respuesta   embriogénica   de   plantas   de   las   especie   W/.coÍ/'ana   Íabacum;
tomado   en   cuenta   dicho   reporte,   para  el   caso   de   los   explantes   de   C.
arab/.ca,    se    pudo    observar    una    mayor    respuesta    a    los    explantes
transformados    y    control    que    estuvieron    expuestos    a    tiementina    en
comparación con explantes control qiie no contenían dicho antjbiótico.

El gen  V/R E2 exclusivo de Agrobacíen.um íumeíac/.ens codifica una
proteína  que  tiene  una  función   importante  en   la  transferencia  del  T-ADN
para inseharse en el ADN  nuclear de otros organismos y así llevar a cabo el
proceso de transformación genética; el rol de  V/R E2 en dicho proceso es la
protección   del   T-ADN   formando   un   complejo   con   otras   proteínas   de   la
región  v/.r que permiten  la transferencia al citoplasma y ADN  nuclear (Gelvin,
1998);  por lo tanto en  plantas transformadas  el  que esté  presente este gen
V/R  E2  solo  indica  la  presencia  del  Agnobacíer/.um  íumefasí.ens  dentro  de
ellas,  por lo que se  recomienda  realizar una amplificación  mediante  PCR  de
un   fragmento   de   dicho   gen;    en   este   trabajo   se   utilizaron   cebadores
específicos  para  el  gen  V/R  E2  para  la  amplificación  de  un  fragmento  de
895    pb    detectándose    la    presencia   de    dicho    gen    (Figura    3.10),    que
demuestra  la  contaminación  de  Agrobacíer/.um  Íumefac/.ens  y  su  ausencia
en   las  plantas  con   nomenclatura  T6,   T8,  T10  y  T48.   Sugerimos  que  la
presencia  de  Ag/obacíen.um  Íumeíac/.ens  en   las  plántas  se  encontró  de
manera endógena  ya que durante el tiempo  en  el  que  se  llevó a cabo  esta
tesis  no  se  detectó  la  presencia  bacteriana  en  el  entorno  del  medio  en  el
que se encontró el material vegetal.

En   el   proceso  de  transformación,   no  todas   las  células  del   tejido
vegetal   blanco   son   transformadas,   por   lo   que   no   todos   los   embriones
formados, ya sea por embriogénesis o por organogénesis darán  lugar a una
planta  transformada;   para  esto  es  necesario  establecer  un   protocolo  de
selección  mediante el cual se Ímpida,  o al menos se reduzca,  la aparición  de
escapes  (embriones  no  transfomados)  y  se  conceda  una  ventaja  a  las
células  que  han  si.do  modificadas  genéticamente  para  que  estas  lleguen  a
diferenciarse  y  dar  liigar a  una  plántula  completa.  Es  aquí  donde  tienen  un
papel  muy  importante  los  genes  marcadores  de  selección  como  ~TP// que
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le confire resistencia a antibióticos de la familia de los aminoglicósidos como
es   el   caso   de   la   Kanamicina,   esto   mediante   la   fosforilación   de   dichos
antibióticos.  Canché-Moo  eí a/.,  (2006)  reporta  la  utilización  de  kanamicina
como   antibiótico   de   selección   para   embriones   de   C.   canephoffi   a   una
concentración  de  100  mg/ml;  tomando  en  cuenta  que  C.   arab/.ca  es  una
especie  diferente  a  C.  canephora  y  que  presenta  respuestas  distintas,  en
este  trabajo  se  realizó  una  curva  dosis-respuesta  partiendo  de  embriones
cigóticos,  en  la que  se obtuvieron  las concentraciones de  150  y 550  mg/ml
para embriones y  plántulas  respectivamente;  los  resultados obtenidos  caen
en el rango utilizado para otras especies de plantas distintas al cafeto.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

o     Actualmente  300  plántulas  de  cafeto  de  la  especie  C.  arab/.ca  que
son transferidas cada dos meses a medio de mantenimiento.

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

o     Se     obtuvieron     1410     embriones     de     explantes     sometidos    a
transformación genética pehenecientes a 3 plásmídos denominados
pRG,   de   los  cuales   1384   embriones   pertenecientes  al   plásmido
pRG394 llegaron a la etapa de plántulas completas.

o     Los  embriones  obtenidos  de  la  transformación  con  los  plásmidos
pRG395 y pRG233 no sobrevívieron hasta la etapa de plántulas.

o     Las   plantas   nombradas   pRG394T6,    pRG394T8,    pRG394T10   y
pRG394T48  mostraron  la  presencia de  los fragmentos amplificados
del  promotor 35S  y  la  no  presencia  del  gen  V/R E2 que  sugíere  la
ausencia del A.  íumeíac/.ens.

o     Las  plántulas  analizadas  provenientes  de  la  transformación  con  el
plásmido   pRG394   con   el   par   de   cebadores   35S   y   AVP7,   no
presentaron  fragmentos   amplíficados,  ya  que dicho  plásmido  tiene
auser\te el gen AVpl de Arabidopsis thaliana.
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