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RESUMEN

En los ultimos afios se ha evidenciado que la unién de diversas sefiales
extracelulares a diferentes receptores celulares, produce la activacion de una familia
de proteinas intracelulares de Serina/Treonina, denominadas proteinas cinasas
activadas por mitégenos (MAPK). Las MAPK forman parte de rutas o modulos de
transduccion de sefiales consistentes de tres miembros, la MAPK , una cinasa de la
MAPK (MAPKK) y una cinasa de la cinasa de la MAPK (MAPKKK).

E! presente trabajo, estd comprendido dentro de un proyecto global cuyos
objetivos consisten en estudiar la importancia que las MAPK tienen en la regulacién
de procesos de proliferacion y diferenciacion celular en cafeto.

Debido a que existe una creciente controversia en la especificidad de
‘sustratos especificos” para detectar indirectamente actividades enzimaticas no
purificadas a partir de extractos proteicos crudos, este trabajo propone la sintesis y
caracterizacion de una biblioteca de Acido Desoxirribonucleico complementario
(ADNCc) de células en suspensién de café, como una herramienta para la clonacién
de los ADNc de las enzimas deseadas (MAPK) y de esta manera apoyar la
descripcion molecular, de aquellos eventos asociados a la actividad de las proteinas
codificadas.

En éste trabajo se realizé la sintesis y caracterizacion de una biblioteca de
ADNc de células en suspensién de café a partir de Acido Ribonucleico mensajero
(ARNm), los cuales fueron purificados a partir de Acido Ribonucleico (ARN) total

mediante cromatografia de afinidad con una resina de oligo (dT)-celulosa. Al ADNc
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fueron adicionados adaptadores Sal | - Not | para posteriormente ligarlo a los brazos
de lambda, lo que confiere direccionalidad 5— 3’ a los fnsertos, favoreciendo la
posterior expresién de proteinas. Finalmente, el ADNc fue empaquetado en

particulas de bacteriéfago.
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