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INTRODUCCION

1.- CULTIVO IN VITRO

Segun la teoria celular de Schawnn cada célula de un organismo multicelular es una
unidad con capacidad para desarrollarse. El cigoto de un organismo pluricelular es
totipotente y a partir de él se pueden diferenciar todos los tipos de células y tejidos que
componen un individuo adulto. Esta capacidad se pierde en las células animales, sin
embargo las plantas conservan su totipotencia en las células diferenciadas. Este hecho se
refleja en la naturaleza cuando en una zona dafiada de una planta se regenera un 6rgano
completo o embriones adventicios, asi como por la existencia de plantas que se
reproducen por esquejes donde un fragmento de la planta puede formar una planta
entera.

Esta respuesta mostrada in vivo por las plantas puede ser manipulada in vitro cultivando
células somaticas o germinales en condiciones fisico-quimicas definidas. Esta situacion se
conoce como cultivo de tejidos y comprende el cultivo de todas las partes de una planta,
desde células individuales hasta 6rganos y tejidos.

Estas células o tejidos cultivados in vitro pueden dar dos tipos de respuesta: una
desdiferenciacion celular acompafiada de crecimiento tumoral, que da lugar a una masa
de células denominada callo o una respuesta morfogenética por la cual o se forman
organos (organogeénesis) o embriones (embriogénesis somatica).

El cultivo in vitro se desarrollé por los afios 50 principalmente en dicotiledéneas y en
especial en las especies consideradas modelo como zanahoria y tabaco. Las gramineas
por el contrario fueron consideradas durante mucho tiempo como ‘Tecalcitrantes”,
término con el que se denominaron a todas aquellas especies que presentaban
dificultades para establecer un cultivo o bien que eran incapaces de mostrar una

respuesta morfogenética.



Las primeras publicaciones en gramineas, en los afios 50, describian el estabiecimiento de
cultivos en maiz y Lolium aunque incapaces de mostrar respuesta morfogénica y formar
plantulas, Las primeras plantas regeneradas in vitro fueron de arroz (Nishi et al. 1968) y
cafla de azicar (Heinz y Mee, 1969). A pesar de estos resultados solo se pudieron
regenerar plantas a partir del cultivo de tejidos en forma rutinaria a principios de los afios
80. Esto fue posible principalmente por la manipulacion de diversos factores que influyen
en la respuesta in vitro tanto de dicotiledoneas como de monocotiledoneas.

Estos factores, refiriéndonos esencialmente a las monocotiledéneas, corresponden a los

siguientes puntos:

* el estado fisiologico vy de desarrollo de los explantes utilizados.

* el uso de medios nutritivos que contenian concentraciones relativamente altas de
auxinas (2,4 D)

* seleccidén y mantenimiento de los sectores altamente regenerables del callo

* genotipo del explante

El conocimiento de estos factores permitio el cultivo in vitro especies consideradas como
las gramineas, a las que nos referiremos a continuacién. En el caso de las dicotiledoneas

permitié mejorar la respuesta al cultivo.
1.1.- Medio de cultivo

Los requerimientos nutricionales de las gramineas para su cultivo in vitro suelen ser
bastantes simples. El medio mas utilizado en la mayoria de los casos es el medio de
Murashige-Skoog (MS) (1962). Para inducir la proliferacion celular generalmente es
suficiente agregar la auxina sintética 2,4-D al medio de cultivo. La presencia de esta
hormona es imprescindible para la formacién de cultivos morfogenéticos y para inducir la

embriogénesis somatica. También se puede adictonar al medio diferentes hormonas o



sustancias para inducir una mejor regeneracion o crecimiento del callo como

citoquininas, acido abscisico o prolina.

1.2.-Tipo de explante

Si como explante se utiliza tejido maduro y diferenciado no se obtendran cultivos
morfogénicos aunque se encuentre en el medio de cultivo adecuado. Por el contrario el
tipo de tejido que se debe utilizar para iniciar un cultivo debe estar formado por células
meristematicas y sin diferenciar.

Green y Phillips (1975) demostraron que los callos obtenidos a partir de embriones
. inmaduros de maiz eran capaces de regenerar plantas durante largos periodos de tiempo.
Desde entonces este tipo de explante ha sido ampliamente utilizado para iniciar cultivos
morfogenéticos (revision Vasil y Vasil, 1995). Los otros explantes inmaduros utilizados
corresponden a inflorescencias (Brettell et al., 1980) y a hojas inmaduras (Wernicke y
Brettell, 1980).

En los tres casos el estado de desarrollo del explante es un factor critico en la obtencién
de cultivos morfogenéticamente competentes.

Como indicador del estado de desarrollo del explante en el caso de los embriones
inmaduros se tiene en cuenta tanto los dias post-antesis como el tamafio del embrion
mientras que en el caso de la inflorescencia inmadura se han utilizado explantes de
diversas longitudes (revision Vasil y Vasil 1995).

Cuando se utilizan fragmentos de hoja como explante, solo los fragmentos
correspondientes a las zonas basales muestran capacidad morfogenética mientras que los
fragmentos mas alejados son incapaces de responder al cultivo. En cultivos de hoja de
Sorghum bicolor (Wernicke y Brettell, 1980) se ha demostrado la existencia de este
gradiente ya que las células que se encuentran en una estado casi meristematico “in vivo”
son las unicas capaces de proliferar “in vitro”, por lo que los explantes se deben escoger

de las regiones que espacial y temporalmente sean las mas parecidas al meristemo basal.



Este gradiente de respuesta que muestran las hojas al ser utilizadas como explante se ha
descrito en numerosas especies, Secale cereale (Linacero y Vazquez, 1986), Panicum
maximum (Lu y Vasil, 1981), Saccharum officinarum (Ho y Vasil, 1983), Zea mays
(Wenzler y Meins, 1986). Este hecho se ha relacionado con la posible existencia de
gradientes internos de algunas hormonas.

En Pennisetum purpureum (Rajasekaran et al., 1987 a) se observa una disminucion de la
concentracion tanto de ABA como de JAA a medida que la muestra se toma mas alejada
de la base de las hojas. Por otro lado si se modifican las concentraciones hormonales
enddgenas por el uso de inhibidores, los explantes tomados después del tratamiento

pierden su capacidad regenerativa (Rajasekaran et al., 1987 b)

1.3.-Condiciones ambientales

Las condiciones ambientales en las que se encuentra la planta donadora durante la
formacién v desarrollo de los distintos explantes, son de gran importancia en la respuesta
que estos daran en el cultivo.

Las condiciones del cultivo, invernadero o campo, la temperatura, humedad o frecuencia
de riego, son factores que afectan al desarrollo de la planta y como consecuencia al
estado fisiologico del explante. Lurhs y Lorz (1987) observan que la respuesta del
embrion inmaduro de cebada en dos afios sucesivos es muy variable y atribuyen estas
diferencias a las variaciones observadas en el clima en los dos afios que se realizaron los
experimentos. En embriones inmaduros de maiz se logré incrementar la respuesta al
cultivo in vitro, modificando fas condiciones ambientales en las que se desarrollaba la
planta donadora (Lu y Vasil, 1983; Tomes y Smith, 1985).

No cabe duda que el ambiente en que se desarrolla una planta, con un genotipo dado,
determina el estado fisiolégico de ésta y por lo tanto del explante para iniciar el cultivo

de tejidos.



1.4.-Genotipo

En los primeros trabajos realizados en cultivo in vitro de gramineas, se observaba que la
respuesta obtenida a partir de individuos de distintas especies o distintas variedades o
cultivares de una misma especie era diferente lo que indica que el genotipo de la planta
donadora influye en la respuesta al cultivo. Estas diferencias genotipicas para formar
cultivos morfogenéticos se comprob¢ en maiz {Duncan et al., 1985), cebada (Liirhs y
Lorz, 1987) y centeno (Linacero y Vazquez, 1986, 1990) entre otros. Sin embargo
algunos autores mantienen que los factores fisiologicos y ambientales son los que
determinan y modifican la respuesta al cultivo de forma prioritaria {Vasil, 1987).

Con la finalidad de caracterizar este control genético se realizaron numerosos trabajos .
La primera evidencia sobre e} control genético de la regeneracion se obtuvo en alfalfa
(Bingham et al., 1975) y en esta misma especie se llegd a postular un modelo para la
produccion de embriones en el que estarian implicados dos genes dominantes
complementarios con efecto aditivo (Hernandez Fernandez y Christie, 1989).

En maiz Beckert y Qing (1984) realizaron cruzamientos dialélicos entre lineas puras y
observaron que la respuesta al cultivo in vitro es altamente heredable. Entre Se observa
un alto nivel de variacion genética entre lineas, que se debe a factores de tipo aditivo
(Tomes y Smith, 1985).

En trigo se analizaron distintas lineas aloplasmicas y se observé que la frecuencia de
regeneracion dependia del citoplasma (Mathias et al., 1986) y que la respuesta se podia
incrementar por sustitucién con el cromosoma 4B (Mathias y Fukui, 1986) de Chinese
Spring por el 4B de Cappelle Desprez. Habria un gen mayor de respuesta al cultivo en el
brazo 2DL y genes menores en los brazos 2AL y 2BS (Kaleikau et al., 1989) asi como
otro gen mayor regulador que estaria en el brazo 2BL. En la formacion de embriones
somaticos actuarian numerosos genes recesivos (De Buyser et al.,, 1992) a diferencia de
lo que ocurre en alfalfa y maiz donde parece ser que son dominantes (Reisch y Bingham,

1980, Hodges et al., 1986).



Todos estos resultados sugieren que la respuesta al cultivo in vitro puede ser
seleccionada y transferida, mediante técnicas de mejora clasica, a genotipos recalcitrantes

de interés.

1.8.-Mantenimiento de los cultivos

Aquellos calos que muestran capacidad regenerativa a través de embriogénesis somatica
son denominados callos embriogénicos.

Los callos embriogénicos presentan varias caracteristicas bien definidas (Vasil y Vasil,
1995) ya que son compactos, altamente organizados, de crecimiento lento y de color
blanco. Estén formados por células isodiamétricas pequefias con paredes muy delgadaas
y citoplasma denso y rico. Se han descrito otros tipos de callos embriogénicos que
aparecen de manera muy minoritaria y no tienen exactamente la morfologia mencionada,
pero son los callos que se deben utilizar en especies como maiz o trigo para poder
mantener un cultivo embriogénico por tiempo prolongado (Vasil y Vasil, 1995).

Para mantener la capacidad embriogénica de estos callos deben realizarse transplantes
con una frecuencia menor de 30 dias, ya que si no los callos comienzan una etapa de
pérdida de capacidad regenerativa hasta llegar a la senescencia (Chandler y Vasil, 1984).
Se cree que el factor determinante de esta situacion es el 2,4-D que debe estar en
concentraciones elevadas para mantener en €l callo su capacidad regenerativa (Karlson y
Vasil, 1986).

La seleccion de callos y las condiciones de transplante se deben elegir en cada material

utilizado, ya que varian de una especie a otra.

2.-EMBRIOGENESIS SOMATICA

La formacion de embriones somaticos se describid por primera vez en el afio 1980 (Dale,

1980; Vasil y Vasil, 1980, Wernicke y Bretteli, 1980) y desde entonces la embriogénesis



somatica se ha descrito en précticamente todas las gramineas. Los embriones sométicos
se originan directamente de una sola célula o indirectamente a partir de masas
proembrionicas, que a su vez se originaron de una unica célula (Vasil y Vasil 1995). Esta
formacion a partir de una célula comienza con divisiones internas de segmentacion,
engrosamiento de paredes celulares y una ruptura temprana de todas las conexiones
plasmodémicas que indican un aislamiento con el tejido que rodea 2 dicha célula (Franz y
Schell, 1991).

En general no se siguen los patrones de division celular especificos de los embriones
cigéticos aunque en muy poco tiempo aparecen embriones globulares que presentan
todas las caracteristicas de los embriones cigéticos. En monocotiledéneas, la formacion
de una hendidura lateral en la region apical del embrioide globular indica el inicio de un
estadio escutelar (Brisibe et al.,, 1993). El escutelo comienza a hacerse evidente por un
crecimiento lateral por encima de la hendidura. El embridn continia su desarrollo por
estadios cotiledonares donde se desarrolla el coleoptilo y se diferencian los meristemos
apicales y radiculares (Vasil y Vasil 1995). Algunos embriones desarrollan una estructura
similar a un suspensor que lo mantienen unido al callo. La tnica diferencia morfologica
descrita durante el cultivo de embriones somaticos es que presentan mayor tamafio que
los embriones cigéticos en Dacyylis glomerata (Conger et al.,1983). En el caso de las
dicotiledoneas, las fases de la embriogénesis cigtica, globular, corazén, torpedo y
dicotiledonar estan igualmente reflejadas en los embriones somaticos.

El grado de similitud entre los embriones somaticos y ciglticos es asombroso,
especialmente si se tiene en cuenta que los embriones somaticos se desarrollan fuera de
un tejido materno. El hecho de que se puedan desarrollar embriones normales a partir de
células somaticas demuestra que el programa genético de la embriogénesis esté dentro de
cada célula y puede funcionar en ausencia de productos génicos maternos. Es posible
que la composicion hormonal del medio de cultivo de los callos imite de alguna forma las

sefiales para iniciar la embriogénesis.



Las hormonas que parecen implicadas directamente en la induccion de la embriogénesis
somatica son las auxinas, y su disminucién o desaparicion del medio de cultivo seria la
sefial para disparar el desarrollo del embrién somatico. El tiempo de exposicion a esta
hormona, que necesitan los explantes es muy variable, desde unas pocas horas en
microcallos de aifalfa (Dudits et al.,, 1993) hasta 7 dias para suspensiones de zanahoria
(Nomura y Komamine, 1985) eliminandose después la hormona del medio de cuitivo
para continuar el programa embriogénico. En presencia de auxina las lineas celulares de
zanahoria solo pueden desarrollarse hasta el estadio giobular pero no pueden continuar
su desarrollo (Borkird et al., 1986).

A partir de ese momento los embriones sintetizarian su propia auxina (Michalczuk et al,
1992) que debe tener el transporte polar adecuado para que la embriogénesis sea normal
(Liu et al, 1993). En los embriones somaticos la inhibicion del transporte polar de
auxina provoca en Brassica juncea la induccion de la embriogénesis pero produce un
cotiledon fusionado cilindrico. |

Sin embargo la diferencia mas llamativa entre los embriones cigdticos y somaticos, es
que los primeros pasan por una etapa de dormancia después de haber perdido el 95% de
su contenido en agua y detener la sintesis de ARN y proteinas {Golberg et al., 1989). En
la naturaleza también hay casos donde el embrién después de la maduracion no entra en
dormancia sino que germina precozmente como el caso de los mutantes viviparos de
Arabidopsis y maiz (Qoms et al.,, 1993; Mc Carty et al., 1991). Incluso los embriones de
un gran nimero de plantas, si se aislan del resto de la semilla y se cultivan in vitro
pueden germinar sin pasar por un periodo de deshidratacion y latencia.

Todas estas evidencias demuestran que los embriones pueden pasar directamente del
programa de embriogénesis al de germinacion sin entrar en dormancia.

Esta situacion pone de manifiesto que el tejido que rodea al embrion cigético debe enviar
una sefial que impide la germinacion precoz. Este papel lo cumpliria el 4cido abscisico
(ABA), siendo numerosas las evidencias a favor de esta regulacidon hormonal (Rock y

Quatrano, 1995):
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* Existe una correlacion entre bajos niveles de ABA y la germinacion precoz de
embriones cultivados in vitro.

* La aplicacién de ABA exdgeno evita la germinacién y favorece el crecimiento de
embriones inmaduros.

* La sensibilidad al ABA exdgeno es maxima cuando la concentracion endogena de ésta
hormona es la mas alta.

* Las plantas mutantes deficientes en ABA, que tienen niveles muy bajos de esta
hormona, presentan embriones que germinan estando aun en el fruto.

De esta forma la acumulacion de ABA que se observa en la semillas cuando el embrion
esta entrando en la etapa de maduracion seria la responsable de que el embrion cigotico
entrara en dormancia.

Sin embargo, aunque el embrién somatico no entra en dormancia, si acumula ABA y
responde a los cambios que se puedan producir en su concentracion. En suspensiones de
zanahoria al agregar fluoridona, un inhibidor del ABA, se detiene el crecimiento de los
embriones y éstos no progresan mas alla del estadio globular (Hatzopoulus, 1990). En
los callos embriogénicos de cafia de azicar la concentracion de ABA corresponde a 87.1
pmol/g de tejido seco mientras que en los callos no embriogénicos es de 0.5 pmol/g de
tejido seco (Guiderdoni et al., 1995).

Al mismo tiempo que se incrementa el nivel endégeno de ABA, se observa la
acumulacion de ARN mensajeros en el embridn, durante las etapas media y tardia de su
desarrollo. A las secuencias que codifican estos ARNm se las denominan Lea, por late
embyo abundant.

Los embriones aislados en etapas muy tempranas de su desarrollo no sintetizan ni
acumulan estos ARNm. Pero si estos embriones se tratan con ABA exodgeno se produce
una acumulacion precoz de los ARNm Lea y otros ARNm.

Las proteinas LEA presentan una gran homologia, son solubles y basicas, son ricas en

glicina y lisina y presentan pocos residuos hidrofobicos. Estas caracteristicas hacen que
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sean una proteinas muy hidrofilicas y estables (Dure III et al., 1989). Por todo esto se
propone que posiblemente sean proteinas con funcion de proteccion frente a la pérdida
de agua tan drastica que tiene lugar durante [a ultima etapa de desarrolio de los
embriones cigoticos. Sin embargo, estas proteinas también se expresan en los embriones
somaticos, como se describe en la revision de Zimmerman (1993) como ejemplo se
puede escoger el gen EMB-1 (Wurtele et al., 1993) que por experimentos de hibridacion
in situ muestra el mismo patron de expresion en embriones somaticos y cigoticos. La
lista de genes Lea que se expresan en los dos tipos de embriones es muy extensa, como
los genes ECP31 y ECP40 de zanahoria (Kiyosue et al., 1992, 1993). Esta serie de
resultados ademas, otorgan validez al uso de embriones soméaticos como modelo para
estudiar la embriogénesis, a pesar de las diferencias en su comportamiento, que ya hemos
mencionado.

Aunque los genes Lea han sido clasificados en al menos 6 grupos (Dure 111, 1993) por su
homologia en la secuencia de aminoacidos, se pueden diferenciar en dos grandes grupos:
aguellos que solo se expresan en embriones y los que se pueden inducir por tratamientos
con ABA tanto en tejido embriogénico como vegetativo.

En los primeros podemos citar a los genes ECP31 y ECP40 que solo se expresan en los
embriones de zanahoria (Kiyosue et al., 1992 y 1993) asi como las secuencias descritas
en maiz por Williams y Tsang (1991 y 1992) y que denominan Emb 564 y EmbS5.

Entre los genes Lea que se expresan en tejido vegetativo estan, entre otros, la secuencia
Em de trigo (Berge et al., 1989), y el gen rab 28 de maiz (Pla et al, 1993). Estas
secuencias, independientemente del tejido donde se expresen, pueden ser inducidas por
ABA exogeno como ya mencionamos anteriormente.

Aunque los genes Lea potenciaimente estén regulados por ABA los distintos patrones de
expresion que se observan indican que esta hormona debe formar parte de un complejo
mecanismo de regulacion.

En las semillas maduras se encuentran niveles altos de algunos ARNm Lea, situacion que

contrasta notoriamente con los transcriptos para proteinas de reserva que se acumulan en
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niveles muy altos al mismo tiempo que los transcriptos Lea, pero llegan a niveles muy
bajos o indetectables en la semilla madura (Galau et al., 1987). Algunas proteinas de
reserva se inducen por ABA como la cruciferina y la napina en Brassica napus (Crouch
y Sussex, 1981 y De Lisie y Crouch, 1989) y la subunidad § de la # conglicina de soja
(Bray y Beachy, 1985). Sin embargo las proteinas de reserva de otras especies no
aparecen reguladas por ABA. Esto demuestra la existencia de diferencias entre especies
y que diferentes grupos de genes expresados al mismo tiempo en el desarrollo de las
semillas estan regulados por mecanismos diferentes.

Por otra parte el ABA ha sido siempre considerado una hormona de estrés, cuyos niveles
endogenos se elevan como consecuencia de un déficit de agua en las células provocado
por distintas situaciones como deshidratacion, congelacibn o sasumento de la
concentracién salina del medio (Chandler y Robertson, 1994 y Voesenek y Van der
Veen, 1994). La falta de agua induce una respuesta compleja que se inicia con la
percepcion de la sefial y se manifiesta en cambios a nivel celular y fisiologico.

Estas respuestas también van a depender de la duracion y la severidad del estrés, asi
como del estado de desarrollo de la planta y del tipo de estrés hidrico. Las proteinas que
se expresan en las situaciones de estrés se pueden dividir en dos grandes grupos, las que
se inducen por ABA vy las que no lo hacen (Quarrie, 1990).

Entre las proteinas que se inducen como consecuencia de una situacion de estrés y que
no se inducen pbr ABA, llamados por Bray (1993) genes que no responden at ABA, se
encuentran aquellos donde la aplicacion de ABA exdgeno no varia su patron de
expresion como se describe en judia (Guerrero et al, 1990) y en Arabidopsis
(Yamaguchi-Shinozaki et al., 1992).

Entre las proteinas que se inducen por ABA, los diferentes estreses conectan en la misma
cascada de transduccion pues el ABA estd involucrado en la inducciéon de numerosas
proteinas como consecuencia de la pérdida de agua que estos estreses provocan (Bray

1993). De esta forma algunos genes expresados durante una situaciéon de estrés hidrico
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también se expresan durante las fases de maduracion debido & los procesos de
desecacion de la semilla.

Es en este punto donde converge la expresion génica como consecuencia tanto de un
estrés hidrico como del desarrollo del embrion, siendo los genes Lea los puntos de
convergencia o unién, dando fuerza a la hipétesis de que estos genes estan involucrados
en mecanismos generales de tolerancia a la sequia. Entre estos genes se encuentran los
genes Em de trigo (Berge et al.,, 1989) y Arabidopsis (Finkelstein, 1993), el gen rab 28
de maiz (Pla et al., 1991), las dehidrinas de cebada y maiz (Close et al., 1989) entre otros
y en todos ellos su expresion estd mediada por ABA.

Cuando en la regién promotora del gen de EM de trigo (Marcotte et al,, 1988) se
encontré una caja denominada ABRE (por ABA Responsive) se pensOd que todos los
genes regulados por ABA tendrian una caja ABRE en su promotor. Sin embargo existen
genes regulados por ABA que carecen de una caja ABRE, como el gen le16 de tomate
(Plant et al. 1991) que solo se expresa en tejido vegetativo aéreo frente a situaciones de
estrés hidrico o salino o por adicién de ABA exdgeno. En la planta de fa resurreccion
Caterostigma plantagineum tampoco se encuentra caja ABRE en aquellos genes que
responden al ABA (Michel et al., 1993).

Ademas, como ya se ha mencionado, los genes pueden estar regulados por ABA pero
presentar un patron espacial y temporal de expresion completamente distinto unos de
otros. Esta situacion sugiere que el ABA actua a través de multiples mecanismos o que
actian numerosos componentes todavia no identificados ademas del ABA. En un trabajo
donde se comparan ocho genes distintos inducidos por ABA en la embriogénesis de
maiz, Williams y Tsang (1994) forman tres grupos, en razon a diversos factores como la
concentracidn de ABA que necesitan para inducirse, el tiempo después de la polinizacion
en que se expresan, si para su expresion necesitan el factor Vpl, si son exclusivos de
embriones o también se expresan en tejidos sométicos. Esta situacion revela que altn

quedan muchisimos puntos oscuros, fundamentalmente en e} papel que jugaria e! ABA y
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de que forma actuaria en la regulacion de numerosos genes durante la embriogénesis y/o

la sequia.
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OBJETIVOS

El objetivo planteado en esta tesis es analizar los cambios de expresion que se producen
durante la embriogénesis somatica, situaciones de estrés hidrico y aplicacion de ABA
exogeno, estudiandose el grado de relacion existente entre estas tres situaciones. Este
trabajo se ha realizado en dos variedades de cafia de azicar, Saccharum officinarum, una
resistente y otra susceptible a sequia.

Como paso previo para realizar el estudio propuesto se ha puesto a punto la técnica de
obtencion de callos embriogénicos en esta especie.

Todos los estudios de cambios de expresion se han realizado por electroforesis
bidimensional de proteinas traducidas in vitro a partir de ARN total de las diferentes
situaciones.

Finalmente se ha estudiado el comportameinto del gen Em descrito como un gen Lea en

otras especies.
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MATERIAL

Se utilizaron dos variedades comerciales de cafia de azucar, Saccharum officinarum L.,
cedidas por el Dr. S. Gonzalez Suarez, Universidlad de La Habana, Cuba. Estas
variedades se caracterizan por su diferente comportamiento frente a situaciones de estrés
hidrico. La variedad Jaroni 605 (JA-605) es resistente a la sequia mientras que la

variedad Cuba 8751 (C-8751) es sensible a esa condicion.

METODOS

1-CULTIVO IN VIVO

Las plantas de estas dos vanedades se mantuvieron en invernadero y se renovaron por
resembrado de nuevas plantas. Las plantas adultas se cortaron desde la base y se
seccionaron por los entrenudos y estas estacas, formadas por un nudo mas varios
centimetros de tallo, se colocaron en posicion horizontal sobre vermiculita hiumeda, con
1a que se semicubrieron. De esta forma las yemas axilares germinaron. Cuando las nuevas
plantulas llegaron a medir unos 10 cm de altura y presentaban un sistema radicular muy

desarroliado se pasaron directamente a la tierra.

2-CULTIVO IN VITRO

2.1-Medios de cultivo

La composicion basica de todos los medios fue la descrita por Murashige y Skoog en

1962 (MS). Los reguladores de crecimiento empleados fueron. acido 2,4



19

diclorofenoxiacético (2,4-D), acido indol-3-acético (IAA), kinetina (K) y acido abscisico
(ABA). A todos los medios se les afiadié sacarosa al 3% (p/v) , el pH se ajustéa 5,7 y la
concentracion de agar fue de 0,8%. Los medios de cultivo se esterilizaron por

autoclavado a 1 Kg/cm2 de presion, 120°C durante 15 minutos.

Los medios de cultivo utilizados fueron los siguientes:

oFormacion de callo: MS+2 (MS + 2 mg/1 2,4-D)

sMantenimiento de callo: SCC ( MS + 3 mg/1 2,4-D + 1.2 mg/l IAA + 0.2 mg/l K)
eRegeneracion: SCR ( MS + 2 mg/l K + 1.3 mg/l 1AA)

2.2-Formacioén y propagacion de callos

En plantas adultas se selecciond, a partir del Gltimo entrenudo, una zona de una longitud
de 10 a 15 cm.. Se esteriliz6 en superficie con una solucion de etanol al 70% durante
unos segundos y luego se sumergié 20 minutos en una solucién de hipoclorito sédico al
5% y Triton-X100 0.02%. Se lavé profusamente con agua estéril. A partir.de este
“cilindro” de tejido meristematico se cortaron secciones de aproximadamente Imm. de
grosor. Se comenzo a cortar siempre desde el entrenudo hasta ilegar a distinguir las hojas
jovenes enrolladas de manera muy compacta. Cada una de estas secciones se considerd
un explante. Se sembraron en medio MS+2 y siempre se colocaron, manteniendo el
orden de menor a mayor altura que ocupaban en la planta, en 3 filas de 4 explantes cada
una por cada placa Petri. Las condiciones de cultivo fueron de oscuridad y a una
temperatura constante de 23 = 1°C por un periodo de 25 dias.

A partir de ese momento los transplantes se realizaron al medio de cultivo SCC cada 25

dias, manteniendose en las mismas condiciones de temperatura y oscuridad.
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2.3-Regeneraciéon

Los callos se cogieron entre el 3° y 8° periodo de subcultivo en el medio SCC, 10 dias
después de realizar el transplante. Se sembraron en medio SCR. Las condiciones de
cultivo fueron 16 h. de luz (12W/m?) y 8 h. de oscuridad a una temperatura de 241 °C.
El cambio de medio de cultivo se realizd cada 30 dias aproximadamente. Las plantulas
formadas se transplantaron por separado, disgregando el callo original. A los 3 meses del
primer transplante en medio SCR se obtuvieron plantulas de 10 cm. de altura
aproximadamente, que se podian sacar de las condiciones de esterilidad y ser sembradas
en una parcela de tierra.

La medida de la capacidad de regeneracion se realizo en callos, con el mismo mimero de
subcultivos en las dos variedades, que se pasaron al medio SCR. Un mes mas tarde se
evalud si el callo habia mostrado capacidad de regeneracion incluidos aquellos callos que
presentaron zonas verdes aunque no se pudiera distinguir una plantula en el momento de
la evaluacion. Al mismo tiempo se contabiliz6 el numero de plantulas que formoé cada
callo. Los datos se evaluaron, y se compararon en el primer caso a través de la prueba
de chi-cuadrado de contingencia y en el segundo haciendo un analisis de varianza de 1y

2 factores de efectos fijos.

3.-TRATAMIENTOS

Todos los tratamientos se realizaron por igual en las dos variedades de caila de azicar.
Para realizar los estudios referentes a la embriogénesis somatica, se escogieron los
siguientes tiempos:

TO: En este tiempo se fijaron aquellos callos que permanecieron por un espacio de 10
dias en medio SCC fresco, entre el 4° y 8° periodo de subcultivo.

Los restantes tiempos escogidos, se obtuvieron al pasar callos TO a las condiciones de

regeneracion ( ver 2.3)
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T1: Estos callos se caracterizaron por presentar zonas rojizas. Se fijaron a los 5 dias de
haber sido cambiados a las condiciones de regeneracion.

T2: Para este tiempo se eligieron los callos TO que se mantuvieron durante 15 dias en las
condiciones descritas arriba. Estos callos presentaron pequeiios brotes verdes.

E1l: Los embriones globulares de los callos altamente embriogénicos, que sélo llevaban 1
o 2 meses en el medio de cultivo SCC, se escogieron en forma individualizada.

E2: Igual que el punto anterior pero escogiendo embriones escutelares, de los callos
aitamente embriogénicos cultivados durante 5 dias en medio SCR.

Se realizaron dos tratamientos de estrés hidrico, y en ambos casos se partio de los callos
TO, tomando a estos callos TO como control de los tratamientos de sequia.

SEQUIA FUERTE: Se denomino de esta manera a aquellos tratamientos que produjeron
una perdida del peso fresco de los callos cercana al 50% . Para obtener este grado de
deshidratacion se dejaron los callos durante un periodo que oscilaba entre 1 y 2 horas,
bajo la corriente de aire de la cabina de flujo laminar, en una placa Petri vacia y
destapada .

SEQUIA SUAVE: En este tratamiento se provocé una pérdida aproximada del 12% del
peso fresco. Los callos TO permanecieron sobre un papel de filtro, dentro de una placa
Petri cerrada y en oscuridad, hasta llegar al peso deseado. El tiempo de duracion de estos
tratamientos fue de unas 24 a 30 horas.

En ambos casos y para comprobar que las condiciones no fueron tan drasticas como para
causar la muerte del tejido, se pusieron callos tratados en condiciones de regeneracion.
Estos callos tratados presentaban una regeneracion normal,

Para estudiar la accion del fitoregulador ABA en los callos embriogénicos se realizé el
siguiente tratamiento:

ABA: Se tomaron callos TO y se cultivaron durante 24 horas en un medio de cultivo
SCC suplementado con ABA 10“M, en las mismas condiciones de temperatura y
oscuridad que los callos en SCC. En este tratamiento los controles también fueron los

callos TO.
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Se realizaron otros tratamientos con esta hormona, que se especifican en cada caso,
también con callos TO, utilizando dos concentraciones de ABA: 107 y 10® M. En el
primer caso la duracién del tratamiento fue de 24 h. y de 4 dias, mientras que con la
concentracién de 10 M también se hicieron tratamientos de 9 y 18 dias. Los controles
de estos tratamientos fueron callos cogidos en los mismos tiempos y mantenidos en el
medio SCC.

Después de cada tratamiento se congeld el material en nitrogeno liquido y se guardo en

congelador a -80°C hasta el momento de extraer el ARN.

4.-EXTRACCION DE ARN

Se utilizo el método del fenol/SDS, segun el protocolo de (Ausubel et al., 1989) con
ligeras modificaciones para extraer ARN total.

Se homogeneizé 1 g de muestra en el mortero, manteniendo el tejido siempre
congelado. Se transfirio a un tubo estéril con 15 ml de buffer TLE (0,2M Tns; 0,1M
LiCl, 5SmM EDTA y pH 8,2) y 750 ul SDS 20% y se agitd vigorosamente. Se agrego un
volumen de 7,5 ml de fenol equilibrado con buffer TLE (fenol-TLE) y se mezcld por
agitacion. Finalmente se afladié otro volumen de 7,5 ml de cloroformo. Después de
agitar toda la mezcla se incubd a 50°C durante 20 minutos. Se centrifugd 20 minutos a
4°C, a 10.000 rpm en un rotor JA-20 Beckman. La fase acuosa (superior) se transfirio a
un tubo limpio con 7,5 ml fenol-TLE y 7,5 ml cloroformo y se repitié la centrifugacion
anterior. Este proceso de lavado se realizo hasta observar que la interfase estaba
completamente limpia. Siempre se hizo un ultimo lavado de la fase acuosa con 15 mi de
cloroformo. Esta fase se recogio en un tubo de cristal estéril y se agregd 1/3 de este
volumen de una solucién 8M de CILi. Se dejé precipitar toda la noche a 4°C. Se
centrifugd a 4°C durante 20 minutos a8 10.000rpm . Se recogid el precipitado en 1 ml de
ClLi 2M y se traspaso a un tubo Eppendorff. Se realizé una incubacion de 30 minutos en

hielo y se centrifug6 a 4°C durante 15 minutos a 13.000 rpm. El precipitado se lavd con
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CILi 2M unas 2 6 3 veces. Una vez limpio ¢! ARN se disolvié en agua y se le agregéd
1/10 vol. de AcNa 3M pH 5,2 y 3 vol. de etanol a -20° C. El ARN se puede conservar
de esta forma por tiempo indefinido a -80°C. En el momento de ser utilizado el ARN se
recuperd por centrifugacion a 13.000 rpm a 4°C y se lavd con una solucién de etanol al
70% a -20° C.

Para analizar la calidad del ARN extraido se tuvieron en cuenta dos parametros:

a.- La relacion existente entre la valoracién obtenida en el espectrofotémetro a Aze ¥y
Aago. Aquellas muestras que dieron un valor inferior a 1,5 se descartaron.

b.- Visualizacion de los ARN extraidos en una electroforésis en geles de formaidehido.
La valoracion del ARN extraido se determiné segun ia relacion:

1 ODs0= 40 pg/ml ARN

5-TRADUCCION IN VITRO

Se utilizo el sistema del extracto de germen de trigo de Promega. Para cada reaccién, de
un volumen final de 50 pl se usaron 6 ugr de ARNtotal, desnaturalizado durante 10
minutos a 67 °C. Como aminoacido marcado se incorporaron 2 pt de L-metionina S*°,
cuya concentracion era de 10,7 mCi/ml (ICN Biomedicals). Las reacciones se realizaron
stguiendo las instrucciones de las casas comerciales durante 1 hora a 25 °C. Este material

se congelo y liofiliz6 y se mantuvo a - 80 °C hasta el momento de ser utilizado.

6.-ELECTROFORESIS BIDIMENSIONALES DE PROTEINAS

Se siguié el protocolo descrito por O Farrell. (1975)
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6.1.-Primera Dimension

Las muestras se separaron segun su punto isoeléctrico en geles cilindricos de 11 cm de
largo por 2 mm de didmetro. La preparacién de 10 ml de mezcla para estos geles se
realizé a partir de 4,8 gr urea, 1,34 ml acrilamida 30% (28,4% acrijamida y 1,6%
bisacrilamida), 2 mi NP-40 10%; 400 ul anfolitos del rango 5 a 7 y 100 pl anfolitos de 3
a 10, 7 uil TEMED y 10 pl persulfato amoénico 10%. Para evitar que se seque el gel
durante las 2h. de polimerizacion, una vez servido se cubrid con 10 pl de agua.
Transcurrido este tiempo, se elimind el agua y se agregaron 20 wl de buffer A ( 9,5M
urea; 2% NP-40; 5% Pmercaptoetanol y 2% anfolitos en ia proporcion ya descrita), y
sobre este 10 pl de agua. Se permitid que el gel se equilibre durante 2 horas. Finalmente
los geles se precorrieron con otros 20 pi de buffer A fresco en condiciones de voltaje
constante durante 15 minutos a 200 volts., 30 minutos a 400 volts. y 30 minutos a 600
volts. En la cubeta superior el buffer utilizado fue una solucion de NaOH 0,02M y en la
inferior H;PO, 0,01M. Las muestras se disolvieron en 25 pl buffer A, se cargaron sobre
el gel despues de la precorrida y se cubrieron con 10 pl de buffer K (9M urea y 1%
anfolitos). La electroforesis se realizé a voltaje constante, 600 volts. durante 15 horas y
un pulso de 1 hora a 800 volts.

Al terminar la electroforesis, los geles se equilibraron 30 minutos en buffer O ( 10%

glicerol, 50% fmercaptoetanol,; 2,5% SDS y 0,625M TrisCiH pH 6,8 ).
6.2.- Segunda Dimension

La separacion de las proteinas segiin su PM se realiz6 en un sistema discontinuo.

El gel separador, inferior, se preparé con 16 ml de una soluciéon 30% acrilamida: 0.8%
bisacrilamida, 7,5 ml TrisCIH pH 8,8, 100 pl SDS 20%, 0,016 ul TEMED y 100 ul
persulfato aménico 10%. Apr-oximadameme 30 minutos mas tarde, una vez polimerizado

este gel, se cargd el gel concentrador. La preparacion de 10 ml de gel concentrador se
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llevd a cabo con 1,7 ml de la solucion de acrilamida-bisacrilamida, 1,25 mi TrisCIH pH
6,8, 50 pul SDS 20%, 10 pl TEMED y 40 ul persulfato amonico. El tiempo de
polimerizacion tambien fue de unos 30 minutos. Sobre este gel discontinuo vertical se
depositd el gel cilindrico obtenido en la 1° Dimension. Se utilizd el siguiente buffer: 1%
SDS, 6% Tris base y 14,4% glicina. Las corrida electroforética se realizo a corriente
constante, en el gel concentrador a 25 mA y cuando el indicador de frente (azul de
bromo fenol) llegd al gel separador se disminuy6 a 20 o 15 mA. El amperaje al que se
corrieron los geles dependi6 fundamentalmente de la temperatura a la que llegaban éstos.

Nunca se redujo la corriente por debajo de los 12 mA.

6.3 - Evaluacion de Ia electroforesis

Al terminar la electroforesis, los geles se sumergieron en una solucion fijadora 40%
metanol y 10% acido acético con Azul de Coomasie al 20% (p/v). Se dejaron tefiir
durante 1 hora en agitacion y luego se realizaron varios lavados con la solucion fijadora.
De esta forma se pudieron ver las proteinas 2 horas despues de terminada la
electroforesis. Aquellos geles que mostraron patrones distorsionados en la primera y/o en

la segunda dimension fueron descartados.

6.4.-Exposicion

Los geles se cambiaron directamente de la solucion fijadora a la solucion fluorografica
EN’HANCE (DuPont) y se mantuvieron en agitacion durante 30 minutos. Se hicieron 2
lavados de 15 minutos en agua. Se transfirieron a papel 3MM vy se cubrieron con film
transparente. Se secaron a 65°C durante 1 hora en vacio. Una vez secos y en condiciones
de oscuridad se colocaron en contacto directo con la pelicula para rayos X, Kodak X
Omat AR (Eastman-Kodak). El tiempo de exposicion fue de 1 a 2 semanas a - 80°C. El

revelado se realizé segan las instrucciones del fabricante.
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6.5.- Lectura

La lectura de los patrones obtenidos se hizo por inspeccion visual. La comparacion se
realizé 2 a 2 entre los diferentes patrones y considerando las repeticiones hechas en cada

uno de los casos estudiados.
7-EXTRACCION ADN

Se realizo siguiendo el protocolo de (Dellaporta et al., 1983) con modificaciones.

Entre 0.5 y 1 gramo de tejido congelado se homogeneizé en mortero, con nitrogeno liquido.
El polvo se transfiri a un tubo de centrifuga con 15 ml de buffer de extraccion (100 mM Tris
pH 8, 50 mM EDTA, 500 mM NaCl y 10 mM fmercaptoetanol), se afiadié 1 mt de SDS
20% y se mezclo vigorosamente. Se incubo 10 minutos a 65°C. Se agregaron 5 ml de acetato
potasico SM, se agitd vivamente y se incubo 20 minutos en hielo. La muestra se centrifugo 20
minutos a 17000 rpm en un rotor JA-20 Beckman. El sobrenadante obtenido se fiitro a través
de una gasa y se recogio en un tubo con 10 ml de isopropanol a -20° C. Después de mezclar
suavemente, se incubo a -20 °C por lo menos durante 30 minutos. El ADN se precipit6é por
centrifugacion a 15000 rpm, 15 minutos. Se elimind el sobrenadante y se seco el precipitado
invirtiendo el tubo sobre papel de filtro. El precipitado se dejo resuspender durante 20
minutos ¢con 750 pul de TE 50 : 10 (50 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 8) y se transfirio a un
tubo Eppendorf. Se centrifugé durante 10 minutos a 13000 rpm, el sobrenadante se transfiri6
a un tubo limpio y se afiadieron 75 ul de acetato de sodio 3 M pH 52 y 500 ul de
isopropanol. Se mezcl6 y se centrifugd 5 minutos. El precipitado se lavo con etanol 80%, se
secO y se resuspendié en 300 ul de agua. Se fenolizd con igual volumen de PCIA (25 fenol:
24 cloroformo: 1 isoamilalcohol) y se centrifugd 15 minutos a 13000 rpm. A la fase acuosa se
le agrego igual volumen de cloroformo y se centrifugé. Nuevamente se recogié la fase acuosa
y se utilizaron 3 volumenes de etanol 100% frio y 0.1 voliimenes de acetato de sodio 3M. Se

permitié la precipitacion del ADN toda la noche a -20 °C (de esta forma ¢l ADN se puede
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guardar por tiempo indefinido), se recuperd por centrifugacion y el precipitado se lavo con
una solucion fria de etanol 70%. El ADN se resuspendio en agua. En todos los casos se trato
con RNasa (A + T1).

Para analizar la calidad del ADN extraido se tuvieron en cuenta dos parametros:

a.- La relacion existente entre la valoracion obtenida en el espectofotometro a Az y
Aago. Aquellas muestras que dieron un valor inferior a 1,5 se descartaron.

b.- Visualizacion de los ADN extraidos en una electroforésis.

La valoracion del ADN extraido se determin6 segun la relacion:

1 QDo = 50 ug/ml ADN

8.-ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS

8.1.-Electroforesis de ADN

Se utilizaron geles entre el 0.8% y 1.2% de agarosa, buffer TAE 1x (40 mM Tris acetato, 1
mM EDTA, pH 8) y bromuro de Etidio (1 pg/l), segin Sambrook et al. (1989). Las muestras
se cargaron en el gel con el buffer de carga: 50% glicerol, ImM EDTA y 0.25% azul de
bromofenol . La electroforésis se realizd en buffer TAE 1x.

8.2.-Electroforesis de ARN

La separacion del ARN se realizo en geles con formaldehido. La composicién de estos geles
fue de 1.2 % agarosa, buffer MAE 1x (20 mM MOPS, 5 mM acetato sodico y 1 mM EDTA
pH 7) y formaldehido 2.2 M. A las muestras de ARN total disuelto en agua se le agregd 3.2
veces su volumen de solucion desnaturalizante (1 buffer MAE 5x : 1.75 formaldehido : 5

formamuda). Estas muestras se desnaturalizaron 15 minutos a 65 °C. Para cargar las muestras
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en el gel se agregd el buffer de carga (50% glicerol, ImM EDTA, 0.25% azul de bromofenol
y 0.25% Xilano cianol). La electroforésis se realizd en buffer MAE Ix.

Para analizar la calidad del ARN, se afiadio bromuro de Etidio a las muestras junto con el
buffer de carga, pero si era para realizar una transferencia solo se utilizd6 BrEt en el marcador
de PM. El marcador de PM utilizado fue de la casa USB, y consiste en una serie de
transcritos de ARN de 9488 a 363 nucledtidos.

9.-TRANSFERENCIA DE ACIDOS NUCLEICOS A MEMBRANAS

9.1.-De ADN ( tipo Southern)

El gel de agarosa se cubri6 con solucion desnaturalizante (1.5 M NaCl, 0.5M NaOH) durante
30 minutos a temperatura ambiente con agitacién. Se neutralizé durante 30 minutos en
solucion neutralizante (1.5 M NaCl, 0.5 M Tris HCI pH 7.2, imM EDTA). La transferencia
se realizo a membranas de nylon (Hybond N, Amersham) por capilaridad con una sotucién
20x SSC (3M Na(Cl, 0.3 M Citrato de sodio pH 7) durante toda la noche, a temperatura
ambiente (Southern 1975). La membrana se lavé 5 minutos en una solucion 2x SSC. El

ADN se fijo a la membrana a 80 °C durante 2 horas.

9.2.-De ARN (tipo Northern)

El gel de agarosa se lavo 10 minutos en agua. Se transfirié a una membrana de nylon cargada

(Hybond N", Amersham) por capilaridad, como ya se explico en el punto anterior. E} ARN se

fijo a la membrana a 80 °C durante 2 horas.
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10.-HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

10.1.-Marcaje radioactivo de sondas

El marcaje de los ADNs que se utilizaron como sondas se hizo por ramdom primer y se
empleo el kit Multiprime de Amersham, siguiendo sus especificaciones. La cantidad de [aP*)
dCTP (ICN, Inc.) utilizada fue de 50 uCi, (concentracién 10 mCi/ml). La punficacion de las
sondas marcadas se realiz6 a través de columnas de Sephadex G-25M (Pharmacia).

10.2.-Hibridacién tipo Southern

Las hibridaciones se llevaron a cabo en tubos de vidrio, siguiendo basicamente el protocolo
descripto por Sambrook et al. (1989). Las membranas se prehibridaron durante toda la noche
a 62 °C con 50 ml de una solucién compuesta por 5x SSPE (0.9 M NaCl, 50 mM fosfato de
sodio y 5 mM EDTA pH 7.7), 5x solucién Denhardt (Ficoll 0.02%, PVP 0.02% y BSA
0.02%), SDS 0.5% y 500 pg/m! de ADN de esperma de salmon desnaturalizado. El tiempo
de hibridacion fue variable de 16 a 20 h a una temperatura de 62°C.

Después de la hibridacion los filtros se lavaron en 2x SSPE, 0.1% SDS a temperatura
ambiente durante 1 hora, en 0.2x SSPE, 0.1% SDS a 45° C durante 30 minutos y luego dos
tavados de 10 minutos a 62° C, primero en 1x SSPE, 0.1% SDS y finalmente en 0.2x SSPE,
0.1% SDS.

10.3.-Hibridacién tipo Northern

Los filtros se prehibridaron, toda la noche, a 40 °C en una solucion 50% formamida, Sx
SSPE, 5x solucién Denhardt, 0.5% SDS y 500 ug/ml de ADN de esperma de salmon
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desnaturalizado. En el momento de realizar la hibridacion se sustituy6 por una solucion fresca
y se agregé la sonda marcada y desnaturalizada, el tiempo de hibridacién fue de 20a 24 h.
Los lavados realizados fueron idénticos a los del apartado 10.2.

11.-AMPLIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

Como molde se utiliz6 ADN gendmico. Como cebadores se utilizaron los oligonucledtidos:

1 5 _TGAATTCAGCTGGACCGCAAGGCTCG ¥’

2 5 TGAATTCTGAACTTGGACTCGTCGAT 3’

Estos cebadores especificos llevan en su extremo 5’ ia diana para la endomucleasa de
restriccion Eco Rl, que aparece subrayada en la secuencia.
Para la amplificacién se utilizd {a polimerasa termoestable de Promega, en las siguientes
condiciones : 50 mM KCl, 10 mM TrisCIH pH: 9, 0.1% Trton X100, 2mM Cl,Mg, 200 uM
nucledtidos, 5 uM de los cebadores.
E! termociclador (Peltier PTC-100, M. J. Research Inc.) se utiliz6 con las siguientes
especificaciones:

5 minutos 94°C

30 segundos 94° C

30 segundos 60°C § 30ciclos

1l mimito  72°C

10 minutos 72°C

£C
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12.-PURIFICACION DE ADN A PARTIR DE UN GEL DE AGAROSA

Se corta y extrae de gel de agarosa la banda que se desea purificar. Para esto se utiliza el kit

Geneclean II (Bio 101 Inc.) y se siguen sus instrucciones.

13.-LIGAMIENTO

La reaccion de ligamiento se realizd con el ADN amplificado y purificado por Geneclean.
Como vector de clonaje se utilizd el plasmido Bluescript II SK™. Los extremos cohesivos,
tanto del inserto como del vector se obtuvieron con la enzima de restriccion EcoR I, y una
vez inactivada esta enzima los fragmentos se ligaron con la ligasa T4 (Boehringer-
Mannheim). La reaccion se realizo durante toda la noche a 16° C.

14 -TRANSFORMACION

Se utilizaron células competentes de E. Coli (DH5a). La seleccion de colonias transformadas
se realizo en medio LB con antibiético (Ampicilina 50mg/ml) El sistema enzima sustrato; X-

Gal e IPTG se utiliz6 para seleccionar los clones positivos.

15.-AISLAMIENTO DE ADN PLASMIDICO

Las preparaciones de ADN plasmidico se realizaron a pequefia escala, siguiendo el protocolo
de lisis alcalina descrito en Sambrook et al. (1989), a partir de cultivos de 1.5 6 10 ml en LB
con antibidtico incubados durante una noche a 37°C. EI. ADN obtenido se utilizo6 en
digestiones con enzimas de restriccion.

Las preparaciones de plasmudo para secuenciacion se realizaron utilizando el método de

purificacion QUIAGEN, siguiendo las instrucciones de la casa comercial.
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16,-SECUENCIACION

Las reacciones de secuenciacion se llevaron a cabo en el servicio de secuenciacion de la

Universidad Complutense de Madrid.

17.-ANALISIS DE LAS SECUENCIAS

17.1.-Biisqueda de homologias

La secuencia de nucleotidos fué comparada con las presentes en distintos bancos,
GenBank, EMBL, DDBJ, PDB, utilizando el programa BLASTP de busqueda de
homologias. La secuencia traducida fué comparada, utilizando el programa BLASTX,
con las presentes en los bancos de proteinas: GenBank CDS translation, PDB,

SwissProt, PIR, y PDB.

17.2.-Alineamientos

Los alineamientos se realizaron utilizando las aplicaciones Gap y Pileup del programa

Genetics Computing Group (GCG) de Wisconsin,

18.-ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

Para obtener una ordenacion tridimensional que permitiera una representacion en el
espacio del grado de relacion existente entre las 12 situaciones estudiadas se realizo un
andlisis de componentes principales. Este es el método de ordenacion en 2 o 3
dimensiones mas comunmente utilizado. Con los datos de presencia y ausencia de
proteinas se construyo una matriz de 1 y O respectivamente. Se utiliz6 el programa

NTSYS (Rolf, 1990) para tratar los datos y obtener la representacion tridimensional. Las
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coordenadas de los ejes corresponden a las combinaciones lineales de las variables
originales y resumen las dimensiones de variacion. Asi el eje principal se corresponde con

la dimension que muestra la mayor varianza de las muestras (Sneath y Sokal, 1973)
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RESULTADOS

1.-FORMACION DE CALLOS

En la induccion de callos, los explantes que se fueron obteniendo (Figura Ia) por corte
de hojas inmaduras, se mantuvieron en e} orden en que se fueron cortando y asi se llamo
zona ] a los primeros doce cortes a partir del iltimo nudo y correspondit a la zona basal,
la zona 2 fue la siguiente y la zona 3 correspondia a la zona superior donde ya se
visualizaban las hojas jovenes superenrrolladas. En aquellos casos en los que los tallos
fueron muy vigorosos se pudieron obtener hasta 12 cortes méas. Cada explante fue de
unos 2 mm de grosor aproximadamente. De esta forma cada zona abarcé unos 2.5 em de
longitud.

La aparicion de tejido desdiferenciado comenzo a los 10 dias de cultivo, sobre la zona de
corte del explante observandose células grandes que no estaban unidas entre si. Durante
¢l periodo de 4 semanas en el medio MS + 2, los cortes mantuvieron su organizacion ya
que el crecimiento de tejido desdiferenciado fue muy lento y restringido a pequefias
zonas. En los ultimos explantes de la zona 3, la hoja mas externa se fenolizaba por
completo, adquiriendo un color entre marrén oscuro y morado, sin formar callo (Figura
1b), mientras que las hojas més internas lo formaban. Los explantes siguientes se
fenolizaban por completo y no fueron capaces de formar callo.

Al poco tiempo de pasar el tejido a medio SCC se podian observar embrionés somaticos
que se habian formado sobre los cortes de las hojas en el medio MS + 2. A partir de este
momento y durante el primero y segundo periodo de cultivo en medio SCC el tejido era
completamente heterogéneo, ya que aparecian trozos del explante sin diferenciar, un
callo de tejido mucilaginoso y laxo de color grisiceo y zonas altamente embriogénicas.
Estas zonas embriogénicas mostraban embriones en estadio globular y escutelar, eran de
color blanco, aspecto liso y compacto y altamente organizadas (Figura Ic). Los
embriones globulares que Ilamamos'El, presentaban un aspecto completamente esférico y

se formaban principalmente en la periferia de estos
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callos, mientras que en los escutelares (llamados E:) se podia observar una zona central
constituida por el embridn, que parecia un cilindro situado sobre una estructura laminar,
el escutelo.

La seleccion y subcultivo de aquellas zonas embriogénicas permitia que a partir del tercer
periodo de subcultivo, el cultivo estuviera formado por un solo tipo de callo y fuera mas
homogéneo. Estos callos que ya se comenzaron a observar después del primer subcultivo
en SCC, eran de un color marfil o amarillo palido, con células pequeiias y apretadas
aunque disgregables, lisos y suaves y los embriones se observan en una frecuencia mas
baja. Su aspecto y comportamiento fue similar en las dos variedades. A partir del cuarto
subcultivo solo observamos embriones globulares.

Se pudo observar que la zona 2 producia mas masa de este callo que 1a zona ] en todos
los casos y generalmente mas que la zona 3 si ésta era la ultima. En el caso de haber
obtenido callos de la zona 4, se obtenia el mismo rendimiento de las zonas 2 y3.

Estos callos homogéneos, a partir del tercer subcultivo, cuando llevaban 10 dias en
medio SCC fresco se escogieron como control (TG) y con ellos se realizaron los distintos
tratamientos (Figura 1d).

Después de un afio en cultivo los cailos comenzaron a presentar un aspecto mas
mucilaginoso y un ritmo menor de crecimiento no observandose embriones, hasta llegar a
los dos afios aproximadamente, a formarse un callo blando de células muy grandes y que

dejaba de crecer.

2..REGENERACION IN VIVQO

Al comparar la capacidad que mostraron ambos genotipos de formar nuevas plantas a
partir de las yemas axilares, de las estacas sembradas en vermiculita, se pudo observar
que en la variedad C-8751 era mucho mayor el nimero de nudos que formaban plantas
(R) que e! de nudos que no lo hacian (NR) (Figura l¢). Este comportamiento se refleja

en la siguiente tabla:
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N° de Nudos Nudos % v
nudos R NR R
JA-605 46 2 44 4.35 36.329 ***
C-8751 49 31 18 63.26

**% (n<0.001)

La prueba de chi cuadrado de contingencia revela que las diferencias son altamente

significativas.

3.-REGENERACION IN VITRO

A los dos dias de pasar los callos TO a las condiciones de regeneracion, se empezaba a
observar la aparicion de una pigmentacion rojiza, que a los 4 dias alcanzaba toda la
superficie del callo pudiéndose observar embriones escutelares de distintos tamafios
(Figura 1f). Esta situacion se denomind T1. Una semana mas tarde los embriones habian
continuado su desarrollo, y comenzaban a distinguirse pequefias plantulas aunque
también persistia algunos embriones escutelares (Figura 1g). A estos callos los
denominamos T2.

La tasa de regeneracion de los callos embriogénicos fue muy alta en las dos variedades.
La evaluacién de la capacidad de regeneracion de los callos se realizé con callos que
habian sido cultivados 1 mes en medio MS+2 y 2 meses en el medio SCC. Para evitar
cualquier variacion tanto debida al periodo de subcultivo como al momento de recogida
del material del invernadero, se hicieron todos los trabajos en las dos variedades al
mismo tiempo.

Estos callos se mantuvieron durante 1 mes en Magentas con 40 m! de medio SCR en las

condiciones de regeneracion.
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Para evaluar si la capacidad de regeneracion era afectada por el tipo de explante inicial se
utilizaron callos provenientes de la zona basal 1, de la zona intermedia 2 y de la zona
superior 3. Los datos de callos que no regeneraron (NR) y aquellos caflos que mostraron

capacidad de regeneracion (R) se muestra en la siguiente tabla:

Variedad  Explante  Total NR R %R
] 166 10 156 93.9
C-8751 2 157 8 149 94.9
3 100 18 82 82.0
1 124 18 106 85.5
JA-605 2 17 20 57 74.0
3 70 42 28 40.0

Para poder evaluar si las diferencias observadas eran significativas se hicieron chi-
cuadrados de contingencia.

Al evaluar las diferencias dentro de cada variedad, debidas al explante inicial, se
obtuvieron los siguientes datos:

En la variedad C-8751, 1a comparacion entre callos formados a partir de la zona basal 1 y
la zona intermedia 2 revelé que no existen diferencias significativas entre ambos: x* =
0.1314 (0.80 > p > 0.70) no significativo

Al no haber diferencias significativas entre estos datos, se agruparon para hacer la
comparacion con los callos obtenidos a partir de la zona distal 3; x* = 15.1456
(p<0.001). Estos datos demuestran que las diferencias son significativas y los callos
obtenidos de las regiones 1 y 2 regeneran mas que aquellos calios que se obtuvieron a
partir de la region 3,

En la variedad JA-605, primero se realizd la comparaciéon para la capacidad de
regeneracion entre los callos formados a partir de la zona 1 y de la 2. x* = 4.0669
(0.05>p>0.01) siendo Ias diferencias significativas.

La comparacion de datos entre callos de las zonas 2 y 3 dio el siguiente resultado: x* =

17.407 (p<0.001), siendo esta diferencia significativa.
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Por tanto, en esta variedad los callos obtenidos de tres zonas distintas presentan claras
diferencias en su capacidad regenerativa.

Para evaluar diferencias entre los dos genotipos se compararon los callos con idéntico
origen. Los callos formados a partir de explantes basales, zona 1, dieron el siguiente
valor: x*= 5.867 (0.05>p>0.01). Los callos de la zona 2: ¥*= 21.378 (p<0.001). Los
callos de zona 3: ¢*=25.099 (p<0.001).

Las tres comparaciones demuestran que las diferencias entre C-8751 y JA-605 son

significativas. La capacidad de regeneracion fue mayor en la variedad C-8751 en todos

los casos. Todos estos datos se muestran en el siguiente grafico.
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4.-GERMINACION DE EMBRIONES

Para evaluar el nimero de brotes que podian formar los callos embriogénicos de las dos
variedades, y comprobar si habia un efecto debido al origen de los callos se conto el
nimero total de brotes que produjo cada callo (llamaremos brote a los embriones

germinados).

Variedad Explante Callos N°brotes brotes/callos

1 112 253 2.26
C-8751 2 114 250 2.19
3 47 82 1.70
1 86 234 2.72
JA-605 2 52 115 221
3 18 27 1.50

Este recuento se realizé con callos que llevaban 1 mes en condiciones de regeneracion y
con aquellos brotes que midieron mas de 2.5 mm de longitud. Con estos datos se

hicieron analisis de varianza. El resultado del analisis de varianza de dos factores fijos fue

el siguiente:

Fuente de Suma de Grados de Cuadrados F
Variacion cuadrados Libertad Medios

brote- var 0.719331 ) 0.719331 0.435 (NS)
brote-callo 34651284 2 17325642 10.488 ***
Interaccion 8.7543960 2 43771980 2.650 **

Residual 695.49756 421 1.6520132

Total 742.18735 426

wkx F[Z,oo] = 6.63 p= 0.001
** F[Z,oo] =273 P= 0.1



42

Se observa que la varianza es altamente significativa en la germinaciéon dependiendo del
explante del que se forme el callo que regeneré. Sin embargo no existen diferencias en la
formacion de brotes dependientes del genotipo. A pesar de esto, dado que la interacciéon
fue practicamente significativa, se realizaron dos analisis de varianza de un factor fijo con
los mismos datos evaluando primero el origen de los callos dentro de cada una de las
variedades y luego teniendo en cuenta solo la variedad.

Se realizoé un analisis de varianza entre niimero de brotes y origen del callo:

Fuente de Suma de Grados de Cuadrados F
Vanacion cuadrados Libertad Medios
Entre Grupos 32.57813 2 16.289064 9.733 ***
En el Grupo 709.60923 424 1.673607
Total 742.18735 426

bk F[Z,w] =6.63 pP= 0.001

Estos resultados son coincidentes con la ANOVA de dos factores realizadas en el paso
anterior, e indican que los callos de la zona 1 formaron mas brotes que los de la zona 2 y
éstos mas que los de la zona 3, en las dos variedades.

Igualmente se llevo a cabo el siguiente analisis de varianza entre namero de brotes y

variedad:
Fuente de Suma de Grados de Cuadrados F
Variacién cuadrados Libertad Medios
Entre Grupos 8.78476 1 8.7847562 5.091*
En el Grupo 733.40263 425 1,7256532
Total 742.18735 426

* Fj1.3= 5.0239 p = 0.025
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Estos resultados revelan que las diferencias entre variedades son significativas

En el anélisis de varianza de dos factores esta situacion quedo enmascarada por e} hecho
de que los callos de la zona 1 forman mas brotes en la variedad JA-605 que los de la
variedad C-875] mientras que los de la zona 3 forman mas brotes en la variedad C-8751
que en el otro genotipo.

Esto se puede observar en el siguiente grafico donde se representa el valor medio de
brotes formadas a partir de los callos de las tres zonas analizadas en las dos variedades

(1as barras verticales indican la desviacion estandar de los valores).
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Se evaluo la capacidad de regeneracion que presentaron en ambas variedades, aquellos
sectores altamente embriogénicos de los callos heterogéneos que llevaban sdlo 1 6 2
meses en medio SCC y que estaban formados por embriones en estadio globular (E;) y

escutelar (E;). Despues de pasar estos callos embriogénicos a condiciones de
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regeneracion, se evalud si regeneraban (R) 6 no regeneraban (NR) y se obtuvieron los

siguientes resultados:
Total R NR %
JA-605 51 40 1t 78.43
C-8751 47 35 12 74.46

El valor de %* es de 0.2137 (0.7>p>0.5). Estas diferencias fueron no significativas.

5.-TRANSPLANTE A CONDICIONES IN VIVO

Los brotes obtenidos presentaron un aspecto normal. Después de 3 meses en medio de
regeneracion, con transplantes realizados cada mes donde las nuevas plantulas formadas
se individualizaban y cultivaban por separado en tubo 6 Magenta, estas podian ser
pasadas a tierra sin inconvenientes. En el pasaje del cultivo in vitro a tierra no se observo
mortandad de las plantulas.

Es de destacar que nunca se obtuvieron plantulas vitrificadas ¢ que presentaran
engrosamiento de sus tejidos. No se observaron plantulas albinas a lo largo de todo este
trabajo. Las plantas obtenidas por regeneracion in vitro y aquellas otras que se formaron
por el desarrollo de las yemas axilares in vitro, tenian idéntico aspecto y se adaptaron a
las condiciones del invernadero.

Las plantulas recuperadas de la variedad C-8751 fueron siempre mas vigorosas y

formaban un mayor nimero de tallos a partir de cada estaca.

6.- ANALISIS DE PROTEINAS EN ELECTROFORESIS BIDIMENSIONALES EN
GELES DE POLIACRILAMIDA

Con el fin de evaluar la modificacion de la expresion génica producida por las condiciones
que se estudiaron en este trabajo se eligié la eléctroforesis bidimensional en geles de
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poliacrilamida (PAGE), que fue descrita por O’Farrell (1975). Esta metodologia permite la
visualizacion simultanea de cientos de proteinas en un solo gel. Ademas como se realiza en
condiciones altamente desnaturalizantes permite que cada proteina se caracterice & nivel de un
Unico polipéptido. Se ha elegido 1a electroforesis bidimensional mas comunmente usada, que
consiste en separar las proteinas en la primera dimension en base & su carga por
isoelectroenfoque y luego separar los polipéptidos en la segunda dimension en presencia de
SDS (SDS-PAGE) que produce una separacion debida principalmente al peso molecular.

6.1.- Anilisis de los patrones de proteinas totales

Las muestras utilizadas fueron TO, T1 y T2 para el estudio de la embriogénesis somatica. Para
estudiar el efecto del estrés hidrico sobre Ia expresién se simuld en un estudio preliminar la
pérdida de potencial agua agregando polietilenglicol, PEG 3000, al medio de cultivo. La
duracion de este tratamiento fue de 72 horas en el medio SCC suplementado con 22% PEG
3000 en condiciones de cultivo de callos.

En esta primera etapa del trabajo se extrajeron las proteinas totales, se corneron en SDS-
PAGE y se tifieron con plata. Se obtuvieron patrones proteicos altamente repetibles en todos
los casos, aunque con pequefias variaciones en la intensidad y coloracion de las manchas.

El andlisis de estos patrones proteicos no reveld diferencias ni entre tratamientos ni entre

variedades.

Debido al hecho de no poder encontrar diferencias utilizando este sisterna se buscod un sistema
mucho més sensible pero que igualmente permitiera el anélisis de Ia expresién de un rango
muy amplio de genes. Asi se modifico la estrategia de estudio al analizar las proteinas
traducidas 7 vitro a partir de los ARN extraidos de las distintas muestras.
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6.2.- Anilisis de los patrones de proteinas traducidas in vitro

A partir de las muestras fijadas en liquido se extrajo el ARN total segun el método de
SDS/Fenol. El rendimiento fue de aproximadamente 300pug ARN/ g. de tejido. En general no
hubo problemas ni de degradacion ni de contaminacion con ADN.

La traduccion in vitro se realizd en el sistema de germen de trigo, siguiendo las instrucciones
de la casa comercial e incorporando cisteina $** como aminoécido marcado. De esta forma,
las nuevas proteinas impresionaron una pelicula de rayos X, donde quedo reflejado el patron
de expresion de cada situacion analizada.

En todas las autoradiografias se pudieron observar unas 250 proteinas.

La comparacion entre todos los patrones proteicos se hizo 1 a 1 y en base a la intensidad y
posicion relativa de cada una de las manchas. Se tomé como patrén de referencia JA-605 TO.

Los patrones proteicos obtenidos para cada uno de los diferentes tratamientos mostraron su
repetibilidad.

Para el analisis de las comparaciones solo se tuvieron en cuenta diferencias cualitativas. Se
enumeraron 156 proteinas que se pudieron identificar facilmente debido a su posicion e
intensidad. De estos 156 polipéptidos, 67 mostraron una expresion diferencial para alguna de
las 12 situaciones analizadas,

Estos datos se recogieron en forma de tabla donde la presencia de una proteina se indic6
como (+), y la ausencia como ( - ).

Se construyeron distintas tablas parciales, donde la enumeracion otorgada a cada proteina se
mantuvo constante. En cada tabla, solo se registraron las proteinas que mostraron diferencias
de expresion en el tratamiento analizado. Para la comparacibén entre bloques de tratamientos,
como por ejemplo embriogénesis vs. sequia, solo se tuvieron en cuenta los polipéptidos que
variaron entre ambas situaciones y NO dentro de cada una de ellas, ya que estos datos se

registraron en sus correspondientes tablas.



47

6.2.1.- Embriogénesis somatica

La comparacion de los patrones proteicos obtenidos a partir de callos en los tres estadios
escogidos para el estudio de la embriogénesis somatica, TO, Tl y T2 se muestra en la
Tabla 1.

Solo las proteinas 25, 26, 30, 59 y 61 mostraron un patrén de expresion idéntico en las dos
variedades. Entre estas proteinas con igual expresion entre variedades, las proteinas 25 y 26
desaparecieron de tos callos en T2, mientras que la 30 Gnicamente se pudo detectar en esos
patrones. La proteina 59 se detecto solo en los callos en TO pero la 61 no se pudo observar
en ese tiempo aunque si estuvo presente en los T1 y T2.

Los 18 polipéptidos restantes difirieron en su expresion entre ambas variedades estudiadas.

Al realizar la comparacion de los callos en TO se detectaron 8 proteinas con diferente
expresion, estas fueron: 42, 55, 56, 58, 65, 66, 67 y 68.

Al comparar los callos en T1, éstos se diferenciaron en 8 polipéptidos: 29, 42, 43, 46, 56, 62,
66y 67

Las diferencias encontradas fueron mayores al comparar los callos en T2, donde catorce
proteinas mostraron una expresion diferencial: 29, 43, 46, 47, 48, 56, 60, 62, 63, 64, 65, 66,
67y 68.

Una serie de proteinas se expresaron diferencialmente en una unica variedad y nunca se
tradujeron en la otra.

Asi aquellos polipéptidos numerados como 47, 48, y 55 estuvieron presentes linicamente en
la variedad JA-605, siendo los dos primeros detectados en T2 y el Gltimo solo en TO.

Entre los polipéptidos que se expresaron diferencialmente solo en la variedad C-8751 se

encontraron el 42 que estaba presente en TO y T1 y el 64 que se expresaba solo en T2.



JA-605 C-8751

TO | TL | T2 O | T1 | T2
25 + + - + + .
26 + + - 1+ + -
29 - + - - - +
30 | - - + - - +
42 - - - + + -
43 + - - + + +
46 + - . + + +
47 - - + - - -]
48 - |- + - - |
55 + - - - - -
56 - - + + +
58 - + + + +
59 + - - + - -
60 + - - + - +
61 - + + - + | +
62 - - + - + -
63 + + + + + -
64 - . - - - +
65 | - + 1+ 1+ |+ -
66 + + - - - +
67 - - + + + - ]
68 - - - - - +

Tabla I: Proteinas detectadas en 2D-PAGE obtenidas por traduccién in vitro.
Los nimeros corresponden a las proteinas indicadas en la Figura 2.

+ indica presencia de la proteina.

- indica ausencia de la proteina.
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Figura 2 Geles de electroforésis bidimensionales de proteinas traducidas in vitro, a partir
de ARN total, en distintas situaciones de la embriogénesis somatica en las variedades JA-
605 y C-8751.

a TO JA-605

b T1 JA-605

¢ T2 JA-605

d T0 C-8751

e T1C-8751

f T2 C-8751
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Asi mismo otro grupo de proteinas se expresaron en los 3 tiempos de la embriogénesis en una
de las variedades, mientras que en la otra presentaban una expresion diferencial. En los
patrones de T1 y T2 de la variedad JA-605 desaparecieron los polipéptidos 43 y 46, pero el
58 estuvo ausente en TO y presente solo en T1 y T2. Por otra parte e! polipétido 63 que se
detect6 en los 3 tiempos de la variedad JA-605 presentd un patron diferencial en la variedad
C-8751 en donde dejo de expresarse en T2.

La proteina 56 constituyé un caso especial ya que no se pudo detectar en ninguno de los 3
tiempos en la variedad JA-605, mientras que en la otra variedad estuvo presente en los 3
patrones, TO, T1y T2.

De los 23 polipéptidos que se muestran en ia Tabla I, 3 de ellos tieren una expresion
diferencial debida a la embriogénesis somatica, aunque esta expresion es distinta entre las dos
variedades. En ia variedad C-8751 la proteina 29 se detectd durante T2 y la proteina 62
estuvo presente en T1, mientras que en la variedad JA-605 lo hicieron en T1 y T2
respectivamente. La protema 60 mostré una expresion exclusiva en TO de la variedad JA-605
y en la variedad C-8751 se detecto su expresion tanto en TO como T2.

6.2.2.- Estrés Hidrico

Los resultados de ia comparacion de los patrones proteicos obtenidos con callos sometidos &
los dos tipos de sequia con sus respectivos TO y entre-ambas vaniedades se muestra en la
Tabla I

Estos datos revelan que 37 polipéptidos presentaron una expresion diferencial frente al stress
hidrico.

De este grupo de polipéptidos 15 presentaron un comportamiento idéntico en ambas
variedades. De los cuales 8 se expresaron debido al tratamiento de sequia fuerte: 17 a 22, 52
y 64. Las proteinas 23 y 30 anicamente se detectaron en los tratamientos de sequia suave,
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JA-605 C-8751
TO | SF | S8 TO ] SF | ss
17-22 - + - - +
23 | . - e .
24 + + . + + -
27-28 + + . + + :
30 - - + - - +
31 + + - + + +
32 — - + ] - . -
42 - - - + - +
43 + + ; - + + +
44-45 T ¥ - . ¥
47-48 - + + - + T
49-50 - + - - - -
52 - + - - + i -
53 ] - ] - + + -
54 + + - + + +
55 + + - - + -
56 + + + + +
57 . + - - - -
58 - 4 + + + + +
59 + + - + + +
50 + + - + - -
61 - - - - - +
2 - - - - + +
63 + + + + + -
64 - + - - + -
65 - ~ - + - -
66 + + + - + +
67 - - - + - +

Tabla II: Proteinas detectadas en ZD-PAGE obtenidas por traduccion in vitro.
Los numeros corresponden a las proteinas indicadas en la Figura 3.

+ indica presencia de Ia proteina.

- indica ausencia de la proteina.
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Figura 3 Geles de electroforésis bidimensionales de proteinas traducidas in vitro, a
partir de ARN total, en tratamientos de sequia.

a TO JA-605

b SF JA-605

¢ SS JA-605

d TO0C-8751

e SF C-8751

fSS C-8751
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mientras que Jas proteinas 24, 27 y 28 no se expresaron en dicho tratamiento. Las proteinas
44 y 48 se tradujeron in vitro cuando los callos sufrieron los dos tipos de sequia.

Los restantes 22 polipétidos mostraron una expresion diferente entre variedades.

Varias proteinas tuvieron una expresion diferencial en una unica vanedad, mientras que en la
otra variedad su expresion no se pudo detectar en ninguno de los tres casos detectados. Entre
las proteinas que se expresaron de forma diferencial y solo en la variedad resistente JA-605 se
encontraron los polipéptidos 49, 50 y 57 en los tratamientos de sequia fuerte, y la proteina 32
en aquellos callos que fiseron sometidos a los dos tipos de sequia.

Fueron 4 los polipéptidos cuya expresion no se pudo detectar en la variedad JA-605 mientras
que en la variedad sensible a la sequia C-8751 mostraron el siguiente patrén de expresion: Las
proteinas 42 y 67 estaban presentes en los callos control y de sequia suave y dejaron de
traducirse in vitro después del tratamiento de sequia fuerte. La proteina 61 se pudo observar
después de la sequia suave y la 62 en los dos tipos de tratamiento de sequia.

Del mismo modo, una serie de polipéptidos mostraron una expresion igual en los tres tiempos
analizados en una de las variedades, mientras que en la otra se diferenciaban entre
tratamientos. Aquellas proteinas que se diferenciaron por su expresion solo en la variedad JA-
605 fueron las numeradas 31, 43, 54 y 59 que dejaron de observarse después de la sequia
suave, y las proteinas 56 y 58 que no estaban presentes en los callos TO y si lo estaban
después de los dos tratamientos de sequia. Entre las proteinas que mostraron una misma
expresion en las tres situaciones de la variedad JA-605 se encontraron: la proteina 63 que
desaparecio como consecuencia de la sequia suave y la proteina 66 que estaba ausente en TO
y se expreso después de los dos tipos de sequia.

La comparacion tratamiento a tratamiento revelo los siguientes resultados: Comparando la
sequia fuerte, 10 polipéptidos mostraron una expresion distinta entre ambos genotipos,
aquellos que se pudieron observar en la variedad JA-605 fueron los niimeros 32, 44, 45, 49,
50, 57, 60 y 68 y los niimeros 53 y 62 estuvieron presentes en los patrones de sequia fiierte
en la variedad C-8751.
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La comparacion de los dos tratamientos de sequia suave revelé que i1 proteinas se
diferenciaron entre ambas variedades, los péptidos 31, 42, 43, 54, 59, 61, 62 y 68 solo se
expresaron en la variedad C-8751, mientras que los polipéptidos 32, 54 y 63 lo hicieron en la
variedad JA-605.

El andlisis en forma conjunta de los dos tratemientos de sequia reveld los siguientes
resultados: La proteina 32 se expres6 después de los dos tratamientos de sequia solo en la
variedad JA-605, las proteinas 44 y 45 se expresaron como consecuencia de los dos
tratamientos en la variedad JA-605 mientras que en la otra variedad solo se expresaron en los
callos que sufiieron sequia suave. Las proteinas 47 y 48, que ya se describieron por presentar
el mismo patrdn de expresion en las dos variedades, se expresaron en los dos tratamientos de
estrés. Las proteinas 56 y 58 fueron exclusivas de la sequia en JA-605 ya que en la variedad
C-8751, se expresaron en todo momento. La proteina 66 se expreso en todos los casos en la
variedad JA-605 pero en la otra variedad mostrd una expresion exclusiva de sequia. La
proteinz 62 se expreso en C-8751 debido a las dos situaciones de estrés pero nunca se
detecto en la variedad JA-605.

6.2.3.- Presencia de ABA

La comparacion de los cuatro patrones proteicos obtenidos a partir de callos control y callos
tratados con ABA en las dos variedades de cafia de azicar se nuestra en la Tabla I

Los polipéptidos que mostraron una expresion diferencial como consecuencia de este
tratamiento fueron 54.

Entre las dos variedades 35 proteinas mostraron el mismo tipo de patrén, Las 16 proteinas
mimeradas de 15 a 23, 44, 45, 48, 49, 50, 64 y 68 se observaron en los callos tratados con
ABA Mientras que las proteinas de 1 a 14, 24, 25, 26, 46 y 63 no se expresaron en esa

misma situacion.
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JA-605

C-8751

ABA

3

+

1-14

+

15-23

+ 1t

+ 11

24-26

+ 11

33

4+

34-38

+|+]

3941

+1

L

+|+1+]

2245 .

+{

+ 11

&
+

+ |

48-50 .

+

52

+i+]

+ 1

54 +
55 +

4 {1

+ [+

56 -

+1¢

57 -

4

58 -

63 +

+|+|

4+

65 -

+ 1

31

67 -

+

68 -

+

Tabla III: Proteinas detectadas en 2D-PAGE obtenidas por traduccion in vitro.

Los nimeros corresponden a las proteinas indicadas en la Figura 4.

+ indica presencia de la proteina.

- indica ausenciza de la proteina.
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Figura 4 Geles de electroforésis bidimensionales de proteinas traducidas in vitro, a
partir de ARN total, en tratamientos con ABA.

a TO JA-605

b ABA JA-605

¢ TO C-8751

d ABA C-875!
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Los restantes 19 polipéptidos varian en su expresién entre variedades. En los callos tratados
con ABA de la variedad JA-605, se observaron los polipéptidos 33, 52 y 57 y dejaron de
expresarse las proteinas 34, 35, 36, 37, 38 y 54.

No se detectd ninguna proteina que se expresara solo en los tratamientos de ABA de la
variedad C-8751, aunque las proteinas 39, 40 y 41 dejaron de observarse en esa condicion.
Las proteinas 42, 56, 58, 65 y 67 se detectaron unicamente en TO de la variedad C-8751,
mientras que en el tratamiento con ABA o en la otra vartedad no se pudieron detectar. La
proteina 55 se expresé en las dos situaciones en la variedad JA-605 y solo en el tratamiento

de ABA de la variedad C-8751.

6.2.4.-Comparacion entre los patrones de los tratamientos de sequia y las situaciones de

embriogénesis somdtica

Los patrones de TO, T1, T2, sequia fuerte y sequia suave fueron comparados en bloque como
embriogénesis vs. pérdida de agua y aquellas proteinas gue mostraron una expresion regulada
por ambas situaciones se enumeraron en la Tabla IV

De estos 17 polipéptidos solo la proteina 30 tuvo un comportamiento idéntico en las dos
variedades, estando presente en T2 y en los tratamientos de sequia suave.

Los restantes 16 polipéptidos presentaron diferencias en su patrén de expresion entre las dos
variedades.

Los polipéptidos 43, 47, 48, 54, 55, 57 y 59 mostraron una expresion relacionada entre
situaciones de embriogénesis y estrés hidrico solo en la variedad JA-605 ya que en la otra
variedad su expresion era modificada por una unica situacion. Por otra parte los polipéptidos
42, 61, 62, 63, 64, 65, 66 y 67 mostraron solo en la variedad sensible su presencia o ausencia
regulada tanto por situaciones de embriogénesis como de sequia.

La proteina 60 presenté en las dos variedades un patron diferencial como consecuencia tanto

de la embriogénesis como la sequia, aunque distinto entre ambas. Asi en JA-605 su expresion



JA-605 -875] .

T0 | T1 | T2 | SF SS TO Ti T2 SF | 8§
30 - - + - - - + - +
2 | - - - - - + ¥ R . +
43 + - . + - + + + + +
47 - - + | + + - - - + | +
48 - - + + + - - - + +
54 + + - + - + + . + +
55 n - - + - | - . . | + -
| 57 1 + + - - + 2 -
59 + - - + - + - - + +
60 + - - + - + - + - -
61 - + + |- - - + + - +
62 - - + - - - + - + +
63 + + + + + + + . + -
64 - - - + - - - + + -
65 - |+ + - - + + - - -
66 + + - + + - - + + + |
| 67 - - - - + + - - | o+ |

Tabla IV: Proteinas detectadas en 2D-PAGE obtenidas por traduccidn in vitro.
Los niimeros corresponden a las proteinas indicadas en la Figura 5. ‘

+ indica presencia de la proteina.
- indica ausencia de la proteina.
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se reprimi6 en T1, T2 y sequia suave y en la var. C-8751 se reprimi6 en T1, sequia fuerte y
suave.

Algunas proteinas se tradujeron como consecuencia tanto de los dos tratamientos de sequia
como en T2. En la variedad JA-605 fueron las proteinas 47 y 48, que en la otra variedad se
detectaron solo en sequia fuerte y sequia suave, y en la variedad C-8751 fue la proteina 66.
En esta Gitima variedad y en las tres condiciones mencionadas la proteina 65 dejo de
expresarse.

En Ia vaniedad JA-605 las proteinas 43, 55 y 59 desaparecieron de los patrones TI, T2 y
sequia suave. Su comportamiento en la variedad sensible fue completamente distinto ya que la
numero 43 se detecto en las 5 situaciones, la numero 55 fue observada solo en sequia fuerte y
la nimero 59 desaparecio de T1 y T2. Hubo una sola proteina que se expreso en T1, T2 y
sequia suave y fue la proteina 61 en la variedad C-8751 ( en la otra variedad su expresion se
detectoen T1 y T2).

La proteina 62 se observé en T1, sequia fuerte y sequia suave en la variedad C-8751 pero en
la otra variedad estuvo presente unicarnente en T2.

La proteina 54 en la variedad JA-605 y la proteina 63 en la variedad C-8751 desaparecieron
de los patrones de T2 y sequia suave, pero su comportamiento en la otra variedad fue
complétamente distinto ya que la primera solo desapareci® de T2 pero la segunda estuvo
presente en todos los patrones de JA-605.

En la var. C-8751 la mancha 42, que nunca se detecté en la otra variedad, asi como la 67
desaparecieron de los patrones T2 y sequia fuerte, por otra parte la mancha 67 tambien dej¢
de observarse en sequia suave,

Una tnica proteina se expresd en las situaciones de T1, T2 y sequia fuerte, fue la proteina 57
en la variedad JA-605, que en la otra variedad fue solo observada en los tiempos de

embriogénesis.
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6.2.5.- Comparacion de la respuesta frente al tratamiento de ABA y la embriogénesis

somdtica.

Estos 13 polipéptidos mostraron un patrén diferencial de expresion provocado por dos
situaciones diferentes como la embriogénesis somatica y el tratamiento con ABA, como se ve
enla Tabla V

Solo las proteinas 25 y 26 mostraron un patron de expresion idéntico en las dos variedades,
desapareciendo de los calios en T2 y tratados con ABA.

Las restantes 11 proteinas se comportaron de diferente forma en las dos variedades.

Dentro de este grupo se encontraron algunas proteinas que respondian de igual forma tanto a
la presencia de ABA como al tiempo T2 de la embriogénesis somatica. Asi en JA-605
desaparecieron las manchas 54 y 66, mientras que la mancha 48 se observd en ambas
situaciones. En la otra variedad estas dos proteinas fueron diferenciales para €l T2 y para el
tratamiento de ABA respectivamente.

En la variedad C-8751 también se observé este patron de expresion conjunto para T2 y ABA
en las proteinas 42, 63, 65 y 67 que dejaron de expresarse, mientras que fas proteinas 64, 66 y
68 si expresaron. Estas 7 proteinas mostraron patrones de expresion muy diferentes en Ja
variedad JA-605, asi la proteina 42 nunca se pudo observar en la variedad JA-605 y la
proteina 63 y 64 solo mostraron un patron diferencial en los tratamientos de ABA.

Aqui nuevamente surgi6 el problema de los péptidos 65, 66, 67 y 68 en la variedad JA-605.
Los polipéptidos 46 y 57 mostraron e! mismo patron de expresion en T1, T2 y el tratamiento
de ABA en la variedad JA-605. El polipéptido 46 dej6 de observarse y el 57 se expresé en los
3 casos, mientras que en [a otra vaniedad el primero desaparecia solo de los tratamientos con
ABA y el segundo se expresé en los dos tiempos de embriogénesis.



I

LEp

F a t‘s ﬂe: Fou &* dwtmtmsas bmdumrmav-” d«f“ fmcmas *mdm;d.m
P
puw de &R}é tma? en m..i.m!c& esuﬁw; i embx*us.,-“!‘mis stlmama vobratabioo

¢ion in.vitro!

f T C-87%1
& TE KTHY
h ﬁﬁ:‘& -."‘ 74!










6.2.6.- Comparacion de los patrones proteicos obtenidos de los tratamientos de sequia y de
ABA

En la Tabla VI se muestran aquellas proteinas que presentaron una regulacion similar tanto
por los tratamientos de sequia como de ABA. En total fueron 22 polipéptidos.

Los 10 polipéptidos, del 17 al 22, 23, 24, 48 y 64 mostraron en las dos variedades la misma
respuesta. Tanto en el tratamiento de ABA como en el de sequia fuerte se observaron las
proteinas numeradas del 17 al 22 y la 64. Las proteinas 23 y 24 mostraron igual
comportamiento frente a la sequia suave y el ABA, pero mientras la primera se expreso en
estos tratamientos, la segunda dej0 de expresarse. La proteina 48 aparecio tanto por la
presencia de ABA como por los dos tratamientos de sequia.

Los polipéptidos con patrones diferentes entre variedades fueron 12.

En la variedad JA-605 no se pudieron observar en ninguna de las situaciones analizadas los
polipéptidos 65 y 67, que en ia variedad C-8751 se detectaron solo en TO.

En la variedad C-8751 el polipéptido 57 no se expresod en ninguno de los casos pero en la
variedad JA-605 se expresé tanto con ABA como con sequia fuerte.

Asimismo en la variedad sensible la proteina 54 se tradujo en las cuatro situaciones y mostro
una expresion diferencial en la variedad resistente al dejar de expresarse en sequia suave y
ABA

Ademas de los polipéptidos 17 a 22 y 64 que ya se describieron por presentar la misma
regulacion en las dos variedades, existen otras proteinas que se pudieron observar después de
los tratamientos de ABA y sequia fuerte. En la vaniedad JA-605 fueron las proteinas 49, 50,
52 y 57 que en la otra variedad se expresaron de la siguiente forma: 49 y 50 en los
tratamientos de ABA, 52 en el tratamiento de sequia fuerte y el 57 que ya se mencioné por no

encontrarse en ninguno de los patrones de la variedad C-8751. Por otra parte en esta Gltima
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variedad ef polipéptido 55 se expresé por los tratamientos de ABA y sequia fuerte, mientras
que en la variedad JA-605 se encontré también en los patrones TO.

Las proteinas 44 y 45 se expresaron en los 3 tratamientos de la vanedad JA-605 pero en la
otra variedad solo se expresaron en el tratamiento de ABA y sequia suave. A su vez la
proteina 66 también se expresé en los 3 tratamientos pero en la variedad C-8751 y en la otra
variedad su expresion se detectd en T0, sequia fuerte y sequia suave.

6.2.7.- Comparacion conjunia de las 3 situaciones

Al observar en forma conjunta todos los datos, comparando las 2 variedades y todas las
situaciones se obtuvo la Tabla VII.

Todas las proteinas fueron analizadas en las distintas tablas parciales. Solo quedaron por
comentar aquellos casos donde se observé una respuesta comin entre algiin momento de la
embriogénesis somatica, el tratamiento de ABA y los tratamientos de sequia.

Asi en la vaniedad JA-605 !a proteina 48 se expreso en T2 , ABA y los dos tratamientos de
sequia y la proteina 57 en T1, T2 y los tratamientos de ABA y sequia fuerte. En esta misma
vaniedad la proteina 54 desaparecié de los patrones de T2, ABA y sequia suave. En la
variedad C-8751 la proteina 64 aparecto en las situaciones de T2, ABA y sequia fuerte, y la
proteina 66 se expresO ademas en la sequia suave.

Los polipéptidos que dejaron de expresarse por el conjunto de tratamientos fueron cuatro.
Las manchas 42 y 67 desaparecieron de los patrones en T2, ABA, y sequia fuerte. La
proteina 63 no se observd en T2, ABA y sequia suave. Por dltimo 2 proteina 65 no se pudo
detectar en los patrones de T2 ni en los tratamientos con ABA o de sequia.

Esta comparacion de todos los datos permitid ver numerosas situaciones:
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Tabla VII. Proteinas detectadas en 2D-PAGE obtenidas por traduccion in vitro.

Los nameros corresponden a las proteinas indicadas en la Figura 8 y en las figuras
anteriores. :

+ indica presencia de la proteina.
- indica ausencia de la proteina.
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Los 30 polipeptidos numerados del 1 al 30 presentaron un comportamiento idéntico en las
dos variedades de cafia de aziicar.

Aquellas proteinas del 1 al 16 mostraron un patron diferencial solo en aquellos callos tratados
con ABA, las primeras 14 se reprimieron y las dos tltimas se expresaron solo en ese caso.

Las proteinas que solo se indujeron en los tratamientos de ABA y sequia fuerte, fueron seis:
17, 18, 19, 20, 21 y 22, Las proteinas que se regularon por ABA y sequia suave fueron dos,
la 23 que se expresé y la 24 que se reprimio.

Los polipeptidos 25 y 26 desaparecieron de los patrones de T2 y ABA.

Los polipeptidos 27 y 28 desaparecieron solo de los patrones de sequia suave.

La proteina 29 se expreso a lo largo de la embriogénesis somatica, aunque en JA-605 lo hizo
enT1 y en la variedad C-8751 en T2.

Por ultimo la proteina 30 se expreso en las condiciones de T2 y de sequia suave.

Todas las restantes proteinas presentaron un comportamiento diferente entre los dos
genotipos.

Dentro de este grupo, 10 proteinas mostraron una expresion diferencial en una sola variedad
y debido a una tnica situacion.

Caracterizaron a la variedad JA-605 la mancha 31 que desaparecio solo de los patrones de
sequia suave y las proteinas numeradas de 34 a 38 que desaparecieron por el tratamiento con
ABA, Estos polipéptidos no mostraron expresion diferencial en la otra variedad. En esta
misma variedad se observo la expresion exclusiva de dos polipéptidos, el 32 que aparecié en
los dos tratamientos de sequia y el 33 solo en el tratamiento de ABA.

En la variedad C-8751, como consecuencia de] tratamiento de ABA, desaparecieron las
proteinas 39 a 41.

Otras dos proteinas mostraron un patron diferencial en un sola de las variedades. La proteina
42 mnunca se pudo observar en la var. JA-605 y en la variedad C-8751 aparecié en los

patrones de TO, T1 y sequia suave. La proteina 43 estuvo presente en todos los patrones de
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C-8751 y en la otra variedad solo estuvo presente en los patrones de TO, ABA y sequia

fuerte.
7.- ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

El analisis de componentes principales aplicado a la presencia o ausencia de proteinas ha
permitido situar los diferentes tratamientos con referencia a los 3 ejes principales de variacion,
como se muestra en ¢l Figura 9.

El primer componente explica el 46,79 % del total de la varianza, el segundo el 13,15 % y el
tercero el 10,77 %. El total de los tres componentes explica el 70,71 % de la varianza total.
En esta Figura se observa que las muestras se ordenan a o largo det primer componente
principal en dos grupos bien diferenciados, uno de ellos formado por los tratamientos de
ABA en las dos variedades y el otro grupo incluye las restantes situaciones estudiadas.

El segundo eje principal de variacion muestra tres grupos, un grupo esta constituido por los
tratamientos de sequia fuerte en ambas variedades, el segundo grupo lo forman los
tratamientos de sequia suave y muy cercano a este Gltimo se encuentran los tiempos T0, Tl y
T2. '

La cercania entre los tratamientos de sequia suave y los tiempos de embriogénesis que se
observa a lo largo del segundo eje, se resuelve gracias al tercer componente principal. Este
tercer eje tambien diferencia, aunque no tan marcadamente, los T2 de los tiempos T1.

En general se observa que las muestras se distribuyen en funcion del tratamiento ya que en
cada uno de los tratamientos o tiempos analizados, las dos variedades aparecen juntas. No se
observa un agrupamiento por variedad sino por tratamiento.
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8. ESTUDIO DE UN GEN TIPO Em

A partir de las zonas altamente conservadas de la secuencia publicada por Williams y Tsang
(1991) del clon Emb 564 de ADN copia de maiz, que se expresaba durante la embriogénesis
y se inducia por ABA y del clon Em de ADN copia de trigo de (Litts et al,, 1987), se
disefiaron dos oligonucledtidos utilizando el programa Oligo. Ademas en sus extremos 5’ se
agregaron las dianas para la enzima de restriccion Eco RI.
Estos oligonucledtidos se utilizaron como cebadores en una reaccién de amplificacion, donde
como molde se utilizd ADN genoémico de la variedad JA-605 de cafia de aziicar. Como
control positivo se utilizaron los ADN de trigo y maiz.
Los productos de esta PCR se resolvieron en una electroforésis en gel de agarosa y se pudo
observar una banda de unos 300 pb. El ADN de esa banda se purificd a través de un
Geneclean y se clon6 en el plasmido Bluescript I SK". Los extremos cohesivos tanto del
inserto como del plasmido se obtuvieron cortando con Eco Rl, aprovechando las dianas que
llevaban en sus extremos 5’ los cebadores utilizados en la amplificacion.
Una vez transformadas las bacterias de la cepa DH5a, se seleccionaron aquellas colonias
transformadas positivamente utilizando el sistema enzima-sustrato de XGal - IPTG.
El ADN aislado del clon CM1 se digirié con Eco Rl vy el inserto liberado se utilizd como
sonda para analizar;

- el patron de expresion de este clon.

- ¢l n° de copias que presentaba en el genoma.

8.1.-Anélisis de 1a secuencia del clon CM1

La secuencia obtenida del clon CM! asi como la proteina resultado de su traduccion se

muestran en la Figura 10
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a GAG GGC GAG ACC GTC GTC CCC GGC GGG ACC GGC GGC AAG AGC GTC
b E G E T vV v P G G T G G K 8 \Y%
a GAG GCC CAG GAG CAC CTC GCC GAA GGT ACGCAATAACCGAGTGCCAGCGC
b E A Q E H L A E G  mmmmemeem—————eee— e
a CAGCCATCTTTATTAATTTCCTGGTGTTGGCTTTAATTGCCTCGAGTCCTCGACGTTTG
B0 m e e e ——_————— e
a CATGCAGGG CGC AGC CGC GGG GGG CAG ACT CGC AAG GAG CAG CTG
b - R 8 R G G Q T R K E Q L

a GGG CAT GAG GGG TAC AGC GAG ATG GGG AAG AAG GGC GGT CTG AGC
b G H E G Y S E M G K K G G L ]

a ACC ACG GAG GAG TCC GGC GGC GAG CGC GGC GCC AGG GAG GGT GTC
b T T E E 3 G G E R G A R E G v
a GAC A

b D

Figura 10 Secuencia de nucledtidos del clon CM1 (a) base 1-72 exdn 1, bases 166-294
exon 2 bases 73-165 intron. Secuencia de aminoacidos (b) deducida a partir de la
secuencia de nucleétidos del clon CM1. Aparece subrayada la zona del intron.
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Una busqueda utilizando los programas BLASTN y BLASTX mostré que esta secuencia
estaba relacionada con genes Lea muy parecidos al gen Em de trigo (Litts et al 1987). De la
comparacion con estas secuencias se dedujo 1a existencia de un intron que abarcaba desde la
base nimero 73 a la base nmimero 163, siendo el tamafio del inserto de 293 pares de bases.
Las secuencias, tanto nucleotidicas como de aminoécidos, de los genes que presentaban una
mayor homologia con el clon CM1 fueron comparadas utilizando la aplicacion pileup del
programa GCG. Los alineamientos obtenidos cuando se comparan las secuencias de
nucledtidos y de aminoacidos se recogen en la Figuras 11 y 12.

Por otro lado se ha calculado el porcentaje de homologia entre {a secuencia nucleotidica y de
aminoacidos del clon CM1 y las descritas en otros genes tipo Em, utilizandose la aplicacion
gap del programa GCG. Estos resultados se recogen en la Tabla VII en la que se ha indicado
el porcentaje de identidad y de similitud en la secuencia de aminoacidos , asi como el
porcentaje de homologia en la secuencia nucleotidica del exén 1, exén 2 y del intron. Se
observa la existencia de una gran homologia tanto a nivel de nucledtidos como de
aminoacidos en todas las comparaciones realizadas con la region codificadora La mayor
homologia se encontrd con el gen Emb 564 de maiz (91.045% de aminoacidos idénticos) y la
menor con el gen Em de Arabidopsis thaliana (76.119% vy 74.627% de aminoacidos
idénticos). Sin embargo la homologia en la zona del intron fue baja en todos los casos

Por otro lado se ha comparado las secuencias de aminoécidos de tres miembros de la familia
génica B19 de cebada (Figura 13), observandose que aunque la longitud de la proteina es

diferente el gen gB19.1b presenta una gran homologia con otros miembros de la familia.

8.2- Anailisis de la expresion del clon CM1

Para conocer la expresion de este clon se extrajo el ARN total de distintas muestras y se

realizé una hibridacion tipo Northern.
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Figura 11 Alineamiento de las secuencias nucleotidicas de genes Lea tipo Em en distintas
especies.
Cebada gB19.1b

Caila CM1
Trigo Em H5
Arroz Osem
Maiz Emb 564

A.Thaliana Em-like
Zanahoria EMB-1



Cebada
Cafia

Trigo
Arrox

Maiz
A.thaliana
Zanahoria

Cebada
Caiia

Trigo
Arroz
Maiz
A.thaliana
Zanahoria

Cebada
Cafia

Trigo
Arroz

Maiz
4.thaliana
Zanahoria

Cebada
Cafia

Trigo
Arrox
Maiz

4. thaliana
Zanahoria

Cebada
Cafia

Trigo
Arroz
Maiz

A, thaliana
Zanahoria

Cebada
Cafia

Trigo
Arroz

Maiz
A.thaliana
Zanahoria

Cebada
Cafia

Trigo
Arroz

Maiz
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1

aaggcccgeg
treaenes TG
atggcccgeg
atggccaggyg
aaggctecgcg
agggcaaaga
agggcegaggce

51

cctcgaggeyg
CGTCGAGGCC
cctcgaggeg
ccteogaggec
cgtcgaggec
cttcgaaget
tcttgaagcee

101

gtcgatgtac
AGCGCCAGCC
ctctacttgce
cttttgatag
ttattcatgg
ttgatcatag

151

tgattgctag
TGCCTCGAGT
tcattactgg
gtaactaata
cgagattaat
catgtttgag

201

gggcagactc
GGGCAGACTC
ggggagactc
gggcagacga
ggccagactce
gggcaaactc
gggcagacga

251

gcgcaagggce
GAAGARAGGGC
gcgcaagggce
gcgcaaggge
gaagaagggc
acgcaaaggt
acgcaagggt

301

ccagggaggg
CCAGGGAGGG
ccagggaggy
ccegoegaggy
ccagggaggg
aggaggaagg
agcaggaagqg

agggtgagac
AGGGCGAGAC
agggggagac
agggccagac
agggcgagac
agggcgagac
aaggagagac

cacgataacc
CAGGAGCACC
caggagcacc
caggagaacc
caggagcacc
caacagcatc
cagcagcacc

tgattgcttyg

ATCTTTATTA ..

gtttcgectg
atcaaacttg
ttgegtatgt
attccatgty

cattgctcta
CCTCGACGTT
cgttgttgty
tgcgtacgtyg
gtttgtggaa
ttgtgaacat
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gcagggagca
GCAAGGAGCA
ggaaggagca
ggaaggagca
gcagggagca
gaaaggagca
ggaaggagca

gggctgagca
GGTCTGAGCA
gggctgagcea
ggcctcagca
ggtctgagea
ggtcttagea
ggtctgagea

catecgacatc
TGTCGACA. .
gatcgagatce
catcgacatc
cgtcacgatc
agtcgagata
cattgacatc

cgtegtecce
CGTCGTCCCC
cgtcgtceee
cgtegteece
cgtegtcecoc
cgtcgtgcececa
cgtggttcct

tcgecgaagg
TCGCCGAAGG
tcgeegacgg
tcgecgaggg
tcgecga. ..
tcgectgaagg
ttyctgaagg

T

Y
ccatttecatt

PRI

LIRS )

ttecaagttag
tatgtttgtt

tgctgcattt
TGC..un
tac.gcattt
tgecatcgatce

LI I R I S

tatttattat
atgtatatat

gatgyggggag
GCTGGGGCAT
gctcggggag
gatgggggag
getggggceay
gttaggaact

gctgggagygy

ccaacgatga
CCACGGAGGA
ccatggagga
ccggegacyga
ccacggacga
ccggagacaa
acaacgatat

gacgagtcca
gatgagtcca
gacgagtcca
gacgagtcca
gacgaatcca
gatgagtcca

ggcggeacey
GGCGGGACCG
ggcggcacoy
ggecggeaccyg
ggegggaceg
ggtggtacgg
ggcgggacty

tacgtgcatyg
TACG.CAATA
ta..
tatgcaaaat
t.cattctt.
tacatgcat.

LR R Y

cgatctgtga
TTCCTGGTGT
cgacctgtga
cggtattteg
gtatttaggc
gettocatge

gtgcagggcy
ATGCAGGGCG
gtgcagggeg
gatcagggcy
+ o1 0A9GQ9Cy
atgaagggag
attcagggag

gaggyggtaca
GAGGGGTACA

gaggggtacc
gaagggtacc
caggggtaca
gaaggatatc
gaagggtate

gtccggcgge
GTCCGGLGGC
gtctggtggce
gtccggcegge
gtceggegge
geetggtggg
gtctggeggt

agttcaagac

D R Y

agttcaagac
agtacaagac
agttcaccaa
aattcaggac
agttcaggac

50
gtgggaagag
GCGGCAAGAG
gtgggaagay
gcggcaagag
gcggcaagag
gaggcaaaag
gtgggaagag

100
cgcgagaaat
ACCGAGTGCC
« s tgeotte
aatactgaaa

PR el of o
s re.ataa

150
cctecccatac
TGGCTTTAAT
cttetggtac
gttgaagtac
tagagta..a
atgattatga

200
cagccgtgge
CAGCLGCGGG
cagcegegge
cagccgoeggg
cagccgegga
gagccgagga
gagcaaagga

250
gcgagatggg
GCGAGATGGG
gcgagatggyg
gcgagatggg
gcgagatggg
agcagatggyg
atgagatggg

300
gagcgcgeeg
GAGCGCGGCG
gagcgcgecg
gagcgegecg
gagcgcgecey
gaacacgctg
gagcgeogcetg

350
caagtocctag
caagtecctaa
caagtcctag
gtagtecctat
caagacctaa
caaaaagtga

.
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MASGQQQOGR
MASG.QEKGR
MAS.QQE..K
MAS.QQE. .K
MAS.QQE..K
MASRQON. . K

51

KEQLGHEGYS
REQLGQOGYS
REQMGEEGYS
REQMGEEGYS
REQMGEEGYS
KEQMGEEGYR
KEQMGEEGYS
KEQLGTEGYQ
KEQLGTEGYQ
KEQLGGEGYH
KEQLGTEGYK

R e
KELDRKAREG
SQLDRKAREG
SQLDRKAREG
SQLDRKAREG
SELDRMAREG
SELDSLAREG
KQLDERAKKG
KQLDERAKKA
KELDARARQG

QELDERARQG

EMGKKGGLST
EMGKKGGLST
EMGRKGGLST
EMGRKGGLST
EMGRKGGLST
EMGRKGGLST
EMGRKGGLST
QMGRKGGLST
QMGRKGGLAT
EMGRKGGLSN
EMGRKGGLST

ETVVPGGTGG
ETVVPGGTGG
ETVVPGGTGG
ETVVPGGTGG
ETVVPGGTGG
QTVVPGGTGG
QTVVPGGTGG
ETVWEGGTGG
ETVVPGGTGG
ETVVPGGTGG
ETVVPGGTGG

TEESGGERGA
TDESGGERAA
NDESGGERAA
NDESGGERAA
NDESGGERAA
GDESGGERAA
NDESGGERAA
GDKPGGEHAE
GDKPGGEHAE
NDMSGGERAE
MDKSGEERAR

KSVEAQEHLA
KSVERQEHLA
KSLEAHENLA
KSLEAHENLA
KSLEAHDNLA
KSLEAQENLA
KSYERQEKLA
KSFEAQQHLA
KSFEAQQHLRA
KSLEAQQHLA
KRVEAQOHLA

REGVD.....

REGVTIDESK
REGIDIDESK
REGIDIDESK
REGIDIDESK
REGIDIDESK
REGIDIDESK
EEGVEIDESK
EEGVEIDESK
QEGIDIDESK
EEGIEIDESK

50
EGRSRGGQTR
EGRSRGGQTR
EGRSRGGQTR
EGRSRGGQTR
EGRSRGGRTR
EGRSRGGQTR
EGRSRGGQTR
EGRSRGGQTR
EGRSRGGQTR
EGRSKGGQTR
EGRSKGGQTR

101

FTKivrvase
FKTKS..... .
FKTKS..... .
FKTKSX.... .
YKTKS..... .
FKTKS...
FRTKT.....
FRTKT.....
FRTKK.....
FRTSANKDND M

77

Figura 12.-Alineamiento de las secuencias de amino4cidos de diferentes genes Em

Las diferentes secuencias tipo Em que mostraban homologia con fa secuencia de
aminoécidos deducida a partir del clon CM1 se alinearon utilizando la aplicacion pileup
del programa GCG.
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- Aminoacidos Nucleotidos

Especie Gen Identidad Similitud exonl exon2 intron
Maiz' Emb564 91.045% 98.507% 98.630 91538 |

Tt‘igo2 Em 85.075% 94 030% 86.301 - 87.692 36,620
Arroz’ QOsem 83.582% 95.522% 91.781 83.077 36.449
Cebada® gB1%.1b 82.090% 97.015% 87.324 87.692 43.902
Trigos Em H2 83.582% 97.015% 89.041 86.154 38.889
Trigo® Em H5 83.582% 97.015% 86.301 86.154

Zanahoria' {Emb-1 77.612% 89.552% 76.712 68462 | 37363
_A.thalic:ma8 | Tipo Em 76.119% 86.567% 78.082 65.385 36.082
A.thaliond® |Em 74.627% 86.567% 76.712 66.154 34.066
V. radiata |Em 76.119% | 89.552% 75.342 62308

. Williams y Tsang (1991)

. Stacy et al. (1995)
. Futers et al. (1993)
. Futers et al (1993)

. Litts et al. (1991)
. Wurtele et al. (1993)

. Finkelstein et al. (1993)

1
2
3
4
5. Hattori et al. (1995)
6
7
8
9

. Gaubier et al. (1993)
10. Van Damme (1995)

Tabla V1IL.-Porcentajes de homologia de secuencia de aminoacido y nucleétidos entre el
clon CM1 y genes tipo Em en distintas especies.




LEA B19.3
LEA B19.4
gB19.1b

LEA B19.3
LEA B19.4
gB19.1b

LEA B15.3
LEA B19.4
gBl19.1b

LEA B19.3
LEA B19.4
gB19. 1b

1

MASGQQERSE
MASGQQERSE
MASGQQERSQ

51

101
GHKGGETRKE
GHKGGETRKE

LDRMAREGET
LDRMAREGET
LDRKAREGET

QMGEEGYHEM
QMGEEGYREM
QMGEEGYSEM

VVPGGTGGKT
VVPGGTGGKT
VVPGGTGGKS

QLGEEGYREM
QLGEEGYREM

----------

GRKGGL3TME
GRKGGLSTMN
GRKGGLSTND

LEAQEHLAEG
LEAQFHLAEG
LEAHDNLAEG

GHKGGETRKE
GHKGGETRKE

----------

ESGGERAARE
ESGGERAARE
ESGGERAARE

50
RSRGGQ. ...
RSRGGQTRKE
RSRGGQ. ...

160
QLGEEGYREM
QLGEEGYREM

150
GIDIDESKFK
GIDIDESKFK
GIDIDESKFK

79

Figura 13.-Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de diferentes genes de la
familia B19 de cebada. Los alineamientos se realizaron utilizando la aplicacién pileup del
programa GCG.
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Las muestras analizadas fueron las siguientes:

- plantulas de trigo germinadas en ausencia 0 en presencia de ABA, de la misma forma que
describen Berge et al. (1989) para analizar la expresion del gen Em de trigo. Las plantulas
germinadas con ABA se escogieron como control positivo de nuestra hibridacion.

- las restantes muestras correspondian a tratamientos o situaciones concretas de
embriogénesis en caifia de azicar. En los callos de las dos variedades se realizaron
tratamientos con ABA a dos concentraciones distintas 107 y 10 M y los callos se fijaron a
las 24 horas y a los 4 dias de tratamiento. Mientras que con la concentracion mas alta los
callos comenzaron a oscurecerse a partir de 5° dia, hasta fenolizarse por completo, con la
concentracion de 10 M esto no ocurrié y también se pudieron fijar callos a los 9 y 18 dias de
tratamiento. Los controles de estos tratamientos fueron callos que permanecieron en el medio
SCC durante el mismo periodo de tiempo (Figura 14a).

Se cogieron callos en los que se realizd un tratamiento de sequia suave y sequia fuerte,
siendo el controtl los callos TO, al igual que los analizados por traduccion in vitro y 2D PAGE.
También se analizaron los embriones somaticos en dos estadios que llamamos E; y E; que
fueron escogidos en forma individualizada (Figura 14b).

Como control negativo se utilizaron las hojas de plantas adultas crecidas en invernadero.

El analisis de estos filtros revela que en el control positivo hay una fuerte hibridacion. De
todas las muestras de cafia de azicar deshidratadas o tratadas con ABA analizadas ninguna
hibrid6 con la sonda. Solo los embriones sométicos E1 y E2 mostraron una hibridacion muy
tenue.

Se comprobd que todos los carriles analizados tuvieran cargada la misma cantidad de ARN
por hibridacion de los mismos filtros con una sonda ARN ribosdémico (pRE12).
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Figura 14.- Hibridaciones con la sonda CM1.
a.- Hibridacién tipo Northern de ARN total de callos tratados con ABA 10° M (A)y
10°M (B) y un nimero variable de dias. T, Trigo tratado con ABA,; J, variedad JA-605;
C, variedad C-8751.
b.- Hibridacion tipo Northern de ARN total de embriones tipo Ei (1) y E2 (2) de la
vaniedad C-8751.
¢.-Hibridacion tipo Southern de plantas de cafia de azxicar de las dos variedades : J (JA-
605) y C (C-8751)

1.- Digestién con Eco RI.

2.- Digestion con Kpn.

3.- Digestion con BamH1.

4 - Digestion con BamH1 + EcoR1

5.- Digestion con EcoRI + Kpn



A A A A B B CONTROL
T d . J c J C J c d € J Cc J K
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8.3.-Numero de copias en ¢ genoma

Utilizando 12 pg del ADN genomico, obtenido a partir de plantas maduras de las dos
vanedades de cafia de aziicar, se realizaron digestiones con diferentes endonucleasas.

Las restricciones se hicieron con 1.5 v de enzima/ug ADN en todos los casos y las enzimas
utilizadas fueron: Eco Rl, Bam HI, Kpn, HindIIl y Pst 1. Se realizaron digestiones simples o
por combinaciones de dos enzimas. La hibridacion tipo Southern de estas digestiones, con la
sonda del clon CM1 marcada radioactivamente (Figura 14c¢), reveld los siguienites resultados:
- No hay diferencias en los fragmentos de restriccion entre las dos variedades.

- El mimero de copias es bajo ya que en las distintas digestiones dobles se observan unos diez
fragmentos.
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DISCUSION
1-CULTIVO IN VITRO

En el cultivo de tejidos, las gramineas fueron consideradas durante dos décadas como
especies recalcitrantes, es decir, incapaces de regenerar plantulas a partir de los callos.
Una de las primeras especies donde se obtuvieron plantas regeneradas fue en la cafia de
azucar (Heinz y Mee 1969).Solo la utilizacion de tejidos jovenes y poco diferenciados
como explante inicial en gramineas permitio la formaciéon de plantulas regeneradas. Sin
embargo en las dicotiledoneas, especialmente en las especies consideradas modelo como
zanahoria y tabaco, el cultivo de practicamente cualquier 6rgano o tejido no presentaba
dificultades obteniéndose plantas regeneradas faciimente.

Los tejidos poco diferenciados que se comenzaron a utilizar como explantes incluian
inflorescencias jovenes y embriones u hojas inmaduras. Sin embargo, no todos los
explantes se comportan de la misma manera ya que se obtienen distintas respuestas al
cultivo dependiendo de cual se utiliza, como demuestran en cebada Ruiz et al. (1992) al
comparar el porcentaje de callo embriogénico que producen dos tipos diferentes de
explantes.

En el caso de cafla de azucar, siempre se utilizaron como explante inicial las hojas
inmaduras ( Liu y Chen 1976 , 1978, Ho y Vasil 1983; Chen et al 1988b) de plantas
adultas crecidas en el campo o invernadero o también a partir de plantulas obtenidas in
vitro. En el caso de utilizar plantas adultas se cortan las hojas inmaduras enrolladas en
secciones de unos 2 mm, desde su base hasta una longitud de 10 a 15 cm, dependiendo
fundamentalmente de! tamafio de Ia planta donadora. En nuestro trabajo siempre se
utilizaron las hojas inmaduras de plantas crecidas en el invernadero, de la misma forma
que describen estos trabajos.

La formacion de callo se realizo en oscuridad en el medio MS + 2 que solo lleva 2 mg/l

de 2,4 D. Esta concentracion de la auxina sintética fue considerada la més adecuada



85

para la formacion de callo en el cultivo de muchas gramineas como trigo (Wernicke y .
Milkovits 1984), centeno (Linacero y Vazquez 1986) y cebada (Ruiz et al. 1992). Sin
embargo en cafia de aziicar Ho y Vasil (1983) y Chen et al.(1988a), consideran que la
concentracion Optima para el inicio del cultivo es de 0.5 a 1.5 mg/], suplenientado sus
medios de cultivo con leche de coco al 5%, en el ultimo trabajo también utilizan
hidrolizado de caseina, sin embargo en nuestro caso no lo consideramos necesario ya que
los resultados que obtenemos son semejantes e incluso superiores a los de estos autores.
Los callos comenzaron a formarse sobre la superficie de corte del explante, tanto en la
que estaba en contacto directo con el medio de cultivo como en la gue tenia su superficie
libre. Estos callos, al igual que observaron Ho y Vasil (1983), no se formaron en ningun
caso sobre la lJamina de las hojas enrolladas.

Al mes de cultivo en medio SCC se podian observar diferentes tipos celulares creciendo
en el mismo callo. Esta heterogeneidad es habitual en la formacion de callos de
gramineas y cada tipo celular suele recibir una denominacion especifica. Asi Vasil y Vasil
en su extensa revision sobre cuitivo de tejidos de gramineas de 1995, denomina calios
embriogénicos de tipo 1 a los callos compactos formados por células pequefias y blancas;
sin embargo como ya se menciond en la introduccion existen especies cuyos callos
embriogénicos presentan unas caracteristicas un poco diferentes. Asi en maiz los callos
con mayor capacidad embriogénica no son los del tipo I sino unos callos de crecimiento
rapido y mas blandos que se denominan de tipo II y en trigo los callos embriogénicos de
aspecto tipico se denominan de tipo A y solo se pueden mantener por muy poco tiempo
y se utilizan los callos denominados de tipo C que no son ni tan blandos ni friables como
los de maiz pero también mantienen su capacidad de regeneracién por mucho tiempo.
Taylor y colaboradores (1992) describieron 4 tipos de callos en cafia de azicar y esa
misma nomenclatura también se mantuvo en el irabajo sobre embriogénesis en
Saccharum de Guiderdoni et al. (1995). En este trabajo mantendremos en parte esta
nomenclatura ya que observamos los mismos tipos celulares. Asi Taylor et al. (1992)

llaman callo tipo I a unas células grandes y semi-translicidas que se observan a partir de
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los 5 dias de cultivo, sobre la superficie de corte del explante mientras que el callo de
tipo I es aquel que se observa a los 15 dias de cultivo, su aspecto es blando,
mucilaginoso y grisaceo. Nosotros consideramos que entre estos dos tipos de callos, que
no regeneran y con un aspecto muy similar, no hay diferencias y que posiblemente estén
formados por las mismas células del explante, que en presencia de 2,4 D, se engrosan
pero son incapaces de dividirse. Ademas en cuanto se realiza la primera seleccién para
mantener el cultivo, este tipo de células deja de aparecer. Como callo tipo HI, Taylor
describe los que en resultados hemos denominado callos altamente embriogénicos y
como callo tipo IV al callo que hemos observado que comienza a formarse después del
segundo periodo de subcultivo y que se puede mantener a lo largo de los 15 a 18 meses
de duracion del cultivo.

Por tanto el callo compacto de tipo III, seria aquel que hemos Hamado altamente
embriogénico y esta formado por embriones globulares y escutelares, estando los
primeros generalmente en la periferia de estos callos que suelen crecer sobre restos del
explante. Esta descripcion de los embriones coincide con los resultados publicados por
Brisibe et al. (1993) donde describen la embriogénesis somaética de cafia de azicar en el
microscopio electrénico y muestran que los primeros embriones en aparecer son los
globulares y luego comienzan a diferenciarse los embriones escutelares en los que se
distingue un eje central, el embrion, alrededor del cual crece el escutelo .

Con respecto a la concentracion de 2,4-D que se necesita para mantener los callos
embriogénicos nuestras observaciones estan de acuerdo con los trabajos de Ho y Vasil
(1983) y Taylor et al. (1992). En estos trabajos describen que la concentracién éptima de
esta hormona debe estar entre 2.5 y 3 mg/l para que los cailos embriogénicos
permanezcan desdiferenciados y que en medios con una concentracion menor de esta
hormona se produce la pérdida de la capacidad embriogénica. En nuestro caso hemos
observado que si el tiempo de transplante superaba las 4 semanas y se dejaban los callos
por un periodo de 5 a 6 semanas en el mismo medio de cultivo, estos callos dejaban de

tener un aspecto embriogénico y se tornaban mas blandos y algo mucilaginosos. Sin
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embargo segin €l trabajo de Chen et al. (1988b) Jo mas adecuado para mantener los
callos embriogénicos durante 1 afio, seria la alternancia entre 2 medios de cultivo uno
con 1 mg/l y otro con 3 mg/l 2,4-D, posiblemente esta sea la causa del bajo porcentaje de
formacién de callo embriogénico que describen estos autores.

La adicion de IAA y K en el medio SCC se debe al hecho de que estas hormonas, segun
Nabors et al. (1983), incrementan la regeneracion posterior de los callos durante el
cultivo de tejidos de los cereales. En todas las publicaciones mencionadas anteriormente
acerca del cultivo de calios de cafia de azicar el medio de mantenimiento que se utiliza
esta suplementado con un 5% de leche de coco natural, que se sabe que es una fuente
natyral de citoquininas mientras que e! medio SCC estd suplementado exactamente con
0.1 mglK. |

En lo referente a la duracion del cuitivo los callos de las dos variedades se pudieron
mantener en el medio SCC por un periodo de 1 afio y medio aproximadamentje, similar al
tiempo que describen otros autores. El aspecto de estos callos no variaba prémicmnente
salvo que al transcurrir un afio sus células se tornaban de mayor tamafio hasta que,
después de un afio y medio, dejaban de crecer completamente. Se debe destacar que
muchos de estos callos no se oscurecieron ni cambiaron su aspecto, mientra?ts que otros
se fueron fenolizando progresivamente hasta oscurecerse por completo.

Las dos variedades formaron los mismos tipos de callo con unas frecuencias similares y
respondieron de igual forma a los distintos origenes de los explantes. En los dos
genotipos los explantes de ia zona 2 formaban mas callo embriogénico que los explantes
de las zonas 1 6 3. Asi no se encontraron diferencias genotipicas en la induccion, la
morfologia 6 en el comportamiento de los callos embriogénicos.

Cuando los callos embriogénicos se cultivaron en un medio sin 2,4-D y en presencia de
luz, observamos que los dos genotipos presentaron diferencias en su respuesta a la
regeneracion. En gramineas esta respuesta diferencial dependiente del genotipo ha sido
ampliamente descrita en la literatura, como en maiz (Hodges et al. 1986), cebada (Lihrs

y Horz 1987), arroz (Chu y Croughan 1990), centeno (Linacero y Vazquez 1986) e
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incluso en cafla de azicar {(Chen et al. 1988a y Taylor et al. 1992). En nuestro caso el
genotipo que mejor se comporta corresponde a la variedad C-8751 como se observa en
el grafico (pag.40), donde se puede ver que el mejor porcentaje de regeneracion en la
variedad JA-605 es de un 85% mientras que el peor len ia variedad C-8751 alcanza un
- 82% de regeneracion. El hecho de que encontremos claras diferencias debidas al
genotipo en la capacidad de regeneracion y no las encontraremos en la formacion de
callos, pone de manifiesto que estas 2 situaciones son controladas de forma
independiente.

Esta situacion fue descrita en alfalfa por Hernandez-Fernandez y Christie (1989) que
postulan que la formacion de callo estaria regulada por un solo locus mientras que la
regeneracion estaria bajo el control de 2 genes complementarios. En cebada, Liirhs y
Lorz (1987) encontraron que de 21 lineas que formaban cailo solo 15 producian callo
embriogénico de las cuales solo 8 eran capaces de regenerar plantas. En centeno,
Linacero y Vazquez (1986) también demostraron que algunos genotipos podian formar
callo pero estos eran incapaces de regenerar.

La relacion existente entre genotipo y competencia morfogenética es compleja e
indirecta. Segun Vasil (1987) esta relacion estd tan influenciada por las condiciones
fisiologicas y ambientales de la planta donadora, que la accion del genotipo
practicamente no se deberia tener en cuenta. El efecto del estado de la planta donadora
sobre la respuesta al cultivo se ha descrito ampliamente, como por ejemplo en cebada
(Liurhz y Lorz 1987) donde los resultados en cultivos de embridon inmaduro no fueron
repetibles de un afio al siguiente ya que las condiciones climaticas fueron completamente
distintas. Con el fin de minimizar estos efectos y que las condiciones fisiologicas fueran
lo mas parecidas posibles, las dos variedades se sembraron en la misma parcela del
invernadero y fueron cortadas, cultivadas y transplantadas al mismo tiempo. La
evaluacion también se levo a cabo de forma simultanea. |

De esta forma las diferencias observadas serian en su gran mayoria debidas al genotipo, y

a diferencia de lo afirmado por Vasil, pensamos que el genotipo es tan importante como
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el estado fisiologico de la planta para determinar el tipo y grado de respuesta
morfogenética. :

Hemos observado que el nivel de regeneracion dentro de cada variedad, depende de la
posicidén del explante en la planta donadora y esta diferencia se puede apreciar en el
grafico (pag. 40). La variedad JA-605 presentaba una clara disminucién del nivel de
regeneracion a medida que el explante original era escogido a mayor distancia de la base
de las hojas inmaduras y las diferencias entre las 3 zonas en que hemos considerado a las
hojas inmaduras fueron significativas. En la variedad C-8751 este gradiente en la
capacidad de regeneracion no fue tan acentuado, incluso los callos de la zoﬁa lydela
zona 2 no mostraron diferencias significativas entre si, con un nivel de 94% de callos que
regeneran mientras que de los callos de la zona 3 solo un 82% regeneré La existencia de
un efecto de gradiente se ha descrito en la mayoria de los trabajos donde el explante se
obtiene, a partir de hoja inmadura, asi cuanto mas alejado se coja el explante de las
células meristematicas tanto menor sera su capacidad de formar callo, asi como de que
estos regeneren. |

Asi en sorgo, Wernicke y Milkovitz (1984) describen al igual que nosoti'os que los
tejidos mas diferenciados tienden a acumular fenoles y son incapaces de desdiferenciarse,
estos tejidos se tornan de un color marrén oscuro y mueren.

En el cultivo de cafia de azicar Ho y Vasil (1983) ya describieron este efecto de
gradiente en la respuesta morfogenética, aunque estos autores describen que aquellas
hojas mas diferenciadas no producen callo y forman numerosas raicillas en contraste con
nuestros datos donde los explantes que no forman callo no producen ningun tipo de
respuesta morfogenética. Nosotros podemos decir que en nuestro caso el efecto de
gradiente, en las dos variedades, fue muy marcado, no solo en la regeneracién como se
ve en el grafico (pag. 40) sino también en la formacion de callo. Los explantes formaban
callo, sin presentar ning(in cambio ni en la forma ni el tipo de callo sino en la frecuencia,
ya que los ultimos explantes incapaces de formar callo se fenolizaban por completo sin

presentar ntnguna otra variacion, como ya mencionamos.
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Una posible explicacion para la existencia de un gradiente de respuesta es la existencia de
diferentes concentraciones endogenas de distintas hormonas, fundamentalmente ABA y
IAA. Para anaiizar esta posibilidad Rajasekaran et al. (1987b) en Pennisetum purpureum
midieron los niveles endogenos de ABA, 1AA y citoquininas en las tres regiones de las
que cogian el explante, una basal, una intermedia y otra distal. En los explantes de la
region basal encontraron niveles muy altos de ABA, que va disminuyendo marcadamente
a medida que se alejan de dicha zona basal a pesar de lo cual los niveles de ABA
siguieron siendo elevados. Al tratar la planta donadora crecida in vitro con fluoridona, un
inhibidor de la sintesis de ABA, observaron que esos explantes eran incapaces de formar
callo embriogénico y que esta capacidad podia ser restaurada parcialmente por la
aplicacion de ABA exdgeno. Cuando utilizaron inhibidores de giberelinas y un oxidante
de IAA no detectaron ningun efecto en el comportamiento de los cuitivos. Esta situacion
lleva a pensar que e! ABA juega un papel fundamental en el establecimiento del gradiente
morfogenético que presentan las hojas inmaduras utilizadas como explantes.

Wernicke y Milkovitz (1984) sefialan en su trabajo que la velocidad con que las células
pierden la competencia y la totipotencia depende del genotipo. Es posible que esta sea la
explicacion de la diferencia existente entre las dos variedades en cuanto al gradiente

La germinacion de los embriones, también llamada conversion por algunos autores,
parece estar controlada de forma independiente tanto de la induccidn de callo, como de
la capacidad de regeneracion que los mismos. Liirhz y Lorz (1987) describieron que de
15 lineas de callos embriogénicos de cebada, solo 8 fueron capaces de formar plantas y
en centeno Linacero y Vazquez (1990) observaron que todas las variedades utizadas
formaban callo pero solo en algunos casos era embriogénico y formaba plantas. En
nuestro caso las dos variedades formaron plantas pero aqueilos callos que mostraron un
menor porcentaje de regeneracién fueron los que por el contrario formaron un mayor
namero de plantulas, aunque en las dos variedades tanto la induccion como ia formacion

de callo fue de un nivel practicamente idéntico.
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La formacidn de plantulas se observaba a partir de los 10 dias de encontrarse los callos
embriogénicos en condiciones de regeneracién, con la aparicion de botones verdes
pudiendo distinguirse pequefios brotes unos 5 dias mas tarde.. Las plantulas regeneradas
que se obtuvieron en todos los casos fueron normales. También las plantulas formadas a
partir de las yemas axilares in vivo fueron siempre normales, por lo que estas dos
variedades mostraron una gran estabilidad fenotipica.

Esta estabilidad podria ser explicada por ser una especie octoploide y contar con un
nimero alto de juegos cromosémicos que haria que esta especie pudiera soportar mejor
una mutacién. Como ademas éstas suelen ser recesivas no se manifestarian en ef
fenotipo.

La estabilidad fenotipica in vitro observada en nuestro trabajo, podria corroborarse con
numerosos trabajos realizados en cafia de azicar, donde muestran que en esta especie
hay una alta estabilidad genética. Los anélisis de plantas regeneradas a partir de callos se
realizaron con diferentes abordajes: morfologicos (Irvine 1984), anilisis de RFLPs
(Chowdhury y Vasil 1993), y RAPD (Taylor et al. 1995). Sin embargo hay que tener
presente que algunos de los primeros trabajos en variacion somaclonal se hicieron en
cafia de azucar (Liu y Chen 1976, 1978). En nuestro caso no se realiz6 un analisis de la
descendencia, ni citologico para poder saber si esa estabilidad fenotipica observada se
correspondia 0 no con una estabilidad en el genoma. Por lo tanto solo podemos afirmar
que los dos genotipos que hemos utilizado son fenotipicamente estables y que en lo que
se refiere al genoma del género Saccharum existen evidencias tanto a favor como en
contra de su estabilidad in vitro.

En este trabajo nunca se utilizaron calios que tuvieran mas de un afio en cultivo para
regenerar plantas y tal vez por eso no se hayan observado plantas albinas como describen
en Pennisetum purpureum Chandler y Vasil (1984) al utilizar cultivos viejos.

E! aspecto normal y homogéneo que mostraron las plantas regeneradas en nuestro caso
se podria deber al hecho de haber sido obtenidas por embriogénesis somatica, aunque,

por supuesto, no podemos descartar que alguna plantilla haya surgido por
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organogénesis. La homogeneidad fenotipica debida a la regeneracion a través de
embriogénesis somatica en cafia de azicar se describe en el trabajo de Chowdhury y
Vasil (1993). Este ultimo autor (Vasil 1987) describe que la regeneracién de plantas por
embriogénesis somatica en las gramineas seria la causante de la uniformidad fenotipica y
que la embriogénesis somatica actuaria como filtro de aquellas células que llevaran
alguna mutacién de importancia ya que el proceso embriogénico tanto en plantas como
en animales selecciona negativamente a aquellos embriones que porten una aberracion.
La evaluacion del nimero de plantulas se realizd, en callos embriogénicos, después de un
mes de cultivo en condiciones de regeneracion. Se debe tener presente que puede haber
existido algin problema de competencia debido al espacio y a la disponibilidad de
nutrientes entre los diferentes embriones presentes en un mismo callo para poder
desarrollar un brote. Asi aquellos callos con un nimero elevado de embriones pueden no
haber desarrollado todos ellos y por consiguiente no producir el nimero de brotes que se
esperarian a priori. Con el fin de minimizar este problema los callos utilizados fueron
pequefios, de unos 5 mm de diametro.

Como se puede observar en el grafico (pag. 43) los genotipos presentaron una respuesta
cruzada y existe un claro efecto de gradiente. Asi en los callos formados & partir de
explantes de la zona 1, la variedad JA-605 form6 més brotes que la otra vanedad,
mientras que en los callos de la zona 3, JA 605 fue la variedad que form6 menos brotes.
De estos resultados s¢ desprende que la germinacion de los embriones depende del
genotipo. Ya hemos comentado que tanto los tipos de callos como los tiempos de
transplante fueron idénticos en ambas variedades para minimizar cualquier variaciéon
debida al estado fisiologico de las plantas donadoras de! expiante.

La existencia de un gradiente parece también bastante evidente. Los callos de zona 1
produjeron un mayor nimero de brotes, seguidos de la zona 2 y por ultimo los callos
obtenidos de la region mas distal fueron los que produjeron el menor nimero de brotes.
Tal vez este gradiente que se observa en el mimero de brotes que pueden formar los

diferentes callos sea solo un reflejo del gradiente va descrito para la regeneracién, y de
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esta forma los callos de la zona 1, que eran los que mostraban mayor capacidad de
regeneracion, podrian por consiguiente formar un mayor numero de plantulas. Asi en la
variedad C8751 donde los callos de las zona 1 y 2 presentaban niveles casi idénticos de
regeneracion, también se muestran niveles similares en la conversion como se aprecia en
el grafico (pag. 43) para las zonas 1 y 2.

Si tenemos en cuenta los graficos (pag. 40 y 43) pareceria que la variedad JA-605 es
capaz de convertir mejor sus embriones. En los callos de tipo 3 de esta variedad solo el
42% regeneraron, pero para la formacion de brotes muestra unos niveles similares a la
variedad C-8751 aunque en este caso el 82% de estos callos regeneraban. En los callos
de la zona 1 esta situacion parece mas evidente ya que en la variedad JA-605 el 85 % de
los callos regeneraron pero su eficiencia en la conversién fue mucho mayor con 2.8
brotes/callo mientras que en la variedad C-8751 el nivel de regeneracion fue del 93% y
estos callos produjeron 2.3 brotes/callo.

Evaluando en conjunto tanto la regeneracion como la conversion, ia variedad C-8751
forma un mayor nimero de plantas durante el cultivo in vitro, ya que regenera
independientemente del origen del explante mucho mejor que la otra variedad, en lo
referente a la formacion de brotes solo se ve superada por la variedad JA-605 en los
callos de zona 1, siendo esta diferencia muy pequefia ya que se encuentra entre 2.8 y 2.3
brotes/callo.

Estos datos de regeneracién y germinacion in vitro se corresponden con los resultados
observados in vivo donde la variedad C-8751 forma un nimero mucho mayor de plantas
a partir de yemas axilares. Ademas en esta variedad se forma un nimero mayor de tallos
a partir de cada estaca sembrada en la tierra y siempre son mas vigorosos que los de la
variedad JA-605.

Aunque parece evidente la mejor respuesta del genotipo C-8751 tanto al cultivo in vivo
como in vitro se debe destacar que las dos variedades formaron callo embriogénico y

presentaron altos niveles de regeneracion y conversion,
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2.-ANALISIS DE LOS PATRONES DE PROTEINAS TRADUCIDAS IN VITRO

La electroforesis bidimensional, basada en la carga y tamafio de las proteinas, es un
procedimiento idoneo para el analisis simultaneo de cientos de proteinas. Esta técnica es
por lo tanto muy utilizada para abordar temas muy diferentes en ia biologia, como el
cambio de expresion que producen distintos sustratos en un liquen (Lopez Bilbao et al.
1996), analizar proteinas que se inducen por déficit hidrico (Covarrubias et al: 1995) o
analizar la divergencia genética (Aquadro y Avise 1981),

Esta técnica de electroforesis bidimensional de proteinas se ha utilizado también para
caracterizar especies asi Zeng y Singh (1993) diferencian Drosophila simulans de D.
sechellia con un 8% del total de proteinas analizadas. Un nivel similar de variacion se
detecté en la comparacion de patrones proteicos de dos lineas de maiz, donde el
polimorfismo detectado fue de un 11% del total de proteinas (Leonardi et al. 1987).

Sin embargo, analizando la electroforesis bidimensional de proteinas totales tefiidas con
plata dentro del complejo Saccharum, Ramagopal (1990) encuentra que solamente el
3.6% de las proteinas muestran variacion interespecifica y Ia variacion intergenérica
queda determinada por el 5.3% de todas las proteinas resueltas. La comparacion dentro
de la especie Saccharum officinarum de dos variedades reveld una variacion del 0.9%
del total de proteinas. Estos miveles. de polimorfismo resultan extraordinariamente
pequefios ya que se comparan 5 especies del género Saccharum y 5 especies
relacionadas: Erianthus, Miscanthus, Narenga y Sclerostachya, donde las diferencias
morfologicas son importantisimas, y los nimeros cromosémicos varian desde 2n=30
hasta 2n=118. Debemos destacar que el bajo nivel de polimorfismo que describe este
autor no se debe a la técnica per se, que es capaz de detectar cambios en muchas
situaciones, sino al material de estudio.

En nuestro caso al estudiar en las dos variedades de cafia de azucar ios patrones tefiidos
con plata de las muestras TO, T1 y T2 ademas de aquellas sometidas a una situacion de

estrés hidrico con PEG, no encontramos diferencias entre las dos variedades. Esta
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situacion esta de acuerdo con el trabajo ya citado de Ramagopal que encuentra solo un
0.9% de variacién entre variedades de la misma especie. Parece bastante claro que el
nivel de polimorfismo dentro de las cafias de azucar es bajo.

E!l hecho de no haber detectado polimorfismo no es un caso particular para la cafia de
aziicar ya que hay numerosos trabajos en otras especies donde no se detecta variabilidad
en el patrén proteico a pesar de la existencia de una clara diferencia morfolégica. Asi, el
analisis de 19 lineas de Drosophila simulans (Ohnishi et al. 1982) o en humanos
utilizando tejido renal (Smith et al. 1980) no revelé ni una sola proteina polimorfica.

Es un poco dificil de explicar este comportamiento, donde muestras que difieren
notoriamente en su morfologia y/o fisiologia muestran poca 6 ninguna variacion rnientras
que en otros casos el nivel de polimorfismo que se puede detectar es muy alto. Una
posibilidad es que las proteinas que modifican su expresion, se encuentran en tan baja
concentracion que no se puedan detectar en el gel. Otra posibilidad es que se encuentren
en zonas del gel muy densamente pobladas y su expresion quede enmascarada por otras
proteinas.

Hay que tener presente que al realizar este tipo de estudios para analizar los cambios que
produce en la expresion génica una situacion dada, también se estan reflejando en el
patron electrofororético todas las proteinas que nunca varian en su expresion, como las
proteinas ribosomicas. Esta situacion hace que el nivel de variacion que se detecte sea
menor que el que realmente ocurre entre las proteinas que se expresan en el momento de
estudio.

Por todas las razones mencionadas se eligio el sistema de transcripcion in vitro seguido
de 2D-PAGE de las nuevas proteinas para analizar los cambios que producian, en la
expresion génica de la cafia de azticar, en la embriogénesis y el estrés hidrico.

La transcripcion in vitro permite analizar solo a los ARNm que se estan transcribiendo
durante el tratamiento o situacion seleccionada. Ademas se incorpora el aminoacido

cisteina marcado radioactivamente, que aumenta la sensibitidad de la detecciénen 2 6 3
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ordenes de magnitud, y permite {a deteccion de aquellas proteinas que representen menos
del 10% del total de proteinas.

A pesar de las ventajas que ofrece esta técnica se debe tener presente que se pierde la
informacion acerca de la regulacion a nivel de traduccién, puesto que al realizarse la
traduccion in vitro podemos observar proteinas que in vivo, aparecerian posteriormente.
Esta discrepancia entre los patrones de proteinas in vivo y los observados al traducir los
ARNm han sido puestos en evidencia por Duré III et al. (1981). Por lo tanto estos
patrones electroforéticos si bien brindan informacion muy valiosa acerca de los genes
que se estan transcribiendo, no se ajustan exactamente a la realidad.

Este nuevo abordaje reveld diferencias entre los patrones proteicos analizados. La
comparacion de los callos control mostré que las variedades sélo se diferencian en 8
proteinas traducidas in vitro. Este bajo nivel de polimorfismo detectado est4 de acuerdo
con nuestro trabajo previo con proteinas totales tefiidas con plata y con fa publicacion de
Ramagopal que ya se ha discutido.

Asimismo otros trabajos también demuestran la baja tasa de variabilidad existente dentro
del complejo Saccharum en general analizando la actividad génica. Ai-Janabi et al.
(1994) secuencian dos loci de! genoma mitocondrial y dos loci de cloroplastos, ademas
analizan con nueve sondas diferentes los fragmentos de restriccién obtenidos con siete
enzimas del genoma mitocondrial, los resultados que obtienen los llevan & sugerir que el
complejo es evolutivamente muy joven o bien que la tasa de evolucién dentro de los
Saccharum es completamente diferente de otros taxa. Dentro de las variedades
comerciales de cafla de azlicar no observaron vaniacion sugiriendo que esto implicaria un
monocultivo con relacién a! citoplasma de todas las variedades de cafia en todo el
mundo. Esta teoria del “monocultivo citoplasmatico” la mencionan nuevamente Sobral et
al. (1994) pues al analizar el genoma de cloroplastos con 12 sondas que representan el
genoma completo de cloroplastos de arroz, no encuentran variacion entre las cafias de

azucar cultivadas para la produccion azucarera,
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2.1.-Embriogénesis somiética

La embriogénesis, como ya se describio en la introduccién es una de las etapas
fundamentales del desarrollo, donde se determinan los ejes de polaridad y simetria asi
como los diferentes tipos de células y tejidos que daran lugar a una planta adulta. Al
analizar los patrones proteicos obtenidos durante el analisis de la embriogénesis somética
hay que tener presente por lo tanto, que la embriogénesis es un proceso basico del
desarrolio. Partiendo de esta premisa todos aquellos genes que estén implicados
directamente en este proceso deben comportarse de la misma forma dentro de una
especie y posiblemente estén conservados durante la evolucion por lo cual, incluso
podrian ser muy parecidos entre géneros relacionados. Debido a esto las variedades JA-
605 vy C-8751 deben presentar el mismo patréon de expresion como consecuencia del
desarrollo y maduracion del embrién somatico.

Uno de los trabajos pioneros en el estudio de la embriogénesis, y los cambios de
expresion que esta provoca, fue publicado por Dure 111 et al. (1981). En el se estudian
las poblaciones de ARNm de semiilas de algodon y su variacion en estadios especificos
de la embriogénesis (embrién inmaduro, embrion maduro y semilla seca) mediante
traduccion in vitro, sintesis in vive de proteinas y proteinas totales. Describen 5
poblaciones de ARNm. La primera poblacion esta formada por 32 manchas que se
expresan durante la embriogénesis y las primeras horas de germinacién. El segundo
grupo con 6 miembros se expresan en la embriogénesis solamente. El tercer grupo
estaria formado por las proteinas de reserva ya que el ARNm, desaparece en la
embriogénesis tardia y no se observa en los embriones maduros. Aquellos ARNm que
son abundantes en la embriogénesis tardia y se sintetizan en abundancia en la
germinacion temprana forman el cuarto grupo. La altima poblacién, formada por 14
manchas, llega a ser abundante en la embriogénesis tardia pero desaparece durante las
primeras horas de germinacién, a esta poblacion de ARNm se los denomind genes Lea

(late embriogenesis abundant).
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Sanchez-Martinez et al. (1986) analizan los cambios de expresion en embriones cigdticos
de maiz por electroforesis bidimensional de proteinas marcadas in vivo y de ARNm
traducidos in vitro. En este caso realizan tres agrupamientos y no cinco como en el
trabajo de Dure III, y abarcan una poblacion embriogénica de 7 proteinas que aparecen
tanto en embriones jovenes como maduros, una poblacién de maduracion compuesta por
44 proteinas que aparecen en la maduracion, de las que 22 serian proteinas LEA y por
ultimo 13 proteinas de germinacion.

Al comparar las muestras TO y T1 donde los callos crecian en medio SCC y SCR
respectivamente, las proteinas que varian en estos dos medios son solo dos: 59y 61. La
proteina 59 se expresa solo en TO, por lo que podria ser considerada una proteina de
embriogénesis temprana y la proteina 61 se expresa en T1 y T2 y podria ser considerada
de embriogénesis tardia y germinacion.

Un nivel de variacion muy similar al que hemos detectado se pudo observar en
Arabidopsis thaliana (Huang y Yeoman 1995) donde se compararon los 2D-PAGE de
proteinas totales de callos embriogénicos cultivados en presencia de 2,4-D y una semana
después de haber sido transferidos a un medio sin auxinas. Solo se observan 4 proteinas
diferenciales que estos autores consideran como polipétidos exclusivos de callo
embriogénico.

Las proteinas que presentan ef mismo patrén de expresion en TO y T1 pero varian en T2
son las 25, 26 y 29. Esta variacidon solo se puede deber al progreso del embrion y su
germinacion. Segun la nomenclatura utilizada por Dure III, la proteina 30 seria de -
germinacion y las proteinas 25 y 26 serian de embriogénesis temprana y de
embriogénesis tardia respectivamente.

Debemos destacar que en general los trabajos realizados con embriones cigéticos como
los de Dure III y Sanchez-Martinez, ya mencionados, describen un nivel de variacion
mucho mas alto que en los trabajos donde se analizan los embriones somaticos como es

nuestro caso o el de Huang y Yeoman.
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Todos los trabajos publicados para el estudio de la embriogénesis somatica utilizando
2D-PAGE se limitan al estudio de Ja induccién comparando el patron de expresion del
explante y del explante después de un cierto periodo de tiempo en el cultivo, como en el
caso de Arabidopsis, ya mencionado, o en el de Cichorium (Boyer et al. 1993). También
se analiza la expresion de callo embriogénico y no embriogénico en café (Menéndez-
Yuffa et al. 1994), zanahoria (Wilde et al. 1988) o cafia de azicar (Guiderdoni et al.
1995). En todos los casos el nimero de proteinas polimérficas no es superior a 10.

Hay que tener en cuenta que algunos genes de embriogénesis pueden estar expresandose
en TO, ya que en la revision de Zimmerman (1993) se observa que la expresion de
numerosos genes de embriogénesis tardia tiene lugar en etapas mas tempranas como las
masas proembrionicas y los estadios globular o corazon de los embriones somaticos de
zanahoria. Como en nuestro caso todos los tratamientos se han realizado sobre callos en
estadio TO es posible que consideremos a estos genes de embriogénesis, que ya se
estarian expresando, como si fueran constitutivos y de esta forma estariamos
infravalorando el nimero de ellos que estarian implicados en este proceso.

Por otra parte todas las publicaciones que se han mencionado en esta discusion realizan
el analisis de un unico genotipo. De esta forma todas las diferencias observadas se
atribuyen a la embriogénesis y son tenidas en cuenta aunque posiblemente no estén
relacionadas con dicho proceso, por lo que el namero real de proteinas implicadas en
embriogénesis en estos trabajos puede ser menor que el que indican.

Si en nuestro trabajo se analiza una unica variedad, el nivel de polimorfismo aumenta
notoriamente con 18 proteinas variables en la variedad JA-605 y 15 en la variedad C-
8751. Esta situacion refleja claramente que cuando se quiere asociar una proteina con un
funcion determinada debe estar también asociada a un genotipo concreto. Si se quiere
generalizar es necesario analizar diferentes genotipos dentro de 1a especie estudiada, para
eliminar la variacion intra-varietal.

En nuestro caso, al realizar la comparacién entre las dos variedades se puede observar

que estas se diferencian en un numero mayor de proteinas a medida que aumenta el
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periodo de desarrollo de la embriogénesis. Asi y como ya discutimos, los TO se
diferencian en 8 proteinas, mientras que los T1 lo hacen en 10 y los T2 en 14. Esta
situacion podria estar relacionada con las diferencias encontradas en la capacidad de
regeneracion y de conversion entre las dos variedades, que se discutieron en la seccién
de cultivo de tejidos, mientras que en la induccion y mantenimiento de callo

embriogénico (T0) no se apreciaron diferencias entre ambos genotipos.

2.2.-Estrés Hidrico

La falta de agua desencadena una respuesta compleja por parte de la planta que
comienza con la percepcion del estrés y se inicia una cascada de sefiales que se
manifiestan por cambios a nivel celular, fisiologico y de desarrollo. Esta respuesta
depende del grado y duracion del estrés, del genotipo de la planta y del estadio de
desarrollo, ademas del tipo de estrés (Bray 1993).

El tipo de estrés elegido para nuestro anilisis fue la deshidratacion. En un primer
momento se realizd con PEG que en el medio de cultivo provoca un cambio de
osmolaridad y produce el mismo efecto que la pérdida de agua. Los trabajos donde se
simula una situacion de estrés con PEG son numerosos e incluso se llega a comparar la
expresion génica durante el estrés tanto provocado con PEG como por deshidratacion en
una atmosfera seca y la respuesta que provocan ambos tratamientos suele ser similar,
como en raices de arroz donde la expresion del clon salT se induce por PEG y por falta
de riego entre otras situaciones (Claes et al. 1990). Sin embargo, aigunos autores
describen al PEG como una sustancia toxica para las células y de dificil absorcidn, por lo
que ¢! tratamiento debe ser siempre superior a las 24 horas. Como en nuestro trabajo se
analiza el cambio de expresion en proteinas traducidas in vitro, se descart6 el uso del
PEG para evitar que hubiera cambios de expresién debidos a la toxicidad y que

modificaran asi los resultados obtenidos por causa de la sequia.
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En suspensiones de arroz transformadas con el gen Em (Bostock y Quatrano 1992)
estudian la induccion de dicho gen por diversas situaciones, observando que se induce
frente a un estrés hidrico suave donde la pérdida de peso es del 10% aproximadamente,
mientras que no se induce por un tratamiento mas severo donde la pérdida de agua es del
50%. Al existir por tanto un comportamiento diferente, al menos en el gen Em, frente a
condiciones mas o menos severas de deshidratacion, se decidio realizar dos tratamientos
de estrés hidrico, uno al que llamamos fuerte, ya que era rapido € intenso (dos horas y 50
% de pérdida de peso fresco) y otro suave donde se llegaba a la pérdida de un 12 % del
peso del callo a lo largo de unas 30 horas sobre papel de filtro.

La relacion entre el genotipo de las plantas y la respuesta ante una situacion de estrés fue
estudiada por Baszczynski et al. (1985) utilizando 50 lineas de maiz tratadas con calor a
30°C y a 45 °C. Observaron que [a gran mayoria de polipéptidos se sintetizaban en todos
los genotipos aunque se presentaban algunas diferencias cualitativas y cuantitativas, pero
todos los genotipos expresaban 6 proteinas que estos autores habian caracterizado como
de respuesta al heat shock. De esta forma podria existir una relacion entre genotipo y
respuesta al estrés, posiblemente debida a una diferencia en la sensibilidad de las plantas
controlada por el genotipo.

En nuestro trabajo se utilizan dos genotipos de caiia de azicar, cuya principal diferencia
es su respuesta a la sequia, como ya se describi6 en matenales.

Ninguno de los genotipos muestra un nivel de expresion diferencial mayor que el otro.
En la variedad JA-605 hay 21 proteinas que muestran un patron diferencial entre TO, SF
y SS§ mientras que en la variedad sensible son 20 proteinas, aunque no siempre el nivel de
expresion diferencial que presentan es tan parecido como se vera en otros casos.

Todas aquellas moléculas cuya funcion es preservar las membranas, los liposomas y las
proteinas celulares durante la sequia se denominan osmoprotectores. Muchas de estas
sustancias son azucares como la trehalosa que reemplazaria al agua en la formacion de
puentes H con las proteinas celulares. Otras serian proteinas con funcién enzimética para

inactivar a las fosfolipasas, responsables de oxidar los fosfolipidos de membrana y
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degradarlos (Crowe et al. 1993). La familia de proteinas inducidas por sequia en cebada
se han denominado dehidrinas (Robertson y Chandler 1992) y alguna de elias tiene una
estructura similar a los inhibidores de fosfolipasas. Otras sustancias osmoprotectoras son
los compuestos de amonio cuaternario y los de sulfonio terciario. El mas comun entre las
plantas superiores es la glicina beatina que se encuentra en al menos 11 familias entre
monocotiledoneas y dicotiledoneas. Otros osmoprotectores son fa prolina beatina, la B
alanina beatina y el dimetil sulfonio propionato (Rhodes y Hanson 1993). Es muy posible
que alguna de estas proteinas se sinteticen durante los tratamientos de sequia que
realizamos, aunque a través de un electroforesis bidimensional es imposible comprobarlo.
La diferencia de expresion entre los tratamientos de sequia fuerte y sequia suave pone de
manifiesto que las células vegetales reconocen de alguna forma la magnitud del estrés
que sufren y acorde con la circunstancia modifican la expresion génica expresando en
cada caso diferentes productos génicos especificos.

Aquellas proteinas que muestren el mismo patrén de expresion en las dos variedades
deben estar involucradas en un mecanismo generalizado de defensa y/o adaptacion al
estrés en la especie Saccharum officinarum.

De las 15 proteinas que muestran el mismo patrén de expresion en las dos variedades, 8
se deben al tratamiento de sequia fuerte, 1a sequia suave induce dos proteinas y reprime
la expresion de otras 3, mientras que 2 proteinas se expresan como consecuencia de
ambos tratamientos. Esta situacion refleja que cuando el estrés es suave la respuesta
implica cambios fisiologicos y de expresion también moderados o suaves, pero cuando la
deshidratacion es muy importante, ya que los tejidos pierden el 50% de su peso fresco, la
respuesta que muestran las células en nuestro sistema de estudio es la expresion
simultanea de varios genes. Cabe pensar que estas nuevas proteinas estén relacionadas
con la proteccién de las células frente al proceso de pérdida de agua.

Aquellas proteinas que muestran un comportamiento diferente entre genotipos como
consecuencia de los tratamientos de sequia, deben estar involucradas en la resistencia o

susceptibilidad de ambas variedades, o bien pueden ser proteinas de respuesta general al
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estrés hidrico pero que cada genotipo controla de forma diferente. Las proteinas que
podrian conferir la resistencia a la sequia a la variedad JA-605 serian aquellas que solo se
expresan en dicha variedad como las proteinas 32, 49, 50 y 57. Es posible que una sola
de estas proteinas sea la responsable de la resistencia en esta variedad mientras que en las
restantes podrian expresarse como una consecuencia de ésta situacion. Posteriormente
comentaremos €l caso de proteina 32.

Los niveles de variacion que hemos detectado son semejantes a los obtenidos Damerval
et al. (1988) al analizar distintos tipos de raices de Brassica napus durante situaciones de
estrés hidrico. En dicho trabajo se estudia el patron de proteinas totales por 2D-PAGE y
de las 424 proteinas que identifican 101 son polimérficas, 52 de las cuales son exclusivas
del tratamiento de sequia lo que representa un 16% del total de proteinas.

Sin embargo el nivel de polimorfismo que detectamos es mucho mayor que el indicado
en otros trabajos donde también utilizan la electroforésis bidimensional. Asi King et al.
{1992) analizan los ARNm de trigo y encuentran en hojas 12 proteinas y en raices 10
proteinas con expresion diferencial debida a la sequia. Chandler et al. (1993) en
cotiledones de guisantes, analizan las proteinas marcadas in vivo y las diferencias entre
las muestras control y las sometidas a una atmosfera seca durante 10 dias se reduce a 7
proteinas que muestran diferencias cuantitativas.

E! alto nivel de polimorfismo que hemos detectado también se observa al comparar con
los resultados de Ramagopa! y Carr (1991). Analizan ia expresion en suspensiones de
cafia de aziicar frente al estrés provocado por una alta concentracion salina. Aunque el
estrés es distinto, como ya se comento anteriormente, esta también mediado por ABA y
provoca cambios de osmolaridad que implican en definitiva la disminucion de agua
disponible. Asi encuentran 18 ARNm que aumentan su expresion, 8 que disminuyen su
nivel de expresiéon y no observan diferencias cualitativas. Las explicaciones para esta
diferencia pueden ser varias, desde que los genotipos de cafia de azicar utilizados son

diferentes hasta que la deshidratacion provoca mas cambios de expresién que la
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concentracion salina, o bien que en nuestro trabajo utilizamos un sistema mucho mds

resolutivo que el utilizado por Ramagopal y Carr que analizan proteinas totales.

2.3.-Tratamientos con ABA

El acido abscisico actiia en un gran nimero de situaciones, como se describe en las
revisiones de Chandler y Robertson (1994) y de Voesenck y van der Veen (1994). Esta
hormona entre otras funciones modula el crecimiento y desarrollo de las plantas
especialmente durante la formacion de semillas estando también implicada en la respuesta

a los estreses del medio ambiente que involucran pérdida de agua.

Los niveles endogenos de esta hormona se han medido en diversas ocasiones, lo que
permite conocer el rango de concentracion con actividad fisiologica y los cambios que se
producen en su concentracion debido a diferentes situaciones. Asi en hojas de plantulas
de trigo la concentracion es de 0.27x10° M ABA por g de tejido seco y al deshidratar
estas hojas los niveles se elevan hasta 0.5 y 2.5x10° M, es decir 2 a 9 veces mds que Ia
concentracion original (Berge et al, 1989). El nivel del ABA también aumenta
notoriamente en la.maduracién del embrion, por e¢jemplo en las semillas de .cebada
durante el desarrollo del embrion el nivel de esta hormona fluctia de 0.5 a 2x10° M por
g de tejido seco (Morris et al., 1991). La concentracion hormonal no se eleva solo en la
embriogénesis cigotica sino también en los embriones somaéticos. En los callos
embriogénicos de cafla de azucar la concentracion es de 87.1x10-9 M mientras que en
los callos no embriogénicos es de 0.5x10° M por g de tejido seco (Guiderdoni et al.,
1995),

En nuestro trabajo para analizar ios cambios de expresién que provoca esta hormona
utilizamos un medio de cultivo con concentracion de 10* M y la duracion del

tratamiento fue de 24 h. De esta forma se trata de imitar la elevacion de 1a ¢concentracion
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endogena de ABA que se produce en aigunas situaciones como mencionamos en ¢f

parrafo anterior.

La concentracion de 10 M esta dentro del rango de concentraciones descritas en la
literatura. Hasta el momento no hay descrito en la literatura un efecto toxico de esta
hormona pero al realizar tratamientos con ABA 102 M, los callos se fenolizaban a los 4

dias y eran incapaces de regenerar.

Cuando se comparan los patrones de los callos control y los callos tratados con ABA, es
cuando se observa el mayor numero de proteinas diferenciales, 55 en total y dentro de
cada variedad 46 en JA-605 y 45 en C-8751. Esta situacion de elevado polimorfismo se
puede apreciar claramente en el analisis de componentes principales donde el tratamiento
con ABA es la situacion que mas se diferencia de los callos control y se corresponde con
la accién del ABA en diversas situaciones (Chandler y Robertson, 1994). La accién del
ABA parece encontrarse bajo un control en ocasiones distinto para los diferentes
genotipos como demuestran las 20 proteinas con diferencias en el patrén de expresion

entre ambas variedades.

A todas estas proteinas nos referiremos a continuacion al comparar aquellas que

intervienen en la embriogénesis y/o en la sequia.

2.3.1.-Embriogenesis y ABA

Durante la embriogénesis cigotica, cuando el embrion comienza a madurar y empieza la
sintesis de las proteinas de reserva se elevan los niveles endégenos de ABA hasta llegar a
un maximo justo antes de que la semilla entre en dormancia (Rock y Quatrano, 1995) y
luego este nivel decae hasta ser indetectable en las semillas secas. Esta correlacion entre
concentracion hormonal y desarrollo embrionario hace suponer que el ABA pueda tener
un papel importante durante la embriogénesis como ya comentamos. El papel que juega

el ABA en la fase tardia de la embriogénesis se pone de manifiesto con la existencia de
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mutantes relacionados con ABA. Los mutantes denominados viviparos de Arabidopsis y
maiz, en los que el embrién germina precozmente, cuando la semilla estd ain unida a la
planta madre, son incapaces de sintetizar ABA o bien son insensibles a la hormona (Mc
Carty et al., 1989, Koornneef et al., 1982). Por otra parte cuando se agrega el inhibidor
de la sintesis de ABA, la fluoridona, a las semillas de maiz durante su desarrollo se

produce la germinacion precoz de los embriones (Hole et al., 1989).

La accion del ABA sobre la expresion génica durante la embriogénesis también se ha
estudiado como demuestra Dure II1 et al. (1980) al gue ya mencionamos anteriormente,
El grupo de proteinas que posteriormente denominaron Lea, que aparecen en ia
embriogénesis tardia de las semillas de algoddn, y desaparecen rapidamente durante la
germinacion, se puede inducir prematuramente si se incuban las semillas con ABA. Esta
situacion se repite con los ARNm de las proteinas Lea de trigo (Berge et al, 1989),
cebada (Hong et al., 1988) y arroz (Mundy y Chua, 1988) que pueden reaparecer en las
plantulas si éstas se tratan con ABA El analisis de nuestros datos revelé que solo dos
proteinas tenian el mismo patron de expresion en las dos variedades, que como ya se
discutioé en la seccion de embriogénesis, deben ser las tmnicas fundamentales para la
misma. El tratamiento con ABA y la fase més tardia de la embriogénesis, cuando el
embrion se convierte a plantula producen la inhibicion de estas dos proteinas. Como ya
mencionamos, el ABA se eleva en la embriogénesis tardfa, por lo que parece probable
que estas sean unas proteinas que se inhiben durante la conversion de los embriones.
Hasta el momento no se han descrito promotores represibles por ABA y ain menos en la
embriogénesis donde hasta ahora solo se han descrito proteinas inducidas por ABA pero
no se puede descartar que esta hormona pueda reprimir la transcripcién de algunos

genes, como Ocurriria € nuestro caso

Sin embargo si hubiéramos analizado un nico genotipo el resultado seria completamente
diferente ya que se observa un distinto comportamiento entre variedades. Asi, si se
hubiera trabajado solamente con la variedad C-8751 hubiéramos detectado un mayor

niimero de proteinas que se regulan tanto por el tratamiento con ABA como durante T2,
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detectando en esta variedad proteinas que se expresan durante la embriogénesis tardia y
también se inducen por ABA, como muchos de los genes Lea descritos (Dure I et al,,

1989).

Debemos mencionar de nuevo el hecho de que en los embriones somaticos de zanahoria
(Zimmerman, 1993) los genes Lea se inducen en etapas muy tempranas de ia
embriogénesis, asi como que los cultivos embriogénicos de cafia de azicar tienen
concentraciones elevadas de ABA (Guiderdoni et al., 1995) no siendo por tanto
asimilables la embriogénesis in vivo e in vitro en estos aspectos. Por lo tanto, debido a
estas dos situaciones es posible que en nuestro caso existan proteinas que se estén
induciendo en los callos TO, lo que nos llevaria a infravalorar la cantidad de proteinas

polimérficas inducidas por ABA y/o embriogénesis.

Al igual que en el caso de la embriogénesis la expresion de los genes Lea in vivo ¢ in
vitro solo se analiza en una Unica variedad de la especie que se esta estudiando. Sin
embargo nuestros datos, demuestran que la expresion durante la embriogénesis tanto
mediada por ABA como independientemente de esta hormona estd claramente

controlada de forma diversa en distintas variedades.

Estas proteinas que muestran una expresion diferencial entre variedades probablemente
no estarian implicadas directamente en la embriogénesis sino que se regularian
diferencialmente como consecuencia del aumento de concentracion de ABA que se

produce en ese periodo.

2.3.2.-Estrés hidrico y ABA

Inmediatamente después de una situacion de estrés hidrico se elevan los niveles
endogenos de ABA, como ya comentamos anteriormente. Las proteinas inducidas

debido a {a disminucion del potencial agua se pueden dividir en dos categorias: las que se



108

regulan por ABA y las que no. Quarrie (1990) refleja esta situacion al analizar por 2D-
PAGE las proteinas marcadas in vivo con S*° en plantulas de arroz sometidas a sequia,
encontrando tres proteinas gue aumentan su expresion debido al tratamiento, dos de las
cuales también aumentan su expresion por tratamiento clon ABA. Sin embargo en otros
casos todas las proteinas inducidas por estrés hidrico también se expresan en los
tratamientos con ABA, como en plantulas de maiz, en las que se analizan electroforésis
bidimensionales de proteinas marcadas in vivo (Heikkila et al, 1984), o en las proteinas

totales de plantulas de Phaseoulus vulgaris (Covarrubias et al., 1995).

Nuestros resultados, tanto en la variedad resistente como en la variedad sensible a la
sequia, estan de acuerdo con el trabajo de Quarrie, ya que encontramos proteinas de
sequia que se inducen por ABA y otras que no lo hacen. Es de destacar que gran parte
de las proteinas que discutimos anteriormente al referirnos a los tratamientos de sequia y
que mostraban el mismo patron de expresion en las dos variedades, también modifican su
expresion por el tratamiento de ABA. Las dos variedades difieren en su respuesta a la
sequia ya que una variedad es resistente y la otra es sensible a la deshidratacidn, pero
ambas variedades expresan un gran numero de proteinas del mismo modo, como todo el
grupo de proteinas que se regulan por ABA y sequia fuerte o por ABA y sequia suave.
Estas proteinas demuestran que las células reconocen el nivel de deshidratacion al que se
ven sometidas y pueden desencadenar dos tipos diferentes de respuestas aunque estén
mediadas por ABA. En lo referente a las proteinas que mostraban una expresion
diferente entre variedades durante la sequia y por lo tanto que podrian estar involucradas
en conferir resistencia a la sequia a la variedad JA-605, se puede decir que

aproximadamente la mitad son reguladas por ABA y la otra mitad no lo estan.

Entre las secuencias que se expresan durante la sequia pero no son inducidas por la
accion del ABA se encuentran dos genes descritos por Guerrero et al. (1990) y
Yamaguchi-Shinozaki et al. (1992) en guisante y Arabidopsis respectivamente. Sus
secuencias se caracterizan por tener 6 dominios de union a membrana y una estructura en

forma de canal por lo que posiblemente su funcion sea facilitar el movimiento de agua
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desde la vacuola al citoplasma. Posiblemente alguna de las proteinas que hemos
detectado que se inducen por sequia y no por la adiciéon de ABA exdgeno, sea similar a
alguna de estas secuencias tanto entre las que muestran la misma expresion en ambas

variedades como las que no lo hacen.

Entre las secuencias descritas que se inducen por situaciones de sequia y por
tratamientos con ABA se encuentran los genes le 16 y le 4 de tomate (Plant et al. 1991 y
Cohen et al. 1991) ambos se expresan solo en tejido vegetativo y se diferencian en que
el primero nunca se expresa en la raiz. En nuestro caso solo analizamos la expresion
génica en callos embriogénicos, por consiguiente es posible que existan otras diferencias
de expresion que no estemos considerando, ya que es posible que la resistencia se
exprese a un nivel fisiologico, de rango superior al celular. En nuestro sistema solo los
mecanismos de resistencia celulares serian detectables por lo que es posible que alguno
de los genes implicados en la resistencia no estuvieran activados o fueran inhibidos por
las condiciones de cultivo. Se puede concluir que las células pueden responder frente a
una situacion de estrés hidrico a través de la accion del ABA o independientemente de
esta hormona y que en cualquiera de estas dos alternativas se pueden expresar unas
determinadas proteinas en respuesta a una fuerte disminucion del potencial agua de la

célula u otras diferentes si l2 deshidratacion es suave.

2.4.-Andlisis conjunto de las situaciones estudiadas

Como ya se descrito a largo de esta discusion entre las numerosas proteinas que se
traducen durante la embriogénesis tardia, muchas de ellas se pueden inducir precozmente
por la adicibn de ABA vy estarian involucradas en el proceso de adaptacién que debe
sufrir el embridon cigotico para superar el periodo de dormancia. Por lo tanto la
embriogénesis, la respuesta al estrés hidrico y a la presencia de ABA exdgeno comparten
mecanismos de regulacion conjunta y consecuentemente un cierto nimero de proteinas

se induciran o reprimiran de una forma coordinada.
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Precisamente para evaluar si existen mecanismos coordinados de regulacién de algunas
de las proteinas se realiza un analisis comjunto de todas las situaciones analizadas. La -
comparacién de todos los patrones simultineamente permite ver distintas situaciones que
quedaban enmascaradas durante los diferentes analisis parciales y son las que se
discutirdn en este aprtado.

No hemos encontrado en las dos variedades ninguna proteina cuya induccion se
promueva tanto por el proceso de embriogénesis como por la sequia o por la adicion de
ABA, como ocurre en alguna de las proteinas LEA. Sin embargo es posible que estemos
considerando alguna proteina de este tipo como constitutiva, ya que los callos controf
son embriogénicos y todos los tratamientos se realizan en este callo.(Ver discusion
previa).

Al analizar las variedades por separado si encontramos algunas proteinas que muestran
una regulacion semejante por embriogénesis, ABA y sequia. Estas proteinas podrian ser
diferenciales entre variedades debido al hecho de que ambos genotipos difieren en ia
resistencia al estrés hidrico, siendo posible que sean proteinas implicadas en la respuesta
a la sequia reguladas por ABA, y que se expresan en las otras dos situaciones por la
presencia de la hormona en los dltimos estadios de la embriogénesis o por la aplicacion
exogena de la misma.

E! analisis conjunto de todos los datos también muestra que practicamente la mitad de las
proteinas polimorficas presentan el mismo patrén de expresion en las dos variedades.
Esta situacion queda reflejada en el anélisis de componentes principales donde se observa
un agrupamiento espacial por tratamientos, apareciendo las variedades siempre juntas
- frente a las diferentes situaciones analizadas.

Al observar la tabla conjunta de las proteinas se desprende que solo tres proteinas se
expresan en una Gnica variedad mientras que en la otra no se puede detectar su presencia
en ninguna de las sttuaciones estudiadas. Una de estas proteinas es la 42 que solo se

expresa en la variedad C-8751 durante TO, T1 y sequia suave. Las otras dos proteinas
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tnicamente se tradujeron en la variedad JA-605 como consecuencia de los tratamientos
de sequia (proteina 32) y de ABA (proteina 33).

Era de esperar que fueran muy pocas las proteinas que se expresaran €n una Unica
variedad no solo por el hecho evidente de que son dos variedades de Ja misma especie
sino porque como ya describimos el anélisis de componentes principales, muestra que
ambos genotipos responden mas o menos de la misma manera.

Esta situacion pone de manifiesto que la resistencia a la sequia de la variedad JA-605 se
deberia a una regulacion distinta sobre las mismas secuencias que comparte con la otra
variedad y/o por la accién de unas pocas proteinas que las diferencian. Este ultimo caso
corresponde a las proteinas 32 y 33 que mencionamos anteriormente siendo la primera
una posible proteina de resistencia.

Asimismo el analisis de todos los datos muestra que la proteina 29 es claramente una
proteina que se induce durante la embriogénesis y no se induce su expresion ni por
adicion de ABA o por la deshidratacion. Anteriormente cuando analizamos las
situaciones embriogénicas esta proteina no fue considerada como de importancia para el
desarrolio ya que se regulaba diferencialmente dependiendo de la variedad. Sin embargo
queda claro que es una proteina de embriogénesis tardia y de germinacion que muestra
una diferencia temporal de expresién controlada por el genotipo. Estas diferencias
temporales podrian relacionarse con el comportamiento in vitro no siempre idéntico de
las dos variedades. También hemos detectado otra proteina de embriogénesis tardia o
germinacion que se induce, en este caso, durante el tratamiento de sequia suave (proteina
30). Hasta el momento no se ha citado ninguna proteina con este tipo de regulacion en la
aun no demasiado extensa literatura. Esta es la primera descripcion de una proteina de
embriogénesis tardia que se induce por sequia sin estar esta regulacion mediada por
ABA.

De este analisis global de resultados queda por mencionar el hecho de que los tres
tiempos de embriogénesis aparecen representados, en el anilisis de componentes

principales, muy cercanos entre si como era de esperar debida al bajo nimero de
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proteinas que parecen directamente relacionadas con la funcién embriogénica en nuestros
andlisis Este grafico(pag.72) también muestra que el tratamiento de sequia suave aparece
muy cercano a los tiempos de la embriogénesis, por lo que parece claro, que esta sequia
suave se asemeja a la deshidratacion que debe sufrir un embrién cigoético durante su
desarrollo a! entrar en la etapa de dormancia. Aunque las semillas pierden practicamente
el 90% de su peso en agua, este proceso debe ser lento y progresivo, como en las
semillas de soja donde dura unos 20 dias (Goldberg et al, 1989). Parece bast@te
probable por lo tanto, que las proteinas que se inducen durante la embriogénesis para
hacer frente a la sequia y entrar en dormancia, deben ser aquellas que se pueden inducir
por el tratamiento de sequia suave, como la proteina 30 que menciondbamos

anteriormente.
3.-ANALISIS DEL CLON CM1

Durante la fase final del desarrolio de las semillas tanto en monocotiledéneas como en
dicotiledoneas se acumula en el embrion un grupo de productos génicos que incluye a
varias proteinas como la lectina, el inhibidor de la amilasa, proteinas de membrana,
proteinas de reserva y un nimero considerable de proteinas cuya funcion ain no se
conoce pero que parecen estar relacionadas con la capacidad del embrion para tolerar la
desecacion. entre estas ultimas se encuentra la proteina Em de trigo. esta proteina
también se acumula en tejido vegetativo en respuesta al estrés hidrico y es inducible por
ABA.

Esta respuesta al ABA del gen Em de trigo, es independiente del tipo de tejido (Rock y
Quatrano, 1995) razén por la cual ha sido estudiado, entre otros, para tratar de conocer
el control de la expresion génica mediada por ABA. Marcotte et al. (1988) han
demostrado que una region de 646 pb del promotor es necesaria y suficiente para
conferir la respuesta al- ABA de este gen. Dentro de esta region del promotor se

realizaron ensayos de delecion (Marcotte et al., 1989) y analizando la expresidn
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transitoria del gen GUS se identificé una region de 62 pb que contiene el elemento
especifico de respuesta al ABA al que se denomind ABRE por ABA Responsive
Element. Dentro de este elemento ABRE existen dos cajas altamente conservadas que se
denominaron Emla y Em2. Si se producen mutaciones en la caja Em1la la respuesta al
ABA se pierde por completo o se reduce muchisimo {Guiltinan et al., 1990) por lo que
es muy probable que esta caja de 8 pb sea la responsable de conferir esa capacidad de
respuesta a la hormona.

Esta secuencia est conservada en genes regulados por ABA como los Rab en arroz
(Mundy et al., 1990) o en numerosos genes Lea de algodon (Baker et al., 1988) entre
otros, y también en genes inducidos por heridas como en el promotor del inhibidor II de
la proteinasa de tomate (PI-II) (Keil et al., 1986). A esta caja Emla se une la proteina
reguladora denominadas “bZIPproteins” o proteinas de cremallera de leucina, EmBP-1,
que pertenece a una familia de proteinas altamente conservadas que reconocen
secuencias de la zona promotora de numerosos genes (Guiltinan y Miller, 1994). Si en la
caja Emla se produce la substitucion de 2 pb, la proteina EmBP-1 es incapaz de unirse
por lo que cuando se analiza la expresion génica regulada por ABA se observa que esta
se reduce. Por lo tanto es la union de esta proteina a la caja ABA la que controla la
respuesta al ABA.

Ademas la caja ABRE es exactamente igual al motivo G-box que se encontré en
numerosos promotores de levaduras (Donald et al. 1990), en promotores de plantas
regulados por luz visible y ultravioleta como la ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa
(Giulano et al. 1988) o en el promotor de la alcohol deshidrogenasa 1 de maiz que se
induce anaerobicamente.

También se pueden encontrar secuencias muy parecidas al motivo ABRE/G-box en las
regiones promotoras de genes de bacterias, virus y mamiferos.

Todos estos datos revelan que estas cajas o motivos estain muy conservados,

manifestando la importancia de estas regiones reguladoras.
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Como se ha visto en la parte de resultados, la secuencia del gen Em estd también
altamente conservada no solo en las monocotiledoneas sino también se ha detectado en
numerosas dicotiledoneas.

La comparacién de secuencias muestra que es una proteina altamente conservada con
niveles de identidad superiores al 90% entre las proteinas de las gramineas. Incluso estos
niveles son altisimos al comparar con dicotiledéneas, aunque las monocotiledoneas y las
dicotiledoneas hayan divergido en un periodo que abarca de los 150 a los 300 millones
de afios. Incluso entre las gramineas que muestran el grado de homologia més cercano a
la secuencia del clon CM1, como maiz y cebada, la divergencia ocurrié hace unos 50
millones de afios (Zurawski et al., 1984). A pesar de este alto grado de homologia exiten
casos como es ¢l de la cebada en que los miembros de la familia, B19, presentan
diferencias en la longitud de la proteina, si bien las secuencias comunes mantienen una
alta homologia entre si y con los genes homologos de otras especies.

El hecho de que sea una proteina tan claramente conservada, que se expresa durante la
embriogénesis tardia en especies muy diferentes tales como trigo o Arabidopsis indica
que deben ser muy importantes para la supervivencia del embridn cigético.

Estas secuencias se encuentran en un numero muy bajo de copias en el genoma. En
especies diploides parece un gen de copia unica como el gen Emb 564 de maiz (Williams
y Tsang, 1991) o en zanahoria el gen EMB-1 (Wurtele et al., 1993). En trigo, una
especie hexaploide, el gen Em (Litts et al,, 1987) pertenece a una pequefia familia
multigénica, de unos 10 miembros que presentan un grado de homologia elevado ya que
los distintos fragmentos de restriccion hibridan aproximadamente con la misma
intensidad.

El clon CM1 esta representado en el genoma de caifia de azlicar por pocas copias. Aqui
al igual que en el caso de trigo, debemos tener presente que la cafia de azucar es una
especie octoploide. El mimero de copiases de 10 aproximadamente.

En lo que se refiere a la expresion de estas secuencias, como ya se explico en la

introduccion, los genes Em de trigo y los genes Emb 564 y Emb 5 de maiz entre otros se
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diferencian en su patrén de expresion pues mientras el primero se puede inducir por
ABA o estrés hidrico en cualquier tejido, los genes de maiz entre otros solo se expresan
en tejido embriogénico y nunca se pudo detectar su expresion en tejidos vegetativos
tratados.

El clon CM1 presenta un patrén de expresion diferente a cualquiera de los descritos
anteriormente, puesto que aunque detectamos su expresion en Jos embriones somaticos
E1y E2, si bien el nivel de expresion es muy bajo, no se induce en el callo embriogénico
ni con ABA ni en los tratamientos de sequia.

El bajo nivel de hibridacion no se debe a alguna causa técnica ya que la sonda hibrida
fuertemente con el gen Em de trigo, utilizado como control positivo que como hemos
visto es practicamente idéntico a la secuencia de cafia de azucar, y ambos poseen un
intron, de aproximadamente la misma longitud, por lo cual no se puede pensar que el
intron interfiera en la hibridacién de la sonda ya que lo haria también con el gen de trigo.
Por esto parece evidente que la baja intensidad que se observa en la hibridacion es el
reflejo de un bajo nivel de expresion.

Es posible que la diferencia en el nivel de expresion se deba a que en la mayoria de las
especies se analiza el comportamiento de estas secuencias en embriones cigdticos y no en
somaticos. Se ha descrito que la expresion de los genes Lea tiene lugar tanto en
embriones cigdticos como somaticos de zanahoria (Zimmerman, 1993). Sin embargo el
patrén de expresion es completamente diferente ya que en embriones somaticos se
detectan, estos genes propios de la embriogénesis tardia, en estadios tan tempranos
como los embricnes globulares o incluso las masas proembriénicas, como ya hemos
comentado anteriormente.

Sin embargo el nivel de expresion del gen EMB-1 (Wurtele et al., 1993) durante la
embriogénesis somatica es un poco mas bajo que los que se muestran en el embrién
cigotico. Esta puede ser la razdn por la cual en nuestro caso los niveles detectados son

tan bajos.
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Por otro lado el tnico gen de una monocotiledonea estudiado en los dos tipos de
embriogénesis, gen HyPRP (José-Estanyol et al., 1992), solamente se expresa durante la
embriogénesis cigdtica. Esto podria indicarnos un comportamiento diferencial entre
mono y dicotiledoneas si bien podria ser una situacion particular de este gen.

En cualquier caso el comportamiento frente a ABA y tratamientos de sequia no parece
asimifable a ninguno de los descritos ya que si bien existen diferencias entre especies, en
cuanto a la expresion de los genes Em en tejidos somaticos tratados con ABA, en todos
los casos descritos la expresion de este gen se incrementa en os embriones cigoticos en
presencia de la homona.

Desconocemos cual es ¢l motivo de esta falta de expresion puesto que no parece logico
que una secuencia tan altamente conservada en la evolucion y con un comportamiento en
su expresion igualmente conservado, no se vaya a comportar de una manera semejante
en cafia de azucar. Quizds las condiciones en que se realizan nuestro experimento
resultan inhibitorias para su expresion. Se podria tener en cuenta que en nuestros
tratamientos el 2,4-D esta siempre presente, mientras que en los trabajos a los que antes
nos hemos referido, realizados en condiciones in vitro, esta auxina esta ausente.
Igualmente durante los procesos in vivo se conoce que la concentracidn de IAA
disminuye drasticamente al final de la fase de torpedo, momento en el que comienza a
incrementarse la concentracion enddgena de ABA y a expresarse el gen Em. La posible

relacion entre el 2,4-D y la falta de expresion de Em necesita ser comprobada.
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RESUMEN_ Y CONCLUSIONES

Se pudieron establecer cultivos altamente embriogénicos en las dos variedades

ptilizadas.

La base de la hoja inmadura resulté un explante idéneo para €l establecimiento de callos

embriogénicos.

En los dos genotipos los explantes de la zona 2 formaron mas callo embriogénico que

los explantes de las zonas 1 0 3.

Los callos que se formaron de explantes de la zona 1 presentaron el nivel mas alto de

regeneracion y conversion.

La comparacion de las dos variedades reveld que el genotipo C-8751 regenera en un

nivel mas alto que la otra variedad tanto in vivo como in vitro.

La electroforesis bidimensional de proteinas traducidas in vitro se reveldé como un buen
método para el analisis simultaneo de cambios en la expresion génica. Se detectaron 67
proteinas polimorficas al comparar los patrones obtenidos entre los distintos tiempos de

embriogénesis, los tratamientos con ABA y los de deshidratacion .

Se encontraron cuatro proteinas relacionadas con la embriogénesis. Estos datos estan de

acuerdo con lo publicado por otros autores.

El mayor numero de proteinas diferenciales aparecen en el tratamiento con ABA,

observandose dieciseis proteinas vanables en ambos genotipos (23.8%).

La respuesta al estrés hidrico puede ser dependiente o independiente del ABA y en
ambos casos las células pueden responder de forma distinta a un estrés hidrico fuerte o
moderado. Se encontraron seis proteinas que responden a la sequia fuerte y a la adicion
del ABA (8.9%) y dos proteinas que se regulan debido a la sequia suave y al ABA
(2.9%).
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La proteina 32 podria estar relacionada con la resistencia a la sequia de la variedad JA-
605. ‘

Se aislo un clon correspondiente a una secuencia parcial de los genes Lea denominados

de tipo Em.

El analisis de la secuencia mostré que a nivel de exones, ésta tiene una alta homologia

con los genes antes descritos.

La expresion de este clon difiere de fa indicada para fos genes homologos de otras
especies, encontrandose niveles muy bajos de ARNm durante la embriogénesis. No se
pudo inducir su expresion por tratamientos de ABA ni de sequia. Se desconoce la causa

de este comportamiento.
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