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u INTRODUCCIÓN

1.- CULTIVO IN VITRO

u Segúnla teoría celular de Schawnncadacélula de un organismomulticelular es una

unidad con capacidadpara desarrollarse.El cigoto de un organismopluricelular es¡
totipotentey a partir de él sepuedendiferenciartodos los tipos de célulasy tejidosque
componenun individuo adulto. Esta capacidadse pierde en las células animales,sin

embargolas plantasconservansu totipotenciaen las célulasdifrrenciadas.Estehechose

refleja en la naturalezacuandoen unazonadañadade unaplantase regeneraun árgano

completo o embriones adventicios, así como por la existenciade plantas que se

U reproducenpor esquejesdondeun fragmento de la planta puede formar una plantau entera.

Estarespuestamostradaiii vivo por las plantaspuedesermanipulada¡ix vitro cultivando

célulassomáticaso germinalesen condicionesfisico-quimicasdefinidas.Estasituaciónse

conocecomocultivo detejidosy comprendeel cultivo de todaslas partesde unaplanta,u desdecélulasindividualesbastaórganosy tejidos.u Estas células o tejidos cultivados in vitro puedendar dos tipos de respuesta:una

desdiferenciacióncelular acompañadade crecimientotumoral,que da lugar a una masa

3 de células denominadacallo o una respuestamorfogenéticapor la cual o se forman

órganos(organogénesis)o embrianes(embriogénesissomática).u El cultivo in vitro se desarrollópor los años50 principalmenteen dicotiledóneasy enu especialen las especiesconsideradasmodelo comozanahoriay tabaco.Las gramíneas

por el contrario fueron consideradasdurantemucho tiempo como “lecalcitrantes”,

¡ ténnino con el que se denominarona todas aquellas especiesque presentaban

dificultades para establecerun cultivo o bien que eran incapacesde mostrar unau respuestamorfogenética.

¡
u
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Lasprimeraspublicacionesen gramíneas,en los años50, describíanel establecimientode

¡
cultivos en maízy Lolium aunqueincapacesde mostrarrespuestamorfogénicay fonnar¡ plántulas,Lasprimerasplantasregeneradasin vitro fueronde arroz(Nishi et al. 1968)y

cañade azúcar(Heinz y Mee, 1969). A pesarde estosresultadossolo se pudieron

3 regenerarplantasa partir del cultivo detejidosen forma rutinariaaprincipios delos años

80. Esto ¡beposibleprincipalmentepor la manipulaciónde diversos~ctaresqueinfluyen

¡ en la respuesta¡ix vitro tantode dicotiledóneascomodemonocotiledóneas.

U Estosfactores,refiriéndonosesencialmentea las monocotiledóneas,correspondena los
siguientespuntos:

U
* el estadofisiológico y de desarroUode los explantesutilizados.

U * el uso de medios nutritivos que conteníanconcentracionesrelativamentealtas de

auxinas(2,4 D)

* seleccióny mantenimientode lossectoresaltamenteregenerablesdel callo

* genotipodel explante

U El conocimientode estosfactorespermitió el cultivo lii vitro especiesconsideradascomo

las gramíneas,a las quenosreferiremosa continuación.En el casode las dicotiledóneas

permitió mejorarla respuestaal cultivo.

U
1.1.- Medio dc cultivou
Los requerimientosnutricionalesde las gramíneaspara su cultivo lix vitro suelenseru
bastantessimples.El medio másutilizado en la mayoríade los casosesel medio de¡ Murashige-Skoog(MS) (1962). Para inducir la proliferación celular generalmentees

suficiente agregarla auxina sintética2,4-D al medio de cultivo. La presenciade esta

¡ hormonaesimprescindibleparala formaciónde cultivosmorfogenéticosy parainducir la

embriogénesissomática También se puedeadicionaral medio diferenteshormonaso

U
U
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U
sustanciaspara inducir una mejor regeneracióno crecimiento del callo como

U citoquininas,ácidoabscísicoo prolina.

U
1.2.-Tipo de explante

U
Si como explante se utiliza tejido maduroy diferenciadono se obtendráncultivos

¡ morfogénícosaunquese encuentreen el medio de cultivo adecuado.Por el contrarioel

tipo de tejido que se debeutilizar para iniciar un cultivo debeestarformadopor células

meristemáticasy sin diferenciar.

Greeny Phillips (1975) demostraronque los callos obtenidosa partir de embriones

inmnadurosdemaíz erancapacesde regenerarplantasdurantelargosperíodosde tiempo.

U Desdeentoncesestetipo de explanteha sido ampliamenteutilizadopara iniciar cultivos

morfogenéticos(revisiónVasil y Vasil, 1995). Los otros explantesimnadurosutilizados

correspondena inflorescencias(Brettell et al., 1980) y a hojasinniaduras(Wernickey

U Brettell, 1980).

En los trescasosel estadode desarrollodel explanteesun factor crítico en la obtención

3 de cultivosmorfogenéticanientecompetentes.

Como indicador del estadode desarrollodel explante en el caso de los embriones

¡ inniadurosse tiene en cuentatanto los días post-antesiscomo el tamañodel embrión

U mientras que en el caso de la inflorescenciainmadurase han utilizado explantesde
diversaslongitudes(revisiónVasil y Vasil 1995).

U Cuando se utilizan fragmentos de hoja como explante, solo los fragmentos

correspondientesa las zonasbasalesmuestrancapacidadmorfogenéticamientrasquelos

U fragmentosmásalejadosson incapacesde responderal cultivo. En cultivos de hojade

3 Sorghumbicolor (Wernicke y Brettelí, 1980) seha demostradola existenciade este

gradienteya quelas célulasque seencuentranen una estadocasi meristemático“in vivo”

U son las únicascapacesde proliferar “in vitro”, por lo quelos explantesse debenescoger
delas regionesqueespacialy temporalmenteseanlas másparecidasal meristemobasal.

U
E
U
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U Estegradientede respuestaquemuestranlas bojasal serutilizadascomoexplantesehadescritoen numerosasespecies,Secaleceredile (Linaceroy Vazquez,1986), Panicum

U max¡mum(Lu y Vasil, 1981), Saccharumofficinarum (Ho y Vasil, 1983), Zea mays

(Wenzlery Meins, 1986). Este hecho se ha relacionadocon la posible existenciade

gradientesinternosde algunashormonas.

En Pennisetumpurpureum(Rajasekaranet al., 1987a) seobservaunadisminuciónde la

concentracióntantode ABA como de IAA amedidaque la muestrasetomamásalejada

de la basede las hojas.Por otro lado si se modifican las concentracioneshormonales

endógenaspor el uso de inhibidores, los explantestomadosdespuésdel tratamiento

U pierdensu capacidadregenerativa(Rajasekaranet al., 1987b)

¡ 1.3.-Condicionesambientales

U
Las condicionesambientalesen las que se encuentrala planta donadoradurante la

U formacióny desarrollode los distintosexplantes,son de gran importanciaen la respuesta

queestosdaránen el cultivo.

E Las condicionesdel cultivo, invernaderoo campo,la temperatura,humedado frecuencia

¡ de riego, son factoresque afectan al desarrollode la planta y como consecuenciaal

estado fisiológico del explante. Lurhs y Lorz (1987) observanque la respuestadel

embrióninmadurode cebadaen dos añossucesivoses muy variabley atribuyen estas

diferenciasa las variacionesobservadasen el clima en los dosañosquese realizaronlos

U experimentos.En embrionesinmadurosde maíz se logró incrementarla respuestaal

cultivo in vitro, modificando las condicionesambientalesen las quese desarrollabala

plantadonadora(Lu y Vasil, 1983;Tomesy Smith, 1985).

3 No cabedudaque el ambienteen que se desarrollaunaplanta,con un genotipodado,

determinael estadofisiológico de éstay por lo tanto del explantepara iniciar el cultivo

U de tejidos.

U
E
¡
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E
¡ 1.4.-Genotipo

3 En los primerostrabajosrealizadosen cultivo iii vitro de gramíneas,seobservabaque la

respuestaobtenidaa partir de individuosde distintasespecieso distintasvariedadeso

U cultivaresde unamismaespecieeradiferentelo que indica que el genotipode la planta

U donadorainfluye en la respuestaal cultivo. Estasdiferenciasgenotipicaspara formarcultivos moifogenéticossecomprobóen maíz (Duncanet al., 1985), cebada(Lurhs y

E LÓrz, 1987) y centeno(Linacero y Vazquez,1986, 1990) entre otros. Sin embargo
algunos autoresmantienen que los factores fisiológicos y ambientalesson los que

E determinany modificanla respuestaal cultivo de forma príoritaria(Vasil, 1987).

U Con la finalidad de caracterizarestecontrol genéticoserealizaronnumerosostrabajosLa primera evidenciasobreel control genéticode la regeneraciónseobtuvo en alfalfa

E (Bíngham et al., 1975) y en estamismaespeciese llegó a postularun modelo para la

producción de embriones en el que estarían implicados dos genes dominantes

3 complementariosconefectoaditivo (HernandezFemandezy Christie, 1989).

En maíz Beckerty Qing (1984) realizaroncruzamientosdialélicosentrelíneaspuras y

¡ observaronquela respuestaal cultivo in vitro es altamenteheredable.Entre Seobserva

un alto nivel de variación genéticaentrelíneas,que sedebea factoresde tipo aditivo

(Tomesy Smith, 1985).

En trigo se analizarondistintas líneasaloplásmicasy se observóque la frecuenciade

regeneracióndependíadel citoplasma(Mathias et al., 1986)y que la respuestase podía

U incrementarpor sustitucióncon el cromosoma4B (Mathias y Fukui, 1986) de Chinese

Springporel 4B de CappelleDesprez.Habríaun genmayor derespuestaal cultivo en el

brazo2DL y genesmenoresen los brazos2AL y 2BS (Kaleikau et al., 1989) así como

U otro gen mayor reguladorqueestaríaen el brazo 2BL, En la formación de embriones

somáticosactuaríannumerososgenesrecesivos(De Buyseret al., 1992) a diferenciade

U lo queocurreen alfalfa y maízdondepareceserque son dominantes(Reischy Bingham,

3 1980; Hodgeset aL, 1986).

¡
U
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Todas estos resultados sugieren que la respuestaal cultivo in vitro puede serE
seleccionaday transferida,mediantetécnicasdemejoraclásica,agenotiposrecalcitrantes3 de interés.

U lA-Mantenimientodc los cultivos

E Aquelloscallos quemuestrancapacidadregenerativaa travésde embriogénesissomática

3 sondenominadoscallosembriogénicos.

Los callos embriogénicospresentanvanascaracterísticasbien definidas (Vasil y Vasil,

¡ 1995) ya queson compactos,altamenteorganizados,de crecimientolento y de color

blanco,Estánformadospor células isodiamétricaspequeñascon paredesmuy delgadaas

E y citoplasmadensoy rico. Se han descritootros tipos de callos embriogénicosque

U aParecendemaneramuy minoritariay no tienenexactamentela morfologíamencionada,

pero los callos quese debenutilizar en especiescomo maíz o trigo parapoder

3 mantenerun cultivo embijogénicopor tiempo prolongado(Vasil y Vasil, 1995).

Para mantenerla capacidadenibriogénicade estoscallos debenrealizarsetransplantes

U con una frecuenciamenorde 30 días,ya que si no los callos comienzanunaetapade

U pérdidade capacidadregenerativabastaUegara la senescencia(Chandíery Vasil, 1984).

Se cree que el factor determinantede esta situaciónes el 2,4-D que debeestaren

concentracioneselevadasparamanteneren el callo su capacidadregenerativa(Karlsony

Vasil, 1986)

U La selecciónde callosy las condicionesde transplantese debenelegir en cadamaterial

utilizado, yaquevaríandeunaespeciea otra.

¡ 2.-EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA

E La formaciónde embrionessomáticossedescribiópor primeravezen el alIo 1980(Dale,

1980; Vasil y Vasil, 1980; Wernickey Brettell, 1980) y desdeentoncesla embriogénesis

U
U
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E
somáticase ha descritoen prácticamentetodaslas gramíneas.Los embrionessomáticos

¡ se originan directamentede una sola célula o indirectamentea partir de masas

¡ proembriónicas,quea su vez seoriginaronde unaúnicacélula (Vasil y Vasil 1995). Esta

formación a partir de una célula comienzacon divisiones internasde segmentación,

¡ engrosamientode paredescelularesy una ruptura tempranade todas las conexiones

E plasmodémicasqueindicanun aislamientoconel tejido querodeaa dichacélula(Franzy

Schell,1991).

3 En generalno se siguenlos patronesde división celular específicosde los embriones

cigóticos aunqueen muy poco tiempo aparecenembrionesglobularesque presentan

3 todaslas caracteristicasde los embrionescigóticos. En monocotiledóneas,la formación

de unahendiduralateral en la región apicaldel embrioideglobular indicael inicio de un

U estadioescutelar(Brisibe et al., 1993). El escutelocomienzaa hacerseevidentepor un

¡ crecimientolateral por encimade la hendidura.El embrióncontinúasu desarrollopor

estadioscotiledonaresdondesedesarrollael coleoptioy se diferencianlos meristemos

¡ apicalesy radiculares(Vasil y Vasil ¡995>. AlgunosembrionesdesarrollanUnaestructura

similar a un suspensorquelo mantienenunido al callo. La únicadiferenciamorfológica

E descritaduranteel cultivo de embrionessomáticasesquepresentanmayortamañoque

3 los embrionescigóticos en Dac¡ylis glomerata(Congeret al,1983).En el casode las

dicotiledóneas,las fasesde la embriogénesiscigótica, globular, corazón,torpedo y

¡ dicotiledonarestánigualmentereflejadasen los embrionessomáticos,

El grado de similitud entre los embriones somáticos y cigáticos es asombroso,

¡ especialmentesi setieneen cuentaquelos embrionessomáticosse desarrollanfuera de

un tejido materno.El hechodequesepuedandesarrollarembrionesnormalesa partir de

¡ célulassomáticasdemuestraqueel programagenéticodela embriogénesisestádentrode

3 cada célula y puedefuncionar en ausenciade productosgénicosmaternos.Es posible

quela composiciónhormonaldel mediodecultivo de los callosimite de algunaforma las

3 señalesparainiciar la embriogénesis.

U
E
E
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E
Lashormonasque parecenimplicadasdirectamenteen la inducción de la embriogénesisu
somáticason las auxinas,y sudisminución o desaparicióndel medio de cultivo seria la¡ señalparadispararel desarrollodel embrión somático.El tiempo de exposicióna esta

hormona,que necesitanlos explanteses muy variable, desdeunas pocas horas en

¡ microcallosde alfalfa (Dudits et al., 1993) hasta7 diasparasuspensionesde zanahoria

(Nomuray Komamine, 1985) eliniinándosedespuésla hormonadel medio de cultivo

U paracontinuarel programaembriogénico.En presenciade auxinalas lineascelularesde

3 zanahoriasolo puedendesarrollarsehastael estadioglobularpero no puedencontinuar

su desarrollo(Borkird et al., 1986).

3 A partir de esemomentolos embrionessintetizariansu propiaauxina(Michalczuk et al.,

1992) quedebetenerel transportepolaradecuadoparaque la embriogénesisseanormal

U (Liu et al., 1993). En los embrionessomáticos la inhibición del transportepolar de

¡ auxinaprovocaen Brasrncajuncea la inducción de la embriogénesispero produceun

cotiledónfusionadocilíndrico.

¡ Sin embargola diferenciamás llamativa entrelos embrionescigóticos y somáticos,es

quelos primerospasanporuna etapade dormanciadespuésde haberperdidoel 95% de

U sucontenidoen aguay detenerla síntesisde ARN y proteínas(Golberget al., 1989). En

3 la naturalezatambiénhaycasosdondeel embrión despuésde la maduraciónno entraen

dormanciasino que germina precozmentecomo el caso de los mutantesvivíparosde

¡ Arab¡dops¡sy maíz(Oomset al., 1993;Mc Carty et al., 1991). Incluso los embrionesde

un gran númerode plantas,si se aíslan del resto de la semilla y se cultivan in vitro

E puedengerminarsin pasarporun períodode deshidratacióny latencia.

Todasestasevidenciasdemuestranque los embrionespuedenpasar directamentedel

U
programade embriogénesisal degerminaciónsin entraren dormancia.¡ Estasituaciónponede manifiestoque e! tejidoquerodeaal embrióncigóticodebeenviar

unaseñalqueimpide la germinaciónprecoz.Estepapel lo cumpliría el ácido abscisico

¡ (ABA), siendonumerosaslas evidenciasa favor de estaregulaciónhormonal(Rock y

u Quatrano,1995):

U
¡__
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U * Existe una correlación entrebajos niveles de ABA y la germinaciónprecoz de

3 embrionescultivadosin vitro.

* La aplicaciónde ALBA exógeno evita la germinacióny favorece el crecimientode

3 embrionesinniaduros.

* La sensibilidadal ALBA exógenoesmáximacuandola concentraciónendógenade ésta

U hormonaesla másalta.

3 * Las plantasmutantesdeficientesen ALBA, que tienen niveles muy bajos de esta

hormona,presentanembrionesquegerminanestandoaúnen el fruto.

3 De estaforma la acumulaciónde ALBA que se observaen la semillascuandoel embrión

3 estáentrandoen la etapade maduraciónseríala responsablede queel embrión cigótico

entraraen dormancia.

¡ Sin embargo,aunqueel embrión somáticono entraen dormancia,sí acumulaALBA y

respondea los cambiosquese puedanproduciren suconcentración.En suspensionesde

3 zanahoriaal agregarfluoridona, un inhibidor del ARAL, se detieneel crecinuientode los

embrionesy éstosno progresanmásallá del estadioglobular (1-Iatzopoulus,1990). En

U los callosembriogénicosde cañade azúcarla concentraciónde ABA correspondea 87.1

3 pmoVg de tejido seco mientrasque en los callos no embriogénicoses de 0.5 pmol/g de

tejido seco(Guiderdoniet al., 1995).

¡ Al mismo tiempo que se incrementael nivel endógenode ARAL, se observa la

acumulaciónde ARLN mensajerosen el embrión,durantelas etapasmediay tardíade su

U desarrollo.A las secuenciasquecodifican estosARNm se las denominanLea, por lateu embyo¡bundant.

Los embriones aisladosen etapasmuy tempranasde su desarrollono sintetizan ni

¡ acumulanestosARNm. Perosi estosembrionessetratanconARAL exógenoseproduce

unaacumulaciónprecozde los ARLNm Leay otrosARNm.

3 Las proteínasLEA presentanuna gran homología,son solublesy básicas,son ricas en

glicinay lisina y presentanpocosresiduoshidrofóbicos.Estascaracterísticashacenque

¡
¡
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¡
seanunaproteínasmuy hidrofilicas y estables(Dure III et al., 1989). Por todo esto se

¡ proponeque posiblementeseanproteínascon funciónde protecciónfrente a la pérdida

¡ de agua tan drástica que tiene lugar durante la última etapa de desarrollo de los

embrionescigóticos. Sin embargo,estasproteínastambiénseexpresanen los embriones

3 somáticos,como se describeen la revisión de Zimmerman(1993) como ejemplo se

puedeescogerel genEMB-l (Wurtele et al., 1993) quepor experimentosde hibridación

¡ in sunmuestrael mismo patrón de expresiónen embrionessomáticosy cigóticos. La

3 listade genesLeaqueseexpresanen los dos tipos de embrioneses muy extensa,como

los genesECP31 y ECP4O de zanahoria(Kiyosue et al., 1992, 1993). Esta serie de

3 resultadosademás,otorganvalidez al uso de embrionessomáticoscomo modelo para

estudiarla embriogénesis,apesarde lasdiferenciasen su comportamiento,queya hemos

¡ mencionado,

¡ Aunquelos genesLeahansidoclasificadosenal menos6 grupos(Dure III, 1993)por su

homologíaen la secuenciade aminoácidos,sepuedendiferenciaren dosgrandesgrupos:

3 aquellosquesolo seexpresanen embrionesy los quesepuedeninducir por tratamientos

conALBA tantoen tejido embriogénicocomovegetativo.

¡ En los primerospodemoscitar a los genesECP31 y ECP4Oque solo se expresanen los

embrionesde zanahoria(Kiyosue et al., 1992 y 1993) así comolas secuenciasdescritas

E en maíz por Williams y Tsang(1991 y 1992)y quedenominanEmb 564 y EmbS.

3 Entrelos genesLea que se expresanen tejido vegetativoestán,entreotros,la secuencia

Em de trigo (Berge et al., 1989), y el gen rab 28 de maíz (Pía et al., 1993). Estas

¡ secuencias,independientementedel tejido dondese expresen,puedenser inducidaspor

ALBA exógenocomoya mencionamosanteriormente.

E Aunquelos genesLeapotencialmenteesténreguladospor ARAL los distintospatronesde

¡ expresiónque seobservanindican que estahormonadebeformar partede un complejo

mecanismode regulación,

¡ Enlas semillasmadurasseencuentrannivelesaltosde algunosARLNm Lea,situaciónque

contrastanotoriamenteconlos transcriptosparaproteínasde reservaque seacumulanen

¡
U
3
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¡
¡ nivelesmuy altos al mismo tiempo que los transcriptosLea, pero llegan a nivelesmuy

bajoso indetectablesen la semilla madura(Galan et al., 1987). Algunas proteínasde

3 reservaseinducenpor ALBA comola cruciferinay la napinaenBrass¡can¿zpus(Crouch

y Sussex,1981 y De Lisie y Crouch, 1989)y la subunidadfi de la ji congjicinade soja

3 (Bray y Beachy, 1985). Sin embargolas proteínasde reservade otras especiesno

¡ aparecenreguladaspor ALBA. Estodemuestrala existenciade diferenciasentreespecies

y quediferentesgruposde genesexpresadosal mismo tiempo en el desarrollode las

3 semillasestánreguladospor mecanismosdiferentes

Porotraparteel ALBA ha sidosiempreconsideradaunahormonade estrés,cuyosniveles

U endógenosseelevancomoconsecuenciade un déficit de aguaen las célulasprovocado

¡ por distintas situaciones como deshidratación, congelación o aumento de la

concentraciónsalina del medio (Chandlery Robertson,1994 y Voeseneky Van der

3 Veen, 1994). La falta de agua induce una respuestacompleja que se inicia con la

percepcióndela sena]y semanifiestaen cambiosanivel celulary fisiológico.

3 Estasrespuestastambiénvan a dependerde la duracióny la severidaddel estrés,así

¡ comodel estadode desarrollodela plantay del tipo deestréshídrico. Lasproteínasque

seexpresanen las situacionesde estréssepuedendividir en dosgrandesgrupos,las que

¡ seinducenpor ALBA ylasqueno lo hacen(Quarrie, 1990).

Entre las proteínasqueseinducencomoconsecuenciade unasituaciónde estrésy que

3 no seinducenpor AB?., llamadospor Bray (1993) genesqueno respondenal AB?., se

encuentranaquellos donde la aplicación de ALBA exógeno no varía su patrón de

¡ expresión como se describe en judía (Guerrero et al., 1990) y en Arabidopsís

¡ (Yamaguchi-Shinozakiet al., 1992>.

Entrelas proteínasqueseinducenpor ALBA, los diferentesestresesconectanenla misma

3 cascadade transducciónpuesel ALBA estáinvolucradoen la inducciónde numerosas

proteínascomo consecuenciade la pérdidade aguaqueestosestresesprovocan(Bray

¡ 1993). De estaforma algunosgenesexpresadosduranteunasituaciónde estréshídrico

¡
u
u
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3
3 también se expresandurante las fases de maduracióndebido a los procesos de

desecaciónde la semilla.

¡ Es en estepunto dondeconvergela expresióngénicacomo consecuenciatanto de un

estréshídrico como del desarrollodel embrión, siendo los genesLea los puntosde

¡ convergenciao unión, dandofUerzaa la hipótesisde queestosgenesestáninvolucrados

u en mecanismosgeneralesdc toleranciaa la sequja.Entre estosgenesse encuentranlosgenesEm de trigo (Bergeet al., 1989)y Arabidopsis(Finkelstein, 1993),el gen rab 28

E de maíz(Plaet al., 1991),las dehidrinasdecebaday maíz(Closeeta!., 1989)entreotros

y en todosellossu expresiónestámediadapor ALBA.

U Cuandoen la región promotoradel gen de EM de trigo (Marcotte et al., 1988) se

3 encontróunacaja denominadaABRE (por ARAL ftesponsive)se pensóque todos los

genesreguladospor ALBA tendríanunacajaABRE en supromotor. Sin embargoexisten

3 genesreguladospor ALBA quecarecende unacajaABRE, comoel gen 1e16 de tomate

(Plant et al. 1991) que solo se expresaen tejido vegetativoaéreofrente a situacionesde

3 estréshídrico o salino o por adición de ABA exógeno.En la plantade la resurrección

Caterostigmaplanraginewntampocose encuentracaja ABRE en aquellosgenesque

¡ respondenal ABA (Michel et al., 1993).

3 Además,comoya se ha mencionado,los genespuedenestarreguladospor ALBA pero

presentarun patrónespacialy temporalde expresióncompletamentedistinto unos de

¡ otros. Estasituaciónsugierequeel ALBA actúaa travésde múltiples mecanismoso que

actúannumerososcomponentestodavíano identificadosademásdelARAL. En un trabajo

3 dondese comparanocho genesdistintos inducidospor ALBA en la einbñogénesisde

¡ maíz, Williams y Tsang(1994)forman tresgrupos,en razónadiversosfrctorescomola

concentraciónde ARAL quenecesitanparainducirse,el tiempodespuésde la polinización

¡ en que se expresan,si para su expresiónnecesitanel fbctor Vp1, si son exclusivosde

embrioneso tambiénse expresanen tejidos somáticos.Esta situaciónrevelaque aún

E quedanmuchísimospuntososcuros,fundamentalmenteenel papel quejugarlael ARAL y

3
u
u
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u
de queforma actuariaen la regulaciónde numerososgenesdurantela embriogénesisy/ou
la sequía.u

¡
u
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OBJETIVOS

3 El objetivo planteadoen estatesis esanalizarlos cambiosde expresiónqueseproducen

durantela embriogénesissomática,situacionesde estréshídricoy aplicaciónde ARAL

U exógeno,estudiandoseel gradode relaciónexistenteentreestastressituaciones.Este

trabajoseha realizadoen dosvariedadesde cañade azúcar,Saccharumofficinarum,una

resistentey otra susceptiblea sequía.

3 Comopasoprevio pararealizarel estudiopropuestoseha puestoapunto la técnicade

obtenciónde canosembriogénicosen estaespecie.

¡ Todoslos estudiosde cambiosde expresiónsehanrealizadopor electroforesis

bidimensionalde proteínastraducidasin vitro apartir de ARN total de las diferentes

situaciones.

3 Finalmenteseha estudiadoel comportanteintodel genEm descritocomoun genLea en

otrasespecies.

3
u
3
U
u
u
U
3
u
u
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U
MATERIAL

3
3 Seutilizaron dosvariedadescomercialesde calla de azúcar,Saceharunaoffic¡narumL.,

cedidas por el Dr. 5. González Suarez, Universidad de La Habana,Cuba. Estas

3 variedadessecaracterizanpor sudiferentecomportamientoftente asituacionesde estrés

hídrico. La variedadJaronú 605 (JA-605) es resistentea la sequía mientrasque la

U variedadCuba8751 (C-8751) essensibleaesacondición.

E
¡

METODOSu
3 1-CULTIVO IN VIVO

3 Las pintasde estasdosvariedadessemantuvieronen invernaderoy serenovaronpor

resembradode nuevas plantas. Las plantasadultasse cortarondesdela basey se

3 seccionaronpor los entrenudosy estasestacas,formadas por un nudo más varios

centímetrosde tallo, secolocaronen posiciónhorizontalsobreveriniculita húmeda,con

U la quese semicubrieron.Deestaformalas yemasaxilaresgerminaron.Cuandolas nuevas

3 plántulasllegarona medir unos 10 cm de alturay presentabanun sistemaradicular muy

desarrolladosepasarondirectamenteala tierra.

U
2-CULTIVO IN VITRO

¡
3 2.1-Mediosde cultivo

¡ La composiciónbásicade todos los medios¡be la descritapor Murashigey Skoog en

1962 (MS). Los reguladores de crecimiento empleados fUeron: ácido 2,4

U
U
U
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U
diclorofenoxiacético(2,4-D),ácido indol-3-acético(IALA), kinetina(K) y ácido abscísico

U (ARAL). A todoslos mediosseles añadiósacarosaal 3% (p/v) , el pH seajustóa 5,7 y la

¡ concentraciónde agar ¡be de 0,8%. Los medios de cultivo se esterilizaron por

autoclavadoa 1 Kg/cm2de presión,1 200Cdurante15 minutos.

u
Losmediosdecultivo utilizadosfueronlos siguientes:

¡ eFormaciónde callo: MS+2 (MS + 2 mg/1 2,4-D)

¡
‘Mantenimientode callo: SCC(MS + 3 mg/1 2,4-D+ 1.2 mge’l IALAL + 0.2 mg/l K)

¡
eRegeneración:SCR (MS + 2 mg/l K + 1.3 mg/l IALA)

3 2.2-Formacióny propagacióndecallos

3 Enplantasadultasse seleccionó,a partir del último entrenudo,una zonade una longitud

de 10 a 15 cm.. Se esterilizó en superficie con unasoluciónde etanol al 70% durante

3 unossegundosy luego sesumergió20 minutosen unasoluciónde hipoclorito sódicoal

3 5% y Tritón-X100 0.02%. Se lavó profUsamentecon aguaestéril. A partir de este

“cilindro” de tejido meristemúticosecortaronseccionesde aproximadamentelmm. de

3 grosor. Secomenzóacortarsiempredesdeel entrenudohastallegara distinguirlas hojas

jóvenesenrolladasde maneramuy compacta.Cadauna de estasseccionesse consideró

U un explante. Se sembraronen medio MS+2 y siemprese colocaron,manteniendoel

¡ ordende menoramayor altura queocupabanen la planta,en 3 filas de 4 explantescada

una por cada placa Petri. Las condicionesde cultivo fueron de oscundady a una

3 temperaturaconstantede 23 t FCpor un períodode25 días.

A partir de esemomentolos transplantesserealizaronal mediode cultivo SCC cada25

¡ días,manteniendoseen las mismascondicionesde temperaturay oscuridad.

3
¡
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U
3 2.3-Regeneración

3 Los callos se cogieronentreel 30 y 80 periodode subcultivoen el medio SCC, 10 días

despuésde realizar el transplante.Se sembraronen medio SCR. Las condicionesde

3 cultivo fueron 16 h. de luz (12W/m2)y 8 h. de oscuridada unatemperaturade 24+1 0C.

El cambiode medio de cultivo se realizó cada30 diasaproximadamente.Las plántulas

3 formadassetransplantaronpor separado,disgregandoel callo original. A los 3 mesesdel

3 primer transplante en medio SCR se obtuvieron plantulas de 10 cm. de altura

apToxlmadamente,quese podíansacardelas condicionesde esterilidady ser sembradas

3 en unaparcelade tiega.

La medidade la capacidadde regeneraciónse realizó en callos, con el mismonúmerode

E subcultivosen las dos variedades,quesepasaronal medio SCR.Un mesmástardese

3 evaluósi el callo habíamostradocapacidadde regeneraciónincluidos aquelloscallosque

presentaronzonasverdesaunqueno sepudieradistinguirunaplántulaen el momentode

3 la evaluación.Al mismo tiempo se contabilizó el númerode plántulasque fornió cada

callo. Los datosse evaluaron,y secompararonen el primercasoa través de la prueba

U de chi-cuadradode contingenciay en el segundohaciendoun análisisde varianzade 1 y

3 2 factoresde efectosfijos.

3 3.-TRATAMIENTOS

3 Todoslos tratamientosserealizaronpor igual en las dosvariedadesde cañadeazúcar.

3 Para realizar los estudiosreferentesa la embriogénesissomática, se escogieronlos

siguientestiempos.

3 TO: En este tiempo se fijaron aquelloscallos que permanecieronpor un espaciode 10

díasenmedio SCCftesco,entreel 40 y 80 periodode subcultivo.

¡ Lbs restantestiempos escogidos,se obtuvieronal pasarcallos TO a las condicionesde

3 regeneración(ver2.3)

3
U
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3
TI: Estoscallos secaracterizaronpor presentarzonasrojizas. Se fijaron a los 5 díasde

3 habersidocambiadosalas condicionesde regeneración.

3 T2: Paraestetiempo seeligieronlos callos TO quesemantuvierondurante15 díasen las

condicionesdescritasarriba.Estoscallospresentaronpequeñosbrotesverdes.

3 El: Los embrionesglobularesde los callos altamenteembriogénicos,que sólo llevaban 1

o 2 mesesen el mediode cultivo SCC,se escogieronen forma individualizada.

3 E2: Igual que el punto antenorpero escogiendoembrionesescutelares,de los callos

¡ altamenteembriogénicoscultivadosdurante5 díasen medio SCR,

Se realizarondostratamientosde estréshídrico, y en amboscasossepartió de los callos

¡ TO, tomandoa estoscallosTO comocontrolde los tratamientosde sequ¡a.

SEQUÍA FUERTE: Sedenominóde estamaneraaaquellostratamientosque produjeron

E unaperdidadel pesofresco de los callos cercanaal 50% . Paraobtenereste gradode

deshidrataciónse dejaron los callos duranteun periodoque oscilabaentre 1 y 2 horas,

bajo la corriente de aire de la cabinade flujo laminar, en una placa Petri vacía y

3 destapada.

SEQUIAL SUAVE: En estetratamientoseprovocóunapérdidaaproximadadel 12% deI

U pesofresco. Los callos TO permanecieronsobreun papel de filtro, dentrode unaplaca

Petrí cerraday en oscuridad,hastallegaral pesodeseado,El tiempode duraciónde estos

tratamientosfue de unas24 a 30 horas.

3 En amboscasosy paracomprobarquelas condicionesno fuerontandrásticascomopara

causarla muertedel tejido, se pusieroncallos tratadosen condicionesde regeneración.

3 Estoscallostratadospresentabanunaregeneraciónnormal,

Paraestudiarla accióndel fitoreguladorARA en los callos embriogénicosse realizó el

3 siguientetratamiento:

3 ARAL: Se tomaroncallos TO y se cultivaron durante24 horas en un medio de cultivo

SCC suplementadocon ARAL 104M, en las mismas condiciones de temperaturay

3 oscuridadque los callosen SCC. En estetratamientolos controlestambiénfueron los

callos TO.

U
U
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U
Se realizaronotros tratamientoscon esta hormona,que se especificanen cadacaso,

U tambiéncon callos TO, utilizando dos concentracionesde PSA: 10.2 y ío~ M. En el

¡ primer casola duracióndel tratamientofue de 24 h. y de 4 días,mientrasque con la

concentraciónde io~ M tambiénse hicierontratamientosde 9 y 18 días. Los controles

3 de estostratamientosfueroncallos cogidosen los mismostiemposy mantenidosen el

medio SCC.

3 Despuésde cadatratamientose congelóel materialen nitrógenolíquido y seguardóen

¡ congeladora -8(tC bastael momentodeextraerel ARN.

3 4.-EXTRACCIONDE ARN

3 Se utilizó el método del fenolISDS, segúnel protocolo de (Ausubel et al., 1989) con

ligerasmodificacionesparaextraerARN total.u
Se homogeneizó 1 g. de muestra en el mortero, manteniendoel tejido siempre¡ congelado.Se transfirió a un tubo estéril con 25 ml de buifer TLE (0,2M Tris; 0, IM

LiCI; SmM EDTA y pH 8,2) y 750 ~.dSDS 20%y seagitó vigorosamente.Seagregóun

3 volumende 7,5 ml de fenol equilibrado conbuifer TLE (fenol-TLE) y se mezclópor

agitación. Finalmentese añadióotro volumende 7,5 ml de cloroformo. Despuésde

agitartoda la mezclase incubó a 500C durante20 minutos. Se centrifugó20 minutosa

3 40C,a 10.000rpm enun rotor JAL-20 Beckman.La faseacuosa(superior)setransfirió a

un tubo limpio con7,5 ml fenol-mEy 7,5 ml cloroformo y se repitió la centrifugación

3 anterior. Este proceso de lavado se realizó hasta observarque la interfaseestaba

completamentelimpia. Siempresehizo un último lavadode la faseacuosacon 15 ml de

U cloroformo. Estafase se recogióen un tubo de cristal estéril y se agregó 1/3 de este

3 volumen de una solución SM de CILi. Se d~ó precipitar toda la noche a 40C. Se

centrifugóa 40C durante20 minutosa 10.OOOrpm.Se recogióel precipitadoen 1 ml de

3 CILi 2M y setraspasóaun tubo EppendorffSe realizóuna incubaciónde 30 minutosen

hielo y secentrifugóa 40C durante15 minutosa 13.000rpm. El precipitadoselavó con

E
U
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3
CILi 2M unas2 ó 3 veces.Una vez limpio el ARN se disolvió en aguay se le agregó

¡ 1/10 vol. de AcNa 3M pH 5,2 y 3 vol. de etanola -20v C. El ARN sepuedeconservar

3 dc estaformapor tiempo indefinidoa~8O0<2.En el momentode serutilizado el ABN se

recuperópor centrifugacióna 13.000rpm a40C y se lavó con unasoluciónde etanolal

¡ 70%a-20”C.

Paraanalizarla calidaddel ARNextraídosetuvieron en cuentadosparámetros:

U a.- La relación existenteentrela valoraciónobtenidaen el espectrofotómetroa A
260 y

¡ AL280. ALquellas muestrasquedieronun valor inferior a 1,5 sedescartaron.

b - Visualizacióndelos ARN extraídosen unaelectroforésisengelesde fonnaldehido.

3 La valoracióndel ARN extraídosedeterminósegúnla relación:

1OD~= 4Opg/mIARN

U
¡ 5.-TRADIJCClON iN I’7TRO

3 Seutilizó el sistemadel extractodegermende trigo de Promega.Paracadareacción,de

un volumenfinal de 50 ~.dseusaron6 ~.±grde ARNtotal, desnaturalizadodurante10

¡ minutosa 67
0C. Comoaminoácidomarcadose incorporaron2 íxl de L-metioninaS35,

3 cuya concentraciónerade 10,7mCi/ml (ICN Biomedicais).Lasreaccionesserealizaron

siguiendolas instruccionesde las casascomercialesdurante1 horaa25 0C. Estematerial

3 secongelóy liofilizó y semantuvoa - SO0C hastael momentode serutilizado.

U 6.-ELECTROFORESISBIDIMENSIONALES DE

¡ Sesiguióel protocolodescritopor O’Farrell. (1975)

3
3
E
3
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¡ 6.1.-Primera Dimensión

3 Lasmuestrassesepararonsegúnsu puntoisoeléctricoen gelescilíndricos de 11 cm de

largo por 2 mm de diámetro.La preparaciónde 10 ml de mezclapara estosgelesse

U realizó a partir de 4,8 gr urea; 1,34 mi acrilamida 30% (28,4% acrilamida y 1,6%

3 bisacrilamida),2 ml NP-4010%; 400 jil anfolitosdel rango5 a 7 y 100 V1 anfolitosde 3

a 10; 7 pi TEMED y 10 .d persulfatoamónico 10%. Para evitar que se sequeel gel

3 durante las 2h. de polimerización, una vez servido se cubrió con 10 id de agua.

Transcurridoeste tiempo, se eliminó el aguay seagregaron20 i~l de buffet A ( 9,SM

1 urea;2% NIP-40; 5% ~3mercaptoetanoly 2% anfolitos en la proporciónya descrita),y

3 sobreeste10 y1 de agua.Sepermitió que el gel se equilibre durante2 horas,Finalmente

los gelesse precomeroncon otros 20 id de buffet A frescoen condicionesde voltaje

¡ constantedurante15 minutosa 200 volts,, 30 minutosa400volts. y 30 minutos a 600

3 volts. En la cubetasuperiorel buifer utilizado fue una soluciónde NaOH0,02M y en la

inferior H
3P04 0,OIM. Lasmuestrassedisolvieronen 25 id buifer A, se cargaronsobre

¡ el gel despuesde la precorriday secubrieroncon 10 .tl de buifer K (9M ureay 1%

anfolitos). La electroforesisserealizó a voltaje constante,600 volts, durante15 horasy

U un pulsode 1 horaa 800 volts.

Al terminar la electroforesis,los gelesse equilibraron 30 minutos en buifer O ( 10%

glicerol; 50%~mercaptoetanol;2,5% SDSy 0,625MTrisCJHpH 6,8),

U
6.2.-Segunda Dimensión

3
La separaciónde las proteinassegúnsu PM serealizóen un sistemadiscontinuo.

U
El gel separador,inferior, sepreparó con 16 ml de una solución30% acrilamida: 0.8%3 bisacrilamida,7,5 ml TrisClil pH 8,8; 100 yl SDS 20%; 0,016 í.d TEMED y 100 ití

persulfatoamónico10%. Aproximadamente30 minutosmástarde,unavezpolimerizado

¡ estegel, secargóel gel concentrador.La preparaciónde 10 ml de gel concentradorse

3
3
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llevó a cabocon 1,7 ml de la soluciónde acrilamida-bisacrilamida,1,25 ml TrisClH pH

3 6,8, 50 ~.±lSDS 20%, 10 ~ TEMED y 40 ¡tI persulfato amónico. El tiempo de

3 polimerizacióntambienfue de unos30 minutos. Sobreeste gel discontinuovertical se

depositóel gel cilindrico obtenidoen la 10 Dimensión.Seutilizó el siguientebuifer: 1%

3 SDS, 6% Tris basey 14,4% glicina. Las corridaelectroforéticase realizó a corriente

constante,en el gel concentradora 25 mA y cuandoel indicador de frente (azul de

¡ bromofenol) llegó al gel separadorse disminuyóa20015mA. El amperajeal que se

¡ corrieronlos gelesdependiófundamentalmentede la temperaturaa la quellegabanéstos.

Nuncaseredujola corrientepor debajode los 12 mA.

3
6.3 - Evaluaciónde la electroforesis

3
3 Al terminar la electroforesis,los geles se sumergieronen una solución fijadora 40%

metanoly 10% ácido acéticocon Azul de Coomasieal 20% (plv). Se dejaronteflir

¡ durante1 hora en agitacióny luego serealizaronvarios lavadosconla soluciónfijadora.

De esta forma se pudieron ver las proteínas 2 horas despues de terminada la

U electroforesis,Aquellosgelesquemostraronpatronesdistorsionadosen la primeray/o en

la segundadimensiónfuerondescartados.

¡ 6.4.-Exposición

¡ Los gelesse cambiarondirectamentede la soluciónfijadora a la solución fluorográfica

EN3HANCE (DuPont)y semantuvieronen agitacióndurante30 minutos. Se hicieron 2

lavadosde 15 minutosen agua. Se transfirierona papel 3MM y se cubrieroncon

3 transparente.Sesecarona650Cdurante1 horaen vacío. Unavez secosy encondiciones

de oscuridad se colocaronen contactodirecto con la películapararayos X, Kodak X

3 Omat AR (Eastman-Kodak).El tiempo de exposiciónfue de 1 a 2 semanasa - 800C. El

reveladoserealizósegúnlas instruccionesdel fabricante.

3
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6.5.-Lecturau

3 La lecturade los patronesobtenidosse hizo por inspecciónvisual. La comparaciónse

realizó2 a2 entrelos diferentespatronesy considerandolas repeticioneshechasen cada

3 uno de los casosestudiados.

3 7.-EXTRACCIÓNADN

1 Serealizósiguiendoel protocolode (Dellaportaet al., 1983)conmodificaciones.

3 Entre0.5 y 1 gramode t~ido congeladosehomogeneizóen mortero,connitrógenoliquido.

El polvo setransfirióauntubo decentrífugacon 15 midebuifer de extracción(100mM Tris

3 pH 8, 50 mM EDTA, 500 mM NaCí y 10 mM Bmercaptoetanol),se añadió 1 inI de SDS

20%y semezclovigorosamente.Se incubó 10 minutosa650C. Seagregaron5 nil de acetato

potásicoSM, seagitóvivamentey seincubó20 minutosen hielo. La muestrásecentrifugó20

E minutosa 27000rpmen un rotorJA-20Beckman.El sobrenadanteobtenidosefiltró através

de unagasay serecogióen un tubo con 10 ml de isopropanola-2C? C. Despuésde mezclar

3 suavemente,seincubóa -20 0C por lo menosdurante30 minutos. El ADN seprecipitópor

centrifugacióna 15000rpm, 15 minutos. Se eliminó el sobrenadantey se secóel precipitado

3 invirtiendo el tubo sobre papel de filtro. El precipitado se dejó resuspenderdurante20

3 minutoscon750 pl deTE 50 :10 (50 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 8) y setransfirió aun

tubo EppendorfSe centrifugódurante10 minutosa 13000rpm, el sobrenadantesetransfirió

3 auntubolimpioyseafIadieron75~.ildeacetatodesodio3MpH5.2y500~.ilde

isopropanol.Se mezclóy se centrifugó5 minutos. El precipitadoselavó conetanol80%, se

U secóy se resuspendióen 300 pl de agua.Se fenolizó con igual volumende PCIA (25 fenol:

3 24 cloroformo: 1 isoamilalcohol)y secentrifugó15 minutosa 13000rpm. A la faseacuosase

le agregóigual volumende cloroformoy se centrifugó.Nuevamenteserecogióla faseacuosa

3 y seutilizaron3 volúmenesde etanol100%frío y 0.1 volúmenesde acetatode sodio3M. Se

permitio la precipitacióndel ADN todala nochea -20 0C (de estaforma el ADN se puede

u
U
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¡
guardarpor tiempo indefinido), se recuperópor centrifugacióny el precipitadoselavó con

¡ una soluciónfría de etanol707o.El ADN seresuspendióenagua.Entodoslos casossetrató

¡ conRNasa(A + Ti).

Paraanalizarla calidaddel ADN extraídosetuvieronen cuentadosparámetros:

¡ a.- La relaciónexistenteentrela valoraciónobtenidaen el espectofotómetroa A~ yu A280. Aquellasmuestrasquedieron un valorinferior a 1,5 sedescartaron.

b. - Visualizaciónde los ADN extraídosen unaelectroforésis.

3 La valoracióndel ADN extraídosedeterminósegúnla relación:

lOD2~o 5O~g/mlADNu
u 8.-ELECTROFORESIS DE ÁCIDOS NUCLÉICOS

3
ti.-Electrol’oresis de ADN

E
Seutilizarongelesentreel 0.8% y 1.2% de agarosa,buifer TAE ix (40mM Tris acetato,1

¡ mMEDTA, pH8) y bromurodeEtidio (1 pg/1), segúnSambrooket al. (1989).Lasmuestras

¡ se cargaronen el gel con el buffet de carga: 500/o glicerol, lmM EDTA y 0.25%azul de

bromofenol. La electroforésisserealizóenbuffet TALE lx.

u
&2.-Electroforesis deARN

U La separacióndel ARN serealizóen gelesconfonnaldehído.La composiciónde estosgeles

fuede 1.2%agarosa,bufi~r MALE lx (20mM MOPS,5 mM acetatosódicoy 1 mM EDTA

3 pH 7) y fonnaldehido2.2M. A las muestrasde ARN total disueltoen aguasele agregó3.2

vecessu volumende solucióndesnaturalizante(1 buifer MAE Sx:1.75 formaldehído: 5

E formamida).Estasmuestrassedesnaturalizaron15 minutosa 65
0C. Paracargarlas muestras

E
¡
3
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E
en el gel seagregóel bufl~r de carga(500/o glicerol, ¡mM EDTA, 0.25%azulde bromofenol

¡ y 0.25%Xilano cianol).La electroforésisserealizóenbuiferMAE lx.

¡ Paraanalizarla calidad del ARN, se añadióbromuro de Etidio a las muestrasjunto conel

buifer de carga,pero si erapararealizarunatransferenciasoloseutilizó BrEt enel marcador

3 de PM. El marcadorde PM utilizado fije de la casaUSB, y consisteen una sede de

transcritosde ARN de 9488a363 nucleótidos.

3 9.-TRANSFERENCIADE ÁCIDOS MJCLÉICOSA MEMBRANAS

3 9.1.-DeADN ( tipo Southern)

3 El gel deagarosasecubrió consolucióndesnaturalizante(1.5 M NaCí, 0.5MNaOH) durante

3 30 minutos a temperaturaambientecon agitación. Se neutralizó durante30 minutos en

soluciónneutralizante(15 M NaCí, 0.5 M Tris HCI pH 7.2, ¡mM EDTA) La transferencia

3 se realizóa membranasde nylon (Hybond N, Amersbam)por capilaridadcon una solución

20x SSC (3M NaCí, 0.3 M Citrato de sodio pH 7) durantetoda la noche,a temperatura

¡ ambiente(Southern1975). La membranase lavó 5 minutosen una solución 2x SSC. El

¡ ADN sefijó alamembranaa 80 0C durante2 horas.

3 9.2.-DeARN (tipo Northern)

3 El gel de agarosase lavó 10 minutosen agua.Setransfirióaunamembranade nyloncargada

(Hybond1<, Anxersham)porcapilaridad,comoyase explicóen el puntoanterior.El ARN se

fijó a la membranaa 80 0C durante2 horas.

3
U
E
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10.-HIBRIDACIÓN DE ÁciDosNUCLEICOS

¡
10.1.-Marcaje radioactivo de sondasu
El niarc~ede los ADNs que se utilizaron como sondasse hizo por ramdomprimer y se3
empleóel kit Multiprime de Amersham,siguiendosusespecificaciones.La cantidadde [aP32]3 dCTP (ICN, Inc.) utilizadafue de 50 ¡aCi, (concentración10 mCi/mi). La purificaciónde las

sondasmarcadasserealizóatravésdecolumnasde SephadexG-25M(Phannacia).

3
3 10.2.-Hibridación tipo Southern

E Las hibridaciones se llevaron a cabo en tubos de vidrio, siguiendo básicamenteel protocolo

descriptopor Sarnbrooketal. (1989). Lasmembranasseprehibridarondurantetodala noche

¡ a 62 0C con50 ml de unasolucióncompuestapor 5x SSPE(0.9 M NaCI, 50 mM fos&to de

sodio y 5 mM EDTA pH 7,7), 5x solución Denhardt(Ficoil 0.02V
0, PVP 0.02% y BSA¡

0.02%),SDS 0.5% y 500 pg/ml de ADN de espermade salmóndesnaturalizado.El tiempo3 dehibridaciónflievariablede16

Despuésde la hibridación los filtros se lavaron en 2x SSPE,0.1% SDS a temperatura

3 ambientedurante1 hora,en 0.2x SSPE,0.1% SDS a450 C durante 30 minutos y luego dos

u lavadosde 10 minutosa 62~ C, primero en lx SSPE,0.1% SDSy finalmenteen0.2x SSPE,0.1% SDS.u
10.3.-Hibridación tipo Nortbern

u
Los filtros se prehibridaron,toda la nach% a 40

0C en una solución 500/o fornmnuida,5x

U SSPE,Sx solución Denhardt,0.5% SDS y 500 pg/ml de ADN de espermade salmón

1
¡
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desnaturalizado.Enel momentoderealizarla hibridaciónsesustituyóparunasoluciónfresca

y seagrególa sanctamarcaday desnaturalizada,el tiempodehibridaciónfuede 20 a24 h..

Loslavadosrealizadosfueronidénticosalosdel apartado10.2.

11.-AMPLIFICACIÓN DE ÁcmosNuCLÉlcos

Comomolde seutilizó ADN genómico.Comocebadoresseutilizaron los oligonucleátidos:

1 5’ TGAAr~CAGCTGGACCGCAAGGCTCG 3’

2 5’ TGAArrCTGAACTrGGACTCGTCGAT 3’

Estos cebadoresespecificosllevan en mu extremo 5’ la diana para la endonucleasade

restricciónEcoRl, queaparecesubrayadaen la secuencia

Para la amplificación se utilizó la polimerasa termoestablede Promega, en las siguientes

condiciones:50 mM KO, 10 mM TrisClH pH: 9,0.1%Tritón XIOO, 2mM CI2Mg, 200 pM

nucleótidos,5 hM deloscebadores.

El tennociclador (Peltier PTC-100, M. J. Research

especificaciones:

Sniinutos 94
0C

30 segundos940 C

30segundos6O~C

lminuto 72W

I0mmutos 7?C

4W

Inc.) se utilizó con las siguientes

I 30ciclos

U
u
u
¡
¡
E
u
u
u
¡
¡
E
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3u 12.-PURIFICACIÓN DE ADN A PARTIR DE UN GEL DE AGAROSA

3 Se cortay extraede gel de agarosala bandaquesedeseapurificar. Paraestoseutiliza el kit

GenecleanII (Bio 101 Inc.) y sesiguensusinstrucciones.

3
13.-LIGAMIENTO

3 La reacciónde ligamiento se realizó con el ADN amplificado y purificado por (ieneclean

Como vector de clonajese utilizó el plásmidoBluesciipt II SKI Los extremoscohesivos,

3 tantodel insertocomodel vectorse obtuvieroncon la enzimade restricciónEcoR 1, y una

u vez inactivada esta enzima los ftagmentos se ligaron con la ligasa T4 (Boehringer-Mannheim).La reacciónserealizódurantetodala nochea 160C.

14.-TRANSFORMACIÓN

U
Seutilizaroncélulascompetentesde E. Coli (DHSC4. La selecciónde coloniastransformadas

¡ serealizó enmedioLB conantibiótico(Anipicilina SOmg/nil) El sistemaenzimasustratoX-

3 Gale IPTO seutilizó paraseleccionarlosclonespositivos.

¡ 15.-AISLAMIENTO DE ADN PLÁSMIDICO

3 LaspreparacionesdeADN plásmidicoserealizaronapequeñaescala,siguiendoel protocolo

¡ de lisis alcalinadescritoen Sambrooka al. (1989),a partir de cultivos de 1.5 ó 10 ml enLB

con antibiótico incubadosduranteuna noche a 3TC. EL ADN obtenido se utilizó en

3 digestionesconenzimasderestricción,

Las preparacionesde plásmido para secuenciaciónse realizaronutilizando el método de

U purificaciónQUIAGEN, siguiendolas instruccionesde la casacomercial.

¡
3
u
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u
3
3 Lasreaccionesde secuenciaciónsellevaron acabo en el serviciode secuenciaciónde la

UniversidadComplutensede Madrid.

17.-ANÁLISIS DE LAS SECUENCIAS

17.1.-Búsquedade homologías

3 La secuenciade nucleotidos fijé comparadacon las presentesen distintos bancos,

GenBank, EMBL, DDBJ, PDB, utilizando el programaBLASTP de búsquedade

3 homologías.La secuenciatraducidaflié comparada,utilizando el programaBLASTX,

3 con las presentesen los bancos de proteínas: GenBank CDS transíation, PDB,

S~ssProt,NR, y PDB.

u
17.2.-Alineamientosu

3 Los alineamientosse realizaronutilizando las aplicacionesGap y Pileup del programa

GeneticsComputingGroup(GCG) deWisconsin,

3
18.-ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

3
Para obteneruna ordenacióntridimensional que permitiera una representaciónen el

espaciodel gradode relaciónexistenteentrelas 12 situacionesestudiadasserealizó un

3 análisis de componentesprincipales. Este es el método de ordenación en 2 o 3

dimensiones más comúnmenteutilizado. Con los datosde presenciay ausenciade

3 proteinasse construyó una matriz de 1 y O respectivamente.Se utilizó el programa

¡ NTSYS (Rolf, 1990)paratratar los datosy obtenerla representacióntridimensional.Las

U
u
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U
¡ coordenadasde los ejes correspondena las combinacioneslineales de las variables

originalesy resumenlas dimensionesde variación.Así el eje principal secorrespondecon

3 la dimensiónquemuestrala mayorvarianzade lasmuestras(Sneathy Sokal,1973)

E
U
¡
3
U
¡
E
E
u
E
u
¡
¡
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RESULTADOS

1.-FORMACIÓN DE CALLOS

En la inducciónde callos, los explantesque sefueronobteniendo(Figura la) por corte

de hojas inmaduras, semantuvieron en el ordenen quesefueroncortandoy así sellamó

zona 1 a los primeros docecortesa partirdel últimonudoy correspondióa la zonabasal,

la zona 2 flie la siguientey la zona 3 correspondíaa la zona superiordondeya seu
visualizabanlas hojasjóvenessupercnrrolladas.En aquelloscasosen los que los tallos

fueron muy vigorososse pudieronobtenerhasta12 cortesmás. Cadaexplantefue de

unos2 mmdcgrosoraproximadamente.De estaforma cadazonaabarcóunos2.5 cm de

longitud.

La aparicióndetejido desdiferenciadocomenzóa los 10 díasdecultivo, sobrela zonade

cortedel explanteobservándosecélulasgrandesqueno estabanunidasentresi. Durante

el periodode 4 semanasen el medioMS + 2, los cortesmantuvieronsuorganizaciónya

que el crecimientode tejido desdiferenciadofue muy lento y restringido a pequeñas

zonas.En los últimos explantesde la zona 3, la hoja más externase fenolizabapor

completo,adquiriendouncolor entremarrón oscuroy morado,sin formar callo (Figura

Ib), mientrasque las hojas más internas lo formaban. Los explantes siguientesse

fenolizabanpor completoy no fueroncapacesdeformarcallo.

Al pocotiempode pasarel tejido a medio SCCse podíanobservarembrionessomáticos

que sehabían formado sobre los cortes delas hojasen el medioMS +2. A partir de este

momentoy duranteel primeroy segundoperiodode cultivo en medio SCC el tejido era

completamente heterogéneo,ya que aparecían trozos del explante sin diferenciar, un

callo de tejido mucilaginosoy laxo de color grisáceoy zonasaltamenteembriogénicas.

Estaszonasembriogénicasmostrabanembrionesen estadioglobulary escutelar,erande

color blanco, aspectoliso y compacto y altamenteorganizadas(Figura lc). Los

embrionesglobularesquellamamosE1, presentabanun aspectocompletamenteesféricoy

seformabanprincipalmenteen la periferiadeestos
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E
callos,mientrasque en los escutelares(llamadosE2) sepodíaobservarunazonacentral

¡ constituidapor el embrión,que parecíaun cilindro situadosobreuna estructuralanuinar,

¡ el escutelo.

La seleccióny subcultivode aquellaszonasembriogénicaspermitíaqueapartir del tercer

3 periodode subcultivo, el cultivo estuvieraformadopor un solo tipo de callo y fuera más

homogéneo.Estoscallosqueya secomenzaronaobservardespuésdel primersubcu]tivo

3 en SCC, erande un color marfil o amarillo pálido, con célulaspequeñasy apretadas

3 aunquedisgregables,lisosy suavesy los embrionesse observanen una frecuenciamás

baja. Suaspectoy comportamientofue similar en las dosvariedades.A partir del cuarto

3 subcultivosoloobservamosembrionesglobulares.

Sepudoobservarque la zona2 producíamásmasade esteca]lo quela zona 1 en todos

3 los casosy generalmentemásque la zona3 si éstaera la última. En el casode haber

obtenidocallosdela zona4, seobteníael mismorendimientodelas zonas2 y 3.

Estos callos homogéneos,a partir del tercer subcultivo, cuando llevaban 10 días en

U medioSCC frescoseescogieroncomocontrol(TO) y conellos serealizaronlos distintos

tratamientos<Figura Id).

¡ Despuésde un año en cultivo los callos comenzarona presentarun aspectomás

mucilaginosoy un ritmo menorde crecimientono observándoseembriones,hastallegara

3
los dosañosaproximadamente,a formarseun calloblandode célulasmuy grandesy que3 dejabade crecer.

3 2.-REGENERACIÓN IN VIVO

3 A] compararla capacidadquemostraronambosgenotiposde formar nuevasplantasa

3 partir de las yemasaxilares,de las estacassembradasen vermiculita, sepudo observar

que en la variedadC-8751 eramuchomayor el númerode nudosque formabanplantas

3 (R) que el de nudos que no lo hacían(NR) (Figura le). Estecomportamientose refleja

¡ en la siguientetabla:

¡
U
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Node Nudos Nudos

R NR R

3 JA-605 46 2 44 4.35 36.329

49 31 18 63.26
U

*** (pCO.OOI)

u
La pruebadechi cuadradodecontingenciarevelaquelas diferenciassonaltamente

3 significativas

3
3.-REGENERACIÓN Pi VITROu
A los dos díasde pasarlos callos TO a las condicionesde regeneración,se empezabaa

U observarla aparición de una pigmentaciónrojiza, que a los 4 días alcanzabatoda la

3 superficie del callo pudiéndoseobservarembrionesescutelaresde distintos tamaños

(Figura lfl. EstasituaciónsedenominóTI. Unasemanamástardelos embrioneshabían

3 continuado su desarrollo, y comenzabana distinguirse pequefiasplántulas aunque

también persistía algunos embriones escutelares(Figura 1 g). A estos callos los

U denominamosT2.

¡ La tasade regeneraciónde los callos embriogénicosfue muy altaen las dosvariedades.

La evaluaciónde la capacidadde regeneraciónde los callos se realizó con callos que

3 habíansido cultivados 1 mesen medio MS+2 y 2 mesesen el medio SCC.Paraevitar

cualquiervariacióntanto debidaal períodode subcultivo comoal momentode recogida

3 del material del invernadero,se hicieron todos los trabajos en las dos variedadesal

mismotiempo.

Estoscallos semantuvierondurante¡ mesen Magentascon40 ml de medio SCRen las

3 condicionesde regeneración.

u
u
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¡
3 Paraevaluarsi la capacidadde regeneracióneraafectadaporel tipo deexplanteinicia] se

utilizaron callos provenientesde la zonabasal1, de la zonaintermedia2 y de la zona

¡ superior3. Los datosde callosqueno regeneraron(NR) y aquelloscallos quemostraron

capacidadde regeneración(R) semuestraen la siguientetabla:u
Variedad Explante Tota] NR R3 1 166 10 156 93.9

2 157 8 149 94.9
3 100 18 82 82.0¡ 1 124 18 106 85.5

JA-605 2 77 20 57 ‘74.03 3 70 42 28 40.0

¡ Para poder evaluar si las diferencias observadaseran significativas se hicieron chi-

cuadradosdecontingencia

3 Al evaluar las diferenciasdentro de cada variedad, debidas al explante inicial, se

obtuvieronlos siguientesdatos:

3 En la variedadC-8751, la comparaciónentrecallos formadosapartir de la zonabasal1 y

3 la zonaintermedia2 reveló queno existendiferenciassignificativasentreambos: x2 =

0.1314(0.80>p >0.70)no significativo

¡ Al no haberdiferencias significativas entreestos datos, se agruparonpara hacer la

comparacióncon los callos obtenidosa partir de la zona distal 3: ~2 = 15.1456

U (p’C0.001). Estos datos demuestranque las diferencias son significativas y los callos

¡ obtenidosde las regiones1 y 2 regeneranmásque aquelloscallosquese obtuvierona

partir de la región3.

3 En la variedad JA-605, primero se realizó la comparaciónpara la capacidadde

regeneraciónentre los callos tbnnadosa partir de la zona 1 y de la 2: x2 = 4.0669

¡ (0 05>p>O0!) siendo las diferenciassignificativas.

3 La comparaciónde datosentrecallosde las zonas2 y 3 dio el siguienteresultado:~J=
17.407(pC0.001),siendoestadiferenciasignificativa.

¡
3
u
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U
¡ Por tanto, en estavariedadlos callos obtenidosde treszonasdistintaspresentanclaras

diferenciasen sucapacidadregenerativa.

3 Paraevaluardiferenciasentrelos dos genotiposse compararonlos callos con idéntico

origen. Los callos formadosa partir de explantesbasales,zona 1, dieron e] siguiente

3 valor: ~2 = 5.867 (0.057zz-p>0.0l).Los callos de la zona2: x2 21.378 (pC0.001).Los

callosdezona3: x2 = 25.099 (p<0.001).

Las tres comparacionesdemuestranque las diferenciasentreC-8751 y JA-605 son

¡ significativas. La capacidad de regeneraciónfue mayor en la variedad C-8751 en todos

los casos.Todosestosdatossemuestranen el siguientegráfico

¡
¡
3
¡
U
U % Regen&aclón

U

C8751

U
¡
U
u
3
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4.-GERMINACIÓN DE EMBRIONES

Paraevaluarel númerode brotesquepodíanformar los callos embriogénicosde las dos

variedades,y comprobarsi habíaun efectodebido al origen de los callos secontóel

número total de brotes que produjo cada callo (llamaremosbrote a los embriones

germinados).

Variedad Explante
1

C-8751 2
3
1

JA-605 2
3

Callos
112
114
47
86
52
18

N0 brotes
253
250
82
234
115
27

brotes/callos
2.26
2.19
1.70
2.72
2.21
.50

Esterecuentose realizó concallos que llevaban 1 mesen condicionesde regeneracióny

con aquellosbrotes que midieron más de 2.5 mm de longitud. Con estosdatos se

hicieronanálisisde varianza.El resultadodel análisisde varianzade dosfactoresfijos fue

el siguiente:

Fuentede

Variación

brote-var

brote-callo

Interacción

Residual

Total

Sumade

cuadrados

0.7] 9331

34.651284

8.7543960

695.49756

742.18735

Gradosde

Libertad

2

2

421

426

Cuadrados

Medios

0.71933]

17325642

4,377 1980

1.6520132

F

0.435(NS)

10.488*4’*

2.650 **

U
¡
3
U
E
¡
1
¡
¡
¡
¡
U
¡
u
U
3
¡
¡
3
E
¡

Fgco~ = 6.63 p = 0.001

** F
1zoo~ = 2.3 p = 0.1
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Se observaque la varianzaes altamentesignificativaen la germinacióndependiendodel

explantedel que se forme el calloqueregeneró.Sin embargono existendiferenciasen la

formaciónde brotesdependientesdel genotipo.A pesarde esto,dadoquela interacción

fUe prácticamentesignificativa,serealizarondos análisisde varianzadeun factorfijo con

los mismosdatosevaluandoprimero el origen de los callos dentro de cadauna de las

variedadesy luegoteniendoen cuentasolo la variedad.

Serealizóun análisisde varianzaentrenúmerode brotesy origende] callo:

Fuentede

Variación

Entre Grupos

En el Grupo

Total

Sumade

cuadrados

32.57813

709.60923

742.18735

Gradosde

Libertad

2

424

426

Cuadrados

Medios

16.289064

1.673607

F

9.733 ***

‘<~ F12~1= 6.63 p = 0.001

Estosresultadosson coincidentescon la ANOVA de dos factoresrealizadasen el paso

anterior,e indicanquelos callosde la zona 1 formaronmásbrotesquelos de la zona2 y

éstosmásquelos de la zona3,en las dosvariedades.

Igualmentese llevó a cabo el siguienteanálisis de varianzaentrenúmero de brotesy

variedad:

Fuentede

Variación

EntreGrupos

En el Grupo

Total

Sumade

cuadrados

8.78476

733.40263

742.18735

Gradosde

Libertad

1

425

426

Cuadrados

Medios

8.7847562

1.7256532

F

5.091 *

* F11~1= 5.0239p = 0.025

1
E
¡
¡
E
u
E
¡
¡
U
¡
¡
¡
U
U
¡
u
¡
¡
¡
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Estosresultadosrevelanquelas diferenciasentrevariedadessonsignificativas

En el análisisde varianzade dosfactoresestasituaciónquedoenmascaradapor el hecho

de que los callos de la zona 1 forman másbrotesen la variedadJA-GOS que los de la

variedad(2-8751 mientrasquelos de la zona3 formanmásbrotesen la variedad(2-8751

queen el otrogenotipo.

Esto se puedeobservaren el siguientegráfico dondese representael valor medio de

brotesformadasa partir de los callos de las treszonasanalizadasen las dos variedades

(lasbarrasverticalesindicanla desviaciónestandarde losvalores).

3,0

2,8

2,6

2A

_ 2,2

w 2~

‘ctS
E

18

14

12

lo

aB

_____ ..M605
08751

1 2

Zona del Explante Oviginal

3

Se evaluó la capacidadde regeneraciónque presentaronen ambasvariedades,aquellos

sectoresaltamenteembriogénicosde los callos heterogéneosque llevabansólo 1 ó 2

mesesen medio SCC y que estabanformadospor embrionesen estadioglobular(Ei) y

escutelar (E2). Despúes de pasar estos callos embriogénicos a condiciones de

U
u
3
3
3
u
E
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¡
¡ regeneración,se evaluósi regeneraban(R> ó no regeneraban(NR) y se obtuvieronlos

siguientesresultados:

¡
Total R NR

¡ JA-605 51 40 11 78.43

C-8751 47 35 12 74.46u
E El valor de x2 esde 0.2137(0.7z>.p>0,5).Estasdiferenciasfueronno significativas.

¡ 5.-TRANSPLANTE A CONDICIONES Pi VIVO

E Los brotesobtenidospresentaronun aspectonormal Despuésde 3 mesesen medio de

regeneración,contransplantesrealizadoscadamesdondelas nuevasplántulasformadas

3 se individualizabany cultivaban por separadoen tubo ó Magenta,estaspodían ser

pasadasatierra sin inconvenientes.En el pasajedel cultivo in vitro atierrano seobservó

¡ mortandaddelasplántulas

¡ Es de destacarque nunca se obtuvieron plántulas vitrificadas ó que presentaran

engrosamientode sustejidos. No seobservaronplántulasalbinasa lo largode todoeste

¡ trabajo.Lasplantasobtenidaspor regeneraciónin vitro y aquellasotrasqueseformaron

por el desarrollode las yemasaxilaresin vitro, teníanidénticoaspectoy seadaptarona

3 las condicionesdelinvernadero.

Las plántulas recuperadasde la variedadC-8751 fUeron siempre más vigorosas y

¡
fbrmabanun mayornúmerode tallos apartir de cadaestaca.

6.- ANÁLISIS DE PROTEÍNASEN ELECFROFORÉSISBIDIMENSIONALES EN

3 GELES DE POLIACRILAMIDA

1 Con el fin de evaluarla modificaciónde la expresióngénicaproducidapor las condiciones

que se estudiaronen este nb~o se eligió la eléctroforesisbidimensianalen geles de

¡
3
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¡
¡ poliacrilamida(PACE), que fue descritapor O’Farre¡1 (1975) Estametodologiapermitela

visualizaciónsimultáneadecientosde proteínasen un solo gel. MemAscomose realizaen

3 condicionesaltamentedesnaturalizantespermitequecadaproteínasecaracteziceanivel deun

únicopolipéptido. Seha elegidola electroforesisbídimensionalmascomúnmenteusada,que

¡ consisteensepararlasproteinasenlaprizneradimensiónenbaseasucargapor

¡ isoelectroenfoquey luego separarlos polipéptidosen la segundadimensiónen presenciade

SDS(SDS-PAGE)queproduceunaseparacióndebidaprincipalmenteal pesomolecular

¡
6.1.-Análiiis dc lospatmuesde pwteinmstotales

¡
¡ LasmuestrasutilizadasfueronTO, Ti y T2 parael estudiodela embnogáiesissomáticaPara

estudiarel efectodel estréshídrico sobrela expresiónse simuló en un estudiopreliminar la

¡ pérdidade potencialaguaagregandopolietilenglicol, PEO 3000, a] medio de cultivo. La

duracióndeestetratamientofue de 72 horasen el medio SCCsuplementadocon22%PEO

3 3000en condicionesdecultivo decallos.

En estaprimeraetapadel trabajo se extrajeronlas proteínastotales,se corrieron en SDS-

¡ PACE y setifleron conplata. Seobtuvieronpatronesproteicosaltamenterepetiblesentodos

¡ loscasos,aunqueconpequeliasvariacionesenla intensidady coloracióndelasmanchas.

El análisisde estospatronesproteicosno reveló diferenciasni entretratamientosni entre

3 variedades.

¡ Debidoal hechodeno poderencontrardiferenciasutilizandoestesistemasebuscóun sistema

¡ muchomássensiblepero que igualmentepennitierael análisisde la expresiónde un rango

muy amplio de genes.Así se modificó la estrategiade estudio al analizar las proteínas

¡ traducidasin vítro apartir delosARN extraídosdelasdistintasmuestras.

U
E
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3 6.2.-Análisisde los patronesde proteínastraducidas ¡ii 4fro

¡
A partir de las muestrasfijadas en liquido se extrajo el ARN total segúnel método de

¡ SDS/Fenol.El rendimientofuede aproximadamente300pgARN/ g. detejido. Engeneralno

¡ huboproblemasni de degradaciónni decontaminaciónconPDN.

La traduccióniii vitro serealizóen el sistemade germende trigo, siguiendolas instrucciones

3 de la casacomerciale incorporandocisteinaS35 como aminoácidomarcado,De estaforma,

las nuevasproteínasimpresionaronunapelículade rayosX, dondequedóreflejadoel patrón

1 deexpresiónde cadasituaciónanalizada.

Entodaslasautoradiograflassepudieronobservarunas250 proteínas.

¡
La comparaciónentretodoslos patronesproteicosse hizo 1 a 1 y en basea la intensidady¡ posiciónrelativade cadaunade lasmanchas.Se tomócomopatróndereferenciaJA-605TO.

Lospatronesproteicosobtenidosparacadauno de los diferentestratamientosmostraronsu

¡
Parael análisisde las comparacionessolo se tuvieron en cuentadiférenciascualitativas.Se

1 enumeraron156 proteínasque se pudieron identificar fácilmente debidoa su posición e

¡ intensidad De estos156 polipéptidos,67 mostraronunaexpresióndiferencialparaalgunade

las 12 situacionesanalizadas.

¡ Estosdatosse recogieronen forma de tabladonde la presenciade una proteínase indicó

como (+), y laausenciacomo(-).

¡ Seconstruyerondistintastablasparciales,dondela enumeraciónotorgadaa cadaproteínase

3 mantuvoconstante.Encadatabla,solo seregistraronlas proteínasquemostrarondiferencias

deexpresiónen el tratamientoanalizado.Parala comparaciónentrebloquesdetratamientos,

¡ comopor ejemploembriogénesisvs. sequia,solosetuvieronen cuentalos polipéptidosque

variaronentre ambassituacionesy NO dentrode cadauna de ellas, ya que estosdatosse

1 registraronen suscorrespondientestablas.

¡
E
E
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1¡ 62.1.- Embriogénesíssomática

¡ La comparaciónde los patronesproteicosobtenidosa partir de callos en los tres estadios

escogidospara el estudio de la embriogénesissomática, TO, TI y T2 se muestraen la

1 Tabla1.

Solo las proteínas25, 26, 30, 59 y 61 mostraronun patrón de expresiónidéntico en las dos

¡ variedades.Entreestasproteínasconigual expresiónentrevariedades,lasproteínas 25 y 26

¡ desaparecieronde los callos en T2, mientrasque la 30 únicamentesepudodetectaren esos

patrones.La proteína59 sedetectósóloen los caflosen TO pero la 61 no sepudoobservar

¡ enesetiempoaunquesi estuvopresenteenlos Ti y T2.

Los 18 polipéptidosrestantesdifirieron en su expresiónentreambasvariedadesestudiadas.

¡ Al realizar la comparaciónde los callos en TO se detectaron8 proteínascon diferente

¡ expresión,estasfUeron: 42, 55, 56, 58, 65, 66,67y68.

Al compararlos callos enTi, éstossediferenciaronen 8 polipéptidos:29, 42,43, 46, 56, 62,

1 66 y 67.

Las diferenciasencontradasiberon mayoresal compararlos callos en T2, dondecatorce

1 proteínasmostraronunaexpresióndiferencial: 29,43, 46, 47, 48, 56, 60,62, 63, 64, 65, 66,

¡ 67y68.

Una serie de proteínasse expresarondiferencialmenteen una única variedady nunca se

¡ tradujeronen la otra.

Así aquellospolipéptidosnumeradoscomo 47, 48, y 55 estuvieronpresentesúnicamenteen

3 la variedadJA-605,siendolos dosprimerosdetectadosenT2 y el último soloen TO.

¡ Entre los polipéptidosque se expresarondiferencialmentesolo en la variedadC-8751 se

encontraronel 42 queestabapresenteenTO y TI y el 64 quese expresabasoloenT2.

u
¡
¡
¡



JA-605 C-8751
TO Ti 12 10 Ti 12

25 + + - + + -

26 + + - + + -

29 - + - - - +
30 - - + - - +
42 - - - + + -

43 + - - + + +
46 + - - + + +
47 - - + - - -

48 - - + - - -

55 + - - - - -

56 - - - + + +

58 - + + + + +
59 + - - + - -

60 + - - + - +

61 - + + - + +
62 - - + - + -

63 + + + + + -

64 - - - - - +
65 - + + + + -

66 + + - - - +

67 - - + + + -

68 - - - - - .4-

Tabla 1: Proteínasdetectadasen 2D-PAGE obtenidaspor traducción in vitro.
Los númeroscorrespondena las proteínasindicadasen la Figura2.
+ indicapresenciade la proteína.
- indicaausenciade la proteína.

48
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Figura2 Gelesdeelectroforésisbidimensionalesde proteínastraducidasin vitro, apartir
de ARN total, en distintassituacionesde la embriogénesissomáticaen las variedadesJA-
605 y C-8751.
a TO JA-605
b TIJA-605
c T2 JA-605
d TOC-S751
e TI C-8751
f T2C-8751
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mismootro grupodeproteínasseexpresaronenlos 3 tiemposdelaembriogénesis~las variedades,mientrasque la otra presentabanuna expresióndiferencial. En los
patrones de la variedadJA-605desaparecieronlos polipéptidos43 y 46, peroel

3 SSestuvaausenteenTOypresentesoloenTlyT2.Porotraparteelpolipétido63quese

detectóenlos 3 tiemposde la variedadJA-6O5 presentóun patrón diferencialen la variedad

¡
¡ La proteína56 constituyóun casoespecialya queno sepudodetectaren ningunode los 3

tiemposen la vanedadJA6OS,mientrasque en la otra variedadestuvopresenteen los 3

¡ patrones,

De los 23 polipéptidosque se muestranen la Tabla 1, 3 de ellos tienen una expresión

1 diferencialdebidaa la embriogénesissomática,aunqueestaexpresiónesdistintaentrelas dos

¡ variedades.En la variedadC-8751 la proteína29 se detectódurante¶12 y la proteína62

estuvo pre nte en TI, mientrasque en la variedad JA-605 lo hicieron en Tly T2

¡ respectivamente.La proteína60 mostróunaexpresiónexclusivaen TO dela variedad14605

y enla variedadC-8751 sedetectósuexpresióntantoenTO comoT2.

U
¡ 622.-EMrésHídrico

3 Los resultadosde la comparaciónde los patronesproteicosobtenidosconcallos sometidosa

los dostipos de sequíacon susrespectivosTO y entre ambasvariedadesse muestraen la

¡ TablaII

Estosdatosrevelanque37 polipéptidospresentaronunaexpresióndiferencialfrenteal stress

hídrico.

¡ De este grupo de polipéptidos 15 presentaronun comportamientoidéntico en ambas

variedades.Delos cuales8 seexpresarondebidoal tratamientode sequíafuerte: 17 a22,52

¡ y 64. Lasproteínas23 y 30 únicamentesedetectaronenlos tratamientosde sequíasuave,

¡
¡
3
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IA-605 C-8751
10 SF SS 10 SF SS

17-22 - + - - + -

23 - - + - - +

24 + + - + + -

+

- +

.4. +

- +

+ +

- +

+ + - + +

+ -

+ - - +

- - + +
+ - + + +

+ - - +

+ + + + +

+ -

+ + + .4- +

+ - + + +

+ - +

- - - - +

62 - - - - + +

63 + + + + + -

64 - 4- - - + -

65 - - - + - -

66 + + + - + +

67 - - - + - +

TablaII: Proteínasdetectadasen 2D-PAGEobtenidaspor traducciónin vitro.
Los númeroscorrespondena lasproteínasindicadasen la Figura3.
+ indicapresenciadela proteína.

- indicaausenciade la proteína.
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¡ Figura 3 Gelesde electroforésisbidimensionalesde proteínastraducidasin vitro, a

partir de ARN total, en tratamientosde sequía.¡ a TO JA-605
b SF JA-6051 c SSJA-605
d TOC-8751¡ e SF C-8751
f SS C-8751
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¡ mientrasquelas protemas24, 27 y 28 no seexpresaronen dichotratamiento.Lasproteínas

3 44 y 48 setradujeronin vitro cuandolos callossufrieronlos dos tiposdesequía.

Losrestantes22 polipétidosmostraronunaexpresióndiferenteentrevariedades.

¡ Vanasproteínastuvieron unaexpresióndiferencia]en unaúnicavariedad,mientrasque enla

¡ otravariedadsu expresiónno sepudodetectaren ningunodelos trescasosdetectados.Entre

lasproteínasqueseexpresaronde formadiferencialy soloen la variedadresistenteJA-605 se

3 encontraronlos polipéptidos49, 50 y 57 enlos tratamientosde sequíafUerte, y la proteína32

en aquelloscallosquefUeronsometidosalosdostiposde sequía.

3 Fueron4 los polipéptidoscuyaexpresiónno sepudodetectaren la variedadJA-6O5 mientras

queen la variedadsensibleala sequíaC-8751 mostraronel siguientepatrónde expresión:Las

¡
proteínas42 y 67 estabanpresentesen los callos control y de sequíasuavey dejaronde3 traducirseiii vitro despuésdel tratamientode sequíafUerte. La proteína61 sepudoobservar

despuésdela sequíasuavey la 62 enlos dostiposdetratamientodesequía.

3 Del mismomodo,unaseriedepolipéptidosmostraronunaexpresiónigual en los trestiempos

analizadosen una de las variedades,mientras que en la otra se diferenciabanentre

¡ tratamientos,Aquellasproteínasquesediferenciaronpor suexpresiónsoloen la variedadJA-

3 605 fUeron las numeradas31, 43, 54 y 59 que dejaronde observarsedespuésde la sequía

suave,y las proteínas56 y 58 que no estabanpresentesen los callos TO y si lo estaban

3 despuésde los dostratamientosde sequía.Entre las proteínasque mostraronuna misma

expresiónen las tres situacionesde la variedadJA-605 se encontraron:la proteína63 que

¡ desapareciócomoconsecuenciade la sequíasuavey la proteína66 queestabaausenteen TO

¡ y seexpresódespuésde losdostiposde sequía.

La comparacióntratamientoa tratamientoreveló los siguientesresultados:Comparandola

3 sequía fUerte, 10 polipéptidosmostraronuna expresión distinta entre ambosgenotipos,

aquellosquesepudieronobservaren la variedadJA-605 fUeronlos números32, 44, 45, 49,

¡ 50, 57, 60 y 68 y los números53 y 62 estuvieronpresentesen los patronesde sequíafUerte

3 enla variedadC-8751.

3
¡
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u
La comparaciónde los dos tratamientosde sequía suavereveló que II proteínasse

3
diferenciaronentreambasvariedades,los péptidos31, 42, 43, 54, 59, 61, 62 y 68 solo se3 expresaronenla variedadC-8751, mientrasquelospolipéptidos32,54 y63 lo hicieronen la

variedad JA-605.

3 El análisis en forma conjunta de los dos tratamientosde sequía reveló los siguientes

resultados:La proteína32 seexpresódespuésde los dastratamientosde sequíasolo en la

3 variedad JA-605, las proteínas44 y 45 se expresaroncomo consecuenciade los das

3 tratamientosen la variedadJA-605mientrasqueenla otravariedadsoloseexpresaronen los

callosquesuflieronsequíasuave.Lasproteínas47 y 48, queyasedescribieronpor presentar

3 el mismopatrónde expresiónen las dosvariedades,seexpresaronen losdostratamientosde

estrés.Lasproteínas56 y SS fUeronexclusivasde la sequíaen JA-605 ya que en la variedad

3 C-8751,seexpresaronentodomomento La proteína66 seexpresóen todoslos casosen la

3 variedadJA-605 pero en la otra variedadmostró una expresiónexclusiva de sequía. La

proteína62 se expresóen C-8751 debidoa las dos situacionesde estrt pero nunca se

3 detectóenla variedadJA-605.

U 623.- PresenciadeABA

E La comparaciónde los cuatropatronesproteicosobtenidosapartir decalloscontroly callos

3 tratadosconABA enlasdosvariedadesdecaBadeazúcarsemuestraenla Tablam

Los polipéptidos que mostraronuna expresión diferencial como consecuenciade este

3 tratamientofUeron54.

Entre las dasvariedades35 proteínasmostraronel mismotipo de patrón. Las 16 proteínas

numeradasdc 15823,44,45,48,49,50,64y 68 se observaronen los callos trnadoscon

3 ABkMientrasquelasproteinasdela14,24,25,26,4óy63noseexpresaronenesa

mismasituacion.

3
u
u
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JA-605 C-8751
TO ABA JTO ABA

1-14 + +

15.23 + +

24-26 + +

+

+ +

+ +

+

+

+ +

+

63 +

64
65
66 +

67 +

68 +

TablaIII. Proteínasdetectadasen 2D.-PAGEobtenidaspor traducciónin vitro.
Losnúmeroscorrespondenalas proteínasindicadasen la Figura4.
+ indicapresenciade la proteína.
- indicaausenciade la proteína.
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¡ Figura 4 Gelesde electroforésisbidimensionalesde proteínastraducidasin vitro, a

partir de ARN total, en tratamientosconABA.¡ a TO JA-605
b ABAJA-6053 c TOC-8751

d ABAC-8751
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¡ Los restantes19 polipéptidosvaríanen su expresiónentrevariedades,En los callos tratados

1 con ALBA de la variedadJA-605, se observaronlos polipéptidos33, 52 y 57 y dejaronde

expresarselas proteínas34, 35, 36, 37, 38 y 54.

3 No se detectóningunaproteínaque seexpresarasolo en los tratamientosde ABA de la

variedadC-8751,aunquelas proteínas39,40y 41 dejarondeobservarseenesacondición.

3
Lasproteínas42, 56, 58, 65 y 67 se detectaronúnicamenteen TO de la variedadC-8751,3 mientrasque en el tratamientocon ALBA o en la otra variedadno se pudierondetectar.La

proteína55 seexpresóen ]as dossituacionesen la variedadJA-605y soloen el tratamiento

¡ de ABA dela variedadC-8751.

1 62.4.-Comparaciónentre los patrones de los tratamientos de sequía y las situaciones de

3 embriogénesissomática

¡ Lospatronesde TO, Ti, T2, sequíafUertey sequíasuavefUeroncomparadosenbloquecomo

embriogénesisvs.pérdidade aguay aquellasproteínasquemostraronunaexpresiónregulada

1 porambassituacionesseenumeraronenla Tabla1V

U De estos17 polipéptidossolo la proteína30 tuvo un comportamientoidéntico en las dos

variedades,estandopresenteen T2 y en los tratamientosde sequíasuave.

1 Los restantes16 polipéptidospresentarondiferenciasen su patrónde expresiónentrelas dos

variedades.

3 Los polipéptidos43, 47, 48, 54, 55, 57 y 59 mostraronuna expresiónrelacionadaentre

¡ situacionesde embriogénesisy estréshídrico solo en la variedadJA-605ya queen la otra

variedadsu expresióneramodificadapor unaúnica situación.Porotra partelos polipéptidos

¡ 42,61, 62, 63,64, 65, 66 y 67 mostraronsoloen la variedadsensiblesupresenciao ausencia

reguladatantoporsituacionesde enibriogénesiscomode sequía.

¡ La proteína60 presentóen lasdosvariedadesun patróndiferencialcomoconsecuenciatanto

¡ de la embiiogénesiscomola sequía,aunquedistintoentreambas Así enJA-605su expresión

¡
¡
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JA-605 C-875]
TO Ti 12 SF SS TO TI T2 SF SS

- - + + - +

- - + - + +

+ + + - +

Tabla IV: Proteínasdetectadasen2D-PAGE obtenidaspor traducciónin vitro.
Losnúmeroscorrespondenalasproteínasindicadasen la Figura5.
+ indica presenciade la proteína.
- indicaausenciadela proteína.
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¡
sereprimió en Ti, T2 y sequíasuavey en la var. C-8751 sereprimió en TI, sequíafuertey

¡ suave.

Algunasproteínasse tradujeroncomo conseduenciatanto de los dostratamientosde sequía

1 comoen T2. En la variedadJA-605 fueronlasproteínas47 y 48, queen la otra variedadse

3 detectaronsolo en sequíafuertey sequíasuave,y en la variedadC-8751 fue la proteína66.

En esta última variedady en las tres condiciones mencionadasla proteína 65 dejó de

3 expresarse.

En la variedadJA-605 las proteínas43, 55 y 59 desaparecieronde los patronesTI, 12 y

U sequíasuave.Sucomportamientoenla variedadsensiblefuecompletamentedistintoya quela

¡ número43 sedetectóenlas 5 situaciones,la número55 fueobservadasoloen sequíafUerte y

la número59 desaparecióde Ti y T2. Hubo una solaproteínaque se expresóen Tí, T2 y

¡ sequíasuavey fue la proteína61 en la variedadC-8751 (enla otra variedadsu expresiónse

detectóen TI y T2).

¡ La proteína62 seobservóen TI, sequíafuertey sequíasuaveen la variedadC-8751 peroen

1 la otravariedadestuvopresenteúnicamenteenT2.

La proteína54 en la variedadJA-6O5 y la proteína63 en la vanedadC-8751 desaparecieron

1 de los patronesde T2 y sequía suave,pero su comportamientoen la otra variedadfUe

completamentedistinto ya que la pnmerasolo desaparecióde T2 pero la segundaestuvo

1 presenteentodoslos patronesdeJA-605.

En la var. C-8751 la mancha42, que nuncase detectóen la otra variedad,así como la 67

desaparecieronde los patronesT2 y sequíafuerte,por otrapartela mancha67 tambiendejó

¡ de observarseen sequíasuave.

Unaúnicaproteínaseexpresóen las situacionesde TI, T2 y sequíafuerte,fue la proteína57

¡ en la variedadJA-605, que en la otra variedadfije solo observadaen los tiempos de

U embriogénesis.

¡
¡
3
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625. - com~ucián& la respuestafrente al tratamiento de ABAy &z embriogénesis

somática.

Estos 13 polipéptidosmostraronun patrón diferencial de expresiónprovocadopor dos

situacionesdiferentescomola embi-iogénesissomáticay el tratamientoconADA, comoseve

enla Tablay

Solo las proteínas25 y 26 mostraronun patrónde expresiónidénticoen las dosvariedades,

desapareciendodelos callosen 12y tratadosconARAL.

LasrestantesII proteínassecomportarondediferenteformaenlas dosvariedades.

Dentrode estegrupo seencontraronalgunasproteínasquerespondíandeigual formatantoa

la presenciade ALBA como al tiempo T2 de la embriogénesissomática Así en JA-605

desaparecieronlas manchas54 y 66, mientrasque la mancha48 se observó en ambas

situaciones.En la otra variedadestasdosproteínasfuerondiferencialesparael T2 y para el

tratamientodeADA respectivamente.

En la variedadC-8751tambiénseobservóestepatrónde expresiónconjuntoparaT2yALBA

enlasproteínas42,63,65y67quedejaronde expresarse,mientrasquelasproteínas64,66y

68 si expresaron.Estas7 proteínasmostraronpatronesde expresiónmuy diferentesen la

variedadJA-605, así la proteína42 nuncase pudo observaren la variedadJA-605 y la

proteína63 y 64 solomostraronun patróndiferencialen los tratamientosdeABA.

Aquí nuevamentesurgióel problemadelos péptidos65,66,67y68 enla variedadJA-605.

Lospolipéptidos46 y 57 mostraronel mismopatrónde expresiónen Ti, T2y el tratamiento

deALBA enla variedadJA-605.El polipéptido46 dejó de observarsey el 57 seexpresóenlos

3 casos,mientrasqueen la otravariedadel primero desaparecíasolode los tratamientoscon

ALBA yel segundoseexpresóen losdostiemposdeentriogénesis.
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6.2.6. - Comparación de los patronesproteicas obtenidos de los tratamientos de sequía y de

¡ ABA

¡ En la Tabla VI semuestranaquellasproteínasque presentaronuna regulaciónsimilar tanto

3 por los tratamientosdesequíacomode ALBA. Entotal fUeron22 polipéptidos.

Los 10 polipéptidos,del 17 al 22, 23, 24, 48 y 64 mostraronen lasdosvariedadesla misma

¡ respuesta.Tantoen el tratamientode ALBA comoen el de sequíafuerte se observaronlas

proteínas numeradasdel 17 a] 22 y la 64. Las protetnas 23 y 24 mostraron igual

U comportamientofrentea la sequíasuavey el ALBA, peromientrasla primerase expresóen

¡ estos tratamientos,la segundadejó de expresarse.La proteína48 apareciótanto por la

presenciade ALBA comopor los dostratamientosde sequía.

¡ Los polipéptidosconpatronesdiférentesentrevariedadesfUeron12.

En la variedadJA-605 no sepudieronobservaren ningunade las situacionesanalizadaslos

¡ polipéptidos65 y 67, queenla variedadC-8751 sedetectaronsoloenTO.

En la variedadC-8751 el polipéptido 57 no seexpresóen ningunode los casosperoen la

¡ variedadJA-605seexpresótantoconALBA comoconsequíafUerte.

¡ Asimismo en la variedadsensiblela proteína54 setradujo enlas cuatrosituacionesy mostró

una expresióndiferencialen la variedadresistenteal dejarde expresarseen sequíasuavey

¡ ALBA.

Ademásde los polipéptidos17 a 22 y 64 que ya se describieronpor presentarla misma

U regulaciónenlas dosvariedades,existenotrasproteínasquese pudieronobservardespuésde

5 los tratamientosde ALBA y sequíafuerte. En la variedadJA—605 fueron lasproteínas49, 50,

52 y 57 que en la otra variedadse expresaronde la siguiente forma: 49 y 50 en los

¡ tratamientosde ALBA, 52 enel tratamientode sequíafuertey el 57 queya semencionóporno

¡ encontrarseen ningunode lospatronesdela variedadC-8751. Porotraparteen estaúltima

¡
U
¡



JA-605 C-8751,
TO ABA SP SS TU ABA SF

47~22 - + + - - + +

23 - + - + - + -

r24 + - + - + - +

-

+

+ + + + -

48. - 4 + ., +• - + +

49~45O - + . + - - + -

52 - 4 + - - - +
-4- - + - + + +

+ -4- + + +

57. - .3’ - -

63 + .- + + + - +
- + + + +

65 - - - . - -

+ - + + - + +

67 - - - + - -
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1
variedadel polipéptido55 seexpresópor los tratamientosde ADA y sequíafuerte,mientras

¡ queenla variedadJA-605seencontrótambiénenlospatronesTO.

¡ Lasproteínas#y45 seexpresaronen los 3 tratamientosde la variedadJA-605 pero en la

otra variedadsolo se expresaronen el tratamientode ABA y sequíasuave. A su vez la

¡ proteína66 tambiénseexpresóen los 3 tratamientosperoen la variedad0.8751y «iii otra

variedadsu expresiónsedetectóen TO, sequíafuertey sequíasuave.

E
627.-Comwnciónconjwitade las’ 3 situaciones

U
¡ Al observaren forma cor~untatodos los datos,comparandolas 2 variedadesy todaslas

situacionesseobtuvo la TablaVII.

¡ Todas las proteínasfueron analizadasen las distintastablas parciales.Solo quedaronpor

comen aquelloscasosdondeseobservóunarespuestacomúnentrealgúnmomentode la

¡ embriogénesissomática,el tratamientode ALBA y los tratamientosde sequía.

E MienlavariedadJA-áOslaproteina48seexpresóenT2,ABAylosdostratamientosdesequíaylaproteina57enTl,T2ylostratamientosdeAJBAysequiafuerte.Enestamisma

E variedadla proteína54 desaparecióde los patronesde T2, ALBA y sequíasuave. En la
variedadC-8751 la proteína64 aparecióen las situacionesdeT2,ALBA y sequíafuerte, y la

E proteína66 seexpresóademásen la sequíasuave.

Los polipéptidosque dejaronde expresarsepat- el co*nto de tratamientosRieron cuatro.

U Las manchas42 y 67 desaparecieronde los patronesen T2, ABA, y sequíafuerte. La

¡ proteína63noseobservóenT2,ABAysequíasuave.Porúltimolaproteína65nosepudo

detectarenlospatronesdeT2 ni en lostratamientosconALBA o de sequía.

¡ Estacomparaciónde todoslosdatospermitióvernumerosassituaciones:

¡
¡
u
E
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JA-605 C-8751
TO TI T2 ADA SE SS TU TI T2 ADA SF SS

1-14 + + + - + + + + + - + +

15-16- - - + - - - - - + - -

17-22- - + + -4- -

23 - - - + - + - - - + - +

24 -4- + + - + - - - + +

25-26+ + - - + + + + - - + +

27-28 + + + + + + + + + + -

+ - +

30 - - + - - + - - + - +

31 + + + + + - + + + + + +

32 - - - - + + + + + + +

33 - - - + - - + + + + + +

34-38 + + + + + + + + + + +

39-41 + - - - - - + + + - + +

42 - - - - - - + + - +

43 + - - + + - + + + + + +
4445- + + + - - - + - +

46 + - - - + + + + + - + +
47 - - + + + - - - - + +

48 - - + + + + - - - + + +

49-50- - - + + - - - - + - -

52 - - - + + - - - - - + -

53 + + + + - + + + + + -

54 + + - - + - + + - + + -

55 + - - + + - - - - + + -

56 - - - - + + + + + - + +

57 - + + + + - - + + - - -

58 - + + - + - + + + - + +

59 + + + - + - + + +

60 + - - + + - + + + - -

61 - + + - - - - + + - - +

62 - - + - - - - + - - + +

63 + + + - + + + + - - + -

64 - - - + + - - - + + + -

65 - + + - - - + + - - - -

66 + + - - + + - - + + + +

67 - - + - - - + + - - - -

68 + - - + - - - - + + + +

TablaVII: Proteínasdetectadasen 2D-PAGEobtenidaspor traducciónin vitro.
Los númeroscorrespondena las proteínasindicadasen la Figura 8 y en las figuras
anteriores.
+ indicapresenciade la proteína.
- indica ausenciade la proteína.

e T2C-8751
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E
¡ Los 30 polipeptidosnumeradosdel 1 al 30 presentaronun comportamientoidéntico en las

¡ dosvariedadesde calíade azúcar.

Aquellasproteínasdel 1 a] 16 mostraronun patróndiferencialsoloen aquelloscallos tratados

¡ conALBA, las primeras14 sereprimierony lasdosúltimasseapresaronsoloenesecaso.

Lasproteínasque solo seindujeronen los tratamientosde ALBA y sequíafuerte, fueron seis

E 17, 18, 19, 20, 21 y 22. Lasproteinasquese regularonporALBA y sequíasuavefuerondos,

¡ la 23 queseexpresóy la24 quesereprimió.

Lospolipeptidos25 y 26 desaparecierondelospatronesde T2 y ABAL.

U Lospolipeptidos27 y 28 desaparecieronsolodelospatronesde sequíasuave.

La proteína29 seexpresóalo largo de la embriogénesissomática,aunqueenJA-605 lo hizo

U en TI y enla variedadC-8751 en T2.

Porúltimo la proteína30 seexpresóenlas condicionesde T2 y de sequíasuave.

E
Todas las restantesproteínas presentaronun comportamientodiferente entre los dos¡ genotipos.

Dentrode estegrupo, 10 proteínasmostraronuna expresióndiferencialen una solavariedad

¡ y debidoa unaúnica situación.

Caracterizarona la variedadJA-605 la mancha31 que desapareciósolo de los patronesde

¡ sequíasuavey lasproteínasnumeradasde 34 a38 quedesaparecieronporel tratamientocon

E ABA, Estospolipéptidosno mostraronexpresióndiferencial en la otra variedad. En esta
mismavariedadseobservóla expresiónexclusivade dospolipéptidos,el 32 queaparecióen

U los dostratamientosde sequíay el 33 soloenel tratamientodeALBA.
En la variedadC-8751, como consecuenciadel tratamientode ADA, desaparecieronlas

¡ proteínas39 a41.

Otrasdosproteínasmostraronun patróndiferencialenun sola de lasvariedades.La proteína

42 nunca se pudo observaren la var. JA-605 y en la variedad 0.8751 aparecióen los

¡ patronesde TO, T 1 y sequíasuave.La proteína43 estuvopresenteen todoslos patronesde

¡
¡
U
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U C-8751 y en la otra variedadsolo estuvopresenteen los patronesde TO, ALBA y sequía
fuerte.

u
7.- ANÁLISIS DE coMPONENTEs ~rcwazsu
El análisisde componentesprincipalesaplicado a la presenciao ausenciade proteínasha

permitidosituarlosdiferentestratamientosconreferenciaalos 3 ejesprincipalesde variación,

comosemuestraenel Figura9.

Elprímercomponenteexplicael4á,79%deltotaldelavarianza,elsegundoel13,15%yel

¡ terceroel 10,77%. El total delos trescomponentesexplicael 70,71%dela varianzatotal.

U En estaFigurase observaquelas muestrasse ordenan a lo largo del primercomponente

principal en dos gruposbien diferenciados,uno de ellos formadopor los tratamientosde

¡ ALBA enlas dosvariedadesy el otrogrupoincluyelas restantessituacionesestudiadas.

El segundoeje principalde variaciónmuestratres grupos,un grupoestaconstituidopor los

U tratamientosde sequía fuerte en ambas variedades,el segundo grupo lo fonnan los

U tratamientosde sequíasuavey muy cercanoa esteultimo seencuentranlos tiemposTO, Ti y

T2.

La cercaníaentrelos tratamientosde sequíasuavey los tiempos de embijogénesisque se

observaalo ¡argodel segundoeje, se resuelvegradasal tercercomponenteprincipal. Este

¡ tercerejetambiendiferencia,aunquenotanmarcadamente,los12 delos tiemposTi.

En generalseobservaque lasmuestrasse distribuyenen funcióndel tratamientoya que en

U cadaunode los tratamientoso tiemposanalizados,las dos variedadesaparecenjuntas.No se

observaun a~pamientoporvariedadsinopor tratamiento.

E
¡
u
E
u





U
73U

u 8.ESTUDIO DE UN GEN TIPO Em

U
A partir de laszonasaltamenteconservadasde la secuenciapublicadaporWilhiams y Tsang

U (1991)del clonEmb 564 de AUN copiade maíz,queseexpresabadurantela embriogénesis

¡ y se inducía por ALBA y del clon Em de AUN copia de trigo de (Litts et al., 1987), se

diseñarondosoligonucleótidosutilizandoel programaOligo. Ademásen susextremos5’ se

¡ agregaronlas dianasparalaenzimaderestncciónEcoRl.

Estosoligonucleótidosseutilizaroncomocebadoresenunareacciónde amplificación,donde

U como molde se utilizó AUN genómicode la variedadJAL-605 de cañade azúcar. Como

controlpositivoseutilizaron los AUN detrigo y maíz,

¡
Los productosde estaPCRseresolvieronen una electroforésisen gel de agarosay sepudo

E observaruna banda de unos 300 ph. El ADN de esa banda se purificó a través de un

Genecleany se clonó en el plásmido BluescriptII SKI Los extremoscohesivostanto delu insertocomodel plásmidoseobtuvieroncortandoconEco Rl, aprovechandolas dianasque
llevabanensusextremos5’ los cebadoresutilizadosenla amplificación

¡ Una vez transformadaslas bacteriasde la cepaDH5a, se seleccionaronaquellascolonias

¡ transformadaspositivamenteutilizandoel sistemaenzima-sustratode XGaJ- [PTO

El ADN aisladodel don CMI se digirió con Eco Rl y el inserto liberadoseutilizó como

U sondaparaanalizar:
el patróndeexpresiónde esteclon.

¡ .- el n0 decopiasquepresentabaen el genoma

¡
8.1.-Análisisde la secuenciadel clon CMl

U
La secuenciaobtenidadel clon CMI así como la proteínaresultadode su traducciónse

¡ muestranen la Figura 10

¡
¡
U
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a GAG CGO GAG ACO GTO GTO CCC CGO CCC ACO CGO GGOAAG AGO GTO

b E C E T y V F G C T G C 1< 5 V

a GAG CCC CAG GAG CAO OTO CCC GAA CGT ACCCAATAAOCCACTGOOAGCCC

b E A Q E H L A E C

a OAGOOATCTTTATTAATTTCOTCGTGTTGCCTTTAATTCCOTOGAGTCCTOGACCTTTG

b

a CATGOAGCCCGOAGO CGO CCC GCC GAG ACT CGO AAC GAG GAG dG

b R 5 R G C O T R 1< E O L

a CCC CAT GAG CCC TAO ACO GAG ATC CCC AAC AAG CCC CGT CTG ACO

b C H E G Y 5 E M G 1< 1< C G 1 5

a ACO AOG GAG GAG ‘100 CGO CGO GAG CCC CGO CCC ACG GAG CGT GTO
b T T E E 5 C C E R C A R E G V

a CACA
b D

Figura10 Secuenciade nucleótidosdel clonCMI (a) base1-72exón 1, bases166-294
exón 2 bases73-165 intrón. Secuenciade aminoácidos(b) deducidaa partir de la
secuenciade nucleátidosdel clonCMI. Aparecesubrayadala zonadel intrón.

U
¡
U
U
U
¡
U
U
¡
¡
U
U
¡
U
u
¡
¡
U
¡
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U Una búsquedautilizando los programasBLASTN y BLASTX mostró que esta secuencia

estabarelacionadacongenesLeamuy parecidosal genEm de trigo (Litts ex al. 1987). De la

¡ comparaciónconestassecuenciassededujola existenciade un intrón queabarcabadesdela

basenúmero73 ala basenúmero163,siendoel tamañodel insertode293 paresdebases

¡ Lassecuencias,tantonucleotídicascomode aminoácidos,de los genesque presentabanuna

¡ mayor homologíacon el clon CMI fizeron comparadasutilizando la aplicaciónpileup del

programa GCG. Los a]ineamientosobtenidos cuando se comparan las secuenciasde

¡ nucleótidosy de aminoácidosserecogenenla Figuras11 y 12.

Por otro lado sehacalculado el porcentajedehomologíaentrela secuencianucleotidicay de

U aminoácidosdel clonCMI y las descritasen otrosgenestipo Em, utilizándosela aplicación

¡ gap delprogramaGCG. Estosresultadosserecogenen la TablaVIII enla queseha indicado

el porcentajede identidad y de similitud en la secuenciade aminoácidos, así como el

¡ porcentajede homologíaen la secuencianucleotídicadel exón 1, exón 2 y del intrón. Se

observa la existenciade una gran homología tanto a nivel de nucleótidoscomo de

1 aminoácidosen todaslas comparacionesrealizadascon la región codificadoraLa mayor

E homologíaseencontróconel genEnib 564 demaíz(91.045%de aminoácidosidénticos)y la

menor con el gen Em de Árab¡dops¡s thahana (76.1190/o y 74.627% de aminoácidos

¡ idénticos).Sin embargo la homologíaenla zonadel intrón fuebajaentodoslos casos

Por otro lado seha comparadolas secuenciasde aminoácidosdetres miembrosdela familia

U génicaB19 de cebada(Figura 13), observándosequeaunquela longitud de la proteínaes

¡ diferenteel gengBl9.lbpresentaunagranhomologíaconotros miembrosde lafamilia.

¡ 8.2-Análisis dela expresióndelclonCMl

3 Paraconocer la expresiónde esteclon se extrajo el ARN total de distintasmuestrasy se

u realizóunahibridacióntipo Northern.

¡
U
U
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Figura 11 Alineamientode las secuenciasnucleotídicasde genesLeatipo Em en distintas¡ especies.
Cebada gB19 lb¡ Caía CMl
Trigo Em H5
Arroz OsemU Maíz Emb564
A. flallana Em-like¡ Zanahoria EMB-1

U
U
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Trigo
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A. tha.Iiana
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Cebada
Caña
Trigo
Arroz
Majz
A. thal±ana
Zanahoria

Cebada
Caña
Trigo
Arroz
¡dais
A. thaltana
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Cebada
Caña
Trigo
Arroz
Mal z
A. thafl.ana
Zanahoria

Cebada
Caña
Trigo
Arroz
Maíz
A. tha.Liaaa
Zanahoria

Cebada
Caña
Trigo
Arroz
¡dais
A. tha.L±ana
Zanahoria

Cebada
Caña
Trigo
Arroz
Mal 2
A. thaflana
Zanahoria

aaggcccgcg
CG

atggcccgcg
atggccaggg
aaggctcgcg
agggcaaaga
agggcgaggc

51
cctcgaggcg
CGTCGAGGCC
cctcgaggcg
cctcgaggcc
cgtcgaggcc
cttcgaagct
tcttgaagcc

10).
gtcgatgtac
AGCGOCAGCC
ctctacttgc
ct t t t gata g

ttattcatgg
ttgatcatag

151
tqattgctag
TGOCTOGAGT
tcattactgg
gtaactaata

cgagattaat
catgtttgag

201
gggcagactc
GGGCAGACTC
ggggagactc
gggcagacga
ggccagactc
gggcaaactc
gggcagacga

251
gcgcaagggc
GAAGAAG CGO
gcgcaagggc
gc9caagggc
gaagaagggc
acgcaaaggt
acgcaagggt

301
ccagggaggg
OCAGGGAGGG
ccaggg&ggg
cccgcgaggg
ccagggaggg
aggaggaagg
agcaggaagg

agggtgagac
AGGGCCACAO
agggggagac
aggqccagac
agggcgagac
agggcgagac
aaggagagac

cacgataacc
CACCAGOACO
caggagcacc
caqgagaaco
caggagcacc
caacagcatc
cagcagcacc

tgattgcttg
ATCTTTATTA
gtttcgcctg
atcaaacttg

ttgcgtatgt
attccatgtg

cattgctcta
CCTCGAOGTT
cgttgttgtg
tgcgtacgtg

qtttgtggaa
ttgtgaacat

gcagggagca
GCAACGAGOA

ggaaggagca
ggaaggagca
gcagggagca
gaaaggagca
ggaaggagca

gggctgagca
GGTOTGAGOA
gggctgagca
ggcctcagca
ggtctgagca
ggtcttagca
ggtctgagca

catcgacatc
TGTOGACA..
gatcgagatc
catcgacatc
cgtcacgatc
agtcgagata
cattgacatc

cgtcgtcccc
OGT CGT OCCC
cgtcgtcccc
cgtcgtcccc
CgtcgtCCCC
cgtcgtgcca
cgtggttcct

tcgccgaagg
TOGOOGAAGG
tcgccgacgg
t cgccgagqg
tcgccga. . -

tcgctgaagg
ttgctgaagg

ag
AT
ag

ccatttcatt

ttcaagttag
tatgtttgtt

tgctgcattt
TGC
tac - gcattt
tgcatcgatc

tatttattat
atgtatatat

gatgggggag
GCTGGGGOAT

gctcggggag
gatgggggag
gctggggcag
gttaggaact
gctgggaggg

ccaacgatga
OCACCCACCA

ccatggagga
ccggcgacga
CCacggacga
ccggagacaa
acaacgatat

gacgagtcca

gatgagtcca
gacgagtcca
gacgagtcca
gacgaatcca
gatgagtcca

ggcggcaccg
GGOGGGACCG
ggcggcaccg
ggcggcaccg
ggcgggaccg
ggtggtacgg
ggcgggactg

tacgtgcatg
TACG - CAATA

ta
tatgcaaaat

t - cattctt -

tacatgcat.

cgatctgtga
TTOCTGGTGT
cgacctgtga
cqgtatttcg

gtatttaggc
gcttccatgc

gtgcagggeg
ATGCAGGGOG

gtgcagggcg
gatcagggcg

- . agggcg
atgaaggg&g
attcagggag

gaggggtaca
GAG SGGTACA
gaggggtacc
qaagggtacc
caggggtaca
gaaggatatc
gaagggtatc

gtccggcggc
GTCOGGCGGO
gtctggtggc
gtccggcggc
gtccggcggc
gcctggtggg
gtctggcggt

agttcaagac

agttcaagac
agtacaagac
agttcaccaa
aattcaggac
agttcaggac

gtgggaagag
CCCGCAAGAG

gtgggaagag
qcqgcaagag
gcggcaagag
gaggcaaaag
gtgggaagag

100
cgcgagaaat
ACOGAGTGOO

tgcttc
aatactgaaa

tctc
ataa

150
cctcccatac
TGGCTTTAAT
cttctggtac
gttgaagtac

taqagta. - a
atgattatga

200
cagccgtggc
CAGOOOOGGG

cagccgcggc
cagccgcggg
cagccgcgga
gagccgagga
gagcaaagga

250
gcgagatggg
GOGAGATGGG
gcgagatggg
gcgagatqgg
gcgagatggg
agcagatggg
atgagatggg

300
gagcgcgccg
GAGCGCGGOG
gagcgcgccg
gagcgcgccg
gagcgcgccg
gaacacgctg
gagcgcgctg

350
caagtcctag

caagtcctaa
caagtcctag
gtagtcctat
caagacctaa
caaaaagtga
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1 KEQLGHECYS

2 REQLGQQGYB

3 REQMGEEGYS

4 REQMGEECYS

5 REQMCEEGYS
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ECRSRGGQTR

EGRSRGGQTR

ECRSRGGQTR

EGRSRGGQTR

EGRSRGGQTR

EGRSRGGQTR

EGBSRCCQTR

EGRSRGGQTR

EGRSRGGQTR

ECRSKCGQTR

ECRSKGGQTR

FKTKS

FKTKS

FKTXSX

YKTKS

FKTKS

FRTKT

FRTKT

FRTKK

FRTSANKDND M

101

Figura12.-Alineamientode las secuenciasdeaminoácidosdediferentesgenesEm
Las diferentes secuenciastipo Em que mostrabanhomología con la secuenciade
aminoácidosdeducidaa partir del clon CMJ se alinearonutilizando la aplicaciónpdeup
delprograma(lico.
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Aminoácidos Nucleótidos
Gen Identidad Similitud exoní exon2 intron

Maiz Emb564 91.045% 98.507% 98.630 91.538
Trí o2 Em 85.075% 94.030% 86.301 87.692 36.620
Arroz Osem 83.582% 95.522% 91.781 83.077 36.449
Cebada4 giBl9.1b 82.090% 97.015% 87.324 87.692 43.902
Jis¿. EmH2 83.582% 97.015% 89.041 86.154 38.889

EmH5 83.582% 97.015% 86.301 86.154
Zanahoria Emb-l 77.612% 89.552% 76.712 68.462 37.363
A.thahana8 Ti oEni 76.119% 86.567% 78.082 65.385 36.082
A.thaliana9 Em 74.627% 86.567% 76.712 66.154 34.066
Vradíata Em 76.119% 89.552% 75.342 62.308

1. WilliansyTsang(1991)
2. Stacyet al. (1995)
3. Futerset al. (1993)
4Futersetal(1993)
5. Hattori et al. (1995)
6. Litts et al. (1991)
7. Wurteleet al. (1993>
8. Finkelsteinet al. (1993)
9. Gaubieret a]. (1993)
10, VanDamme(1995)

Tabla VIII.-Porcentajesde homologíade secuenciade aminoácidoy nucleótidosentreel
clonCMI y genestipo Em en distintasespecies.
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2.

MASGQQERSE LDPMARECET

tIASGQQERSE LDPMA.RECET

MASGQQERSQ LDRKAREGET

50

VVPCGTGCKT LEAQEHLAEC RSRGGQ....

WPGGTGCKT LEAQEHLAEG RSRGCQTRKE

VVPGCTCCKS LEAHDNLAEC RSRCGQ....

LEA 219.3

LEA 219.4

qfl19.ib -

LEA 319-3

LEA 219.4

qEiS.ib

LEA 319.3

LEA 319.4

qB19. ib

51 100

TRKD QLCEEGYREM GMKGGETRKE QLGEEGYREM

QLGEECYREM GHKCGETRKE QLGEEGYREM GHKGGETRKE QLGEEGYREM

102. 150

CHKGGETRKE QMGEECYHEM CRKCCLSTME ESGCERAARE GIDIDESKFK

GHXCCETRKE QMGEECYF(EH GRKGGLSTNN ESCCERAARE GIDIDESKFK

TRRE QMGEECYSEM GRKCCLSTND ESCGE~ARE GIDIDESKFK

151

TKS.

TK. -

TKSX

Figura 13.-Alineamientode las secuenciasde aminoácidosde diferentesgenesde la
familia B19 de cebada.Los alineamientosserealizaronutilizandola aplicaciónpileup del
programaGCG.

LEA 319.3

LEA 219.4

gRiS - ib
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¡ Lasmuestrasanalizadasfueronlas siguientes:

¡ - plántulasde trigo germinadasen ausenciao en presenciade ABA, de la mismafomiaque

describenBerge et al. (1989) paraanalizarla expresióndel genEm de trigo. Las plántulas

¡ germinadasconABA seescogieroncomocontrolpositivodenuestrahibridación.

- las restantes muestras con-espondiana tratamientos o situaciones concretas de

U enibriogénesisen caña de azúcar. En los caflos de las dos variedadesse realizaron

U tratamientoscon ABA a dosconcentracionesdistintas10.2 y io4 M y los callos se fijaron a

las 24 horasy a los 4 díasde tratamiento.Mientras que con la concentraciónmásalta los

¡ callos comenzarona oscurecersea partir de 50 día, hastafenolizarsepor completo, con la

concentraciónde 1 ~4 M estono ocurrióy tambiénsepudieronfijar callosa los 9 y 18 díasde

U tratamiento.Loscontrolesdeestostratamientosfueroncallosquepennanecieronen el medio

¡ SCCduranteel mismoperiododetiempo(Figura14a).

Se cogieron callos en los que se realizó un tratamientode sequíasuavey sequíafuerte,

¡ siendoel control los callos TO, al igual quelosanalizadospor traducciónin vitro y 2DPAGE.

También se analizaronlos embrionessomáticosen dos estadiosque llantamosE
1 y E2 que

E fueronescogidosenformaindividualizada(Figura14b).

u Comocontrolnegativoseutilizaronlashojasde plantasadultascrecidaseninvernadero.El análisisde estosflitros revelaque en el control positivo hay una Iberte hibridación.De

U todaslas muestrasde calla de azúcardeshidratadaso tratadasconABA analizadasninguna

hibridó con la sonda.Solo losembrionessomáticosEl y E2 mostraronunahibridaciónmuy

U tenue.

¡ Se comprobóquetodoslos carrilesanalizadostuvierancargadala mismacantidad de ARN

porhibridaciónde losmismosfiltros conunasondaARN ribosómico(pRE12).

¡
¡
u
U
u
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Figura14.-Hibridacionescon la sondaCMI.
a.- Hibridacióntipo Northernde ARN total decallostratadosconALBA 10~ M (A) y
102M (B) y un númerovariablede días.T, Trigo tratadoconALBA, J, variedadJA-605,
C, variedadC-8751.
b.- Hibridacióntipo NortherndeARN total de embrionestipo El (1) y E2 (2) de la
variedadC-8751.
c.-Hibridacióntipo Southerndeplantasde calladeazúcardelas dosvariedades:1 (JA-
605)y C (C-8751)

1.- DigestiónconEcoRl.
2.- DigestiónconKpn
3.- DigestiónconBamHI.
4.- DigestiónconBamHl + EcoR!
5.- DigestiónconEcoRI+ Kpn
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t3.-Námemde copias enel genoina

¡ Utilizando 12 pg del ADN genómico,obtenido a partir de plantasmadurasde las dos

variedadesdecaBadeazúcar,serealizarondigestionescondiferentesendonudeasas

¡ Lasrestriccionessehicieroncon 1.5 u deenzirna/¿¿gADN en todoslos casosy las enzimas

E utilizadasfinan Eco R1~, BamNL Kpn, Hlndlll y Nt 1. Serealizarondigestionessimpleso

por combinacionesde dosenzimas.La hibridacióntipo Southemdeestasdigestiones,con la

¡ sondadelclonCMI marcadaradioact¡vamente(Figura 14c),revelólos siguientesresultados:

- Nohaydifrrenciasenlos fragmentosderestricciónentrelasdosvariedades

U -Elnúnierodecopiasesbajoyaqueenlasdistintasdígestionesdobksseobservanunosdiez

U fragmentos.

U
¡
¡
u
U
¡
¡
u
E
¡
¡
E
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¡ DISCUSIÓN
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u
U DISCUSIÓN

¡ 1-CULTIVO IN VITRO

¡ En el cultivo de tejidos, las gramíneasfberonconsideradasdurantedos décadascomo

especiesrecalcitrantes,es decir, incapacesde regenerarplántulasa partir de los callos.E
Unade las primerasespeciesdondese obtuvieronplantasregeneradasLe en la calíade¡ azúcar(Heinz y Mee 1969).Solola utilización de tejidosjóvenesy poco diferenciados

comoexplanteinicial en graniineaspermitió la formaciónde plántulasregeneradas.Sin

E embargoen las dicotiledóneas,especialmenteen las especiesconsideradasmodelo como

zanahoriay tabaco,el cultivo de prácticamentecualquierórganoo tejido no presentaba

U dificultadesobteniéndoseplantasregeneradasfácilmente.

¡ Los tejidos poco diferenciadosque se comenzarona utilizar como explantesincluían

inflorescenciasjóvenesy embrionesu hojas irimaduras. Sin embargo,no todos los

¡ explantessecomportande la mismamaneraya que se obtienendistintas respuestasal

cultivo dependiendode cual seutiliza, como demuestranen cebadaRuiz et al. (1992) al

E compararel porcentajede callo embriogénicoque producendos tipos diferentes de

¡
En e! caso de caña de azúcar, siemprese utilizaron como explante inicia] las hojas

¡ innnduras( Liu y Chen 1976 , 1978; Ho y Vasil 1983; Chenet al 1988b) de plantas

adultascrecidasen el campoo invernaderoo tambiéna partir de plántulasobtenidasin

U vitro. En el casode utilizar plantasadultasse cortan las hojas inmadurasenrolladasen

¡ seccionesde unos2 mm, desdesu basehastaunalongitud de 10 a 15 cm, dependiendo

fundamentalmentedel tamaño de la planta donadora.En nuestrotrabajo siempre se

U utilizaron las hojas inmadurasde plantascrecidasen el invernadero,de la mismaforma
quedescribenestostrabajos.

U La formaciónde callo serealizó en oscuridaden el medioMS + 2 quesolo lleva 2 mg/l

E de 2,.4 D. Estaconcentraciónde la auxina sintética fue consideradala másadecuada

U
E
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U
E para la formaciónde callo en el cultivo de muchasgramíneascomotrigo (WernickeyMilkovits 1984), centeno(Linaceroy Vazquez 1986) y cebada(Ruiz et al. 1992). Sin

¡ embargoen calía de azúcarHo y Vasil (1983)y Chenet al.(1988a),consideranque la

concentraciónóptima parael inicio del cultivo es de 0.5 a 1.5 mg/l, suplementadosus

¡ medios de cultivo con leche de coco al 5%, en el último trabajo también utilizan

E hidrolizadode caseína,sin embargoen nuestrocasono lo consideramosnecesarioya que

los resultadosqueobtenemossonsemejantese inclusosuperioresa los de estosautores.

¡ Los callos comenzarona formarsesobrela superficiede cortedel expIaste,tanto en la

queestabaen contactodirecto conel mediode cultivo comoen Jaque teniasusuperficie

E libre. Estoscallos, al igual queobservaronHoy Vasil (1983),no seformaronen ningún
casosobrela láminadelas hojasenrolladas.

¡ Al mesde cultivo en medioSCC se podíanobservardiferentestipos celularescreciendo

¡ en el mismo callo, Esta heterogeneidades habitual en la formación de callos de

gramíneasy cadatipo celularsuelerecibir una denominaciónespecifica.Así Vasil y Vasil

¡ en su extensarevisión sobrecultivo de tejidos de gramíneasde 1995, denominacallos

embriogénicosde tipo 1 alos calloscompactosformadospor célulaspequeñasy blancas;

¡ sin embargocomo ya se mencionóen la introducción existen especiescuyos callos

¡ embriogénicospresentanunascaracterísticasun poco diferentes.Así en maíz los callos

con mayorcapacidadembriogénicano son los del tipo 1 sino unoscallos de crecimiento

¡ rápidoy másblandosquesedenominande tipo II y en trigo los callosembriogénicosde

aspectotípico sedenominande tipo A y solo se puedenmantenerpor muy poco tiempo

U y seutilizan los callosdenominadosde tipo C queno sonni tanblandosni fiablescomo

¡ los de maízperotambiénmantienensu capacidadde regeneraciónpormuchotiempo.

Taylor y colaboradores(1992) describieron4 tipos de callos en cañade azúcary esa

¡ misma nomenclaturatambién se mantuvo en el trabajo sobre embriogénesisen

Sacchanimde Guiderdoni et al. (1995). En este trabajomantendremosen parteesta

¡ nomenclaturaya que observamoslos mismostipos celulares,Así Taylor et al. (1992)

E llamancallo tipo 1 a unascélulasgrandesy semi-translúcidasquese observana partir de

U
U



U
86U

u los 5 díasde cultivo, sobrela superficiedecortedel explantemientrasque e! callo de

tipo III es aquel que se observaa los 15 días de cultivo, su aspectoes blando,

¡ mucilaginosoy grisáceo.Nosotrosconsideramosqueentreestosdostipos decallos,que

no regenerany conun aspectomuy similar, no haydiferenciasy queposiblementeestén

¡ formadospor las mismascélulas del explante,que en presenciade 2,4 D, se engrosan

E pero son incapacesde dividirse. Ademásen cuantose realizala primeraselecciónpara

mantenerel cultivo, estetipo de célulasdeja de aparecer.Como callo tipo III, Taylor

¡ describelos que en resultadoshemosdenominadocallos altamenteembriogénicosy

comocallo tipo IV al callo quehemosobservadoque comienzaa fonnarsedespuésdel

¡ segundoperiodode subcultivoy quesepuedemanteneralo largode los 15 a 18 meses

¡ de duracióndel cultivo.

Por tanto el callo compactode tipo III, seria aquel que hemos llamado altamente

¡ embriogénico y está formado por embriones globulares y escutelares,estando los

primerosgeneralmenteen la periferiade estoscallosquesuelencrecersobrerestosdel

¡ explante.Estadescripciónde los embrionescoincideconlos resultadospublicadospor

Brisibe et al. (1993) dondedescribenla embriogénesissomáticade callade azúcaren el

U microscopioelectrónico y muestranque los primeros embrionesen aparecerson los

¡ globularesy luegocomienzana diferenciarselos embrionesescutelaresen los que se

distingueun eje central,el embrión,alrededordel cualcreceel escutelo

¡ Con respectoa la concentraciónde 2,4-D que se necesitapara mantenerlos callos

embriogénicosnuestrasobservacionesestánde acuerdocon los trabajosde Ho y Vasil

U (1983)y Taylor et al. (1992).En estostrabajosdescribenquela concentraciónóptimade

¡ esta hormona debe estar entre 2.5 y 3 nig/1 para que los callos embriogénicos

permanezcandesdiferenciadosy que en medios con unaconcentraciónmenorde esta

¡ hormonaseproducela pérdidade la capacidadembriogénica.En nuestrocaso hemos

observadoquesi el tiempodetransplantesuperabalas4 semanasy sedejabanlos callos

U por un períodode 5 a6 semanasen el mismo medio de cultivo, estoscallosdejabande

E tenerun aspectoembriogénicoy se tomabanmas blandosy algo mucilaginosos.Sin

U
U
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¡ embargosegúnel trabajode Chenet al. (1988b) lo másadecuadoparamantenerlos

callosembriogénicosdurante 1 alIo, seriala alternanciaentre 2 medios de cultivo uno

U con 1 mg/l y otro con3 mg!) 2,4-D, posiblementeestaseala causadel bajoporcentajede

¡ formacióndecallo embriogénicoquedescribenestosautores.

La adiciónde IAA y K enel medioSCCsedebeal hechode queestashormonas,según

¡ Naborset al. (1983), incrementanla regeneraciónposterior de los callos duranteel

cultivo de tejidos de los cereales.En todaslas publicacionesmencionadasanteriormente

¡ acercadel cultivo de callosde cañade azúcarel medio de mantenimientoqueseutiliza

estásuplementadaconun 5% de lechede coco natural,quese sabeque esunaLente

E natura] de citoquininasmientrasqueel medio SCC estásuplementadoexactamentecon

¡ 0.lmgIlK

En lo referentea la duración del cultivo los callos de las dos variedadesse pudieron

E manteneren el medioSCC porun periodode 1 añoy medio aproximadamente,similar al
tiempoquedescribenotrosautores.El aspectode estoscallosno variabaprácticamente

U salvo que al transonnirun alio sus células se tomabande mayor tamañohastaque,

¡ despuésde un alio y medio,dejabande crecercompletamente.Se debedestacarque

muchosde estoscallosno seoscurecieronni cambiaronsu aspecto,mientrasque otros

¡ seLeronfenolizandoprogresivamentehastaoscurecersepor completo.

Lasdasvariedadesformaronlos mismostipos de callo con unasfrecuenciassimilaresy

¡ respondieronde igual forma a los distintos origenesde los explantes. En los dos

¡ genotiposlos explantesde la zona2 formabanmáscallo embriogénicoquelos explantes

de las zonas 1 ó 3. Así no seencontrarondiferenciasgenotípicasen la inducción, la

¡ morfblogía6 en el comportamientode los callosembriogénicos.

Cuandolos callos embriogénicossecultivaronen un medio sin 2,4-D y en presenciade

U luz, observamosque los dos genotipospresentarondiferencias en su respuestaa la

¡ regeneración.En gramíneasestarespuestadiferencialdependientedel genotipoha sido

ampliamentedescntaen la literatura,como en maíz(Hodgeset al. 1986), cebada(Lúhrs

¡ y HÓrz 1987), arroz (Chu y Croughan 1990), centeno(Linacero y Vazquez 1986) e

U
U
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¡ incluso en cañade azúcar(Chenel al. 1988a y Taylor et al. 1992). En nuestrocasoel

genotipoque mejor se comportacorrespondea la variedadC-8751 comose observaen

¡ el gráfico (pag.40),dondese puedever que el mejor porcentajede regeneraciónen la

variedadJA-605 esde un 85% mientrasque el peor len la variedadC-8751 alcanzaun

¡ 82% de regeneración.El hecho de que encontremosclaras diferencias debidas al

¡ genotipoen la capacidadde regeneracióny no las encontraremosen la formaciónde

callos, pone de manifiesto que estas 2 situaciones son controladas de forma

¡ independiente.

Esta situaciónfile descritaen alfalfa por Hernandez-Femandezy Christie (1989) que

U postulanque la formación de callo estadareguladapor un solo locus mientrasque la

¡ regeneraciónestaríabajo el control de 2 genescomplementarios.En cebada,Lúrhs y

Loa (1987) encontraronquede 2! líneasque formabancallo solo ¡5 producíancallo

U embriogénicode las cuales solo 8 eran capacesde regenerarplantas. En centeno,

Linacero y Vázquez(1986) tambiéndemostraronque algunosgenotipospodíanformar

¡ calloperoestoseranincapacesde regenerar.

La relación existente entre genotipo y competenciamorfogenéticaes compleja e

¡ indirecta. SegúnVasil (1987) esta relación está tan influenciada por las condiciones

¡ fisiológicas y ambientales de la planta donadora, que la acción del genotipo

prácticamenteno sedeberíateneren cuenta.El efectodel estadode la plantadonadora

¡ sobrela respuestaal cultivo se ha descrito ampliamente,comopor ejemploen cebada

(Lurhz y Lórz 1987) dondelos resultadosen cultivos de embrióninmadurono fueron

U repetiblesdeun alío al siguienteya quelas condicionesclimáticasfueroncompletamente

¡ distintas.Conel fin de minimizar estosefectosy que las condicionesfisiológicasfueran

lo mas parecidasposibles, las dos variedadesse sembraronen la misma parceladel

¡ invernadero y fueron cortadas, cultivadas y transplantadasal mismo tiempo. La

evaluacióntambiénsellevó acabodeforma simultánea.

¡ De estaforma las diferenciasobservadassedanen su granmayoríadebidasal genotipo,y

¡ adiferenciade lo afirmadopor Vasil, pensamosque el genotipoestan importantecomo

U
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¡ el estado fisiológico de la planta para determinar el tipo y grado de respuesta

morfogenética.

¡ Hemosobservadoque el nivel de regeneracióndentrode cadavariedad,dependede la

¡ posicióndel explanteen la planta donadoray esta diferenciase puede apreciaren el

gráfico (pag. 40). La vadedadJA-605 presentabauna clara disminución del nivel de

¡ regeneraciónamedidaqueel explanteoriginal eraescogidoamayor distanciade la base

de las hojasininadurasy las diferenciasentrelas 3 zonasen quehemosconsideradoa las

¡ hojas inmaduras fUeron significativas. En la variedad C-8751 este gradiente en la

¡ capacidadde regeneraciónno fue tan acentuado,incluso los callos de la zona 1 y de la

zona2 no mostrarondiferenciassignificativasentresi, conun nivel de 94%de callosque

¡ regeneranmientrasque de los callosde la zona3 soloun 82% regeneróLa existenciade

un efecto de gradienteseha descritoen la mayodade los trabajosdondeel explantese

E obtiene,a partir de hoja inmadura,así cuantomas alejado se coja el explantede las

U célulasmeristematicastanto menorserasu capacidadde formar callo, así como de que

estosregeneren.

¡ Así en sorgo, Wernicke y Milkovitz (1984) describenal igual que nosotrosque los

tejidosmásdiferenciadostiendenaacumularfenolesy sonincapacesde desdiferenciarse,

¡ estostejidossetornande un color marrónoscuroy mueren.

En el cultivo de calía de azúcarHo y Vasil (¡983) ya describieroneste efecto de

¡
gradienteen la respuestamorfogenética,aunqueestos autoresdescribenque aquellas¡ hojasmasdiferenciadasno producencallo y forman numerosasraicillas en contrastecon

nuestrosdatosdondelos explantesque no forman callo no producenningún tipo de

¡ respuestamorfogenética.Nosotrospodemosdecir que en nuestro caso el efecto de

gradiente,en las dosvariedades,Le muy marcado,no soloen la regeneracióncomo se

U ve en el gráfico(pag.40) sino tambiénen la formaciónde callo. Los explantesformaban

¡ callo, sin presentarningúncambioni en la forma ni el tipo de callo sino en la ftecuencia,

ya que los últimos explantesincapacesde formar callo se fenolizabanpor completosin

¡ presentarningunaotra variación,comoya mencionamos.

¡
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Unaposibleexplicaciónparala existenciade un gradientede respuestaesla existenciade

diferentesconcentracionesendógenasde distintashormonas,fundamentalmenteABA y

IAA. ParaanalizarestaposibilidadRajasekaranet al. (¡987b) en Penn¡setwnpurpureum

midieron los niveles endógenosde ABA, IAA y citoquininasen las tres regionesde las

quecogíanel explante,una basal,una intermediay otra dista], En los explantesde la

regiónbasalencontraronnivelesmuy altosdeALBA, queva disminuyendomarcadamente

a medida que se alejan de dicha zona basal a pesarde lo cual los niveles de ALBA

siguieronsiendoelevados.Al tratarla plantadonadoracrecidain vitro confluoridona,un

inhibidor de la síntesisde ABA, observaronqueesosexplanteseranincapacesde formar

callo embriogénicoy que esta capacidadpodía ser restauradaparcialmentepor la

aplicaciónde ABA exógeno.Cuandoutilizaron inhibidoresde giberelinasy un oxidante

de ¡AA no detectaronningúnefectoen el comportamientode los cultivos.Estasituación

lleva apensarqueel ABA juegaun papelfundamentalen el establecimientodel gradiente

morfogenéticoque presentanlas hojasinniadurasutilizadascomoexplantes.

Wemickey Milkovitz (1984)señalanen su trabajoque la velocidadcon que las células

pierdenla competenciay la totipotenciadependedel genotipo.Es posibleque estaseala

explicaciónde la diferenciaexistenteentrelas dosvariedadesen cuantoal gradiente

La germinaciónde los embriones,también llamada conversión por algunosautores,

pareceestarcontroladade forma independientetanto de la inducciónde callo, como de

la capacidadde regeneraciónquelos mismos.Lúrhz y Lórz (1987) describieronque de

15 lineasde callos embriogénicosde cebada,solo 8 fUeron capacesde formar plantasy

en centenoLinacero y Vazquez(1990) observaronque todas las variedadesutizadas

formabancallo pero solo en algunos casos era embriogénicoy formabaplantas.En

nuestrocasolas dosvariedadesformaronplantaspero aquelloscallosquemostraronun

menorporcentajede regeneraciónfueron los que por el contrarioformaronun mayor

númerode plántulas,aunqueen las dosvariedadestanto la induccióncomo la formación

de callo fue deun nivel prácticamenteidéntico.
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¡ La formaciónde plántulasseobservabaapartir de los 10 díasde encontrarselos callos

embriogénicosen condicionesde regeneración,con la aparición de botonesverdes

¡ pudiendodistinguirsepequeñosbrotesunos5 díasmástarde..Lasplántulasregeneradas

¡ queseobtuvieron en todoslos casosfueronnormales.Tambiénlas plántulasformadasa

partir de las yemas axilares lii vivo fueron siempre nonnales,por lo que estas dos

variedadesmostraronunagranestabilidadfenotipica

¡ Esta estabilidadpodría ser explicadapor ser una especieoctoploidey contar con un

U númeroalto dejuegoscromosómicosquebariaqueestaespeciepudierasoportarmejor

una mutación. Como además éstassuelen ser recesivasno se manifrstadanen el

U fenotipo.

¡ La estabilidadfenotípicain vitro observadaen nuestrotrabajo, podríacorroborarsecon

numerosostrabajosrealizadosen cañade azúcar,dondemuestranqueen esta especie

¡ hayunaaltaestabilidadgenética.Losanálisisde plantasregeneradasa partir de callosse

realizaroncon diferentes abordajes: morfológicos (Irvine 1984), análisis de RFLPs

¡ (Chowdhuryy Vasil 1993), y RAPD (Taylor et al. 1995). Sin embargohay que tener

¡ presenteque algunosde los primeros trabajosen variación somaclonalse hicieron en

cañade azúcar(Liii y Chen 1976, 1978). En nuestrocasono serealizóun análisisde la

¡ descendencia,ni citológico parapoder sabersi esaestabilidadfenotípicaobservadase

correspondíao no con una estabilidaden el genoma.Por lo tantosolo podemosafirmar

U quelos dosgenotiposquehemosutilizado sonfenotípicamenteestablesy que en lo que

se refiere al genomadel géneroSaccharumexistenevidenciastanto a favor como en

¡ contrade suestabilidadin vitro.

¡ En estetrab~onunca se utilizaron callos que tuvieran másde un año en cultivo para

regenerarplantasy tal vez poresono sehayanobservadoplantasalbinascomodescriben

¡ enPennisetumpurpureumChandíery Vasil (1984)al utilizar cultivosviejos.

El aspectonormaly homogéneoquemostraronlas plantasregeneradasen nuestrocaso

¡ se podríadeberal hechode habersido obtenidaspor embriogénesissomática,aunque,

¡ por supuesto, no podemos descartar que alguna plantilla haya surgido por

E
U
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¡ organogénesis.La homogeneidadfenotípica debida a la regeneracióna través de

embriogénesissomáticaen calla de azúcarse describeen el trabajo de Chowdhwyy

¡ Vasil (1993).Esteúltimo autor(Vasil 1987>describequela regeneraciónde plantaspor

embriogénesissomáticaenlas gramíneasseriala causantede la uniformidad fenotípicay

U que la embriogénesissomática actuaría como filtro de aquellascélulas que llevaran

¡ Mgwm mutaciónde importanciaya queel procesoembriogénicotantoen plantascomo

en animalesseleccionanegativamenteaaquellosembrionesqueponenunaaberración.

¡ La evaluacióndelnúmerode plántulasserealizó,en callosembriogénicos,despuésdeun

mesde cultivo en condicionesde regeneración.Sedebetenerpresenteque puedehaber

U existido algún problema de competenciadebido al espacioy a I& disponibilidad de

¡ nutrientesentre los diferentes embriones presentesen un mismo callo para poder

desarrollarun brote.Así aquelloscallosconun númeroelevadode embrionespuedenno

U haberdesarrolladotodosellosy por consiguienteno producirel númerode brotesque se

esperaríanapriori. Conel fin de minimizar este problemalos callosutilizados fueron

¡ pequeños,de unos5 mm dediámetro.

¡ Comosepuedeobservaren el gráfico(pag. 43) los genotipospresentaronunarespuesta

cruzaday existe un claro efecto de gradiente.Así en los callos formadosa partir de

¡ explantesde la zona 1, la variedadJA-605 fonnó más brotesque la otra variedad,

mientrasqueenlos callosde la zona3, JA 605Le la variedadquefornió menosbrotes.

¡ De estosresultadosse desprendeque la germinaciónde los embrionesdependedel

genotipo. Ya hemoscomentadoque tanto los tipos de callos como los tiempos de

U transplantefueron idénticosen ambasvariedadespara minimizar cualquiervariación

¡ debidaal estadofisiológico delas plantasdonadorasdel explante.

La existenciade un gradienteparecetambiénbastanteevidente.Los callos de zona 1

U produjeronun mayor númerode brotes, seguidosde la zona 2 y por último los callos

obtenidosde la regiónmasdistal fueronlos queprodujeronel menornúmerodebrotes.

¡ Tal vez estegradienteque se observaen el númerode brotesquepuedenformar los

¡ diferentescallos seasolo un reflejo del gradienteya descritopara la regeneración,y de

U
U
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¡ esta forma los callos de la zona 1, que eran los que mostrabanmayor capacidadde

regeneración,podríanpor consiguienteformar un mayor númerode plántulas.Así en la

E variedadC8751 dondelos callosde las zona 1 y 2 presentabannivelescasi idénticosde

regeneración,tambiénsemuestrannivelessimilaresen la conversióncomo seapreciaen

U el gráfico(pag. 43) paralas zonas1 y 2.

¡ Si tenemosen cuentalos gráficos (pag. 40 y 43) pareceríaque la variedadJA-605 es

capazde convenirmejor susembriones.En los callosde tipo 3 de estavariedadsolo el

¡ 42%regeneraron,pero para la formaciónde brotesmuestraunosniveles similaresa la

variedadC-8751 aunqueen estecasoel 82% de estoscallos regeneraban.En los callos

E de la zona1 estasituaciónparecemásevidenteya queen la variedadJA-605 el 85 % de

los callos regeneraronpero su eficiencia en la conversiónfue mucho mayor con 2.8

U
brotes/callomientrasque en la variedadC-8751 el nivel de regeneraciónfUe del 93% y

E estoscallosprodujeron2.3 brotes/callo.
Evaluandoen conjuntotanto la regeneracióncomo la conversión,la variedadC-8752¡ forma un mayor número de plantas durante el cultivo in vitro, ya que regenera

independientementedel origen del explantemucho mejor que la otra variedad,en lo

¡ referentea la formación de brotessolo se ve superadapor la variedadJA-605 en los

¡ callosde zonal,siendoestadiferenciamuy pequeñaya que seencuentraentre2.8 y 2.3

brotes/callo.

¡ Estosdatosde regeneracióny germinaciónin vito se correspondencon los resultados

observadosin vivo dondela variedadC-8751 forma un númeromuchomayor deplantas

U apartir de yemasaxilares.Ademásen estavariedadse forma un númeromayor de tallos

¡ a partir de cadaestacasembradaen la tierray siempreson másvigorososque los de la

variedadJA-605.

¡ Aunquepareceevidentela mejor respuestadel genotipoC-8751 tanto al cultivo in vivo

corno in vitro sedebedestacarque las dos variedadesformaron callo embriogénicoy

¡ presentaronaltosnivelesde regeneracióny conversion.

U
U
U
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¡ 2.-ANÁLISIS DE LOS PATRONESDE PROTEÍNAS TRADUCIDAS IN NITRO

¡ La electroforesisbidimensional,basadaen la carga y tamañode las proteínas,es un

procedimientoidóneoparael análisissimultáneode cientosde proteínas.Estatécnicaes

U por lo tanto muy utilizadapara abordartemasmuy diferentesen la biología, como el

E cambiode expresiónqueproducendistintossustratosen un liquen (Lkpez Bilbao et al.

1996),analizarproteínasque seinducenpor déficit hídrico (Covarrubiaset al: 1995) o

¡ analizarla divergenciagenética(Aquadroy Avise 1981).

Esta técnicade electroforesisbidimensionalde proteínasse ha utilizado tambiénpara

¡ caracterizarespeciesasí Zeng y Singh (1993) diferencianDrosophila simulansde D.

¡ sechellíacon un 8% dcl total de proteínasanalizadas.Un nivel similar de variaciónse

detectóen la comparaciónde patronesproteicos de dos líneas de maíz, donde el

¡ polimorfismodetectadofije de un 11%del total deproteínas(Leonardíet al. 1987).

Sin embargo,analizandola electroforesisbidimensionalde proteínastotalesteñidascon

¡ plata dentro del complejo Saccharum,Ramagopal(1990) encuentraque solamenteel

3.6% de las proteínasmuestranvariación interespecíficay la variación intergenérica

¡
quedadeterminadapor el 5.3% de todaslas proteínasresueltas.La comparacióndentro¡ de la especieSacc/zarumofficmnarumde dos variedadesreveló una variacióndel 0.9%

del total de proteínas. Estos niveles, de polimorfismo resultan extraordinariamente

E . pequeñosya que se comparan 5 especiesdel género Saccharumy 5 especies
relacionadas:Erianthus, Miscanthus,Narengay Sclerostachya,donde las diferencias

¡ morfológicas son importantísimas,y los númeroscromosómicosvarían desde2n30

¡ hasta2n=i 18. Debemosdestacarque el bajo nivel de polimorfismo que describeeste

autor no se debea la técnicaper se, que es capazde detectarcambios en muchas

U situaciones,sino al materialde estudio.

En nuestrocasoal estudiaren las dos variedadesde cañade azúcarlos patronesteñidos

E con platade las muestrasTO, TI y T2 ademásde aquellassometidasa unasituaciónde

¡ estréshídrico con PEO, no encontramosdiferencias entre las dos variedades.Esta

¡
U
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¡ situaciónestáde acuerdocon el trabajoya citadode Raniagopalqueencuentrasolo un

0.9% de variación entre variedadesde la misma especie.Parecebastanteclaro que el

¡ nivel de polimorfismodentrode las cañasde azúcaresbajo.

El hechode no haberdetectadopolimorfismo no es un caso particularpara la cañade

U azúcarya quehaynumerosostrabajosen otrasespeciesdondeno sedetectavariabilidadu en el patrónproteicoa pesarde la existenciade unaclara diferenciamorfológica. Así, el

análisis de 19 líneas de Drosophi/a simulant (Ohnishi et al. 1982) o en humanos

¡ utilizando tejido renal (Smithet al. 1980)no revelóni unasolaproteínapolimórfica.

Es un poco dificil de explicar este comportamiento,donde muestrasque difieren

¡ notoriamenteen sumorfologíay/o fisiología muestranpocaó ningunavariaciónmientras

u que en otros casosel nivel de polimorfismo que se puededetectares muy alto. Unaposibilidadesque las proteínasquemodifican su expresión,se encuentranen tan baja

E concentraciónqueno sepuedandetectaren el gel. Otra posibilidades que seencuentren

en zonasdel gel muy densamentepobladasy suexpresiónquedeenmascaradapor otras

¡ proteínas.

¡ Hay quetenerpresenteque al realizarestetipo de estudiosparaanalizarlos cambiosque

produceen la expresióngénicaunasituacióndada,tambiénse estánreflejando en el

U patrónelectrofororéticotodaslas proteinasque nuncavaríanen su expresión,comolas
proteínasribosómicas.Estasituaciónhaceque el nivel de variaciónque se detectesea

E menorqueel querealmenteocurreentrelas proteínasquese expresanen el momentode

estudio.

E Por todas las razonesmencionadasse eligió el sistemade transcripcióniii vitro seguido

¡ de 2D-PAGE de las nuevasproteínaspara analizarlos cambiosque producían,en la

expresióngénicade la cañade azúcar,en la embriogénesisy el estréshídrico.

¡ La transcripciónin vitro permiteanalizarsolo a los ARNm que seestántranscribiendo

duranteel tratamientoo situación seleccionada.Ademásse incorpora el aminoácido

E cisteinamarcadoradioactivamente,que aumentala sensibilidadde la detecciónen 2 ó 3

E
¡
u
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¡ ordenesdemagnitud,y permitela detecciónde aquellasproteínasquerepresentenmenos

del 100/o del total deproteínas.

¡ A pesarde las ventajasqueofreceestatécnicasedebetenerpresenteque se pierdela

información acercade la regulacióna nivel de traducción, puestoque al realizarsela

U traducciónin vitro podemosobservarproteínasquelii vivo, apareceríanposteriormente.

u Estadiscrepanciaentrelos patronesde proteínasin vivo y los observadosal traducirlosARNm han sido puestosen evidenciapor Duré lii et a]. (1981). Por lo tanto estos

u patroneselectroforéticossi bien brindan informaciónmuy valiosaacercade los genes
queseestántranscribiendo,no seajustanexactamenteala realidad.u Este nuevo abordaje reveló diferencias entre los patronesproteicosanalizados.La

u comparaciónde los callos control mostró que las variedadessólo se diferencianen 8proteínastraducidasin vitro. Estebajo nivel de polimorfismodetectadoestáde acuerdo

E connuestrotrabajoprevioconproteínastotalesteñidasconplatay con la publicaciónde
Ramnagopalqueyaseha discutido.

U Asimismo otros trabajostambiéndemuestranla baja tasade variabilidadexistentedentro

del complejo Saccharumen generalanalizandola actividad génica. AI-Janabi et al.

E
(1994) secuenciandosIoci del genomamitocondrial y dos bol de cloroplastos,además¡ analizancon nuevesondasdiferenteslos fragmentosde restricciónobtenidoscon siete

enzimasdel genomamitocondrial,los resultadosqueobtienenlos llevan a sugerirqueel

u complejo esevolutivamentemuy joven o bienque la tan de evolucióndentro de los

Saccharum es completamentediferente de otros taxa. Dentro de las variedades

U comercialesde callade azúcarno observaronvariaciónsugiriendoqueestoimplicaríaun

¡ monocultivo con relación al citoplasmade todas las variedadesde caña en todo el

mundo.Estateoríadel “monocultivo citoplasmático”la mencionannuevamenteSobralet

¡ al. (1994) puesal analizarel genomade cloroplastoscon 12 sondasque representanel

genomacompletode cloroplastosde arroz, no encuentranvariación entrelas callasde

E azúcarcultivadasparala producciónazucarera,

E
¡
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LI.-Embriogéneuissomática

¡ La embriogénesis,como ya se describió en la introducción es una de las etapas

fUndamentalesdel desarrollo,dondese determinanlos ejesde polaridady simetríaasí

U comolos diferentestipos de célulasy tejidos quedaránlugar a una plantaadulta. Al

u ana~arlos patronesproteicosobtenidosduranteel anabsisde la embriogénesissomáticahay que tenerpresentepor lo tanto, que la embijogénesises un procesobásico del

u desarrollo. Partiendo de esta premisa todos aquellos genes que estén implicados
directamenteen este procesodebencomportarsede la misma forma dentro de unau especiey posiblementeestén conservadosdurante la evolución por lo cual, incluso

u podríansermuy parecidosentregénerosrelacionados.Debidoa estolas variedadesJA-605 y C-8751 debenpresentarel mismo patron de expresióncomo consecuenciadel

E desarrolloy maduracióndel embriónsomático.

Uno de los trabajos pionerosen el estudio de la embriogénesis,y los cambios de

E expresiónqueestaprovoca,fUe publicadopor Durem et al. (1981).En el seestudian

¡ las poblacionesde ABYm de semillasde algodóny suvariaciónen estadiosespecíficos

de la embriogénesis(embrión inmaduro, embrión maduro y semilla seca) mediante

¡ traducción in vitro, síntesis iii vivo de proteínasy proteínastotales. Describen 5

poblacionesde ARNin. La primera población está formada por 32 manchasque se

¡ expresandurantela embriogénesisy las primerashoras de germinación. El segundo

grupo con 6 miembros se expresanen la embriogénesissolamente.El tercer grupo

U estaríaformado por las proteínasde reservaya que el ARNm, desapareceen la

E l embriogénesistardíay no se observaen los embrionesmaduros.AquellosARNm que

son abundantesen la ernbriogénesistardía y se sintetizan en abundanciaen la

u germinacióntempranaforman el cuarto grupo. La última población,formadapor 14

manchas,llega a ser abundanteen la embriogénesistardíapero desaparecedurantelas

E primerashorasde genninación,a estapoblaciónde ARNm selos denominógenesLea

E (late ~mbriogenesisfibundant).

¡
u



u
98

u
¡ Sanchez-Martinezet al. (1986)analizanlos cambiosde expresiónen embrionescigóticos

de maíz por electroforesisbidimensionalde proteínasmarcadasin vivo y de ARNm

¡ traducidosin vitro. En estecaso realizan tres agrupamientosy no cinco como en el

trabajodeDureIII, y abarcanunapoblaciónembriogénicade 7 proteínasqueaparecen

U tantoen embrionesjóvenescomo maduros,unapoblaciónde maduracióncompuestapor

u 44 proteínasque aparecenen la maduración,de las que 22 seríanproteínasLEA y porúltimo 13 proteinasde germinación.

E Al comparar las muestrasTO y TI dondelos callos crecíanen medio SCC y SCR

respectivamente,las proteínasquevaríanen estosdosmediossonsolodos: 59 y 61. La

¡ proteína59 seexpresasolo en TO, por lo quepodríaser consideradauna proteínade

embriogénesistempranay la proteína61 seexpresaen TI y T2 y podríaserconsiderada

¡ de embriogénesistardíay germinación.

¡ Un nivel de variación muy similar al que hemos detectadose pudo observar en

Arabidopsisihalíana (Huangy Yeoman 1995) dondese compararonlos 2D-PAGE de

¡ proteínastotalesde callosembriogénicoscultivadosen presenciade 2,4-D y unasemana

despuésde habersido transferidosa un medio sin auxinas.Solo se observan4 proteínas

E diferenciales que estos autores consideran como polipétidos exclusivos de callo

E embriogénico.
Lasproteínasque presentanel mismopatrónde expresiónen TO y TI perovaríanen T2

E son las 25, 26 y 29. Esta variaciónsolo se puededeberal progresodel embrióny su
germinación. Según la nomenclaturautilizada por Dure III, la proteína30 sería de

U germinación y las proteínas 25 y 26 serían de embriogénesistemprana y de

u embriogénesistardíarespectivamente.Debemosdestacarque en generallos trabajosrealizadoscon embrionescigóticoscomo

E los de Dure III y Sanchez-Martínez,ya mencionados,describenun nivel de variación
muchomásalto que en los trabajosdondese analizanlos embrionessomáticoscomoes

E nuestrocasoo el de Huangy Yeoman.

U
u
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¡ Todoslos trabajospublicadospara el estudio de la embriogénesissomáticautilizando

2D-PAGE se limitan al estudiode la inducción comparandoel patrónde expresióndel

¡ explantey del explantedespuésde un cienoperíodode tiempoen el cultivo, comoen el

casodeArabidops¡s,ya mencionado,o en el de Cichoriwn (Boyer et al. 1993). También

U se analiza la expresiónde callo embriogénicoy no embriogénico en café (Menéndez-

U Yuffa et al. 1994), zanahoria(Wilde et al. 1988) o caSia de azúcar(Guiderdoni et al.
1995). Entodoslos casosel númerode proteínaspolimórficasno essuperiora 10.

E Hay queteneren cuentaque algunosgenesde embriogénesispuedenestarexpresándose
en TO, ya que en la revisión de Zimmerman(1993) se observaque la expresiónde

U numerososgenesde embriogénesistardíatienelugaren etapasmástempranascomo las

¡ masasproembriónicasy los estadiosglobular o corazónde los embrionessomáticosde

zanahoria.Como en nuestrocasotodos los tratamientossehanrealizadosobrecallosen

E estadioTO es posible que consideremosa estosgenesde embriogénesis,que ya se
estarían expresando, como si fUeran constitutivos y de esta forma estaríamos

U infravalorandoel númerode ellosqueestaríanimplicadosen esteproceso.u Por otra parte todaslas publicacionesquesehanmencionadoen estadiscusiónrealizan

el análisis de un único genotipo. De esta forma todas las diferencias observadasse

¡ atribuyen a la embriogénesisy son tenidasen cuentaaunqueposiblementeno estén

relacionadascon dicho proceso,por lo que el número real de proteínasimplicadasen

E embriogénesisen estostrabajospuedesermenorqueel que indican.

u Si en nuestro trabajo se analizauna única variedad,el nivel de polimorfismo aumentanotoriamentecon 18 proteinasvariablesen la variedadJA-605 y 15 en la variedadC-

E 8751. Estasituaciónrefleja claramentequecuandosequiereasociarunaproteínaconun

fUnción deternnadadebeestartambiénasociadaa un genotipoconcreto.Si se quiere

¡ generalizaresnecesarioanalizardiferentesgenotiposdentrode la especieestudiada,para

eliminar la variaciónintra-varietal.

E En nuestrocaso, al realizarla comparaciónentrelas dos variedadesse puedeobservar

¡ que estasse diferencian en un númeromayor de proteínasa medidaque aumentael

U
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u periodo de desarrollo de la embriogénesis.Así y como ya discutimos, los TO sediferencianen 8 proteínas,mientrasque los TI lo hacenen 10 y los T2 en 14. Esta

U situaciónpodría estar relacionadacon las diferenciasencontradasen la capacidadde
regeneracióny de conversiónentrelas dos variedades,que se discutieronen la sección

E de cultivo de tejidos, mientras que en la inducción y mantenimiento de callo

u embriogénico(TO) no seapreciarondiferenciasentreambosgenotipos.

E 2.2.-EstrésHídrico

E La falta de aguadesencadenauna respuestacompleja por parte de la planta que

u comienza con la percepcióndel estrásy se inicia una cascadade señalesque semanifiestanpor cambios a nivel celular, fisiológico y de desarrollo. Esta respuesta

u dependedel grado y duración del estrás,del genotipo de la planta y del estadiode
desarrollo,ademásdel tipo de estrás(Bray 1993).

E El tipo de estráselegido para nuestro análisis fUe la deshidratación.En un primer
momento se realizó con PEO que en el medio de cultivo provoca un cambio de

¡ osmolaridady produceel mismoefectoque la pérdidade agua.Los trabajosdondese

u simulauna situaciónde estrásconPEOsonnumerosose incluso se llega a compararlaexpresióngénicaduranteel estrástantoprovocadoconPEOcomo pordeshidrataciónen

E una atmósferasecay la respuestaqueprovocanambostratamientossuele ser similar,

comoen raícesde arrozdondela expresióndel clon salT se inducepor PEOy por falta

U de riego entreotras situaciones(Claes et al. 1990). Sin embargo,algunos autores

¡ describenal PEOcomounasustanciatóxicaparalas célulasy de dificil absorción,por lo

queel tratamientodebesersiempresuperioralas 24 horas.Comoen nuestrotrabajose

E analizael cambio de eipresiónen proteínastraducidasin vitro, sedescartóel uso del
PEO para evitar que hubiera cambios de expresión debidos a la toxicidad y que

U modificaranasí los resultadosobtenidospor causade la sequía.

¡
E
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E En suspensionesde arroz transformadascon el genEm (Bostock y Quatrano1992)

estudianla inducciónde dicho gen por diversassituaciones,observandoquese induce

¡ frente aun estráshídrico suavedondela pérdidade pesoesdel 10% aproximadamente,

mientrasqueno se induceporun tratamientomásseverodondela pérdidadeaguaesdel

¡ 50%. Al existir por tanto un comportamientodiferente,al menosen el gen Em, frentea

u condicionesmáso menosseverasde deshidratación,se decidiórealizardostratamientosde estráshídrico, uno al que llamamosfUerte, ya que erarápidoeintenso(dos horasy 50

E % de pérdidadepesofresco) y otro suavedondese llegabaa la pérdidade un 12 % del
pesodel callo a lo largode unas30 horassobrepapelde filtro.

¡ La relaciónentreel genotipode las plantasy la respuestaanteunasituaciónde estrésfUe

¡ estudiadaporBaszczynskiet al. (1985) utilizando 50 líneasde maíztratadasconcalor a

30 0C y a 45 0C. Observaronquela granmayoríade polipéptidossesintetizabanentodos

¡ los genotiposaunquesepresentabanalgunasdiferenciascualitativasy cuantitativas,pero

todoslos genotiposexpresaban6 proteínasqueestosautoreshabíancaracterizadocomo

E de respuestaal heat shock. De estaforma podría existir una relaciónentre genotipoy

E respuestaal estrás,posiblementedebidaaunadiferenciaen la sensibilidadde las plantascontroladapor el genotipo.

E En nuestrotrabajoseutilizan dosgenotiposde calla de azúcar,cuya principal diferencia
essurespuestaa la sequía,comoya sedescribióen materiales.

E Ninguno de los genotiposmuestraun nivel de expresióndiferencialmayor que el otro.

En la variedadJA-605 hay21 proteínasque muestranun patróndiferencialentreTO, SF

U y SSmientrasqueen la variedadsensibleson20 proteínas,aunqueno siempreel nivel de

¡ expresióndiferencialquepresentanestanparecidocomoseveráen otroscasos.

Todasaquellasmoléculascuya fUnción espreservarlas membranas,los liposomasy las

¡ proteínascelularesdurantela sequíase denominanosmoprotectores.Muchas de estas

sustanciasson azúcarescomola trehalosaque reemplazaríaal aguaen la formaciónde

E puentesH con las proteínascelulares.OtrasseríanproteínasconfUnción enzimáticapara

¡ inactivar a las fosfolipasas,responsablesde oxidar los fosfolipidos de membranay

u
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¡ degradarlos(Croweet al. 1993).La familia de proteínasinducidaspor sequíaen cebada

sehandenominadodehidrinas(Robertsony Chandler1992) y algunade ellastieneuna

¡ estructurasimilar a los inhibidoresde fosfolipasas.Otras sustanciasosmoprotectorasson

¡ los compuestosde amoniocuaternarioy losdesulfonio terciario.El máscomúnentrelas

plantassuperioreses la glicina beatinaqueseencuentraen al menos 11 tbmilias entre

monocotiledóneasy dicotiledóneas.Otrososmoprotectoresson la prolina beatina,la B

alaninabeatinay el dimnetil sulfoniopropionato(Rhodesy Hanson1993). Es muy posible

¡ que alguna de estasproteínasse sinteticendurantelos tratamientosde sequíaque

realizamos,aunqueatravésdeun electroforesisbidimensionalesimposiblecomprobarlo.

E La diferenciadeexpresiónentrelostratamientosde sequíafUerte y sequíasuaveponede

U manifiestoque las célulasvegetalesreconocende algunaforma la magnitud del estrés

quesufren y acordecon la circunstanciamodifican la expresióngénicaexpresandoen

¡ cadacasodiferentesproductosgénicosespecíficos.

Aquellasproteínasque muestrenel mismo patrónde expresiónen las dos variedades

U debenestar involucradasen un mecanismogeneralizadode defensay/o adaptaciónal

estrásen la especieSaccharwnofficínarum,

De las 15 proteínasquemuestranel mismopatrónde expresiónen las dosvariedades,8

E sedebenal tratamientode sequíafUerte, la sequla suaveinducedos proteínasy reprime

la expresiónde otras3, mientrasque 2 proteínasse expresancomo consecuenciade

E ambostratamientos.Estasituaciónrefleja que cuandoel estráses suavela respuesta

¡ implica cambiosfisiológicosy de expresióntambiénmoderadoso suaves,perocuandola

deshidrataciónesmuy importante,ya quelos tejidospierdenel 50%de su pesofresco, la

¡ respuestaque muestran las células en nuestro sistema de estudio es la expresión

simultáneade varios genes.Cabepensarqueestasnuevasproteínasesténrelacionadas

U conla proteccióndelas célulasfrenteal procesode pérdidadeagua.

¡ Aquellas proteínasquemuestranun comportamientodiferente entre genotiposcomo

consecuenciade los tratamientosde sequía,debenestarinvolucradasen la resistenciao

susceptibilidadde ambasvariedades,o bien puedenserproteínasde respuestageneralal

E
E



u
¡03u

E estéshídrico pero quecadagenotipocontrola de fbrma diferente.Las proteínasque
podríanconferir la resistenciaala sequíaa la variedadJA-605 seríanaquellasquesolose

E expresanen dichavariedadcomolas proteínas32, 49, 50 y 57. Es posiblequeunasola

u deestasproteínasseala responsablede la resistenciaen estavariedadmientrasqueen lasrestantespodríanexpresarsecomounaconsecuenciade ésta situación. Posteriormente

E comentaremosel casode proteína32.
Losnivelesde variaciónquehemosdetectadoson semejantesa losobtenidosDamerval

E et al. (1988) al analizardistintostipos deraícesdeBrassicanapusdurantesituacionesde
estráshídrico. En dicho trabajoseestudiael patrónde proteínastotalespor 2D-PAOEy

E de las 424 proteínasque identifican 101 sonpolimórficas,52 de lascualessonexclusivasu del tratamientode sequíalo querepresentaun 16%del total de proteínas.

Sm embargoel nivel de polimorfismoquedetectamoses muchomayor que el indicado

¡ en otros trabajosdondetambiénutilizan la electroforésisbidimensional.Así King et al.

(1992) analizanlos ARNm de trigo y encuentranen hojas 12 proteínasy en raíces10

U proteínas con expresión diferencial debida a la sequía. Chandíer et al. (1993) en

u cotiledonesde guisantes,analizanlas proteínasmarcadaslii vivo y las diferenciasentrelas muestrascontrol y las sometidasa unaatmosferasecadurante10 díasse reducea 7

E proteínasquemuestrandiferenciascuantitativas.

El alto nivel de polimorfismoque hemosdetectadotambiénseobservaal compararcon

U los resultadosde Raniagopaly Can(1991). Analizan la expresiónen suspensionesde

¡ cañade azúcarfrente al estrésprovocadopor una alta concentraciónsalina. Aunque el

estréses distinto, comoya secomentóanteriormente,estátambiénmediadopor ABA y

¡ provoca cambiosde osmolaridadque implican en definitiva la disminución de agua

disponible.Así encuentran18 ARNm que aumentansu expresión,8 quedisminuyensu

¡ nivel de expresióny no observandiferencias cualitativas.Las explicacionespara esta

diferenciapuedenser varias, desdeque los genotiposde calla de azúcarutilizados son

E diferentes hasta que la deshidrataciónprovoca más cambios de expresión que la

u
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concentraciónsalina,o bien que en nuestrotrabajo utilizamosun sistemamucho más

U resolutivo queel utilizadoporRamagopaly Canqueanalizanproteínastotales.u
2.3.-TratamientosconABAu

U El ácido abscísicoactúaen un gran númerode situaciones,como se describeen las
revisionesde Chandiery Robertson(1994)y de Voesencky vanderVeen (1994).Esta

E hormona entre otras fUnciones modula el crecimiento y desarrollo de las planas

u especialmentedurantela formacióndesemillasestandotambiénimplicadaenla respuesta
a los estresesdel medioambientequeinvolucranpérdidade agua.

E Los niveles endógenosde estahormonase han medidoen diversasocasiones,lo que

permiteconocerel rangode concentracióncon actividadfisiológicay los cambiosquese

E producenen suconcentrac¡óndebido adiferentessituaciones.Así en hojasde plántulas

E de trigo la concentraciónesde 0.27xl0~M ABA por g de tejido secoy al deshidratar
estasbojas los nivelesseelevanhasta0.5 y 2.5xl0~M, esdecir2 a 9 vecesmásquela

E concentraciónoriginal (Berge et al., 1989). El nivel del ABA también aumenta
notoriamenteen la maduracióndel embrión, por ejemplo en las semillas de cebada

E duranteel desarrollodel embriónel nivel de estahormonafluctúa de0.5 a2x104M por

E g de tejido seco(Monis et al., 1991).La concentraciónhormonalno seeleva solo en la
embriogénesiscígótíca sino también en los embriones somáticos. En los callos

E embriogénicosde callade azúcarla concentraciónesde 87. lxlO-9 M mientrasque en
los callos no embriogénicoses de O.5x100M por g de tejido seco (Guiderdoniet al.,

E 1995).

E En nuestrotrabajoparaanalizar los cambiosde expresiónqueprovocaesta hormona
utilizamos un medio de cultivo con concentraciónde ío~ M y la duración de!

E tratamientofue de24 h. De estaforma setratade imitar la elevaciónde la concentración

E
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u
u endógenade ADA que se produceen algunassituacionescomo mencionamosen elpárrafoanterior.

E La concentraciónde 10~ M está dentro del rango de concentracionesdescritasen la
literatura. Hastael momentono hay descritoen la literaturaun efectotóxico de esta

E hormonapero al realizartratamientosconADA 10.2 M, los callossefenolizabanalos 4

E díasy eranincapacesde regenerar.

Cuandosecompranios patronesde los calloscontroly loscallostratadoscon ADA, es

E cuandoseobservael mayor númerode proteínasdiferenciales,55 en total y dentro de

¡ cadavariedad46 en JA-605 y 45 en C-8751.Estasituaciónde elevadopolimorfismose

puedeapreciarclaramenteen el análisisde componentesprincipalesdondeel tratamiento

¡ conADA esla situaciónquemássediferenciadelos calloscontroly secorrespondecon

la accióndel ADA en diversassituaciones(Chandíery Robertson,1994). La accióndel

¡ ABA pareceencontrarsebajo un control en ocasionesdistinto para los diferentes

genotiposcomodemuestranlas 20 proteínascon diferenciasen el patrónde expresión

E entreambasvariedades.

¡ A todas estas proteínas nos referiremosa continuación al compararaquellas que

intervienenen la embriogénesisy/o en la sequía.

U
¡ 2.3.1.-Embriogénesis yABA

¡ Durantela enibriogénesiscigótica,cuandoel embrión comienzaa madurary empiezala

E síntesisdelasproteínasde reservaseelevanlosnivelesendógenosde ADA hastallegara

un máximojusto antesde que la semillaentreen dormancia(Rock y Quatrano,1995)y

E luegoestenivel decaehastaser indetectableen las semillassecas.Estacorrelaciónentre

¡ concentraciónhormonaly desarrolloembrionariohacesuponerqueel ADA puedatener

un papelimportantedurantela embriogénesiscomoya comentamos.El papel quejuega

E el ADA en la fasetardíade la embriogénesisseponede manifiestocon la existenciade

¡
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u mutantesrelacionadosconADA. Los mutantesdenominadosvivíparosdeArahidopsis ymaíz, en los que el embrióngerminaprecozniente,cuandola semillaestáaúnunidaa la

plantamadre,son incapacesde sintetizarALBA o bien son insensiblesa la hormona(Mc

Cartyet al., 1989;Koornneefetal., 1982).Por otrapartecuandoseagregael inhibidor

¡ de la síntesisde ADA, la fluoridona, a las semillas de maíz durantesu desarrollo se

U producelagerminaciónprecozdelos embriones<Mole et al., 1989).

La accióndel ALBA sobre la expresióngénicadurantela embriogénesistambiénseha

¡ estudiadocomodemuestraDure111et al. (1980)al queya mencionamosanteriormente.

E! grupo de proteínas que posteriormentedenominaronLea, que aparecen en la

E embriogénesistardíade las semillasde algodón, y desaparecenrápidamentedurantela

¡ germinación,sepuedeinducir prematuramentesi seincubanlas semillascon ABX Esta

situaciónse repite con los ARNm de las proteínasLeade tngo (Bergeet al., 1989),

¡ cebada(Hong et al., 1988)y arroz(Mundy y Chua, 1988)quepuedenreapareceren las

pléntulassi éstassetratan con ADA. El análisisde nuestrosdatosreveló que solo dos

E proteínasteníanel mismo patrónde expresiónen las dos variedades,que comoya se

¡ discutió en ]a secciónde embriogénesis,deben ser las únicas flindamentaJespara la

misma. El tratamientocon ALBA y la fase más tardíade la embriogénesis,cuandoel

¡ embriónseconvieneaplántulaproducenla inhibición de estasdos proteínas.Comoya

mencionamos,el ADA se elevaen la embriogénesistardía,por lo quepareceprobable

¡ que estasseanunasproteínasque se inhiben durantela conversiónde los embriones.

Hastael momentono sehandescritopromotoresrepresiblesporARAL y aún menosen la

embriogénesisdondehastaahorasolo sehandescritoproteínasinducidaspor ARAL pero

¡ no se puededescartarque estahormonapuedareprimir la transcripciónde algunos

genes,comoocurriríaenuestrocaso

¡ Sin embargosi hubiéramosanalizadoun únicogenotipoel resultadoseríacompletamente

diferente ya que se observaun distinto comportamientoentro variedades.Así, si sehubieratrabajadosolamentecon la variedad C-8751 hubiéramosdetectadoun mayor

U númerode proteínasqueseregulantantopor el tratamientoconADA comoduranteT2,

E
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detectandoen estavariedadproteínasqueseexpresandurantela embriogénesistardíay

tambiénseinducenpor ALBA, comomuchosde los genesLeadescritos(Dure Iii et al.,

1989).

Debemosmencionarde nuevoel hechode queen los embrionessomáticosde zanahoria

(Zimmerman, 1993) los genes Lea se inducen en etapasmuy tempranasde la

embriogánesis,así como que los cultivos embriogénicosde caila de azúcar tienen

concentracioneselevadasde ADA (Guiderdoni et al., 1995) no siendo por tanto

asimilablesla embriogénesisin vivo e in vitro en estosaspectos.Por lo tanto, debidoa

estasdos situacionesespasible que en nuestrocaso existanproteínasque se estén

induciendoen los callos TO, lo que nos llevaria a infravalorar la cantidadde proteínas

polimórficasinducidaspor ADA y/o embriogénesis.

Al igual que en el casode la embriogénesisla expresiónde los genesLea in vivo e in

vitro solo se analizaen una única variedadde la especiequese esta estudiando.Sin

embargonuestrosdatos,demuestranque la expresióndurantela embriogénesistanto

mediada por ALBA como independientementede esta hormona está claramente

controladadeformadiversaen distintasvariedades.

Estasproteínasquemuestranuna expresióndiferencialentrevariedadesprobablemente

no estarían implicadas directamente en la embriogénesissino que se regularían

diferencialmentecomo consecuenciadel aumentode concentraciónde ADA que se

produceen eseperiodo.

2.3.2. -Estrés hídrico yABA

Inmediatamentedespuésde una situación de estrés hídrico se elevan los niveles

endógenosde ALBA, como ya comentamosanteriormente.Las proteínasinducidas

debidoala disminucióndel potencialaguasepuedendividir endoscategorías:las quese
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E
U regulanpor ALBA y las que no. Quarrie(1990) refleja estasituaciónal analizarpor 2D-

PAGE las proteínasmarcadasin vivo con en plántulasde arroz sometidasa sequía,

¡ encontrandotresproteínasque aumentansu expresióndebidoal tratamiento,dos de las

cualestambiénaumentansu expresiónpor tratamientoclon ALBA. Sin embargoen otros

¡ casos todas las proteínas inducidaspor estrés hídrico también se expresanen los

¡ tratamientoscon ADA, comoen plántulasdemaíz, en las quese analizanelectroforésis

bidimensionalesde proteínasmarcadasin vivo (Heikkila et al, 1984), o en las proteínas

U totalesde plántulasde Phaseoulus vulgaris (Covarrubiaset al., 1995).

Nuestrosresultados,tanto en la variedad resistentecomo en la variedadsensiblea la

U sequía,estánde acuerdocon el trabajode Quarrie, ya queencontramosproteínasde

¡ sequíaque se inducenpor ALBA y otrasqueno lo hacen.Es de destacarque gran parte

de las proteínasquediscutimosanteriormenteal referirnosa los tratamientosde sequíay

¡ quemostrabanel mismopatrónde expresiónen las dosvariedades,tambiénmodificansu

expresiónpor el tratamientode ALBA. Las dos variedadesdifieren en su respuestaa la

E sequíaya que una variedadesresistentey la otra es sensiblea la deshidratación,pero

¡ ambasvariedadesexpresanun gran númerode proteínasdel mismomodo,comotodo el

grupo de proteínasque se regulanpor ALBA y sequíafuerteo por ALBA y sequíasuave.

¡ Estasproteínasdemuestranquelas célulasreconocenel nivel de deshidrataciónal quese

ven sometidasy puedendesencadenardos tipos diferentesde respuestasaunqueestén

U mediadaspor ALBA. En lo referentea las proteínasque mostrabanuna expresión

¡ diferenteentrevariedadesdurantela sequíay por lo tanto quepodríanestarinvolucradas

en conferir resistenciaa la sequía a la variedad JA-605, se puede decir que

3 aproximadamentela mitadson reguladaspor ARAL y la otramitad no lo están.

Entre las secuenciasque se expresandurantela sequíapero no son inducidaspor la

¡ acción del ADA se encuentrandos genes descritospor Guerrero ex al. (1990) y

¡ Yamaguchi-Shinozakiet al. <1992) en guisantey Arabidopsisrespectivamente.Sus

secuenciassecaracterizanpor tener6 dominiosde unióna membranay unaestructuraen

3 forma de canalpor lo que posiblementesu función seafacilitar el movimientode agua

U
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U desdela vacuola al citoplasma. Posiblementealguna de las proteínas que hemos

detectadoque seinducenpor sequíay no por la adiciónde ADA exógeno,seasimilar a

3 algunade estassecuenciastanto entrelas quemuestranla mismaexpresiónen ambas

E variedadescomolas queno lo hacen.

Entre las secuenciasdescritas que se inducen por situaciones de sequía y por

U tratamientoscon ARAL seencuentranlos genesle 16 y le 4 de tomate(Plant ex al. 1991 y
Cohenex al. 1991)ambosseexpresansoloen tejido vegetativoy sediferencianen que

U el primero nunca seexpresaen la raíz. En nuestrocaso solo analizamosla expresión

génicaen callosembriogénicos,por consiguienteesposiblequeexistanotrasdiferencias

de expresiónque no estemosconsiderando,ya que es posible que la resistenciase

U expresea un nivel fisiológico, de rangosuperioral celular. En nuestrosistemasolo los

mecanismosde resistenciacelularesseríandetectablespor lo que es posiblequealguno

¡ de los genesimplicadosen la resistenciano estuvieranactivadoso fueran inhibidospor

¡ las condicionesde cultivo. Se puedeconcluir que las célulaspuedenresponderfrente a

unasituaciónde estréshídrico a travésde la acción del ARAL o independientementede

¡ esta hormonay que en cualquierade estasdos alternativasse puedenexpresarunas

determinadasproteínasen respuestaa una fuerte disminución del potencial aguade la

¡ célulau otrasdiferentessi la deshidrataciónes suave.

U 2.4.-Análisisconjuntode las situaciones estudiadas

E
Comoya se descrito a largo de estadiscusiónentre las numerosasproteínasque se

U traducendurantela embriogénesistardía,muchasde ellassepuedeninducir precozmente

U por la adición de ADA y estaríaninvolucradasen el procesode adaptaciónque debesufrir el embrión cigotico para superarel peñado de donnancia.Por lo tanto la

U embriogénesis,la respuestaal estréshídricoy a la presenciadeALBA exógenocomparten
mecanismosde regulaciónconjuntay consecuentementeun cierto númerode proteínas

U seinducirano reprimiránde unaforma coordinada.

¡
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U
U Precisamenteparaevaluarsi existenmecanismoscoordinadosde regulaciónde algunas

de las proteínasse realizaun análisisconjunto de todaslas situacionesanalizadas.La

U comparaciónde todoslos patronessimultáneamentepermitever distintassituacionesque

U quedabanenmascaradasdurante los diferentes análisis parciales y son las que sediscutiránen esteapilado.

U No hemosencontradoen las dos variedadesninguna proteína cuya inducción se

promuevaunto por el procesode embriogénesiscomopor la sequíao por la adiciónde

1 ALBA, como ocurreen algunade lasproteínasLEAL. Sin embargoes posiblequeestemos

considerandoalgunaproteínade estetipo comoconstitutiva,ya que los callos control

E son embriogénicosy todos los tratamientosse realizan en este caflo.(Ver discusión

¡ previa).

A] analizarlasvariedadespor separadosi encontramosalgunasproteínasquemuestran

¡ unaregulaciónsemejantepor embriogénesis,ARAL y sequía.Estasproteínaspodríanser

diferencialesentrevariedadesdebido al hecho de que ambosgenotiposdifieren en la

¡ resistenciaal estréshídrico,siendoposibleque seanproteínasimplicadasen la respuesta

U a la sequíareguladaspor ABA, y quese expresanen las otras dos situacionespor la

presenciade la hormonaen los últimos estadiosde la embriogénesiso por la aplicación

3 exógenadela misma

El análisisconjuntodetodoslos datostambiénmuestraqueprácticamentela mitadde las

1 proteínaspolimórficas presentanel mismo patrónde expresiónen las dos variedades.

¡ Estasituaciónquedareflejadaen el análisisdecomponentesprincipalesdondese observa

un agnipamientoespacialpor tratamientos,apareciendolas variedadessiemprejuntas

U - frente alas diferentessituacionesanalizadas.
Al observarla tabla conjuntade las proteínassedesprendequesolo tres proteínasse

U expresanen unaúnicavariedadmientrasqueen la otra no sepuededetectarsupresencia

¡ en ningunade las situacionesestudiadas.Una de estasproteínases la 42 quesolo se

expresaen la variedadC-875 1 duranteTO, TI y sequíasuave.Lasotras dosproteínas

U
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únicamentesetradujeronen la variedadJA-605 comoconsecuenciade los tratamientos

de sequía(proteína32)y deADA (proteína33).

Era de esperarque fueran muy pocaslas proteínasque se expresaranen una única

variedadno solo por el hechoevidentede queson dos variedadesde la mismaespecie

sino porquecomo ya describimosel análisis de componentesprincipales,muestraque

ambosgenotiposrespondenmáso menosde la mismamanera.

Estasituaciónponede manifiestoquela resistenciaa la sequíade la variedadJA-605 se

deberíaa una regulacióndistinta sobrelas mismassecuenciasquecompartecon la otra

variedady/o por la accióndeunaspocasproteínasquelas diferencian.Este último caso

correspondea las proteínas32 y 33 quemencionamosanteriormentesiendola primera

unaposibleproteínade resistencia.

Asimismo el análisisde todoslos datosmuestraque la proteína29 esclaramenteuna

proteínaque se induce durantela embriogénesisy no se induce su expresiónni por

adición de ADA o por la deshidratación.Anteriormente cuando analizarnos las

situacionesembriogénicasestaproteínano fUe consideradacomode importanciaparael

desarrolloya queseregulabadiferencialmentedependiendode la variedad. Sin embargo

quedaclaro queesunaproteínade embriogénesistardíay de germinaciónque muestra

una diferencia temporal de expresión controladapor el genotipo. Estas diferencias

temporalespodríanrelacionarseconel comportamientoin vitro no siempreidéntico de

las dos variedades.Tambiénhemosdetectadootra proteínade embriogénesistardíao

germinaciónqueseinduce,en estecaso,duranteel tratamientode sequíasuave(proteína

30). Hastael momentono seha citadoningunaproteínaconestetipo deregulaciónenla

aúnno demasiadoextensaliteratura. Estaes la primeradescripciónde unaproteínade

embriogénesistardía que se induce por sequía sin estaresta regulaciónmediadapor

ALBA.

De este análisis global de resultadosquedapor mencionarel hecho de que los tres

tiempos de embriogénesisaparecenrepresentados,en el análisis de componentes

principales, muy cercanosentre si como era de esperardebidaal bajo número de
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U
1 proteínasqueparecendirectamenterelacionadasconla fUnciónembriogénicaennuestros

análisisEstegráfico(.pag.72)tambiénmuestraqueel tratamientode sequíasuaveaparece

3 muy cercanoa los tiemposde la embriogénesis,por lo queparececlaro,queestasequía

suavese asemejaa la deshidrataciónque debesufrir un embrión cigótico durantesu

E desarrolloal entraren la etapade dormancia.Aunquelas semillaspierdenprácticamente

¡ el 90% de su pesoen agua, esteprocesodebeser lento y progresivo,como en las

semillas de soja donde dura unos 20 días (Goldberg et al., 1989). Parecebastante

U probablepor lo tanto, que las proteínasquese inducen durantela embriogénesispara

hacerfrente a la sequíay entraren dormancia,debenser aquellasquesepuedeninducir

¡ por el tratamiento de sequía suave, como la proteína 30 que mencionábamos

1 anteriormente.

¡ 3.-ANÁLISIS DEL CLON CM1

E Durantela fasefinal del desarrollode las semillastanto en monocotiledóneascomoen

¡ dicotiledóneasse acumulaen el embrión un grupo de productosgénicosque incluye a

varias proteínascomo la lectina, el inhibidor de la amilasa,proteínasde membrana,

1 proteínasde reservay un número considerablede proteínascuya función aún no se

conoceperoqueparecenestarrelacionadasconla capacidaddel embriónparatolerarla

U desecación entreestas últimas se encuentrala proteínaEm de trigo. esta proteína

tambiénseacumulaen tejido vegetativoen respuestaal estréshídrico y esinducible por

1
ARAL.¡ Estarespuestaal ADA del genEm de trigo, es independientedel tipo detejido (Rocky

Quatrano,1995) razónpor la cualha sidoestudiado,entreotros, paratratar de conocer

¡ el control de la expresión génica mediadapor PIBA. Marcotte et al. (1988) han

demostradoque una región de 646 pb del promotor es necesariay suficientepara

¡ conferir la respuestaal ARAL de este gen. Dentro de esta región del promotor se

3 realizaron ensayosde deleción (Marcotte et al., 1989) y analizando la expresión

¡
¡
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transitoria del gen GUS se identificó una región de 62 pb que contiene el elemento

E especifico de respuestaal ABA al que se denominó ABRE por ADA Responsive

¡ Element.Dentrode esteelementoABRE existendos cajasaltamenteconservadasquese

denominaronEmiay Em2. Si seproducenmutacionesen la cajaEmia la respuestaal

1 ALBA se pierdepor completoo se reducemuchísimo(Guiltinan et al., 1990) por lo que

esmuy probablequeestacajade 8 pb seala responsablede conferir esacapacidadde

¡ respuestaala hormona.

Esta secuenciaestá conservadaen genesreguladospor PIBA comolos Rab en arroz

(Mundy et al., 1990) o en numerososgenesLea de algodón(Bakeret al., 1988) entre

U otros,y tambiénen genesinducidospor heridascomo en el promotordel inhibidor II de

la proteinasade tomate(PI-II) (Keil et al., 1986).A estacajaEmía se une la proteína

¡ reguladoradenominadas“bzlPproteins”o proteínasde cremallerade leucina,EmBP-1,

que pertenecea una familia de proteínas altamente conservadasque reconocen

¡ secuenciasde la zonapromotorade numerososgenes(Guiltinany Miller, 1994). Si en la

U cajaEmíaseproducela substituciónde 2 pb, la proteínaEmBP-1 es incapazde unirse

por lo que cuandoseanalizala expresióngénicareguladapor ARAL seobservaqueesta

¡ se reduce.Por lo tanto es la unión de estaproteínaa la caja ADA la quecontraíala

respuestaal ADA.

¡ Además la caja ABRE es exactamenteigual al motivo G-box que se encontróen

1 numerosospromotoresde levaduras(Donald et al. 1990), en promotoresde plantas

reguladospor luz visible y ultravioleta como la ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa

¡ (Qiulano et al. 1988) o en el promotorde la alcohol deshidrogenasa1 de maíz quese

induceanaeróbicamente.

1 También se puedenencontrarsecuenciasmuy parecidasal motivo ABRE/G-boxen las

regionespromotorasde genesdebacterias,virus y mamíferos.

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

3 manifestandola importanciade estasregionesreguladoras.

E
U
U



1
114

U
¡ Como se ha visto en la parte de resultados,la secuenciadel gen Em está también

altamenteconservadano solo en las monocotiledóneassino tambiénse ha detectadoen

numerosasdicotiledóneas.

La comparaciónde secuenciasmuestraque esunaproteinaaltamenteconservadacon

1 nivelesdeidentidadsuperioresal 90%entrelasproteínasde lasgramíneas.Inclusoestos

1 nivelesson altísimosa] compararcondicotiledóneas,aunquelas monocotiledóneasy las

dicotiledóneashayandivergidoen un períodoqueabarcade los 150 a los 300 millones

E deabs.Inclusoentrelas gramíneasquemuestranel gradode homologíamáscercanoa

la secuenciadel clon CMI, comomaíz y cebada,la divergenciaocurrió haceunos 50

U millonesde abs(Zurawskiet al., 1984). A pesardeestealto gradodehomologíaexiten

casos como es el de la cebadaen que los miembros de la familia, B19, presentan

diferenciasen la longitud de la proteína,si bien las secuenciascomunesmantienenuna

1 altahomologíaentresi y conlosgeneshomologasdeotrasespecies.

El hechode que seauna proteínatan claramenteconservada,queseexpresadurantela

¡ embriogénesistardíaen especiesmuy diferentestalescomotrigo o Arab¿dops¡sindica

quedebensermuy importantesparala supervivenciadel embrióncigótico.

U Estassecuenciasse encuentranen un númeromuy bajo de copias en el genoma.En

¡ especiesdiploidespareceun gende copiaúnicacomoel genEmb564 de maíz(Williams

y Tsang, 1991) o en zanahoriael genEMB-l (Wurtele et al., 1993). En trigo, una

U especiehexaploide,el gen Em (Litts et al., 1987) pertenecea una pequefiafamilia
multigénica,de unos10 miembrosquepresentanun gradode homologíaelevadoya que

¡ los distintos fragmentos de restricción hibridan aproximadamentecon la misma

U rntensidad
El clon CMl estárepresentadoen el genomade calla de azúcarpor pocascopias. Aquí

U al igual que en el caso de trigo, debemostenerpresenteque la calla de azúcares una

U especieoctoploide.El númerode copiasesde 10 aproximadamente.En lo que se refiere a la expresiónde estassecuencias,como ya se explicó en la

¡ introducción,los genesEm de trigo y los genesEmb 564 y Emb5 de maízentreotrosse

U
u
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diferencianen su patrón de expresiónpuesmientrasel primero se puedeinducir por

¡ ADA o estréshídrico en cualquiertejido, los genesde maízentreotrossolo seexpresan

U en tejido embriogénicoy nunca sepudo detectarsu expresiónen tejidos vegetativos
tratados.

U El clon CMI presentaun patrónde expresióndiferente a cualquiera de los descritos
anteriormente,puestoqueaunquedetectamossu expresiónen los embrionessomáticos

U El y E2, si bien el nivel de expresiónes muy bajo, no seinduceen el callo embriogénico

¡ ni conALBA ni en los tratamientosde sequía.

El bajo nivel de hibridaciónno sedebea algunacausatécnicaya que la sondahibrida

¡ fUertementecon el gen Em de trigo, utilizado comocontrol positivo que como hemos

visto es prácticamenteidéntico a la secuenciade cañade azúcar,y ambosposeenun

E intron, de aproximadamentela mismalongitud, por lo cual no se puedepensarque el

¡ intron interfiera en la hibridaciónde la sondaya quelo haríatambiénconel gen de trigo.

Por estopareceevidenteque la baja intensidadque seobservaen la hibridación es el

¡ reflejo de un bajo nivel de expresión.

Es posiblequela diferenciaen el nivel de expresiónsedebaa queen la mayoríade las

¡ especiesseanalizael comportamientode estassecuenciasen embrionescigóticosy no en

somáticos. Se ha descrito que la expresión de los genesLea tiene lugar tanto en

1
embrionescigóticos comosomáticosde zanahoria(Zimmerman,1993). Sin embargoel¡ patrón de expresiónes completamentediferente ya que en embriones somáticos se

detectan,estos genespropios de la embriogénesistardía, en estadiostan tempranos

¡ como los embrionesglobulares o incluso las masasproembriónicas,como ya hemos

comentadoanteriormente.

U Sin embargoel nivel de expresióndel gen EMB-I (Wurtele et al., 1993) durante la

1 embriogénesissomáticaes un poco más bajo que los que se muestranen el embrión

cigótico, Estapuedeser la razónpor la cual en nuestrocaso los niveles detectadosson

3 tanbajos.

E
1
¡
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3 Por otro lado el único gen de una monocotiledóneaestudiadoen los dos tipos de

embriogénesis,genHyPRP(José-Estanyolet al., 1992), solamenteseexpresadurantela

¡ embriogénesiscigótica. Esto podría indicamos un comportamientodiferencial entre

monoy dicotiledóneassi bien podríaserunasituaciónparticulardeestegen.

¡ En cualquiercasoel comportamientofrente aALBA y tratamientosde sequíano parece

¡ asimilablea ningunode los descritosya quesi bien existendiferenciasentreespecies,en

cuantoala expresiónde los genesEm en tejidos somáticostratadosconADA, en todos

1 los casosdescritosla expresiónde estegen seincrementaen los embrionescigóticosen

presenciade la homona

3 Desconocemoscual esel motivo de estafalta de expresiónpuestoque no parecelógico

queunasecuenciatanaltamenteconservadaen la evolucióny conun comportamientoen

U
su expresiónigualmenteconservado,no se vaya a comportarde una manerasemejante1 en caña de azúcar. Quizás las condicionesen que se realizan nuestro experimento

resultan inhibitorias para su expresión.Se podría tener en cuentaque en nuestros

¡ tratamientosel 2,4-D estásiemprepresente,mientrasqueen los trabajosa los queantes

noshemosreferido,realizadosen condicionesin vitro, estaauxinaestáausente.

U Igualmente durantelos procesosin vivo se conoce que la concentraciónde LALAL

1 disminuyedrásticamenteal final de la fasede torpedo,momentoen el quecomienzaa

incrementarsela concentraciónendógenade ADA y a expresarseel gen Em. La posible

¡ relaciónentreel 2,4-1)y la falta de expresiónde Em necesitasercomprobada.

1
1
U
1
¡
U
U
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

Se pudieron establecercultivos altamente embriogénicosen las dos variedades

utilizadas.

La basede la hoja inmaduraresultóun expianteidóneoparael establecimientode callos

embriogénicos.

En los dos genotiposlos explantesde la zona2 formaronmás callo embriogénicoque

losexplantesde laszonas1 o 3.

Los callos que se formaronde explantesde la zona 1 presentaronel nivel másalto de

regeneracióny conversión.

La comparaciónde las dos variedadesreveló que el genotipoC-8751 regeneraen un

nivel masalto quela otra variedadtanto in vivo comoin vitro.

La electroforesisbidimensionalde proteínastraducidasit; vuro sereveló comoun buen

métodoparael análisissimultáneode cambiosen la expresióngénica. Sedetectaron67

proteínaspolimórficasal compararlos patronesobtenidosentrelos distintos tiemposde

embriogénesis,los tratamientosconARAL y losde deshidratación.

Seencontraroncuatroproteínasrelacionadasconla embriogénesis.Estosdatosestánde

acuerdocon lo publicadopor otrosautores.

El mayor número de proteínas diferencialesaparecenen el tratamiento con ALBA,

observándosedieciseisproteínasvariablesen ambosgenotipos(23.8%).

La respuestaal estréshídrico puedeser dependienteo independientedel ALBA y en

amboscasoslas células puedenresponderde forma distintaa un estréshídrico fUerte o

moderado,Se encontraronseis proteínasquerespondena la sequíafUerte y a la adición

del ARAL (8.9%) y dos proteínasque se regulandebido a la sequíasuavey al ARAL

(2.9%).



120

La proteína32 podríaestarrelacionadacon la resistenciaa la sequíade la variedadJAL-

605.

Seaisló un clon correspondientea unasecuenciaparcial de los genesLeadenominados

de tipo Em.

El análisis de la secuenciamostróquea nivel de exones,éstatiene una alta homología

conlos genesantesdescritos.

La expresiónde este clon difiere de la indicada para los geneshomólogosde otras

especies,encontrándosenivelesmuy bajosde ARNm durantela embriogénesis.No se

pudo inducirsuexpresiónpor tratamientosde ALBA ni de sequía.Se desconocela causa

deestecomportamiento.
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