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RESUMEN

En términos econémicos, el albaricoquero (Prunus armeniaca 1..) es una de las
especies mas importantes dentro de los frutales de hueso. Sin embargo, la aparicién
y expansion del virus de la sharka (Plum Pox 1/irus, PPV) amenaza con reducir la
extension de este cultivo en Europa. Varios programas de mejora en Francia,
Grecia, Italia y Espafa intentan introducir la resistencia a Sharka, mediante mejora
tradicional, utilizando como fuentes de resistencia variedades que en la mayoria de
los casos son autoincompatibles. El objetivo final de estos programas de mejora es
la obtencién de nuevas variedades autocompatibles, resistentes a Sharka y con buena
calidad agronémica y comercial para su utilizacion en las regiones Mediterraneas.

La transformacién genética podria permitir la obtencion de variedades
mejoradas de forma discreta (por ejemplo resistencia a un determinado herbicida,
toxicidad frente a insectos) en un plazo relativamente corto. Con esta tecnologia se
pueden mejorar variedades de gran interés agronémico, y consecuentemente
econémico, introduciendo genes que confieran una ventaja sin modificar ningin
otro caracter del individuo. Una vez introducido el caracter de interés (asumiendo
estabilidad en la expresion del transgén) dado que la forma de propagacion habitual
de las variedades comerciales es vegetativa (mediante injerto) se puede producir una
cantidad ilimitada de material vegetal de la linea transformada. Ademas, el hecho de
que la mayoria de la produccion se basa en unas pocas variedades en el caso de
muchas especies como peral, manzano, guindo y citricos, hace que el impacto de la
variedad transformada pueda ser mucho mayor.

Para la aplicacion de la mayoria de estas técnicas genéticas a la mejora vegetal
se requiere una regeneracion de novo eficiente de plantas a partir de células y cultivo
de tejidos. Solo unos pocos afios atras la regeneracion de especies de frutales
lefiosos era considerada dificil o imposible. Sin embargo, actualmente existen
numerosos articulos cientificos en los que se da cuenta de la regeneraciéon con éxito
de plantas a partir de material adulto de variedades establecidas.

En esta tesis se ha optimizado un protocolo de regeneracién a partir de

material adulto de las variedades ‘Helena’ y ‘Canino’, desarrollado previamente en



RESUMEN

nuestro laboratorio, aumentando la tasa de regeneracion mas de un 200% en el caso
de la variedad ‘Helena’.

Mediante el estudio de los diversos factores que afectan la transformacion de
material adulto, se ha establecido por primera vez un protocolo eficiente de
transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens de una variedad comercial de
albaricoquero.

El disefio de una estrategia de seleccion gradual con paromomicina ha
permitido la regeneraciéon de plantulas transformadas con los genes marcadores
npAl y sgfp o gus, con las eficiencias mas elevadas que se han publicado hasta el
momento para transformar material adulto en especies del género Prunus, aunque la
baja viabilidad de las yemas transformadas redujo el numero final de plantas
obtenidas.

El protocolo establecido en esta tesis sienta las bases que permitiran la
introduccién de genes de interés agronémico y comercial, modificando de manera

discreta variedades élite aceptadas y establecidas en el mercado.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La mejora genética clasica de las especies de Prunus es un proceso que presenta
serias limitaciones. La producciéon de descendientes de cruzamientos controlados
supone la recoleccién y preparacion del polen de los parentales masculinos, la
estratificacién, germinaciéon de las semillas y establecimiento de las plantulas en
campo. La posterior evaluacion de descendientes para llevar a cabo la seleccion de
los individuos sobresalientes debe esperar a que terminen los prolongados periodos
de juvenilidad caracteristicos de este material vegetal, de 3 a 6 afios. La inversion en
tierra de cultivo y mano de obra necesaria para el cuidado de los arboles es
considerable. Generalmente, desde que se planta una semilla hibrida hasta el registro
o patente de una nueva variedad transcurren entre 10 o 15 afios, segun la especie.

Determinados caracteres, como la resistencia a Sharka, tienen la dificultad
afladida de que las fuentes de resistencia se encuentran en variedades muy alejadas y
mal adaptadas a nuestras condiciones de cultivo y/o en especies diferentes. Esto
implica que el tiempo necesario para obtener una variedad resistente sera mucho
mayor, pues aunar los caracteres de resistencia y de calidad suficientes para que la
obtencién tenga una aceptaciéon comercial podria requerir varias generaciones de
descendientes de cruzamientos controlados. Para otros caracteres, como el gusano
cabezudo (Capnodis tenebriosis) o ciertos hongos patégenos, ni siquiera existen fuentes
conocidas de resistencia en el germoplasma de albaricoquero.

La ingenierfa genética se esta convirtiendo en una tecnologia muy poderosa y
revolucionaria que ofrece una alternativa para superar las limitaciones de la mejora
clasica mediante la introducciéon de genes, hasta ahora no disponibles para los
mejoradores de plantas, y de esta manera proporcionar la posibilidad de realizar
cambios discretos que confieran el caracter deseado sin que se modifiquen el resto
de caracteristicas que hacen que una determinada variedad sea aceptada por los
agricultores y consumidores.

En una region como la nuestra donde la fruticultura tiene una gran
importancia econémica es vital contar con grupos de investigacion capaces de
utilizar estas nuevas tecnologias para aplicarlas a la consecuciéon de objetivos de

interés econémico para las empresas y agricultores de la region. Enmarcado en el
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programa de mejora genética que se lleva a cabo en el Departamento de Mejora de
Frutales del CEBAS, existe el interés de desarrollar esta tecnologia el albaricoquero.
Determinados problemas como la obtencién de variedades resistentes al virus de la
Sharka se podrian afrontar de forma mucho mas eficiente que por medio de la
mejora clasica.

Para la aplicacion de la mayoria de estas técnicas genéticas a la mejora vegetal
se requiere una regeneracion de novo eficiente de plantas a partir de células y cultivo
de tejidos. Solo unos pocos afios atras la regeneraciéon de especies de frutales
lefiosos era considerada dificil o imposible. Sin embargo, actualmente existen
numerosos articulos cientificos en los que se da cuenta de la regeneraciéon con éxito
de plantas a partir de material adulto de variedades establecidas.

Después de que se desarrollaran protocolos eficientes de micropropagacion de
albaricoquero (Pérez-Tornero y Burgos, 2000) y se disefiara por primera vez un
protocolo reproducible de regeneracion a partir de material adulto (Pérez-Tornero ef
al., 2000) en el Departamento de Mejora de Frutales del CEBAS, el siguiente
objetivo, y primero de esta tesis, es optimizar al maximo el protocolo de
regeneracion establecido para poder transformar genéticamente variedades de
albaricoquero.

El segundo objetivo, y fundamental del presente trabajo, es la obtencion y
optimizaciéon de un protocolo de transformaciéon genética de material adulto de
albaricoquero mediada por _Agrobacterium tumefaciens. Disponer de un protocolo
eficiente de transformacién con genes marcadores permitird en un futuro modificar
genéticamente variedades de albaricoquero para introducir cambios pequefios y

discretos de forma controlada.

14









INTRODUCCION

EI ALBARICOQUERO

Descripcion taxonomica y botanica de la especie

El albaricoquero (Prunus armeniaca 1..) pertenece a la familia de las Rosaceas,
subfamilia Prunoidea, género Prunus, y subgénero Prunophora. A este género
corresponden un amplio grupo botanico de arboles y arbustos, tanto de hoja caduca
como perenne, con origen en Oriente Medio. La importancia econémica de este
grupo reside en sus frutos con mas de 100 especies cultivadas, aunque también
existen variedades de determinadas especies cuyo uso principal es como plantas
ornamentales. Requieren un clima templado, entre las latitudes 30° y 45° Norte y
Sur, soportando temperaturas de hasta —20°C en invierno, pero el momento critico
se sitda en primavera, ya que los organos florales son muy sensibles a las bajas
temperaturas en estas fechas. También pueden ser perjudiciales los inviernos
demasiado templados, al no cubrirse las necesidades de frio invernal, que oscilan
entre 350 y 1100 horas por debajo de 7°C segun cultivares (Rodrigo y Herrero,
2002), lo que puede provocar anormalidades en la floracion.

La mayoria de los albaricoqueros cultivados pertenecen a la especie P.
armeniaca. Esta especie es diploide (2n = 106), de flores solitarias, blancas o rosadas.

El arbol es de porte globoso, raiz pivotante, tronco erguido, corteza parda y hojas
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brillantes alternas y puede alcanzar entre 3 y 7 metros de altura. El fruto es una
drupa de 3 cm o mas de diametro, de color amarillento. El hueso es liso,
presentando una costilla gruesa asurcada. Dentro de la especie P. armeniaca existe
una gran diversidad varietal. En Europa, por ejemplo, hay descritos mas de 1.300
cultivares diferentes (Audergon, 1995). Por otro lado, existen censados en el mundo
mas de 60 bancos de germoplasma de albaricoquero, segin la Comisién de Recursos

Fitogenéticos de la FAO.

Importancia econémica del cultivo

El albaricoque es dentro del grupo de los frutos con hueso la segunda especie
en importancia, aunque muy lejos del melocotonero y mucho mas localizada
geograficamente por sus peculiares exigencias ecoldgicas. La superficie dedicada en
Espafia al cultivo del albaricoquero son unas 22.000 ha en Murcia, Valencia,
Albacete, Baleares y Aragén principalmente (Tabla 1), de las que la mayoria son

regadios, solamente se censan unas 1.300 ha de secano.

Tabla 1.- Superficie dedicada al cultivo de albaricoquero.

Comunidad auténoma Superficie (ha)
R. DE MURCIA 13.434
C. VALENCIANA 4.356
ARAGON 1.699
CASTILLA LA MANCHA 1.279
BALEARES 506
CATALUNA 392
NAVARRA 160
ANDALUCIA 61
EXTREMADURA 43
CANARIAS 31
CASTILLA Y LEON 7
GALICIA 3

Fuente: MAPYA, 2004. (http://www.mapya.es/)

Durante los dltimos afios la producciéon mundial de albaricoques ha oscilado
en torno a los 2,5 millones de toneladas (t), concentrandose en los paises riberefios

del mediterraneo mas de la mitad de la produccién mundial. La produccién de
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INTRODUCCION

albaricoques por paises, en el afio 2004, esta encabezada por Turquia seguida de
Iran e Italia (Tabla 2).

En cuanto al destino de la produccién se constata que, aproximadamente,
entre un 10% y un 20% de la misma se dirige a la exportacion como fruto fresco
(entre 12.000 y 30.000 t), figurando Espafia como primer pafs exportador europeo,
seguido de Francia y Grecia. Alrededor del 30% se dedica a la industria de
transformacion, quedando para el consumo interno en fresco del orden del 50-60%
de la produccién nacional. No obstante, el consumo medio “per capita” espafiol (2
kg/hab. afio) se sitia por debajo de Grecia (3 kg/hab. afio) e Italia, Suiza y Austria
(2,5 kg/hab. afio), por encima de Francia, Portugal (1 kg/hab. afio) y Alemania,
Bélgica y Paises Bajos (0,3 kg/hab. afio) (Egea ¢# al., 1994a).

Tabla 2.- Principales paises productores en el 2004.

Pais Produccion (miles de t)
Turquia 440
Iran 280
Italia 209
Francia 157
Pakistan 135
Espaiia 126
Siria 100
Ucrania 100
Marruecos 98
E.E.U.U. 87
TOTAL MUNDIAL 2.685

Fuente: FAOSTAT database, 2004 (http://apps.fao.org/)

Mejora genética del albaricoquero

La revoluciéon biotecnolégica, basada en el desarrollo de nuevas estrategias
derivadas de técnicas de genética microbiologica y molecular, incluye la seleccion a
escala celular, el rescate de embriones, la fusién de protoplastos, y la tecnologia del
ADN recombinante. Esta dltima, también conocida como ingenieria genética, se ha
convertido en la tecnologia mas poderosa y revolucionaria de la nueva genética.

Estas técnicas ofrecen una alternativa para superar las limitaciones de la mejora
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clasica mediante la introducciéon de genes, hasta ahora no disponibles para los
mejoradores de plantas, y de esta manera producir cambios pequefios, discretos y
definidos en genotipos establecidos.

La mejora clasica ha producido variedades élite en casi todas las especies pero
tiene el inconveniente de que la obtenciéon de una variedad mejorada en una especie
lefiosa requiere tiempos muy largos dados los prolongados periodos juveniles
caracteristicos de estas especies. Las variedades comerciales de Prunus, con la
excepcion del melocotonero que es autocompatible, incluyen genotipos
autocompatibles y autoincompatibles, incluso en algunas especies, como el caso del
almendro y del cerezo, casi todas las variedades son autoincompatibles. Esto implica
la recolecciéon del polen de los parentales masculinos deseados, la emasculacion
manual de las flores del parental femenino en el caso de variedades autofértiles, la
polinizacién manual, la recoleccion de las semillas de los frutos, la estratificacion y
germinacion de las semillas, el cultivo en invernadero de los descendientes, su
plantaciéon en campo y la posterior evaluacion y seleccion de los descendientes de
fenotipo superior. El tiempo minimo necesario desde que se planta la nueva semilla
hasta que se patenta una nueva variedad en Prunus es de 10 afios, aunque en algunos
casos €s muy supetriof.

En los ultimos afios la biotecnologia ha desarrollado técnicas con las cuales
podemos obtener variedades mejoradas de forma discreta (por ejemplo resistencia a
un determinado herbicida, toxicidad frente a insectos) en un plazo relativamente
corto, mediante transformaciéon genética. Con esta tecnologia podemos obtener
variedades mejoradas a partir de otras variedades de gran interés agronémico y
consecuentemente econémico e introducir genes que confieran una ventaja sin
modificar ningun otro caracter del individuo. Una vez introducido el caracter de
interés (asumiendo estabilidad en la expresion del transgén) dado que la forma de
propagacion habitual de las variedades comerciales es vegetativa (mediante injerto)
se puede producir una cantidad ilimitada de material vegetal de la linea
transformada. No hay necesidad de fijar el caracter por medio de cruzamientos.

Ademas, el hecho de que la mayorifa de la produccién se basa en unas pocas
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variedades en el caso de muchas especies, como peral, manzano, guindo y citricos,
hace que el impacto de la variedad transformada pueda ser mucho mayor.

Las principales lineas de mejora en Prunus estan enfocadas en la busqueda de
resistencia a enfermedades y plagas, cambios en el crecimiento, tolerancia a
condiciones ambientales adversas y control de la maduraciéon de frutos. Los
objetivos son obtener plantas resistentes a virus, bacterias, nematodos e insectos sin
necesidad de ningun tratamiento quimico, o bien plantas de porte mas pequefio
consiguiendo una mayor productividad en la misma superficie de cultivo. Modificar
el periodo de floraciéon y el control de la maduracién permitiria al agricultor obtener
cosechas fuera de las temporadas de mayor saturacion de los mercados y alargar la
presencia de una determinada fruta en el mercado. En lo que se refiere a la
tolerancia a climas adversos se podria extender el cultivo de determinadas especies a
latitudes donde hace unos afios era impensable.

En albaricoquero los programas de mejora se concentran principalmente en la
obtencién de nuevas variedades resistentes al virus “plum pox virus” (PPV),
autocompatibles y que presenten buenas caracteristicas agronémicas y comerciales.
Los primeros trabajos de mejora del albaricoquero en el mundo se inician en la
primera mitad de siglo en la Unién Soviética dirigidos por Vavilov. Hacia mediados
de siglo, otros paises como Estados Unidos y Francia inician importantes programas
de mejora. En el Centro de Edafologia y Biologia Aplicada del Segura (CEBAS) se
plantaron las primeras familias procedentes de cruzamientos controlados en 1991. A
este programa se unié en 1993 un equipo del Instituto Valenciano de
Investigaciones Agrarias (IVIA). Estos programas introducen la resistencia a PPV
mediante métodos de mejora convencionales a partir de fuentes de resistencia, la
mayoria de las cuales son albaricoqueros norteamericanos. Estas variedades
resistentes al virus se adaptan mal a nuestras condiciones climaticas, son
autoincompatibles y, en ocasiones, la calidad del fruto no es buena. Esto implica la
entrada de estos caracteres no deseables en el germoplasma autoctono vy, por tanto,
el analisis de los descendientes para seleccionar los individuos con frutos de calidad,

resistentes a PPV y autocompatibles.
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REGENERACION

Para poder llegar a transformar las distintas especies es necesario establecer
protocolos eficientes de micropropagacion (cultivo 7z vitro) y regeneracion. La
importancia de tener una buena técnica de micropropagacion reside en que
podremos multiplicar vegetativamente nuestra variedad de manera sencilla y
econémica, obteniendo asi un gran nimero de individuos genéticamente idénticos
en un corto espacio de tiempo. Disponer de un protocolo de regeneracién es
indispensable como paso previo a la transformacién de modo que a partir de una o
varias células transformadas sea posible obtener un individuo adulto con las
caracteristicas deseadas. Pocos afios atras, la regeneracion zz vitro de especies frutales
lefiosas era considerada dificil o imposible y los protocolos de regeneraciéon de
algunas de estas especies han sido descritos sélo recientemente. Debido a que la
biotecnologia permitiria la alteracién discreta de uno o mas caracteres, un objetivo
fundamental de la investigacion actual y futura es desarrollar rutas de regeneracion
eficientes que impliquen el uso de explantos cuyo origen sea material adulto de
variedades ya establecidas comercialmente o selecciones avanzadas de los programas
de mejora.

Al contrario que en animales, donde la diferenciaciéon celular es generalmente
irreversible, en plantas, incluso en células maduras y diferenciadas, se retiene la
capacidad para volver al estado meristematico. El proceso de reversion de una célula
diferenciada a un estado meristematico se denomina desdiferenciacion. La capacidad
inherente de una célula vegetal para dar una planta completa (una capacidad que es,
con frecuencia, retenida incluso después de que experimente una diferenciacion final
en la planta) es conocida como totipotencia celular. Para que una célula diferenciada
exprese su totipotencia es necesario que primero experimente una desdiferenciacion
y a continuacion una nueva diferenciaciéon que la capacita para responder a ciertos
estimulos del cultivo o ambientales (Bhojwani y Razdan, 19806). En otras palabras, la

célula adquiere competencia y va a poder expresar su potencial organogénico.
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Las células que han adquirido competencia para la morfogénesis i vitro estan
preparadas para expresar un patrén de desarrollo en un apropiado medio ambiente
in vitro. El patrén de desarrollo esta determinado por los constituyentes del medio y
por factores genéticos y epigenéticos. Aunque algunas especies pueden regenerar a
partir de tejido somatico de acuerdo a protocolos estandar, otras especies cercanas
podrian no responder a los mismos protocolos. Las dificultades para regenerar
ciertos genotipos podrian ser debidas a que la adquisicion de competencia,
induccién y diferenciacion celular estarfan mediadas de diferente manera en cada
genotipo (Litz y Gray, 1992).

La induccién de formacion de yemas en tejido somatico (hojas, tallos, raices o
tejidos florales) se denomina regeneracién somatica o adventicia u organogénesis
somatica, y generalmente se considera que puede ser indirecta si existe una

formacion intermedia de callo o directa si ocurre sin callogénesis (Figura 1).

Regeneracion indirecta

En el caso de organogénesis indirecta a partir de hojas, los callos
organogénicos se inician por divisiéon celular de las capas celulares del mesoéfilo,
especialmente alrededor del tejido vascular, en los primeros 2-6 dias después de
poner el explanto en el medio de cultivo. Las células comienzan a dividirse al azar y
se forman grupos pequefios y densos de centros meristematicos (meristemoides)
aproximadamente 6 dias después del cultivo. En el medio de induccién, los centros
meristemoides se agrandan, y cada uno de ellos forma eventualmente un monticulo
en la superficie del explanto. Los primordios foliares son visibles 14-25 dfas después
del inicio del cultivo (Welander, 1988). En brotes adventicios bien definidos el tejido
vascular se continia con la masa de callo subyacente.

LLa propagacion por regeneracion indirecta conlleva el riesgo de que las plantas
regeneradas difieran genéticamente de la planta madre, lo que se denomina variacion
somaclonal. Debido a esto, el uso de callos para su posterior propagacion no es
recomendado a menos que tengan una naturaleza altamente organizada. La

variacion somaclonal es mas frecuente en plantas regeneradas por organogénesis
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indirecta que las formadas por embriogénesis indirecta (formacién de embriones

somaticos), al menos en algunas especies (George, 1993).

Regeneracion directa

La organogénesis somatica puede ocurrir también directamente desde el
explanto sin la formacién de callo. Esta forma de regeneracion ha sido observada
raramente o es desconocida en algunas especies, y en los casos en los que se ha
descrito las evidencias histologicas han sido, en ocasiones, insuficientes para
confirmar estas observaciones (Litz y Gray, 1992).

Un ejemplo de organogénesis directa fue el observado por Welander y
Maheswaran (1992) en la regeneracién de hojas de patrones micropropagados de
manzano. Un examen histolégico revel6 que el principal origen de los brotes fueron
células de parénquima del meséfilo no diferenciadas localizadas alrededor del tejido
vascular. El primer cambio se produjo dentro de la primera semana y consistié en el
aumento del tamafio de los explantos por divisiéon activa de las células
parenquimaticas. Durante los siguientes 7 a 14 dias continué la actividad
meristematica de las células sub-epidérmicas y se produjo la formacién de los
primordios de los brotes adventicios que rompieron la superficie del explanto.

Algunas veces la regeneraciéon directa estd acompafiada por proliferacion
celular local, que en algunos casos da lugar a la formacién de un callo primario, por
lo que para decidir si la morfogénesis ha sido directa o no se requiere un estudio
histolégico de los tejidos (George, 1996). La formaciéon de este callo puede ser

reducida, normalmente, por ajuste de los reguladores del crecimiento del medio de

cultivo (George, 1993).
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Factores que afectan la regeneraci()n

El explanto

La mayoria de los autores utilizan como explantos hojas obtenidas de brotes
micropropagados (Ainsley ez al, 2000; Pérez-Tornero ez al, 2000; Hammatt y Grant,
1998; Bassi y Cossio, 1991). Normalmente, las hojas son seccionadas con cortes
perpendiculares al eje vascular aunque algunos autores también han utilizado hojas
cortadas en discos (Laimer da Camara Machado e a4/, 1988). Otros autores usan
otros tipos de explantos como cotiledones (Mante e al, 1989), embriones
(Schneider ez al., 1992) e incluso protoplastos (Ochatt y Power, 1988).

El estado fisiologico del explanto suele ser critico. Normalmente se utilizan
explantos que provienen de material micropropagado en fase de proliferacion
(Pérez-Tornero et al, 2000) y, en general, se ha observado que las condiciones a las
que esta sometido el material durante el dltimo subcultivo son muy importantes.
Varios autores destacan la importancia de la utilizaciéon de una baja concentracion
de citoquininas durante el ultimo subcultivo (Escalettes y Dosba, 1993). Miguel e7 al.
(1996) observaron un aumento en el porcentaje de regeneraciéon cuando se
eliminaba el BAP del medio durante el ultimo subcultivo.

La edad del explanto también influye en la tasa de regeneracion. Diversos
autores que usaban hojas como explanto inicial han descrito mejores resultados en
hojas jévenes (Druart, 1990) por lo que se suelen utilizar las 4 primeras hojas de los
apices. Por otra parte, en almendro, Miguel ¢ al. (1996) observaron que los
explantos que provenian de material juvenil (material de semilla), producfan un
mayor porcentaje de regeneracion, aunque requerian una mayor concentraciéon de
TDZ en la induccion, que los explantos de origen adulto (material proveniente de
micropropagacion introducido a partir de segmentos nodales). Mante ez al. (1989)
observaron una gran diferencia en la capacidad regenerativa de cotiledones de

melocotonero dependiendo de la edad de los mismos.

25



INTRODUCCION

DODULOS SISDUDSOUDBLO D] 2p SvdpiH - DANS1 r&/

EOIBUIOS
sisougBouquiy

Boapul
ClF>3P  SISIUISOMOIA

OJURIUIIOAN)
4/ orejdxy
BOLTRLLIOS BINEBWIOS
stsauBoueli() sisauadouquiy E
\ % l// o @mm \
/ m [ARRENITD

SISAUIBOJIOIA

._wOﬂ:\mEOm

stsoug3ouedi

mﬁﬁma muqﬂﬁw

26



INTRODUCCION

La posicion de los explantos en el medio de cultivo también varia los
resultados. En albaricoquero se han obtenido mejores resultados con la cara adaxial
en contacto con el medio (Pérez-Tornero ef al., 2000), mientras que en otras especies

los resultados son diferentes (Ainsley ez a/, 2001).

Componentes del medio de regeneracion

Generalmente, en el medio de regeneracion, se utiliza la misma composicion
de macronutrientes que en proliferacion, a la concentraciéon normal o en forma
diluida (Bassi y Cossio, 1991), y la misma fuente de hidratos de carbono, que suele
ser sacarosa. Sin embargo, la fuente de carbono puede tener una gran influencia en
la regeneracion, tal y como se ha demostrado en melocotonero (Declerck y Korban,
1996) y en ciruelo (Nowak ez al., 2004).

La principal diferencia, con respecto al medio de proliferacion, suele ser los
reguladores del crecimiento. Tanto el tipo de auxina y citoquinina utilizada como sus
concentraciones modifican significativamente los resultados (Mante e al, 1989).
Goffreda ez al. (1995) encontraron grandes diferencias entre el uso de dos auxinas
distintas, 2,4-diclorofenoxi acético (2,4-D) y acido indol-butirico (IBA), en la
regeneracion a partir de embriones de albaricoquero. Resultados similares fueron
observados en hojas de Prunus serotina cuando se utilizé bencilaminopurina (BAP) o
tidiazurén (TDZ) (Hammatt y Grant, 1998). Antonelli y Druart (1990) observaron
que un pulso de 2 dias con 10 mg/1 de 2,4-D favoreci6 la regeneracion en Prunus
canescens. Cada uno de los autores ha establecido una determinada combinacion de
los distintos reguladores de crecimiento en su protocolo de regeneraciéon con los
que se obtienen valores éptimos.

Otros compuestos como los inhibidores del etileno o poliaminas en el medio
de regeneracién han mejorado los resultados (Escalettes y Dosba, 1993), aunque en
otros casos no se han detectado diferencias significativas con el uso de estos

compuestos (Rugini, 1992).
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El agente solidificante mas extendido es el agar. Pérez-Tornero et al. (2000)
muestran los efectos del uso de distintos agentes observando un claro descenso en
la regeneracion con el uso de gelrita como solidificante, mientras que el agargel
produjo resultados similares que el agar y un medio mas transparente que ayudo a la

observacion de los explantos.

Condiciones de cultivo

Aunque normalmente se mantienen las condiciones de luz y temperatura
utilizadas durante la fase de proliferacion del material, diversos autores aconsejan el
uso de intensidades de luz menores. Druart (1990), estudiando la regeneracion de
brotes de manzano y de Prunus canescens, observé que una intensidad luminosa de 40
umol/m?s producia porcentajes de regeneracion mayores que con la utilizaciéon de
54 umol/m?s.

Generalmente se utiliza un periodo inicial de oscuridad para la induccion de la
regeneracion (Csanyi ef al., 1999). Los porcentajes en albaricoquero (Pérez-Tornero
et al., 2000) y en almendro (Miguel ez a/, 1996) descendieron drasticamente o fueron

nulos en ausencia de un periodo inicial de oscuridad.

Genotipo

Todos los factores anteriormente citados estan influidos, en gran medida, por
el genotipo (Tabla 3). La composicién del medio, las condiciones de cultivo y el
tiempo de induccién en oscuridad dependen en gran medida de la variedad. Todos
los autores que han trabajado con distintas variedades de cualquiera de las especies
del genero Prunus han observado que el genotipo influye significativamente en la
tasa de regeneracion. Esto ha sido descrito en albaricoquero (Escalettes y Dosba,
1993; Pérez-Tornero et al, 2000), almendro (Ainsley e# al, 2000), melocotonero
(Pooler y Scorza, 1995) y en ciruelo (Escalettes y Dosba, 1993).

Ainsley e al. (2001) demostraron en almendro una disminuciéon de la
variabilidad dependiente del genotipo utilizando material juvenil. En la Tabla 3,

donde se muestran los principales resultados de regeneracion con diferentes
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especies de Prunus, se puede observar que junto con un incremento general de las
tasas de regeneraciéon obtenidas al utilizar material juvenil, se produce una
disminucion de la variabilidad dependiente del genotipo en varias especies donde se
han realizado experimentos con material adulto y juvenil. Estos resultados ponen de

manifiesto la mayor complejidad de trabajar con material adulto.
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Tabla 3.- Regeneracion adventicia obtenida en Prunus spp.

Eficiencia de
regeneracion *

Especie Variedad / Patrén Explanto Tasa de Brotes — Referencia
regeneraciéon  por
(%) explanto
P. armeniaca  NJAS2 Embriones 92 --
Zard inmaduros 100 } Goffreda et al., 1995
Bulida 10 1-1,
Canino Hojas 50 1-1, Pérez-Tornero et al., 2000
Helena 30 1-1,
Royal Embrlones -- Pieterse, 1989
inmaduros
Sundrop C0t11§done§ 6 100 -- Lane y Cossio, 1986
embriones inmaduros
H.152 . 15 --
146 Hojas 20 B Escalettes y Dosba, 1993
Rl Van Cot11§done§ d 70 -- Lane y Cossio, 1986
embriones inmaduros
Burlat 12 3,7
Hedelfinger . 4 3.8
H ’ T t al., 2002
Napoleon s 30 4,1 ety
Schneiders 7 3,4
Callos derivados de
Pontavium protoplastos del 12 5,0 Ochatt, 1991
mesofilo ©
gli/rlger Hojas i; - Hammatt y Grant, 1998
Lzt Hojas o - Bhagwat & Lane 2004
Sweetheart ) 54 -- £
P. avium x Segmentos
pseudocerasus emekcsdk il B James et al., 1984
Raices -- -- Jones et al., 1984
Callos derivados de
Colt protoplastos 90 12,0 Ochatt et al., 1988
electroporados
Protoplastos
obtenidos de 40 59  Ochatteral, 1987
suspensiones
celulares de raiz
P. avium x 1 . 33 --
sargentii 16 Hojas 9 _ Hammatt y Grant, 1998
P. canescens GM79 Hojas 29 34 Druart, 1990
P. cerasifera Callos derivados de
P2980 protoplastos del 59 7,0 Ochatt, 1992
mesofilo ©
P. cerasus Vladimir Peciolos -- -- Durzan et al., 1990
CAB4D Callos derivados de 5, 3,0 Ochatt, 1990
protoplastos de raiz
Callos derivados de
CABSH protoplastos del 50 --
mesofilo ©
Raices derivadas de Ochatt y Power, 1988
CAB4D callos originados de 40 4,9
protoplastos
Morellenfeuer 6 3,1
Beutal Spacher Hojas Tang et al., 2002
41 4,9
Rexelle
Montmorency Sopletioies e 58 9,4 Mante et al., 1989

semillas maduras
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Tabla 3 (continuacion)

regeneraciéon *

Eficiencia de

Especie Variedad / Patron Explanto Tasade  Brotes — Referencia
regeneraciéon por
(%)
P. domestica Besztercei Hojas 32 -- Csanyi et al., 1999
]:llll;elf;e di Dro Hojas ﬁ ;:(3) Bassi y Cossio, 1991
Wegierka Zwykla Hojas 63 10,0 Nowak et al., 2004
Stanley Hipocotilos 63 6,8 Mante et al., 1991
B70173 Colillomies de g5 18,7  Mante et al., 1989
semillas maduras
P. dulcis ngas de  brotes 29 22
Boa Casta micropropagados Miguel et al., 1996
Hojas de semillas
. 40 2,7
germinadas
Ezlf;;‘rseghra Hojas ‘5‘4 431:3 Ainsley ef al., 2000
Ne Plus Ultra 93 16,0
Nonpareil Cotiledones de 80 9,3 .
Carnliel semillas inmaduras 100 11,5 Ainsley et al., 2001
Parkinson 93 13,5
Lo e e Black Eagle Hojas 60 2,5 Dolgov, 1999
cerasus
P. persica Suncrest 67 15,5
Lorin, Cotiledones de 67 5,8
Belleg semillas inmaduras 50 9,4 Mante et al., 1989
Boone County 60 4.8
Nemared 18 1,0-5,0
Nemaguard Cotiledones 5 1,0-5,0 Poolery Scorza, 1995
Flordaguard 50 1,0-5,0
P16CL5 23 --
Babygold 6 13 --
842 Standard Hojas 28 - Gentile et al., 2002
San Giorgio 17 -
Yumyeong 22 --
Callos
= embriogénicos de 10 1,0 Dosba et al., 1991
embriones inmaduros
P. serotina PSB 24 --
;ggg Hojas ;8 : Hammatt y Grant, 1998
Pavia E 45 --
P. spinosa Callos derivados de
P51 protoplastos del 72 15,0 Ochatt, 1992
mesofilo ©

* Cuando no se indican tasas de regeneracion o namero de brotes obtenidos por explanto regenerante
es porque no ha sido posible deducirlos de la informacion proporcionada por los autores.

" Los autores no indican de que variedad obtuvieron las semillas.
¢ Las tasas de regeneracion indicadas corresponden al porcentaje de microcallos derivados de
protoplastos que regeneran brotes adventicios.
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TRANSFORMACION

Las distintas técnicas de transformacion de células vegetales se dividen en
directas, induciendo la permeabilidad de la célula al ADN (mediante
electroporacion, agentes quimicos, microlaser, microinyeccion, ultrasonidos o
bombardeo), e indirectas mediante el uso de vectores tanto biologicos

(Agrobacterinm, virus) como no biolégicos (liposomas).

Técnicas directas

Las técnicas de transformacion directa se han aplicado raramente en lefiosas.
Lindsey y Jones (1990) demostraron que la pared celular dificulta el paso de
moléculas de mas de 4,9 kb, por lo que habitualmente estas técnicas se aplican sobre
protoplastos o bien sobre células parcialmente digeridas con pectinasas.

La electroporacion consiste en la aplicacion de un campo eléctrico mediante el
cual se puede inducir un cambio en el potencial de membrana de la célula dando
lugar a la apariciéon de “microporos” que la hacen permeable a moléculas de gran
tamafio (Fromm ez 4/, 1987) incluso en células vegetales provistas de pared celular
(Lindsey y Jones, 1990). La aparicién de poros o aperturas en la pared y membrana
celular se puede provocar también mediante la utilizacion del laser (Weber e al,
1998) o de ultrasonidos (Joersbo y Brunstedt, 1990). Otra estrategia consiste en la
utilizaciéon de polietilenglicol (PEG) que es un polimero capaz de aumentar la
permeabilidad de la membrana (Kriiger-Lebus y Potrykus, 1987).

Otras técnicas directas no requieren el manejo de protoplastos para obtener un
mayor rendimiento, como son la microinyeccion y la biolistica. La primera consiste
en la inyeccién de disoluciones de ADN directamente en el interior de la célula. Con
esta técnica se puede llegar incluso al nucleo celular (Neuhaus y Spangenberg, 1990)
y en principio serfa valida en todas las especies vegetales. Sin embargo, tiene la
desventaja de requerir un elevado grado de manipulacién y la transformaciéon se
realiza en células individuales, lo que lo convierte en un proceso muy laborioso, que

requiere una alta especializacién y que consume una gran cantidad de tiempo.
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Entre las técnicas que han tenido una mayor aceptaciéon y que han sido
aplicadas mas frecuentemente, y claramente la mas habitual de las directas, estan las
técnicas biolisticas o de bombardeo con ADN desarrollada por Sanford (1990).
Consiste basicamente en bombardear la célula (o tejido) con particulas recubiertas
con ADN. Las particulas son de un metal pesado (tungsteno u oro) recubierto de
ADN, son aceleradas mediante un “cafiéon” o “pistola” e impactan sobre el material
vegetal atravesando la pared celular, la membrana celular y la membrana nuclear.
Una vez en el nucleo el ADN se libera y, por recombinacion, puede ser insertado en
el genoma de la célula. Este método de transformacion tiene algunos inconvenientes
como el hecho de ser bastante agresivo con el material vegetal y que el porcentaje de
transformacion estable es escaso, ya que la probabilidad de que el ADN se inserte
en los cromosomas del tejido es bastante baja. Ademas cuando el tejido
bombardeado es totipotente (excepto polen) los individuos regenerantes suelen ser

quiméricos (Sanford, 1990).

Técnicas indirectas

Como técnicas indirectas, que utilizan vectores para introducir el ADN
foraneo, se pueden citar la utilizaciéon de vesiculas lipidicas o liposomas en el interior
de las cuales se pueden incluir las moléculas de ADN. El ADN penetraria al interior
celular bien por fusién entre la membrana celular y el liposoma o bien mediante un
proceso de endocitosis. Esta técnica ha tenido poca aplicaciéon debido a su baja
eficiencia de transformacion estable y la limitaciéon del tamafio de la molécula de
ADN (10 kb), aunque parece adecuada para transfecciones con ARNs virales
(Caboche, 1990).

Los virus fitopatogenos también pueden ser utilizados como vectores
genéticos. Son virus modificados mediante ingenierfa genética de tal manera que
tienen la capacidad de infectar a la planta, de autoduplicarse y de duplicar el gen o
genes quiméricos que al mejorador le interesan sin causar sintomas indeseables ni

pérdidas en la produccion (Agrios, 1999). El virus del mosaico de la coliflor (CaMV)
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ha sido utilizado como vector para la expresiéon de genes foraneos en plantas
(Faterer ez al., 1990).

Ciertos elementos cromosomicos y extracromosomicos parecen tener la
capacidad de introducir e incorporar material genético en el genoma de las células
vegetales y pueden ser potenciales vectores genéticos. Se han utilizado algunos de
estos elementos para transformar células animales aunque aun no se han utilizado en
plantas (Agrios, 1999).

Quizas la técnica mas versatil y ampliamente utilizada sea la transformacion
mediada por Agrobacterium. El descubrimiento de la capacidad de Agrobacterium de
introducir ADN en células vegetales supuso una revolucion en la transformacion ya
que constituye uno de los sistemas mas efectivos para introducir material genético
en plantas. Agrobacterium es un caso particular de organismo procariota ya que es
capaz de introducir un fragmento de ADN en las células vegetales e insertarlo en el
genoma. Ademas sus genes son reconocidos y expresados por la célula eucariota.

Agrobacterinm es una bacteria Gram negativa que ataca a células vegetales
dafadas generando un tumor en la planta, la llamada enfermedad de las agallas de la
corona. La bacteria es capaz de modificar el metabolismo de la planta haciendo que
esta sintetice unos aminoacidos conocidos como opinas. Dichas opinas tienen la
funcién de alimento para la bacteria ya que solo pueden ser metabolizadas por ella,
ademas son especificas para cada cepa determinada, lo que confiere una gran ventaja
ecoldgica para la bacteria ya que crea su propio nicho eliminando asf la competencia
interespecifica e intraespecifica.

La bacteria contiene un plasmido conocido como plasmido Ti (inductor de
tumores) en el que se encuentran los genes involucrados en la apariciéon del tumor,
en los cambios metabdlicos y también los genes responsables de la transferencia y
posterior insercion del ADN. Dentro de este plasmido hay un segmento, llamado
ADN-T (ADN de transferencia), que es la fraccién que serd transferida a la célula
eucariota. Este ADN-T esta delimitado por unos bordes de 25 nucleétidos que son

las secuencias reconocidas por la maquinaria de transferencia.
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En el plasmido se pueden diferenciar distintas regiones que son conocidas
como la regién OPS vy la region OPC, relacionadas con la sintesis y catabolismo de
las opinas. También se encuentra la regiéon »ir con genes que controlan la
transferencia del ADN-T y la region ONC con genes responsables de la aparicion
del tumor mediante el aumento de la sintesis de auxinas y citoquininas que estimulan
el crecimiento y la division celular. Dentro del ADN-T solo se encuentran las

regiones OPS y ONC (Figura 2).

/ Region vir \
\ Region OPC

Origende | | | |
replicacion [ L

ADN-T
o ~—l'_//
Region ONC  Region OPS

.

Figura 2.- Esquema del plasmido Ti de Agrobacterium

tumefaciens. /

Ademas de los genes bacterianos incluidos en el plasmido, para que la bacteria
sea capaz de infectar las células vegetales, son necesarios determinados genes
cromosoémicos de virulencia ¢y, implicados tanto en el movimiento quimiotactico
bacteriano como en la unién de la bacteria a receptores especificos de la célula
vegetal (Figura 3). Para su utilizaciéon en un proceso controlado de transformacion
genética la bacteria es desarmada por deleccion de la region ONC vy las regiones
OPS y OPC. De esta manera obtenemos un plasmido Ti no oncogénico que
mantiene la capacidad de transformacion. Con técnicas de ingenierfa genética es
posible introducir el gen o genes de interés entre los bordes del ADN-T, de manera
que estos seran introducidos en la célula e integrados en el nucleo por la maquinaria

de Agrobacterium.

35



INTRODUCCION

Existen dos tipos de vectores en funcién de que la regién zir actie en cis o en
trans respecto al ADN-T. Los vectores cointegrados consisten en un plasmido de E.
coli, donde se ha introducido el gen foraneo, y el plasmido Ti desarmado que
contiene un fragmento de la secuencia del plasmido de E. /i entre los bordes del
ADN-T. Al transferir el plasmido de E. coli a Agrobacterium el gen foraneo queda
entre los bordes del ADN-T por un hecho de recombinacién homoéloga. En este
caso la region vir acta en ¢is respecto al ADN-T (Figura 4). En los vectores binarios
la region vir actia en #rans. Consiste en dos plasmidos dentro de Agrobacterinm, por
un lado el plasmido Ti desarmado con solo la regién viry por otro lado un segundo
plasmido con el ADN foraneo entre los bordes del ADN-T. Actualmente este tipo

de vectores es el mas utilizado ya que su construccion es mas sencilla.

4 N

Sustancias
fenolicas

- % hﬁ | Célule
f # Herida Vgg:t;l
ADN-y 4 ,r - @

Niucleo

)

Auxinas

! Citoquininas

Agrobacterium . q :
Opinas

Figura 3.- Las sustancias fenolicas liberadas por la planta activan la maquinaria de

\transferencia de Agrobacterium. /

Ademas de A. tumefaciens también se puede utilizar para transformar
Agrobacterinm rhizogenes (Tepfer, 1990). Esta bacteria contiene un plasmido, llamado
Ri, que induce la formacién de raices por lo que su utilizaciéon con especies lefiosas
dificiles de enraizar es de gran interés. Los genes implicados en esta induccién son

rol A, rol B'y rol C, situados en el ADN-T de A. rhizogenes, siendo ro/ B el que parece
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ser mas importante en el proceso de enraizamiento. En el caso de transformacion
mediada por A. rhizogenes se suele utilizar el plasmido Ri sin desarmar y, ademas, se
introduce otro plasmido con los genes foraneos entre los bordes reconocidos por la
maquinaria de transferencia. En este caso la regién vir actda tanto en ¢s como en
trans, es decir, a la célula vegetal son transferidos tanto el ADN-T de A. rhizogenes
como los genes quiméricos. El gen bacteriano 77, situado en el ADN-T, esta
implicado en la sintesis de citoquininas. Provoca un aumento en los niveles
endégenos de citoquininas y reduce la dominancia apical, haciendo que la planta
tenga un aspecto mas achaparrado. Esto da la posibilidad de obtener arboles mas
pequefios, mas ramificados y con igual o mayor produccién fruticola, optimizando
asi la relaciéon produccion-superficie cultivada. Este gen ya ha sido introducido en
melocotonero con buenos resultados (Smigocki y Hammerschlag, 1991).

La transformacion con Agrobacterium rhigogenes implica la introduccion de genes
que incrementan la sintesis de citoquininas. En Prunus y otros frutales lefiosos es
frecuente encontrar dificultades en el enraizamiento. La transformacién mediada
pot Agrobacterium rhigogenes, o bien con A. tumefaciens portando el gen ro/ B, genera
fenotipos que enraizan mas facilmente.

Desafortunadamente, este sistema presenta varios inconvenientes. Uno es que
el rango de huéspedes es mas limitado que en A. fumefaciens y otro es que la
expresion de los genes del ADN-T en las plantas confiere fenotipos aberrantes a las
mismas. Para solucionar este tipo de problemas se ha introducido el gen 70/ B en un

vector binario de A. tumefaciens (Rugini y Mariotti, 1991).

Genes marcadores

En un ensayo de transformaciéon son muy pocas las células que llegan a ser
transformadas. Con los genes marcadores es posible reconocer y seleccionar las
células que han sido transformadas (Miki y McHugh, 2004). Los genes marcadores
se introducen junto al gen quimérico que queremos expresar en la planta. Hay dos

tipos de marcadores, de seleccion e informadores (Tabla 4).
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Figura 4.- Tipos de vectores utilizados en Agrobacterium para la transferencia de transgenes.

- /

Marcadores de seleccion

Confieren ventaja a las células transformadas frente a las no transformadas en
un medio selectivo. El agente selectivo suele ser un antibiético o un herbicida.

Dentro de estos genes el mas utilizado, y en Prunus casi en exclusiva, es el gen
de la neomicina fosfotransferasa (#pzll) que confiere resistencia frente a antibidticos
de la familia de los aminoglicésidos, como la kanamicina, mediante la fosforilacion
del antibi6tico. Son pocas las excepciones en que se ha utilizado el gen de resistencia
a higromicina (4p?) (Dolgov y Firsov, 1999) o el gen de resistencia al herbicida ‘basta’
(Druart ez al, 1998). Tedricamente, la adiciéon al medio de la sustancia toéxica es

suficiente para la seleccion de las células transformadas, estableciendo previamente
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Tabla 4.- Genes marcadores mas comunmente utilizados.

Nombre Siglas
Resistencia a antibidticos Kanamicina fosfotransferasa APH(3)HII
Higromicina fosfotransferasa HYG
Gentamicina acetiltransferasa GENT
Neomicina fosfotransferasa NPT II
Estreptomicina fosfotransferasa ~ STR
Resistencia a bleomicina BLE
Inhibidores metabélicos Dihidrofolato reductasa DHFR
EPSP sintasa EPSPS
Acetolactato sintasa ALS
Bromoxynil nitrilasa BNR
Fosfinotricina acetiltransferasa PAT
Actividad enzimatica Nopalina sintasa NOS
Octopina sintasa OoCS
Cloranfenicol acetiltransferasa CAT
B-glucuronidasa GUS
B-galactosidasa LAC
Luciferasa bacteriana LUX
Luciferasa de luciérnaga LUC
Proteina amarilla fluorescente YFP
Proteina verde fluorescente GFP

la concentracién de dicha sustancia que inhibe la regeneracion para cada una de las

especies, variedades y tipo de explanto correspondientes.

Marcadores de informacion (“genes chivatos®)

Dan a la célula que ha incorporado el gen una caracteristica que la hace
distinguible de las demas. Suelen ser genes que codifican para enzimas que actian
sobre sustratos cromogénicos, fluorogénicos, emisores de fotones o radiactivos, de
tal manera que cuando afiadimos el sustrato al medio podemos identificar las células

transformadas visualmente.
El mas usual es el gen de la B-glucuronidasa (#idA o gusA), aislado de E. coli.,
que hidroliza B-glucurénidos (Vancanneyt e al, 1990). Si incubamos las células con

el sustrato incoloro 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucurénido (X-Gluc) apatece
un precipitado azul sobre las células transformadas. Con esta enzima también se

puede usar el sustrato 4-metil-umbeliferil-B-D-glucurénido (4-MUG) el cual al ser
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hidrolizado forma un compuesto fluorescente, 4-metilumbeliferona (MU), que se
puede medir por fluorimetria (Jetferson ez al, 1987).

Otro marcador relativamente nuevo es la proteina verde fluorescente, gip (Chiu
¢t al., 1996). Este gen proviene de la medusa Aeguorea victoria, y codifica una proteina
que al ser excitada con luz azul o ultravioleta (6ptimo a 395 nm) emite una
fluorescencia verde. Este sistema permite detectar las células transformadas de una
manera no destructiva y sin necesidad de afiadir ningun sustrato al medio.

Los genes marcadores no se expresan en la bacteria, de lo contrario seria
imposible detectar si la expresion del gen se debe a células del material vegetal o a la
expresion de la proteina en Agrobacterium. Para evitar esta expresion se recurre a
distintas estrategias como por ejemplo introducir un intrén en el gen de tal manera
que solo puede ser expresado correctamente en una célula eucariota, ya que la
bacteria carece del sistema de maduracion de ARN mensajero necesario para la
eliminaciéon de dicho intrén. Otra posibilidad es poner los genes bajo el control de
un promotor especifico de eucariotas como son el CaMV 35S (del Virus del
Mosaico de la Coliflor) o el mas. Estos promotores pueden ser constitutivos, es
decir, la proteina que esta bajo su control se expresa continuamente, o bien pueden
ser inducibles, de tal manera que el gen solo se expresara en unas determinadas
condiciones, como pueden ser un sustrato especifico, un aumento de la temperatura
o un cambio en el pH.

Aunque con los marcadores genéticos se seleccionan las células y los
individuos que han sido transformados, para disponer de una prueba definitiva de la
integracion de los transgenes se utilizan técnicas moleculares como la PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa) y especialmente la prueba de hibridacion
molécular Southern (Southern, 1975). Si estas pruebas dan positivo es irrefutable

que la integracion de los transgenes en el genoma de la planta se ha producido.
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Factores que afectan la eficiencia de transformacion y

la regeneracion de planta transformada

El explanto

El tipo de explanto utilizado es muy variable, se han utilizado hojas (Ye ¢z al,
1994), cotiledones (Laimer da Camara Machado e a/, 1992), hipocotilos (Scorza et
al., 1995b), meristemos (Druart et al, 1998), embriones (Ye et al, 1994), callos
embriogénicos (Scorza ez al., 1990) e incluso brotes (Escalettes ez al., 1994).

El estado fisiolégico del explanto influye en gran medida en la tasa de
transformacion. Asi; son varios los autores que indican un mayor éxito con tejidos
que presentan una divisioén activa (Schuerman y Dandekar, 1993) y muchos autores
han utilizado como tejido diana material con una gran tasa de divisién, como lineas
de callos embriogénicos, hipocotilos y cotiledones (Mante ez al., 1991).

El genotipo, al igual que en regeneracion, es determinante. Con un protocolo
establecido para una determinada especie no se obtienen los mismos resultados que
para otra, incluso entre variedades las eficiencias de transformacién varfan de

manera significativa.

La técnica

Indudablemente la técnica elegida por el investigador es un factor muy
importante. En Prunus se ha trabajado principalmente con Agrobacterium tumefaciens,
aunque puntualmente también se ha utilizado Agrobacterium rhizogenes y biolistica. No
ha sido descrito el uso de otras técnicas de transformacion en este género.

Cada técnica tiene una serie de peculiariades que hacen que sea mas o menos
efectiva. La optimizaciéon del bombardeo con ADN lleva consigo el establecimiento
de varios parametros como la distancia entre el proyectil y el tejido diana, el tamafio
y composicion de los microproyectiles y la presion ejercida. Ye ez al (1994)

presentan un estudio comparativo de los diversos factores que afectan la

41



INTRODUCCION

transformaciéon mediante bombardeo y establecen un protocolo de transformacion
eficiente en diversos tejidos de melocotonero.

La virulencia de las distintas cepas de Agrobacterium es diferente en cada
especie, e incluso en distintas variedades. Experimentos de inoculacién preliminares
deberfan ser realizados para comprobar la compatibilidad entre la especie
hospedadora y la estirpe de Agrobacterium antes de llevar a cabo la transformacion
(Cervera et al, 1998b). Dolgov et al. (1999) describen resultados muy diferentes,
segun la cepa utilizada, con hojas del hibrido ‘Black Eagle’ (P. fruticosa x P. avium).
Ainsley ez al. (2002) y Miguel y Oliveira (1999), en almendro, y Yancheva ez a/. (2002)
en ciruelo, encontraron diferencias significativas segin el genotipo y la cepa de
agrobacteria utilizada. Se han hallado diferencias significativas en el nimero de
puntos GUS positivos en almendro (Miguel y Oliveira, 1999) asi como en la
eficiencia de transformacion en ciruelo (Yancheva et al, 2002) en funcién de la
construccion introducida en una misma cepa de _Agrobacterium  tumefaciens.
Modificaciones en la bacteria, como un numero adicional de copias de los genes vir
A, B y G, parecen aumentar su virulencia (Ghorbel ¢ a/., 2001a). Diversos factores
externos como pH, temperatura y condiciones osmoticas parecen activar los genes
vir (Alt-Morbe et al., 1989).

En la naturaleza, Agrobacterium infecta las partes de la planta donde se localiza
una herida y hay una liberacién de compuestos fenodlicos al medio. La adicion al
medio de estos compuestos, como la acetosiringona (3’,5’-dimetoxi-
4’hidroxiacetofenona), estimulan la transcripciéon de los genes de virulencia de
Agrobacterinm (Stachel et al., 1985). En Prunus este efecto potenciador de la acciéon de
la bacteria ha sido descrito en albaricoquero (Laimer da Camara Machado ez 4/,
1992) y en almendro (Miguel y Oliveira, 1999). Sin embargo, en ciruelo no se
hallaron diferencias significativas tras la adiciéon de acetosiringona (Mante ef 4/,
1991). El tiempo de cocultivo con la bacteria es variable segun los autores aunque el
mas usual es un periodo de 48 horas, ademas tiempos superiores a 3-4 dias suelen

originar problemas para controlar el crecimiento postetior de Agrobacterium.
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Seleccion de transformantes

No todas las células del tejido vegetal diana son transformadas y por lo tanto
no todas las yemas regeneradas, ya sea por embriogénesis o por organogénesis,
daran lugar a una planta transformada. Es necesario establecer un protocolo de
seleccion mediante el cual se impida, o al menos se reduzca, la aparicion de escapes
(brotes no transformados) y se conceda una ventaja a las células que han sido
modificadas genéticamente para que estas lleguen a diferenciarse y dar lugar a un
individuo completo. Es aqui donde tienen un papel muy importante los genes
marcadores de seleccion.

La concentracion del agente selectivo afecta severamente la aparicion de
hechos de transformacién y por lo tanto de individuos transformados. Por lo
general se suele utilizar la concentracion umbral del agente selectivo que inhibe
totalmente la regeneracion en material sin transformar (Mante ez a/, 1991). Sin
embargo, Laimer et al (1992) aplicaron una concentracién no inhibitoria de
kanamicina en la regeneracion de plantas transgénicas de albaricoquero.

El momento de aplicaciéon de la seleccion es igualmente importante. Los
explantos son transferidos a un medio selectivo pasado un tiempo durante el cual el
ADN se integra al genoma de la célula vegetal (en el caso de Agrobacterinm coincide
con el tiempo de cocultivo). Este tiempo suele ser de 48 horas en la mayoria de las
referencias. En almendro Miguel y Oliveira aplican una dosis baja de kanamicina
(10-15 mg/L) inmediatamente después del cocultivo y tras 20 dias, cuando ya se han
desarrollado algunas yemas, aplican una concentraciéon de 50 mg/L debido a la
extrema sensibilidad a la kanamicina detectada en los explantos control (Miguel y
Oliveira, 1999). Yancheva ez a/. (2002) observaron que altas concentraciones iniciales
de kanamicina inhibian por completo la regeneracién, incluso de plantas
transformadas con el gen np#ll, en ciruelo y una baja concentracion inicial daba lugar
a gran cantidad de escapes, por lo que aplicaron un incremento progresivo de la
concentracién de kanamicina en subcultivos posteriores a la infecciéon con
Agrobacterinm. En ciruelo se ha publicado recientemente un eficiente protocolo de

seleccion de plantulas transformadas de ciruelo a partir de hipocotilos (Gonzalez-
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Padilla ez al,, 2003). Aplicando el agente selectivo en una etapa temprana obtienen
igual numero de plantas transformadas que retrasando la seleccion, sin embargo esta
seleccibn temprana mejora la eficiencia de selecciéon (numero de plantas
transformadas frente al ndmero total de plantulas regeneradas) debido a la
disminucion del nimero de escapes.

En el caso de infeccion con A. rhizogenes, en ocasiones, no se incorpora ningun
gen de seleccion debido a que se inserta en el material vegetal el gen 77, implicado
en la sintesis de citoquininas. Asi, en un medio libre de reguladores de crecimiento,
las células transformadas son capaces de regenerar (Gutiérrez-Pesce et al., 1998).
Smigocki et al. (1991) describen un protocolo de seleccion parecido en
melocotonero utilizando una cepa de A. twmefaciens tipo “Shooty mutant”, que
también contiene el gen 7%

Ademas del gen 77, se han identificado genes inductores de la regeneracion en
plantas. Mediante una manipulaciéon adecuada, solamente las células transformadas
con dichos genes serfan capaces de regenerar en la ausencia de reguladores del

crecimiento (Zuo et al., 2002).
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PLANTAS COMERCIALIZADAS QUE HAN SIDO
GENETICAMENTE MODIFICADAS

Desde 1996 hasta el 2003 el area dedicada al cultivo de especies genéticamente
modificadas (GM) se ha visto incrementada 40 veces, de 1,7 millones de ha a 67,7

que existen actualmente. Esto representa un valor estimado en el mercado de 4.500

millones de ddlares, un 15 % del global (James, 2003).

-

Canola 5%

Soja 61%

Figura 5.- Principales cultivos transgénicos. j

o

En la actualidad no existe ningin producto procedente de una planta lefiosa
GM de clima templado en el mercado, la unica leniosa comercializada es el frutal
tropical papaya (Carica papaya 1..) con resistencia al PRSV (Papaya Ringspot Virus)
(http:/ /www.agbios.com/). La mayotia de la produccién de plantas GM se basa en
soja, maiz y algodon (Figura 5). Estos cultivos presentan incorporaciones o
modificaciones genéticas que les confieren tolerancia a un determinado herbicida,

aunque también destacan los cultivos Bt resistentes al ataque de insectos (Tabla 5).
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Tabla 5.- Algunas de las especies genéticamente modificadas presentes en el

mercado.
Especie Compaiiia Insercion/Modificacion Rasgo fenotipico
Achicoria
(Chichorium . Bar de Streptomices. Resistencia a fosfinotricina
intybus) LB At L hygroscopicus (PPT)
Algodor{ cry24by cr?/lA? de .Baczllus Resistencia a insectos
(Gossypium Monsanto Compan thuringuiensis
hirsutum) pany Enzima EPSPS de Tolerancia al herbicida
Agrobacterium tumefaciens glifosato
Nitrilasa de Klebsiella Tolerancia al herbicida
Calgene Inc. . . )
pnemunoidae glufosinato de amonio
Arroz Mutacién del enzima Tolerancia al herbicida
, BASF Inc. . . .
(Oryza sativa) acetolactato sintetasa imidazolinona
Aventis CropScience fosfinotricin-acetiltransferasa Tolerancia al herbicida
P (PAT) de S. hygroscopicus glufosinato de amonio
Calabaza Asgrow (USA),  p 40 10 virus CMV, ZYMW y o
(Cucurbita Seminis Vegetable Inc. WMV Resistencia a dichos virus
pepo) (Canada)
Girasol
(Helianthus BASF Inc. Tolerancia a imidazolinona
annuus)
Maiz crylAb de B. thuringiensis Resistencia al taladro del maiz
(el Syngenta Seeds Inc. crylAC de B. thuringiensis y Resm?epma a 1ns§ct0s yal
. herbicida glufosinato de
PAT de S. hygroscopicus .
amonio
Resistencia a insectos y al
Aventis CropScience cry9Cy PAT. de§. herbicida glufosinato de
hygroscopicus .
amonio
Resistencia a insectos y al
Monsanto Company Il 57 RIS herbicida glifosato
cry3Bbl de B. thuringiensis Raices resistentes a gusanos
Melon Reduce la acumulacion de
(Cucumis Agrotipe Inc. S-adenosilmetionina hidrolasa el y en consecuencia la
melo) produccion de etileno, retraso
en la maduracion
Nabo Pioneer Hi-Bred Mutacion en una desaturasa de  Alto contenido en &cido oleico
(Brassica International Inc. acidos grasos y bajo en linoleico
napus) Aventis CropScience Nitrilasa de K. pneumonidae et a !OS l}erl?lgldas
bromoxinil e ioxinil
Bayer CropScience PPT-acetiltransferasa Resistencia a PPT
Nabo Monsanto Company EPSPS Tolerancia a glifosato
forrajero . .
(Brassica Bayer CropScience PAT de S. hygroscopicus B glgfosmato =
amonio
rapa)
Patata Resistencia al CPB y al virus
(Solanum PLRV
tuberosum) Resistencia al CPB y al virus

Monsanto company

cry34 de B. thuringiensis

PVY

Resistencia al escarabajo de
patata de Colorado (CPB)
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Tabla 5 (continuacion)

Especie Compaiiia

Insercion/Modificacion

Rasgo fenotipico

Soja Aventis CropScience

(Glycine max)  Bayer CropScience

PAT de Streptomyces
viridochromogenes

Tolerancia a glufosinato de
amonio

Dupont Canada
Argicultura Products

Introduccion de otra copia del
gen Gmfad2-1, una desaturasa de
acidos grasos

Alto contenido en acido oleico

Tabaco RGO Tolerancia a los herbicidas
(Nicotiana d’Exploitation des Nitrilasa de K. pneumonidae bromoxinil  ioxinil
tabacum) Tabacs et Allumettes
Introduccion de otra copia del
Vector Tobaceo Tne. gen de l.a acido quinolinico Reduccion en lf)s niveles de
fosforibosiltransferasa (QTPasa) nicotina
en antisentido

Tomate DNA Plant Tecnology  Copia truncada del gen ACC-
(Lycopersicon Corporation sintasa Retraso en la maduracion
esculentum) Agritope Inc. S-adenosilmetionina hidrolasa

Monsanto Company crylAc Resistencia a lepidopteros

Zeneca Seeds

Calgene Inc.

Version de la poligalacturonasa

Retraso del reblandecimiento
del fruto

Fuente de informacion www.agbios.com.
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TRANSFORMACION GENETICA DE FRUTALES
LENOSOS

En frutales lenosos, diferentes de Prunus, el estado actual en la aplicacion de las
técnicas biotecnoldgicas esta mucho mas avanzado que en el caso de Prunus donde
ain son pocos los trabajos en los cuales el gen o los genes introducidos en la planta
representan una mejora genética para la misma. Manzano, peral y citricos,
principalmente, son las especies donde mas se ha desarrollado este tipo de
investigacion (Tabla 06).

En todas estas especies ha sido necesario el establecimiento de protocolos
eficientes de transformacién. En diferentes especies de citricos se han establecido
protocolos muy eficientes con material juvenil (Yu e a/, 2002) e incluso, en algunos
casos, con material adulto (Cervera ez al, 1998a). En los trabajos con material juvenil
las eficiencias de transformacion varfan desde el 1,2% en pomelo (Luth y Moore,
1999) hasta al 80% en citrange (Yu ez al, 2002), mientras que no superan el 6%
cuando se trabaja con material adulto (Cervera ez al, 1998a).

De forma similar se han establecido protocolos de transformaciéon en material
adulto de manzano (Puite y Schaart, 1999) con eficiencias inferiores al 3%, y en
variedades de peral (Zhu y Welander, 2000) con eficiencias en este caso que varian

desde menos del 1% hasta el 42,7%, dependiendo fundamentalmente de la variedad.

Citricos

En Espafa se han desarrollado distintas lineas de mejora incluyendo
resistencia al virus de la tristeza de los citricos (CTV) mediada por la introduccion
de genes del patogeno (Dominguez ¢f al., 2002) y ha sido identificada la region p23
del genoma de CTV como principal causante de los sintomas de la enfermedad,
siendo el primer caso en el que se determina que una proteina viral estd
directamente relacionada con la patogénesis de la planta (Ghorbel ez @/, 2001b).

También se ha trabajado en la busqueda de resistencia a Phytophthora citrophthora
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mediante protefnas antifingicas (Fagoaga e# al, 2001), en la reducciéon del periodo
juvenil mediante la inserciéon de genes florales de Arabidopsis, como Leafy (LFY) y
Apetalal (AP1) (Pefa ef al, 2001), en tolerancia a salinidad con genes de levadura
(HAL2) (Cervera et al, 2000). Muchos de estos citricos transgénicos se estan
evaluando en invernadero e incluso en ensayos de campo bajo malla (Pefia,
comunicaciéon personal)

Aparte de los trabajos desarrollados por el grupo del Dr. Pefia en Espafia,
también se ha abordado el problema del CTV en E.E.U.U. transformando la
variedad ‘Rio Red’ con una versién no traducible de la cubierta del virus (Yang ez al.,
2000). Estas plantas han demostrado presentar mayor resistencia a la enfermedad
(Herron, 2003). Ademas, este grupo ha producido citricos expresando la lisozima
bovina que induce resistencia a Xanthomonas axonopodis pv. citri causante del cancer
de los citricos, y lectina que induce resistencia a insectos, y estan actualmente siendo
analizados en invernadero o en campo. Concretamente, plantas procedentes de
semillas de las variedades ‘Rio Red’ y ‘Carrizo’ expresando lectina y lisozima bovina,
respectivamente, son los dnicos ensayos de campo con citricos transgénicos en
E.E.U.U. (Mirkov, comunicacién personal).

La variedad comercial de mandarina ‘Ponkan’, que produce un elevado
namero de semillas en sus frutos, ha sido transformada con un gen que codifica una
ribonucleasa sintética (barnasa). Se ha descrito que este gen induce androesterilidad
en numerosas especies con lo que su introduccion en esta variedad de mandarina,
que produce frutos partenocarpicos, podria producir una variedad con mandarinas

sin semillas (Li e# a/, 2002). Estas plantas todavia no han sido evaluadas en campo.

Kiwi

En variedades comerciales de kiwi se han introducido los genes /.4, B, C de
A. rhizegenes consiguiendo plantas con mayor capacidad de enraizamiento (Rugini ez
al., 1991) pero con mayor susceptibilidad a varias especies de Pseudomonas. Este

efecto no deseado se hereda y se ha relacionado con una mayor produccién de

auxinas (Balestra ez a/, 2001).

49



INTRODUCCION

Kiwi también ha sido transformado con el gen de una endoglucanasa de soja
(Nakamura ez al,, 1999) incrementando su resistencia frente al hongo Botrytis cinerea, y
con el gen del enzima estilbeno sintasa de 177#s aumentando asi los niveles de

resveratrol en fruto (Kobayashi ez a/, 2000).

Manzano

Se han conseguido plantas resistentes al fuego bacteriano (Ko e# al, 2000),
causado por Erwinia amylovora, y plantas que son menos afectadas por la llamada
sarna del manzano (Venturia inaequalis) mediante la expresion de endoquitinasas
(enzimas hidroliticos) (Bolar ez al, 2000; Faize et al, 2003), por la expresion de
proteinas con actividad antifungica (Faize ez al, 2004; Szankowski ez al., 2003), o por
la expresion de un gen de resistencia de un manzano silvestre (Belfanti ez 2/, 2004).

La obtenciéon de plantas resistentes a plagas se ha conseguido gracias a los
genes ¢ry de la bacteria Bacillus thuringiensis. Estos genes codifican una protoxina
insecticida que se proteoliza en el intestino del insecto debido a la alcalinidad del
medio. También con éxito el grupo del Dr. Dandekar ha evaluado en campo
manzanos expresando una version modificada del gen eryLAc de Bacillus thuringiensis
para el control del gusano del manzano (Cydia pomonella) (citado como comunicacion
personal por Scorza, 2001).

Investigaciones sobre el control de la maduraciéon mediante modificaciones de
la ruta de biosintesis de etileno se estan llevando a cabo por investigadores de la
Agritope, Inc. (Beaverton, Oregon). El gen que codifica para la S-adenosilmetionina
hidrolasa (SAMasa) ha sido introducido en manzano (Bommineni e a/, 2000) y
actualmente existen ensayos en campo aunque los resultados de estas
modificaciones en la maduracion de los frutos todavia no se conocen.

El Dr. Dandekar y sus colaboradores han desarrollando en Davis (California)
un programa de mejora de manzano mediante el control y modificacion de la ruta
de sintesis del etileno mediante la transformaciéon con ADNc sentido y antisentido
codificando para la ACC-sintasa y ACC-oxidasa con el fin de llegar a tener un mayor

conocimiento de la accién de este gas en los procesos de senescencia y maduracion.
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Después de evaluar en campo e invernadero las diferentes lineas transgénicas
obtenidas observaron que los frutos de las plantas transformadas presentaban
mayor firmeza e increment6 su vida (Dandekar ez al., 2004).

El crecimiento en plantas de manzano ha sido modificado mediante la
introduccion del gen 7o/ B, aislado de _Agrobacterinm rhizogenes, en patrones de
manzano consiguiendo plantas con entrenudos mas cortos y con mayor facilidad de
enraizamiento (Welander ¢z a/, 1998), que se estan evaluando en campo (Zhu,
comun. pers.).

En la pagina http://gmoinfo.jrc.it/ se pueden encontrar varias liberaciones
voluntarias en Europa de manzanos transgénicos que corresponden a algunos de los
casos descritos atriba (B/SE/04/1227), ademas de la introduccién de posibles
resistencias a hongos y bacterias (B/NL/02/03 y B/DE/03/140) o ADNc de alelos
de compatibilidad (B/BE/03/V1). Una reciente publicacién describe la obtencion
de fenotipo autocompatible mediante el silenciamiento del gen-S (que controla la
autoincompatibilidad) mediante la produccién de plantas con copias extras del gen-S
(Broothaerts et al., 2004).

El grupo del Dr. James ha desarrollado un interesante trabajo en manzano.
Como alternativa a las construcciones tipicas con los promotores constitutivos
CaMV 35S y Nos, han transformado con promotores que permiten que el transgén
se exprese solamente en determinados o6rganos de la planta (Gittins ez al, 2000,

Gittins ez al, 2001).

Nogal

Esta especie, al igual que manzano, es atacada por C. pomonella y se han
desarrollado plantas totalmente resistentes mediante la insercion del gen erylAe

(Dandekar ez al., 1998).
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Tabla 6.- Mejoras genéticas introducidas en frutales distintos de Prunus spp.

Especie Variedad Genes Fenotipo Referencia
Carrizo . Tolerancia a
(Citrus sinensis L. Osbecbk x e il 2 salinidad Cemem et o, 2080
Poncirus trifoliata L. Raf.) . LEAFY y Menor duracion de ~
Citrange APETALA I, i el Pefia et al., 2001
Resistencia al
cancer de los
Citrange Lisozima citricos Mirkov
& bovina (Xanthomonas (comunicacion personal)
axonopodis pv.
citri)
Kaki . Resistencia a
(Diospyros kaki L.) Jiro Cpiete) lepidopteros Wi e
Kiwi Mayor capacidad ..
(Actinidia deliciosa A. Chev.) D 15, € de enraizamiento il giet, 221
B1,3- Resistencia a Nakamura et al., 1999
Hayward  Endoglucanasa _ Botrytis cinerea i
Estilbeno Aumento en los
. niveles de Kobayashi et al., 2000
sintasa
resveratrol
Lima Resistencia al
(Citrus aurantifoliata Swing.) Mexican Cp-CTV Citrus Tristeza Dominguez et al., 2000
Virus (CTV)
Mandarino Ponkan  pTA29-barnasa  Frutos sin semillas Li et al,, 2002

(Citrus reticulata Blanco)

Manzano
(Malus x domestica Borkh.)

=E SAMasa

Modificacion en la
biosintesis de
etileno

Bommineni et al., 2000

-- Endoquitinasa

Resistencia a la
sarna del manzano

Bolar et al., 2000

(Venturia
inaequalis)
Resistencia al
bar herbicida De Bondt et al., 1996
fosfinotricina
Jonagold —
Rs-AFP2 Actividad
Y antimicrobiana y De Bondt et al., 1999
AMPI N
antifingica
Patréon
M.26 B Mg G Welander et al., 1998
Patron de enraizamiento Zhu et al.. 2001
M.9/29 werat,
Resistencia al
Galaxy fuego bacteriano
attE uego bacte Ko et al., 2000
, (Erwinia
patron M.26
amylovora)
Elstar O e Autocompatible Broothaerts et al., 200
del gen-S
Galaxy Resistencia a la
. sarna del manzano .
Ariane Quitinasa (Venturia Faize et al., 2003
inaequalis)
Elstar Resistencia frente a
Holsteiner Vstl y PGIP hongos (Venturia Szankowski et al., 2003
Cox inaequalis)
Ariane Resistencia a
pinB Venturia Faize et al., 2004
Galaxy . .
inaequalis
Resistencia a
Gala HerVf2 Venturia Belfanti et al., 2004
inaequalis
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Tabla 6 (continuacion)

Especie Variedad Genes Fenotipo Referencia
Naranjo amargo = Cp-CTV ~ Resistenciaal CTV  Ghorbel et al., 2000
(Citrus aurantium L.)
Naranjo dulce Resistencia frente
(G ) Pineapple PR-5 Phj}t:;;tgh?)ra Fagoaga et al., 2001
citrophthora
Nogal . ervIA(c) Resistencia a Dandekar et al., 1998
(Juglans regia L.) Cydia pomonella ’
Papaya Sunset Resistencia al
(Carica papaya L.) et Cp-PRV Papaya Ringspot Fitch et al., 1992
Virus (PRV)
Peral Resistencia a
(Pyrus communis L.) Barlett D5Cl1 Erbinic anylovora Puterka et al., 2002
Passe attE ngstenma a Reynoird et al., 1999
Crassane Erwinia amylovora
Expresion de GUS
bajo promotores
Conference gus inducibles por la Malnoy et al., 2003
presencia de E.
amylovora
Patron
BP10030 U Mayor capacidad NG5 i 20
Beurre ol C de enraizamiento Bell et al., 1999
Bosc
Modificacion en la
=2 SAMasa biosintesis de Bomineni et al., 2000
etileno
Pomelo Resistencia al CTV
(Citrus paradisi Macf.) Cp-CTVy gna y actividad Yang et al., 2000
Rio Red insecticida
Cp-CTV Resistencia al CTV Herron, 2003
Snow Drop Actividad Mirkov
Lectin insecticida (comunicacion personal)
Genes
implicados en .
Duncan II; ruta de Mayores niveles de Costa et al., 2002
e [-carotenos
sintesis de
carotenos
ML Thompsom Shiva 1y Resistenc'ia 2
(Vitis vinifera L.) Seedless TomRSVCp hongos patogenos Scorza et al., 1996
y al TomRSV
Neo Muscat  RCC 2, nptl] Resmtenga 2 Yamamoto et al., 2000
hongos patégenos
Resistencia al
Russalka 3 GFLVCp Grape Fanleaf
USSR Gutoranov et al., 2001
Russalka3 x .
. Proteina
Corinth afp .
. anticongelante
white
Silcora
Thompsom  DefH9-iaaM Partenocarpia Mezzetti et al., 2002
Seedless
Chardonnay P ept{d o8 Res1stenc1a.a Vidal et al., 2003
microbicidas  ataques bacterianos
(Vitis rupestris S.) Gen de la Resistencia a
-2 movilidad de  Grapevine virus A Martinelli et al., 2002
GVA (GVA)

* Variedad no indicada por los autores.
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Peral

Al igual que el manzano esta especie se ve afectada por la enfermedad
conocida como fuego bacteriano por lo que los programas de mejora tienen como
objetivo la obtencién de variedades resistentes. Perales transgénicos expresando el
gen attacin E han demostrado presentar una gran resistencia a la enfermedad en
comparacién con controles no transformados (Reynoird ez a/, 1999).

Recientemente se ha detectado que la inserciéon de un gen artificial con
actividad similar al a#tacin E, el D5C1, también afecta a otros organismos patdégenos
del peral como Psylla pyri. Parece ser que el asentamiento prolongado de dicho
insecto sobre un arbol transgénico provoca una disminuciéon en el ndmero de
huevos depositados por la hembra y un peor desarrollo de las larvas (Puterka ez 4/,
2002). Otras aproximaciones en la biasqueda de resistencia a Erwinia amylovora han
sido realizadas por Malnoy e a/. (2003) en un interesante estudio de transformacion
con construcciones bajo el control de promotores inducibles en presencia de la
bacteria.

También se han conseguido patrones enanizantes mediante la insercion del
gen ro/ C de A. rhigogenes (Bell et al, 1999) y patrones enanizantes con dificultad para
enraizar han sido modificados con el gen 0/ B optimizando la produccién de raices
(Zhu et al, 2003). Se estan solicitando permisos para la evaluaciéon en campo de
estas plantas (solicitud de liberacion B/SE/04/1227, http://www.gmoinfo.jrc.it/).
Asimismo se han desarrollado investigaciones sobre el control de la maduracién con

idéntica metodologia a la aplicada en manzano (Bommineni ez a/., 2000).

Vid
Diferentes variedades de uva de mesa y de vino han sido transformadas con
distintos objetivos. Callos embriogénicos de la variedad ‘Neo Muscat’ han sido

transformados con el gen RCC2 que codifica para quitinasas confiriendo a las

plantas transgénicas obtenidas resistencia a hongos patégenos (Yamamoto et al,

2000).
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Otras variedades de 7s vinifera han sido transformadas con la proteina de
cubierta del GFLV (Grape fanleaf virus) y proteinas anticongelantes (Gutoranov ez
al, 2001) o con genes que codifican diferentes péptidos con actividad
antimicrobiana (Vidal e a/., 2003; Scorza et al., 1996), asi como con el gen DefH9-
iaaM que confiere partenocarpia en flores de diferentes especies (Mezzetti e¢f al.,
2002). En otros casos se ha evaluado el efecto de diferentes promotores sobre la
expresion de un gen bifuncional, resultado de la fusién de los genes marcadores gfp y
npAl (Li et al, 2001). El efecto de estos genes sobre las plantas transformadas no ha
sido descrito.

Vitis rupestris es otra especie de este género que también ha sido transformada.
Embriones somaticos se han transformado con el gen GVA (Grapevine virus A)
que codifica la proteina de movimiento del virus (Martinelli e# @/, 2002) aunque el

efecto del transgén en las plantas obtenidas aun no ha sido evaluado.
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TRANSFORMACION GENETICA DE ESPECIES
DE PRUNUS

La Tabla 7 recoge los principales logros alcanzados en la transformaciéon de
algunas de las especies de Prunus. En los casos donde se ha conseguido producir
planta transformada, las eficiencias de transformacién (cuando son indicadas) son
en general muy bajas, no superando en ningun caso el 30% a partir de material

juvenil (Mante e# al., 1991), aunque a menudo las frecuencias obtenidas oscilan entre

0,2% (Miguel y Oliveira, 1999) y 3% (Scorza et al., 1995b).

Albaricoquero (Prunus armeniaca L.)

Quizas sea la especie en la que menos estudios se han publicado que utilicen la
transformacion genética como técnica de mejora. Una de las mas importantes lineas
de investigacion esta basada en la busqueda de individuos resistentes al PPV,
causante de la enfermedad denominada sharka. La sharka afecta al ciruelo,
melocotonero y albaricoquero. Ocasiona perdidas en la cantidad y en la calidad de
los frutos y debilita a los arboles infectados, de hecho, es considerada la enfermedad
mas importante que afecta al género Prunus.

Hamilton (1980) postulé que la expresion de proteinas virales en plantas
transgénicas podria conferir a estas inmunidad frente al virus. Son numerosos los
trabajos donde se hace referencia a este tipo de resistencia adquirida (Sturtevant y
Beachy, 1993).

También se ha conseguido resistencia a virus mediada por ARN. En este caso
se introducen en la planta versiones truncadas del ARN viral o zonas no traducibles.
Este tipo de resistencia parece haber dado mejores resultados e individuos
totalmente resistentes, cosa dificil de conseguir mediante la introduccién de una
proteina viral (Prins, 2003).

La primera publicacién sobre transformacion de Prunus armeniaca L. aparece en

el ano 1992. En un medio selectivo con kanamicina se consiguieron regenerar
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plantas transformadas a partir de embriones inmaduros (Laimer da Camara
Machado ef al, 1992). Posteriormente, tras enraizar y aclimatar plantas con la
proteina de la cubierta del PPV, se observé que estos individuos eran mas
resistentes a la infeccion que los controles no transformados (da Camara Machado e#
al., 1995a). Estos excelentes resultados permiten anticipar la posibilidad de utilizar
en variedades comerciales de albaricoquero la protecciéon mediada por genes del
patoégeno.

Una publicaciéon posterior (Escalettes ez al., 1994) describe el primer intento de
transformaciéon de material adulto en albaricoquero, en concreto hojas. La
transformacién y posterior seleccion disminuyeron drasticamente los niveles de

regeneracion pero se consiguieron obtener tres plantas quiméricas.

Almendro (Prunus dulcis [Miller] D.A. Webb)

En el primer trabajo con almendro (Archilletti ez a/, 1995) se establecié un
eficiente protocolo de transformaciéon de hojas mediada por A. ‘tumefaciens.
Observaron que el factor mas influyente, junto con el genotipo, fue el tiempo de
cocultivo debiendo retrasar la selecciéon con kanamicina al menos seis dias para
obtener resultados. Con tiempos menores las zonas GUS positivas en los explantos
eran de proporciones muy reducidas. Estos resultados fueron corroborados en un
trabajo posterior (Ainsley e# al, 2002) en el que se establecié en 5 dias el tiempo
optimo de cocultivo. Ademas, se detectaron diferencias en funcién no solo del
genotipo sino también de la cepa de Agrobacterium utilizada y se observé una mejoria
en los resultados al afiadir acetosiringona en el medio de crecimiento de la bacteria.

El primer trabajo en el que se comunico la obtencién de planta transformada
de almendro expresando genes marcadores es relativamente reciente (Miguel y
Oliveira, 1999). Después de transformar hojas con dos cepas diferentes de
Agrobacterinm y la regeneracion de brotes adventicios en un medio selectivo con
kanamicina consiguieron 4 clones, un individuo totalmente transformado y tres
quimeras. Para la obtenciéon de dichos individuos fue necesario aplicar una presion

de seleccion muy baja o retrasarla 20 dias. Aunque el material vegetal utilizado
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fueron hojas, dichas hojas provenian de brotes de semillas germinadas 7z vitro de la
variedad ‘Boa Casta’. Por lo tanto, se trata de material juvenil de caracteristicas

agronomicas desconocidas.

Cerezo (Prunus avium L.), guindo (Prunus cerasus L.) y
patrones de cerezo

Mediante biolistica se transformo la variedad Summit (P. avium) y dos patrones
enanizantes de cerezo, Inmil® (P. incisa x serrula) y Damil® (P. dawyckensis) (Druart et
al., 1998). Al intentar disociar las quimeras formadas no tuvieron éxito por lo que
fue imposible establecer una linea totalmente transformada.

La transformaciéon con _A. rhizogenes permitié la obtencion de planta
transgénica a partir de rafces del patron de cerezo ‘Colt” (P.avium x pseundocerasus)
(Gutiérrez-Pesce e al., 1998). La infeccion con A. rhizogenes indujo la formacion de
raices adventicias. Estas raices, cultivadas por separado o aun unidas a los brotes,
generaron brotes adventicios. Los brotes transgénicos fueron capaces de enraizar en

medio sin auxinas o con muy bajas concentraciones. Resultados similares se
. L ® .
obtuvieron tras transformar brotes de los patrones Inmil~ (P. zncisa x P. serrula) y

Damil® (P. dawyckensis) (Druart et al,, 1998). En estos trabajos se utilizaron genes que
inactivan o degradan herbicidas, lo que tiene gran aplicacion sobre todo en patrones.
Cuando el gen introducido tiene estas caracteristicas, es decir, confiere resistencia a
un determinado agente, el propio gen sirve como gen marcador. Las plantas
transformadas se obtienen en un medio selectivo con el herbicida para el que se ha
adquirido tolerancia.

Mediante embriogénesis somatica se obtuvo planta transformada a partir del
patron de cerezo Prunus subbirtella autumno rosa (da Camara Machado ez al, 1995b).
Con una determinada combinacién de reguladores de crecimiento, una linea de
callos resulté ser altamente embriogénica. Utilizando estos callos como diana para
Agrobacterinm tumefaciens establecieron una estirpe de callos embriogénicos que habian

integrado los genes mpfll y gus. A lo largo de diversos subcultivos, en un medio
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selectivo con kanamicina, consiguieron que la totalidad de las células de dichos

callos estuvieran transformadas. De estos callos regeneraron brotes. Un protocolo

similar fue aplicado posteriormente con éxito en el patrén Inmil® (Druart et al.,
1998).

Adaptar especies a climas mas frios permitira extender su cultivo a zonas
nuevas. Callahan e# a/ (1991) hacen referencia a la dificultad de obtener individuos
resistentes al frio y la costosa identificaciéon de los individuos con fenotipo
resistente, debido al tiempo necesario para la evaluaciéon en campo. Se ha trabajado
sobre un hibrido cerezo-guindo (Dolgov, 1999) introduciendo el gen afp (antifreeze
protein), que codifica para una proteina protectora de la congelacién perteneciente a
una especie de pez artico, Pseudopleuronectes —americanns. Se obtuvo planta
transformada, pero los hibridos transgénicos caracterizados no presentaron fenotipo
diferente a las plantas control, probablemente debido a una insuficiente expresion
del transgén. La expresion de esta proteina ha tenido éxito en tabaco, donde redujo
la temperatura de congelaciéon en 3-5°C en las plantas transformadas (Lee e7 4/,

1990) citado por Dolgov, 1999).

Ciruelo (Prunus domestica L.)

El equipo del Dr. Scorza en Virginia (Estados Unidos) ha desarrollado un
extenso trabajo a lo largo de los ultimos afios utilizando hipocotilos de semillas de
ciruelo. Después de optimizar un protocolo de transformacién y conseguir
regenerar plantas expresando los genes marcadores npAl y gus a partir de segmentos
de hipocotilo (Mante e al., 1991) pasaron a insertar una construccién que contenia
el gen que codifica para la proteina de cubierta del virus de la sharka (CP-PPV)
(Scorza et al, 1994). De estos ensayos se seleccioné un clon, conocido como C-5,
que result6 ser altamente resistente a la infeccion por el virus (Ravelonandro ez 4/,
1997). En este trabajo se pone de manifiesto la relacion entre el nimero de copias
integradas y la resistencia de la planta al virus. El clon C-5 presenta, ademas de
varias copias insertadas, bajos niveles de transcrito y niveles indetectables de

proteina lo que indica un mecanismo de silenciamiento post-transcripcional (Scorza
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et al, 2001). Recientemente, mediante el cruzamiento de los clones C-5 con las
variedades comerciales ‘Prunier d’Ente 303 y ‘Quetsche 2906’ se han conseguido
hibridos con fenotipo resistente al PPV, herediandose el transgén de forma
mendeliana y produciéndose un nimero de descendientes resistentes proximo al
50% (Ravelonandro e al., 2002).

Este mismo grupo publicé un trabajo en el que mediante la introduccion del
gen que codifica la proteina de cubierta del PRSV (Papaya Ringspot Virus)
intentaron conseguir resistencia al PPV. Aunque en un principio las plantas
presentaban cierta resistencia al cabo de 32 meses se detectd la presencia del virus
en toda la planta (Scorza ez al., 1995b).

Otros investigadores han trabajado con material adulto de ciruelo (Escalettes ez
al., 1994), transformando con A. fumefaciens o con A. rhigogenes, obteniendo mejores
resultados con A. tumefaciens, con la que consiguieron individuos quiméricos. Sin
embargo, las raices obtenidas después de la infeccion con A. rhizogenes resultaron ser
altamente recalcitrantes a la regeneraciéon. En este trabajo se puso de manifiesto una
tuerte influencia del genotipo y una reduccién drastica en la tasa de regeneracion al
aplicar un medio selectivo a las hojas. Estas observaciones fueron corroboradas en
trabajos posteriores (Yancheva et al, 2002) donde si se consigui6 planta
transformada, para los dos genotipos con los que trabajaban, incrementando

paulatinamente en cada subcultivo la presion de seleccion.

Melocotonero (Prunus persica L.)

Ye et al. (1994) optimizaron las técnicas biolisticas para esta especie. Los
proyectiles utilizados consisten en particulas de tungsteno recubiertas con el
plasmido pBI426 que incluye los genes npAl y gus. Obtuvieron 65 lineas de callos
resistentes a kanamicina a partir del bombardeo de tejido embrionario. Aunque no
se obtuvo regeneracion, 19 de estas lineas dieron lugar a estructuras similares a
brotes. Adicionalmente, se aplico esta técnica sobre diversos tejidos aunque solo se

obtuvo transformacién estable cuando se utilizaron callos provenientes de
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embriones, no con el resto de tejidos bombardeados, donde toda la transformacién
obtenida fue transitoria.

Scorza et al. (1995a) desarrollaron un procedimiento donde combinaron la
técnica descrita anteriormente y la infeccion con Agrobacterium tumefaciens utilizando
meristemos apicales. Al bombardeo con particulas de oro le seguia un cocultivo con
la bacteria durante 48 horas. Sin embargo, el dafio mecanico producido en los
meristemos provoco una alta mortalidad en el material vegetal y el crecimiento de la
bacteria fue dificil de controlar.

Una linea de estudio muy interesante que se ha desarrollado en melocoton, se
basa en el uso de cepas de .A. fumefaciens conocidas como “shooty mutants”. Son
cepas sin desarmar que tienen una mutacioén, consistente en una interrupcion con el
transposon tn5, en un gen implicado en la sintesis de auxinas pero que mantienen
intacto el gen 7, implicado en la sintesis de citoquininas. La infeccién con una cepa
“shooty mutant” provoca en la planta diana la apariciéon de una serie de tumores a
partir de los cuales se diferencian brotes transgénicos. Este tipo de transformacion
produce plantas con una mayor sintesis endégena de citoquininas dando lugar a un
fenotipo mas ramificado y con entrenudos mas cortos. En trabajos iniciales se
intenté transformar tallos de brotes propagados iz witro y, aunque se obtuvieron
callos transgénicos (en los que quedé demostrada la insercion del ADN-T) capaces
de crecer en ausencia de citoquinina exdégena, no se obtuvieron plantas
transformadas (Hammerschlag ez 4/, 1989). Posteriormente, mediante la
transformaciéon de hipocotilos de semillas germinadas de ‘Redhaven’, se
consiguieron varias lineas transgénicas caracterizadas por una elevada expresion de
citoquininas (Smigocki y Hammerschlag, 1991). Al tener las células transgénicas
unos mayores niveles de citoquininas, la estrategia para seleccionar las células
transformadas consistié en un medio pobre en reguladores del crecimiento. En estas
condiciones se desarrollaron yemas axilares diferenciadas a partir de embriones
infectados por la bacteria. Demostrando la integracion del transgén mediante PCR y
Southern, este trabajo fue el primero en comunicar la obtencién de plantas

transformadas de melocotonero. La evaluacién 7z wvitro y en invernadero de estas
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plantas demostré una senescencia retardada en ausencia de citoquinina exégena
comparada con el control. Asimismo, dos de las tres lineas mostraron un menor
desarrollo en invernadero y una de ellas mostré mayor ramificaciéon que las plantas
control (Hammerschlag y Smigocki, 1998).

En el género Prunus el periodo de maduracion es muy corto por lo que
conseguir aumentar el calendario de produccion es muy interesante. En
melocotonero se han estudiado ampliamente los genes que participan en este
proceso (Callahan e# al, 1989). El reblandecimiento de frutos se ha conseguido
retrasar en tomate mediante la expresion de genes antisentido en la planta (Gray ef
al., 1992). Este sistema anula parcialmente la accién de los enzimas causantes del
reblandecimiento ya que el ARN antisentido hibrida con el ARN correcto formando
un ARN de doble cadena impidiendo asi la correcta traduccion de la proteina. En la

variedad de melocotonero ‘Redhaven’ ya se han caracterizado tres ADNc que

codifican diferentes endo-P-1,4-glucanasas, enzimas muy importantes en el proceso

de reblandecimiento y caida del fruto (Trainotti ez al, 1997).

62



z

INTRODUCCION

dyadd (£LD) dDa
Gdn I-NAV - ddsgpamndnyd Setiomiog
661 /P 12 sonoeosy 0 q SO10I1E] sauadozngi ' i
(d1) 1-NAV (bV) rid K
(101 VH:D
1661 “[p 12 AUBIN 0€ - 01 so[noosodrp] snd ‘rridu F1eL NHOd sualopfoun RETTEIIS
1004 NDOd voysauop
DIV
8661 " 12 1aeni(] -- q SO10IE] Apg (idn) 1-NQV esegl, guigd  sauwaSozii Rislel
+ pege] nyd sisuayiawp g
s $9)01¢] d1 Sau230ZIL | D sy aIOpasd
2T q 5101 (rd1) 1-NAV 1YL Y oD X wman g
RG6G1 /P 12 908 J-ZoLId1INL) (6681 HddON)
0 sajoIg] (dt) 1-NOV segIryd sauadozifl pIBZZRIN
4 £l _
wman g
) (D8SD) DAH
o 3 -SNH-dDAdd
‘doyadd sn3 ‘rpidu -LLINYDd
selop] suaionfoun
(1985D) WISNH ,
e : i (eBuri(y Apey
FOG1 "0 12 sa)j9[e0sy 0 dec [LLdNGTwed MBS X BIBDIOS)
- dadd ) dn L
Gdn) I-NAV  ddggrpawpydiyd
sajorg] sauadoznpi "
- (dn) 1-NQV (PV) rad
661 1w . : . O (rOrr VE'D : ; i -
15 OPEUDEJN BIGWE?) B JOUIS'] sauopaqnoe)) snd ‘rridu mgnougd sualopfawny I010WIYS00Y R ——
_— ! sopronpoaul (eda)) ]
RIDUIIDJY ¢ (%)L ojuepdxyg wen P e BIIUID |, pepaLiep aadsg

‘dds snun. ud uQIRWOJSUBI] -*/ BIqRL

63



7

INTRODUCCION

(01 VHH =
00T “fr 12 A9Jsury selof] snd ‘pridu FOrF VT suatnfoun)
6 msnossed oeduon
‘BIDAT[(O) A [andt : SyptunIeH snd ‘fpdu M%o_ W:‘M...WQ sualapfang BISE) BO
6661 BIRAII( A [ONSTN 0 seqrwas op selof] Il _.._,T:”u._nr.m_ 219/ F 31s8]) BOY
E00EIVA
0 [SNIN
CH61 P 12 mR[IyaIy selop] sn3 ‘[ndu _n_.ﬂw..ﬂ”..wmmm_w suatonfawuny "
0 paotLadng
sy d
1 zAULS
ZOOT “Jp 12 BADYDURA selop df3 ‘tpdu (rOry VeI'D sualonfowun R b O
: : dowsd :
80 ayosiang)
; carien (LOLZ / 8€D) AY : 5
sonoonodr dyad ‘snd ridu L Suapfawng i C
€ [hoo0diH s, 1 4do/O078rVDd 4 I Or10Le
CH61 P 12 BZI00G
Z dpyad 'snd ‘[pdu (LOLZ [ 8SD) A
ddo/noT8rvod
sonosodip] (101 VH suatonfauny ' Aojue)g
+661 I 12 BZI0DS Tl dyadd ‘snd ‘qpidu «nomw “‘ \wm...uu
10"
AddrD9T8rvod
84 (D8<D) DAH
i \ i |P—
doyadd ‘snd pridu SOo U>L.n_
-ILLINVDd (1-845)
FeG1 P 12 so119[R0SH] - selopg suatonfowung " _EE.M.__,WS_
snS gpidu (ID8eD) WSNH E
-ILLING 1 utgd
DIYSAUOP of
oy B soplonpoajul (eda)) 3
RIIUIIDPIY e (%) LA oyuepdxy sauan) uodNIIsUO) BIAUN |, pepaues aadsy

(uomenunuod) / Blqel,

64



z

INTRODUCCION

"SOPRULIOJSUR $9101q uoIRIduadal suauuoussod anb seotupdsuen saotel uownpoid sajoiq sojs
salone m....__ hGﬁ— —“ﬂu—«—.—oﬂu..—ﬁn—ﬁl_n— ﬁ—u«UnﬁEQH—.: N~ Umu ‘—_U.:.UU.T OH: UOQ —.—N—.— a5 ou D.:_upﬂn— 2 ﬁxU«@.E a5 ou Dm:.:m_._u ,—.—OMU—M—.EO,?E:b Uﬂ Nmuﬁn._um—.nﬁ §

.v,.u:.uW..QN_:.\L 7 10D UQIIAJUL B[ 2P ,nn.:.—&muﬁ SEPBULIOJ S20IE1 2P OI2WNU [B BPLIDJAL BIDUDIDIH 5

1

seloy op soforoad

S661 P 12 OPRYDEN BIRIURD) BD -- ap soompFouqua snd ‘Jridu mﬁﬂww /ﬁ.m:ﬁw suaBf2wn) " BSOI oUWy
sol[e) i pHRLIYGNS o
§9101q 2p sao1de
A eloy “sauopaqioo
“ “uouqud dp G . - —— .
661 "1 12 2k 0 So[[Bd ‘soInprul sng ‘ridu 9zp1ed “cogierd eonstjoly [19A07]
SOUOLIQUID
‘SouoLIquD ap saly
; i z . B SOINPELL _Jueniu Aj0oys,,
P L SR Iamsiaials] | ATOR SOUOLIQUIE] (1dn) 1-NQV (Cujpgzesun)  suappfown usARYpPaY
6861 P 12 Be[UPsIOUNUBL] 0 sajolg] oyird
SOINPRUIT .
SaUOLIqUIF Iz ¥dd
; : vIme
0661 P 12 BZ1008 0 selof] Jrdu NHMWMMW suaLnfomn o%nmsEM,_‘
SOOIRTOLIGUID
so[[e) 09dArI vorsaad
(221v)
-- q So101g] A0q “(dn) 1-NAY msegl. gluigd  sowadoznge p
+ peger ryd
8661 v 12 11ena(] i
-- somopquE sna ‘[ridu (rort ve'D suaronfowny
SO[[BD g nnssed _ _ vjnLias
X wspur o
o T (o1 VHH)
6661 “p 12 A0Bjo(] -- » sna3 [ridu msnoseed y . .
selop] - suatonfauny p a[3es yorlg
6661 A03[0(] i 1dyy “dfp (101€AD) wnan
S : $€9ADdd x psooyonif
sopnpoyul edo
RIDUAIAJOY AN i | ojuepdxyg _umunﬂuu . =o.“ﬁ.u=umw._=u LATIIRDY pepaLIeA apadsg

(uomenunuod) / B|qey,

65



INTRODUCCION

ESTADO ACTUAL Y PERSPECTIVAS DE
FUTURO

En citricos se han producido avances muy importantes con material juvenil,
normalmente con material procedente de semillas apomicticas germinadas de una
determinada variedad, permitiendo estudiar el efecto de diferentes transgenes en
plantas transformadas con idénticas caracteristicas que la variedad madre. Sin
embargo, serfa conveniente transformar material adulto debido a que las variedades
del género Citrus tienen periodos juveniles muy largos. Mientras que los naranjos
dulces (que representan aproximadamente el 70% de la produccién mundial de
citricos) necesitan mas de 20 afios para perder completamente los caracteres
juveniles y comenzar la produccion (Pefia y Navarro, 1999), la utilizacién de tejido
adulto durante la transformacion del naranjo dulce ‘Pineapple’ produjo plantas que
florecieron y dieron frutos en apenas 14 meses (Cervera ef al., 1998a). Sin embargo,
cuando se comparan las eficiencias de transformaciéon obtenidas en citricos
utilizando material juvenil y adulto estas disminuyen dramaticamente en este dltimo
caso. Por ejemplo, en el caso de la naranja dulce ‘Pineapple’ la eficiencia de
transformacion es tres veces inferior utilizando material adulto que juvenil (Cervera
et al, 1998a). Otros autores han obtenido resultados similares siendo capaces de
transformar tan solo una de cuatro variedades ensayadas y con eficiencias
relativamente bajas (Almeida e a/, 2003).

También en el caso de Prunus se ha transformado en muchas ocasiones
material juvenil y en la mayorfa de los casos se han utilizado solo genes marcadores
(Tabla 7). En todos los casos, en los que se han introducido genes de interés, el
material de partida ha sido hipocotilos (Scorza e al, 1995b; Laimer da Camara
Machado ez al, 1992). Tan solo unos patrones comerciales de cerezo han sido
transformados con el ADN-T de A. rhizogenes induciendo un mejor enraizamiento
en las plantas transformadas (Gutiérrez-Pesce ez al., 1998).

El genotipo es un factor critico en el desarrollo de los protocolos de

transformacién. Por lo general, protocolos desarrollados para una determinada
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variedad no son validos para otras. En especies como manzano o peral, que son
transformadas eficientemente, la informacién proporcionada en esta introduccion
indica que son muy pocos genotipos de una especie en particular los que han sido
transformados y, en algunos casos, esos genotipos no son variedades
comercialmente importantes. El desarrollo de protocolos de transformacion que no
dependan del genotipo a transformar sera dificil de conseguir con las metodologias
actuales. Diferentes autores han intentado transformar sin éxito meristemos
provenientes de brotes micropropagados (Ye ¢z al, 1994; Druart et al, 1998). La
transformaciéon de meristemos podria eliminar la necesidad del proceso de
regeneracion para la obtenciéon de plantas transgénicas, permitiendo la manipulacion
genética de las variedades comerciales ya establecidas. Sin embargo, la alta
mortalidad de los explantos y las dificultades a la hora de controlar el crecimiento de
Agrobacterinm han limitado el desarrollo de esta metodologia (Scorza et al, 1995a).
Recientemente, se ha desarrollado un protocolo para diferentes variedades de vid
que podria ser una solucién para esta cuestion (Mezzetti ef al., 2002). Los autores
generaron un tejido que denominaron “agregado meristematico” a partir de brotes
in vitro mediante métodos mecanicos (eliminacién de los meristemos apicales) y
quimicos (incremento progresivo en la concentraciéon de citoquininas) con el fin de
eliminar la dominancia apical y estimular la proliferaciéon basal de meristemos. Este
agregado es un tejido con una gran capacidad regenerativa y que puede ser
transformado eficazmente por Agrobacterinm dada la gran cantidad de células en
divisién activa presentes en él. Este sistema parece ser facilmente adaptable para
otras especies de frutales lefiosos; por ejemplo, en nuestro laboratorio han sido
producidos agregados meristematicos de tres variedades diferentes de albaricoquero
con tasas de regeneracion similares a las descritas en vid.

A pesar de la importancia econémica del género Prunus, hasta la fecha los
resultados han sido mucho menores que en otros frutales lefiosos. Las razones para
este aparente retraso pueden estar en una mayor dificultad para obtener
regeneracion en estas especies que parecen ser bastante recalcitrantes y en una

elevada sensibilidad a los antibiéticos. Mientras que en especies poco sensibles
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como los citricos, peral, nogal u olivo se utilizan sisteméiticamente 100 mg/L de
kanamicina para seleccionar las células transformadas, en Prunus es frecuente que no
solo las concentraciones inhibitorias sean mucho menores (entre 5 y 10 mg/L en
almendro, por ejemplo) sino que sea necesario utilizar estrategias especificas de
seleccion. Por estas razones la transformacion de Prunus podria ser sensiblemente
mejorada con la utilizacién de la llamada seleccion positiva basada en proporcionar
a las células transformadas una ventaja metabdlica en vez de destruir a las no
transformadas (Joersbo, 2001). La utilizacién de esta estrategia ha redundado en
eficiencias de transformacion 10 veces mayores que la seleccion con kanamicina en
especies recalcitrantes como la remolacha azucarera (Joersbo e al, 1998).
Probablemente, la razén de esta mayor eficiencia estd en el hecho de que los
explantos se necrosan menos y esto podria mejorar la emergencia de brotes
transgénicos, ya que la regeneracion de las células transgénicas embebidas en tejido
necrético podria verse inhibida (Joersbo, 2001).

La transformacion con genes que inducen regeneracion es otra posibilidad que
se esta explorando ampliamente. Con frecuencia se ha utilizado el gen de la
isopentenil transferasa, 707, un gen de Agrobacterinm implicado en la sintesis de
citoquininas. Sin embargo, la expresion constitutiva de este gen produce unos
niveles de citoquininas que afectan el crecimiento de la planta y su desarrollo, por lo
que su utilizaciéon esta condicionada a su control mediante un sistema de expresion
inducible (Zuo et al, 2002) o a su eliminacion posterior (Ebinuma e @/, 1997). Se
esta desarrollando un importante trabajo para identificar genes que promuevan la
regeneracion, presumiblemente relacionados con la sintesis o reconocimiento de
citoquininas o que promueven la transicion del estado vegetativo a embriogénico u
organogénico (Zuo et al, 2002). La utilizaciéon de este tipo de genes ofrece la
posibilidad de una transformacién sin marcadores pero ademas tiene un gran
potencial para mejorar las eficiencias de transformacién en especies recalcitrantes
puesto que la insercion de estos genes en las células induce su divisién y la
regeneracion adventicia en ausencia de reguladores del crecimiento y de seleccion

con antibidticos.
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Las nuevas técnicas tienen la capacidad potencial de revolucionar la mejora de
frutales lefiosos. Hay varias ventajas inherentes en la transferencia de genes a
frutales para su mejora. Una vez que una linea transgénica util es identificada,
asumiendo la estabilidad del transgén, la propagacion vegetativa que es el modo
normal de multiplicar arboles frutales, permite una ilimitada producciéon. No se
requiere fijacion del transgén a través del ciclo sexual. El hecho de que unas pocas
variedades suelen suponer la mayoria de la produccién en muchos frutales
incrementa el impacto que una variedad transgénica podria tener. Aunque, en la
actualidad los avances en la transformacién de frutales estin muy por detras de los
conseguidos en muchas especies horticolas, es de esperar que en los proximos afios
se produzca un incremento en los éxitos conseguidos insertando genes de interés en

variedades comerciales de estas especies.
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MATERIAL VEGETAL

En este estudio se han utilizado la variedad americana ‘Helena’, cedida por el
Dr. Craig A. Ledbetter del Agricultural Research Service (U.S.D.A) en Fresno
(California), y la variedad espafiola ‘Canino’. Ambas variedades fueron introducidas
in vitro y multiplicadas en un medio de proliferaciéon diseniado especificamente para
cada una de ellas (Pérez-Tornero y Burgos, 2000). Los brotes se subcultivan cada
tres semanas, y se mantienen a 22+1°C, con luz fluorescente blanca (55 pmol m-2 s-1)

y un fotoperiodo de 16 horas.

Helena

Variedad americana que fructifica dentro de la primera quincena del mes de
Junio. El didmetro de los frutos es de 6 a 6,5 cm y tienen un peso medio de 125 g.
Los arboles son vigorosos y ligeramente abiertos. Aunque es heterocigotica para la
androesterilidad las flores son autocompatibles y los arboles producen fruta
regularmente (Ledbetter, 1994). Esta variedad fue obtenida en el programa de
mejora desarrollado en el Horticultural Crops Research Laboratory en Fresno,
California.

El medio de proliferacion para ‘Helena’ (medio A) consistio en los
macronutrientes de QL (Quoirin y Lepoivre, 1977) y los micronutrientes, vitaminas
y componentes organicos de DKW (Driver y Kuniyuki, 1984), 3% de sacarosa y
0,7% de agar (HispanLab, S.A.). Como reguladores del crecimiento se afiaden 3,31
uM de No-bencilaminopurina (BAP) y 0,2 uM de acido indol-3-butirico (IBA)
(Figura 6 A). El pH se ajust6 a 5,7 antes de esterilizar en el autoclave a 121°C

durante 20 minutos.

Canino

Variedad espafiola de origen valenciano, autocompatible y principalmente
cultivada en la Comunidad Valenciana (Egea e a/, 1994b). De maduracién media-

tardfa, muy productiva ya desde los primeros afios, con vigor medio y buena calidad
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del fruto (Della Strada ez al, 1989). Es una de las variedades de albaricoquero que
posee una mayor plasticidad en cuanto a su adaptaciéon a diferentes zonas (Pérez-
Gonzales, 1992). Sus semillas son utilizadas para la produccién de patrones francos
de albaricoquero.

El medio de proliferacion para ‘Canino’ (medio B) tenfa la misma composicién
que el descrito para ‘Helena’ al que se le afade CaClz 3 mM. Ademas, se adicioné
1,12 uM de BAP ribdsido (BAPr), 0,05 uM de IBA, 2,1 uM de
6(3hidroxibencilamino) purina (Meta-Topolina), 29,6 uM de adenina y 0,8 mM de
floroglucinol (Figura 6 B). El pH se ajust6 a 5,7 antes de esterilizar en el autoclave a

121°C durante 20 minutos.

Figura 6.- Brotes de la variedad ‘Helena’ (A) y de la variedad
‘Canino’ (B) dispuestos en sus correspondientes medios de
9 proliferacion.

J
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OPTIMIZACION DE LA REGENERACION

En el Departamento de Mejora del CEBAS se disefié por primera vez un
protocolo reproducible de regeneracion de albaricoquero a partir de material adulto
(Pérez-Tornero e al, 2000) consiguiendo, en funcién del genotipo, porcentajes de
regeneracion de casi el 60% utilizando un medio de regeneracion en el que todos los
componentes fueron los mismos que los utilizados en el medio de proliferacion,

excepto el agente solidificante y los reguladores del crecimiento.

Estrategia general de regeneracion

El medio de regeneraciéon tenfa la misma composicion que el medio de
proliferacion descrito para la variedad ‘Helena’, con la excepcion de los reguladores
del crecimiento, que consisten en 9,0 uM de tidiazurén (TDZ) y 4,0 uM de acido
naftalenacético (NAA), y el agente gelificante, agargel (Sigma) a 0,45%. El pH se
ajusta a 5,7 antes de ser esterilizado en el autoclave a 121°C durante 20 minutos,
después se deja enfriar hasta 50°C y se dispensan 25 mL de medio en placas de Petri
(8,5 cm de diametro x 1,5 cm de profundidad) en condiciones asépticas en la cabina
de flujo laminar.

Los explantos utilizados consistieron en las cuatro primeras hojas expandidas
de brotes de 3 semanas de edad que se separaron y se colocaron en agua estéril.
Cada hoja se cortd transversalmente al nervio central 3 6 4 veces sin llegar a separar
totalmente las secciones de hoja. Se dispusieron 7 hojas por placa con la cara adaxial

. ® .
en contacto con el medio. Las placas se sellaron con Parafilm™ y se incubaron en

oscuridad a 22+1°C durante 2 semanas. Posteriormente se expusieron a la luz, con
un fotoperiodo de 16 horas, una intensidad luminosa de 55 umol m2 s y 60% de
humedad relativa.

Para cada tratamiento se prepararon al menos 5 placas de Petri y los
tratamientos que mejoraron la regeneracion, respecto al control, fueron repetidos al

menos 2 veces.
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Efecto del volumen de medio

Hojas de ‘Canino’ y ‘Helena’ de brotes en proliferaciéon se dispusieron en
medio de regeneracion previamente dispensado, mediante una pipeta electronica, en

volumenes exactos de 15, 20, 25 6 30 mL por placa Petri.

Efecto del agente solidificante

Se colocaron hojas de ‘Canino’ y ‘Helena’ en medio de regeneraciéon con
0,45% de agargel (Sigma), 0,7% de “Agar purificado” (HispanlLab, S.A.) 6 0,9% de
agarosa “Seaplaque” (Duchefa).

Efecto del medio de proliferacion

Se utilizaron hojas de brotes de ‘Canino’ y ‘Helena’ mantenidos en diferentes
medios durante la etapa de proliferacién para estos ensayos.

En ‘Helena’, se compar6 la regeneracion cuando las hojas provenian de brotes
que se encontraban en los dos medios de proliferacion citados con anterioridad para
las dos variedades (medio A y medio B).

Para ‘Canino’ se tomaron hojas de brotes mantenidos en medio B y hojas de
brotes que habian permanecido durante el ultimo subcultivo (tres semanas) en un
medio denominado M2 (Pérez-Tornero y Burgos, 2000), una modificacién del

medio “Woody Plant” (WPM) (Lloyd y McCown, 1981).

Efecto de inhibidores de la accion del etileno

Hojas de ‘Canino’ y ‘Helena’ se dispusieron en medio de regeneracion
afladiendo 30, 60 6 120 uM de ion plata (Ag®) en la forma de tiosulfato de plata
(STS) 6 0,5, 1, 5,10 6 25 uM de aminoetoxyvinilglicina (AVG).

También se estudi6 el efecto de la adiciéon simultanea de los dos inhibidores

del etileno. Para ello se colocaron hojas de la variedad ‘Helena’ en medio de

regeneracion con la adiciéon de 60 uM de STS y 0,5 uM de AVG.
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La solucién de trabajo de STS fue preparada mezclando una solucién 0,465
mM de nitrato de plata (AgNO3) con una solucién 1,865 mM de tiosulfato de sodio
(Na2$203) (relacion 1:4). La solucion de AgNOs se afiadié sobre la de NaxS:0s
agitando continuamente. La solucién de trabajo de AVG se preparé disolviéndolo
en agua. Las dos disoluciones fueron esterilizadas por filtracién y afadidas al medio

después del autoclave.

Efecto de las poliaminas solas 0 en combinacion con

los inhibidores del etileno

Se estudi6 el efecto de dos poliaminas diferentes sobre la regeneracion de
‘Helena’ anadiendo al medio de regeneracion putrescina 0,1; 0,5; 1; 2; 5; 10 6 20 mM
o espermidina 0,5; 1; 2 6 5 mM. Se prob¢ su efecto en solitario y en combinacién
con los inhibidores de etileno STS (60 uM) o AVG (0,5 uM). Las soluciones de
trabajo de las poliaminas fueron esterilizadas por filtracién y afiadidas al medio

después del autoclave.

Efecto de pulsos con auxinas

Se dispusieron hojas de ‘Helena’ en medio de regeneraciéon enriquecido con
cantidades adicionales de NAA, 5,37 6 10,74 uM, o de acido 2,4 diclorofenoxi-
acético (2,4-D), 4,52 6 9,04 uM, durante 4 dias y después fueron transferidas al

medio de regeneracion con la adiciéon de 60 pM de STS.
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EFECTO DE LOS ANTIBIOTICOS SOBRE EL
MATERIAL NO TRANSFORMADO

La utilizacién de construcciones que contienen el gen npAl permite la
seleccion de las plantas transformadas mediante la adicion de un antibidtico
aminoglicésido. Para disenar los medios con la concentracién adecuada de
antibidtico es necesario estudiar previamente su efecto sobre el material vegetal no
transformado.

Todos los antibidticos se esterilizaron por filtracién y se afiadieron al medio

después de la esterilizacién en el autoclave.

Efecto de los antibi6ticos en la regeneracion

Antibidticos aminoglicdsidos para seleccionar plintulas transformadas

Se adicionaron al medio de regeneracion distintos antibiéticos aminoglicosidos
a diferentes concentraciones con el fin de conocer a que concentraciones inhibian
total o parcialmente la regeneracién en material sin transformar. De esta manera se
pretende establecer la concentracion inhibitoria y el antibidtico 6ptimo para
seleccionar plantulas transgénicas y eliminar o reducir el nimero de escapes.

Para ello se dispusieron hojas de ‘Helena’ en medio de regeneracion y se
afiadieron 8,6; 17,1; 25,7; 34,3; 42,9 6 85,8 uM de kanamicina, o 10, 20 6 40 uM de
paromomocina o estreptomicina, o 0,75; 1,5; 2,5; 5; 10; 20 6 40 uM de geneticina® y

se compararon con un control sin la adicién de antibiéticos.

Antibidticos para controlar el crecimiento de Agrobacterium

Se examiné el efecto de distintos antibidticos en el control y eliminaciéon de
Agrobacterinm tumefaciens. 1.os antibiéticos se utilizaron por separado o combinados
entre ellos. Las combinaciones probadas fueron carbenicilina con vancomicina HCI

y cefotaxima sodica con vancomicina HCl o con timentina (Tabla 8).
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Tabla 8.- Concentraciones de antibioticos utilizados para el control de crecimiento

de Agrobacterium.
Antibidtico Concentracion solo Concentracion combinado
(mM) (mM)
Cefotaxima sddica 1,04 0,63
Timentina* 0,98 0,36
Vancomicina HCl 0,27 0,13
Carbenicilina 1,2 0,71

* La timentina consiste en una mezcla de ticarcilina y acido clavulanico en una proporcion de 15:1.

Efecto de los antibidticos sobre la proliferacion

Se estudio el efecto de dos antibiéticos aminoglicésidos, geneticina® (G418) y
paromomicina, sobre la proliferaciéon de brotes de ‘Helena’ sin transformar con el
fin de disefiar un medio que permitiera una correcta proliferacion de los brotes
transformados e impidiera o retrasara el crecimiento de los escapes.

Para observar el efecto de la geneticina® se anadi6 al medio de proliferacion B,
descrito anteriormente 5, 10, 15, 20, 40, 60, 80, 100, 200 6 500 uM del antibiético.

Para ver el efecto de la paromomicina los brotes fueron pretratados con medio
liquido de regeneraciéon con 10, 20, 40 6 100 pM de paromomicina mediante
inmersiéon y emersion en un agitador de balanceo (13 rpm) durante 17 6 24 horas y
posteriormente se dispusieron en medio B con 40, 60, 80, 100 6 200 uM de

paromomicina.

Efecto de los antibioticos sobre el enraizamiento

Se dispusieron brotes de ‘Helena’ en medio de enraizamiento adicionando 0,
10, 20, 30, 40, 50, 60 6 80 uM de paromomicina. El medio de enraizamiento
consiste en los macronutrientes de QL (Quoirin y Lepoivre, 1977) y los
micronutrientes, vitaminas y componentes organicos de DKW (Driver y Kuniyuki,

1984), 2% de sacarosa y 0,7% de agar (HispanLab, S.A.). Ademas, se adicioné 1,5
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mM de CaClp, 0,8 mM de floroglucinol, 2,95 uM de IBA y 29,6 uM de adenina. El

pH se ajusté a 5,7 antes de esterilizar en el autoclave a 121°C durante 20 minutos.
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ENSAYOS PREVIOS A LA TRANSFORMACION

Se llevaron a cabo una serie de ensayos para seleccionar la cepa de
Agrobacterinm mas virulenta para albaricoquero y la mas adecuada para el desarrollo
de un protocolo de transformacioén 7z vitro. Las diferentes cepas fueron amablemente
cedidas por el Dr. Leandro Pefia (Departamento de Biotecnologia Vegetal, Instituto
Valenciano de Investigaciones Agrarias) con permiso previo de la Dra. Jen Sheen
(Department of Molecular Biology, Massachusetts General Hospital and Deparment

of Genetics, Harvard Medical School, Boston, USA) para el uso del plasmido
pBin19-sg/p.

Cepas bacterianas

Para probar la virulencia de Agrobacterium tumefaciens en albaricoquero se
utilizaron las cepas silvestres C58 y Ach5, portando los plasmidos pTiC58 y
pTiAch5, respectivamente. También se utilizo la cepa A281 conteniendo el
plasmido Ti de la cepa silvestre Bo542 y el ADN cromosémico de C58.

Para los ensayos de transformaciéon iz vitro, se utiliz6 la cepa desarmada
EHA105 (pEHA105), derivada de A281, y la cepa C58C1 (pMP90), derivada de
C58. Ambas cepas contienen el plasmido binario pBin19-sgfp (Chiu ez a/, 1996). En
el ADN-T de este plasmido se encuentra la construccion Nospro-zpfll-Noster
como marcador de seleccion y 35Spro-sgfp-Noster como gen “chivato” (Figura 7).
El gen de seleccion npAl confiere resistencia a antibidticos aminoglicosidos,

mientras que el gen marcador sgfp produce una proteina fluorescente.

‘— Nos-pro npt il Nos-ter | 35S-pro -Nos-ter —‘

Figura 7.- Representacion esquematica del ADN-T de la construccion pBinl9sgfp.
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También se realizaron experimentos con la cepa EHA105 conteniendo el
plasmido binario p35SGUSINT (Vancanneyt ef al., 1990). Esta construccién es una
variante de pBinl9 (Frisch ez a/, 1995) con la diferencia de tener, en lugar del sgfp
como gen “chivato”, el gen gus. Este gen presenta unas modificaciones para evitar su
expresion en la agrobacteria que consisten en la inserciéon de un intrén y una sefial
de poliadenilacién final que impiden que la maquinaria de transcripcién y traduccion
bacteriana sintetice una proteina funcional, y solamente permite su correcta
expresion en la célula vegetal (Vancanneyt ez al, 1990).

Todas las cepas se almacenaron en glicerol al 30% a una temperatura de -70°C
y, cuando fueron requeridas, se cultivaron durante toda la noche en medio de

cultivo “Luria” (LB) a 27°C con los antibiéticos correspondientes (Tabla 9).

Tabla 9.- Listado de las diferentes cepas de Agrobacterium y de los antibidticos de
seleccion utilizados para cada una de ellas.

CEPA PLASMIDOS RESISTENCIAS ANTIBIOTICOS
Cromosoémica Plasmido Ti Plasmido binario
Oncogénicas
Ach5 pTiAchS Rif (100 pg/mL) -- --
C58 pTiC58 Rif (100 pg/mL) - -
A281 pTiBo542 Rif (100 pg/mL) - -

Nal (25 pg/mL)

No oncogénicas

C58C1 pMP90 Rif (100 pg/mL) Gent (40 pg/mL) --
(Procede de C58)
EHA 105 pEHA105 Nal (25 pg/mL) - --
(Procede de A281) Rif (100 pg/mL)
No oncogénicas con la gfp
C58C1 pMP90/pBin19-sgfp Rif (100 pg/mL) Gent (40 pg/mL) Km (25 pg/mL)
EHA 105 pEHA105/pBin19-sgfp Nal (25 ng/mL) -- Km (25 pg/mL)

Rif (100 pg/mL)

No oncogénicas con el gus
EHA105 pEHA105/p35SGUSINTNal (25 png/mL) -- Km (25 pg/mL)
Rif (100 pg/mL)

Gent: gentamicina Km: kanamicina
Nal: acido nalidixico Rif: rifampicina
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Infectividad de cepas oncogénicas de Agrobacterium
en albaricoquero (en invernadero)

Se inocularon las cepas oncogénicas silvestres C58, Ach5 y A281 en plantas
procedentes de semillas germinadas de la variedad ‘Canino’ de un afio de edad,
mantenidas en invernadero a 25-30°C y 60% de humedad relativa. Se utilizaron 36
plantas en total divididas en tres bloques disefiados para cubrir un gradiente de
temperatura existente en el invernadero. En cada bloque, se inocularon 3 plantas
por cada cepa, y tres plantas por bloque fueron inoculadas con agua estéril como
control. A cada planta se le practicaron tres cortes a diferentes alturas del tallo
separados unos 5 cm, el primer corte a 5 cm del suelo. La infeccion se realizéd
colocando 5 uL de solucién bacteriana en agua estéril (D.O.s00= 0,3) en cada herida
con una micropipeta, sellandola después con Parafilm® para evitar la desecacion de
la misma. A las plantas control se les aplicé 5 pul. de agua estéril en las heridas
realizadas.

El desarrollo de los tumores fue evaluado cada 2 semanas midiendo el
diametro del mismo hasta que se estabiliz6 su crecimiento (12 semanas), momento
en el que se cortaron y se pesaron. La virulencia relativa de cada cepa se determiné
de acuerdo con la frecuencia de la formacién del tumor, peso final y tiempo de
aparicion de los tumores.

El experimento completo se llevo a cabo dos veces, una en febrero, cuando la
planta estd ain en reposo, y otra en marzo, cuando la planta ha comenzado ya su

crecimiento vegetativo.

Curvas de crecimiento de Agrobacterium

Uno de los ensayos previos a la transformacion con Agrobacterium fue la
determinacién de las curvas de crecimiento de la bacteria. De este modo, una vez
conocida la pauta de crecimiento se puede establecer la concentracién de bacteria en

funcién de los valores de densidad 6ptica del cultivo.
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Se estudiaron las cepas no oncogénicas, C58C1 y EHA105 ambas con el
plasmido pBin19-sgfp.

Para realizar la medida de la curva de crecimiento de la bacteria, se partié de
una colonia y se cultivd durante 14 horas en medio LB liquido (20 mL), con los
antibiéticos correspondientes (Tabla 9). Se midi6 la D.O. a 600 nm y se inocul6 un
volumen de este cultivo en medio LB fresco para diluitlo hasta la densidad 6ptica de
0,005 a 600 nm. A partir de este momento el cultivo se incub6 a 27°C y se tomaron
muestras a 0, 1, 2, 3,4, 5,06, 7, 8,9, 10, 11, 13, 15, 17, 21 y 30 horas, midiéndose la
densidad optica y realizando diluciones seriadas y recuento en placa. El proceso se
repiti6 en tres ocasiones para cada una de las cepas. Las curvas obtenidas aparecen

representadas en la Figura 8.

Infectividad de las cepas desarmadas (in vitro)

Estos ensayos se llevaron a cabo con hojas de brotes micropropagados de la
variedad ‘Helena’. Para la determinacion de la cepa desarmada mas adecuada para la
infeccion i vitro se utilizaron la C58C1 y la EHA105.

La solucién bacteriana se prepard inoculando una colonia de la bacteria la
noche anterior en medio LB liquido con los antibiéticos adecuados (Tabla 9) y se
incub6 en agitacion (0,1g) a 27°C. Antes de la transformacion, se centrifugd y
resuspendi6 el in6culo en medio liquido de regeneracion, sin antibiéticos, se midié
la absorbancia a 600 nm y se diluy6 hasta la D.O. de 0,02.

Las hojas se prepararon tal y como se describié para los ensayos de
regeneracion. Se incubaron en la suspension bacteriana durante 10 minutos y
posteriormente fueron secadas en papel estéril. Después se cultivaron con la cara
adaxial en contacto con el medio de cocultivo, medio de regeneracion sin STS y

enriquecido con 100 uM de acetosiringona. Las placas fueron selladas con Parafilm®

e incubadas en oscuridad a 22+1°C durante 4 dias antes de ser transferidas a medio
de regeneracion con 25,7 uM de kanamicina y los antibidticos para controlar el
crecimiento de Agrobacterium. Se evalud el nimero de eventos de transformacioén por

explanto después de 4 semanas y el porcentaje de explantos transformados. La
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evaluacion se realizé basandose en la expresion de GFP tal y como se describe a

continuacion.
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Figura 8.- Curvas de crecimiento en medio LB liquido a 27°C de las cepas desarmadas de
Agrobacterium tumefaciens EHA 105 (@) y C58C1 (@). /
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Deteccion y evaluacion de los genes marcadores

Deteccion y evaluacion del gen sgfp

Después del cocultivo, los explantos fueron examinados para detectar la
expresion de GEFP por estereomicroscopia de fluorescencia. Para ello se utilizé una
lupa Leica modelo MZ75 equipada con un médulo de fluorescencia GFP Plus. Este
moédulo contiene un filtro de excitacion 480/40, es decit, produce una transmision
de mas del 50% en una banda de 40 nm centrada en 480 nm, un filtro dicroico LP
(Long Pass) 505 que deja pasar longitudes de onda a partir de 505 nm reflejando
longitudes menores y dirigiendo la luz hacia la muestra, y un filtro barrera LP 510
que impide el paso hacia los ojos de longitudes menores a 510 nm.

El producto del gen ggfp es una proteina fluorescente bajo luz azul (6ptimo a
490 nm). Presenta un pico maximo de fluorescencia a 509 nm y otro secundario a
540 nm (Elliot et al, 1999). Esta proteina es una modificacién de la GFP original
por el cambio en la posicién 65 de una serina por una treonina, produciendo una
fluorescencia 100 veces mas intensa que la proteina silvestre de la medusa Aegnorea
victoria (Chiu et al., 1990).

Se utilizé este gen marcador para establecer el momento en que se debia
evaluar la transformacién estudiando la evolucion de transformacion transitoria a
estable. Para ello se midieron los resultados diariamente los primeros dias tras la

transformacion y semanalmente después hasta las seis semanas.

Deteccion y evaluacion del gen uidA (gus)

Este gen, procedente de E. co/, codifica el enzima B-glucuronidasa que cataliza
la reaccién de hidrélisis de los B-D-glucuronidos. La hidrolisis del sustrato incoloro
produce un precipitado de color, detectable visualmente (Jefferson ef al, 1987). Se
utilizé6 una versiéon quimérica del gen que contiene un intrén, derivado de una

planta, que impide la expresion del enzima en el interior de la bacteria (Vancanneyt

et al., 1990).
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El sustrato utlizado fue el 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucuronato
sodico.3H20O (X-GlcA), que al ser hidrolizado produce un precipitado de color azul.

Al finalizar los ensayos los explantos y yemas regeneradas, en su totalidad o
solamente algunas hojas, fueron sometidos a la prueba de detecciéon de GUS. El
tampon para la reacciéon consistio6 en una disolucién con las siguientes
concentraciones finales: 0,8 mM de X-GlcA, 50 mM de tampén fosfato (pH 7), 5
mM de EDTA disédico, 0,1 mM de ferricianida de potasio y 0,1 mM de
ferrocianida de potasio. La solucién fue preparada en el momento de su utilizacion.
Las muestras fueron incubadas durante 24 horas a 37°C en agitacion.
Posteriormente se realizaron una serie de lavados, primero en etanol 35%, luego
70% y finalmente en etanol absoluto, con el fin de producir una decoloracion de la

clorofila presente en los tejidos y poder observar las zonas transformadas con mayor

claridad.
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EXPERIMENTOS DE TRANSFORMACION

Como se mencion6 anteriormente en la introducciéon son muchos los factores
a tener en cuenta para el establecimiento de un protocolo de transformaciéon con
Agrobacterinm. En general, consta de una serie de pasos que se muestran
esquematicamente en la Figura 9. En primer lugar, se establece la cepa bacteriana
adecuada con la construccion elegida para la transformacion de las células vegetales.
Después, se cultiva la bacteria en un medio liquido y se diluye hasta la concentracion
utilizada para la infecciéon. Posteriormente, se infectan los explantos y son
transferidos a medio de regeneracion. Este periodo se denomina cocultivo. Después
del cocultivo, los explantos se transfieren a medio de regeneracion al que,
generalmente, se le afade el agente de seleccion, un antibidtico aminoglicésido en

este caso, y el/los antibiéticos para controlar el crecimiento de la bacteria.

Establecimiento de wun protocolo basico de

transformacion

Para desarrollar un protocolo de transformacién y optimizar el porcentaje de
transformaciéon (proporcion de explantos con al menos un hecho de
transformacién) y el nimero de eventos de transformaciéon por explanto, se
establecieron previamente diferentes parametros como el modo de infeccion, la
concentracion y fase de crecimiento de la bacteria y el tiempo de cocultivo.

Las condiciones generales de transformacion fueron las que han sido descritas
anteriormente en el apartado de infectividad de las cepas desarmadas zz vitro. Solo se
cambi6 el agente solidificante, “Agar purificado” (HispanLab S.A.) al 0,7%, que a
partir de este momento sustituye al agargel 0,45% en el medio de regeneracion. A
partir de este protocolo bésico se comenzé a variar una serie de parametros con el

fin de optimizarlo al maximo.
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Todos estos experimentos se llevaron a cabo con la cepa supervirulenta desarmada
EHA105 conteniendo el plasmido binario pBinl19-sg/. Se cultivé durante toda la
noche en un agitador orbital, a 27°C y 0,1g, en LB liquido con los antibidticos
correspondientes, hasta que alcanzé la fase logaritmica media (4x108 ufc mlI1),
después se precipité a 1.000g durante 15 minutos y se diluy6é en medio liquido de
regeneracion a las concentraciones deseadas.

Para establecer el modo de infeccién las hojas se cortaron con un bisturf
infectado con _Agrobacterinm o fueron incubadas en una suspension bacteriana
(D.0.600=0,05) durante 1, 5 6 10 minutos. En ambos casos las hojas fueron
cocultivadas durante 2 dias.

En otra serie de ensayos se probaron diferentes tiempos de cocultivo (0, 2, 4 6
6 dfas) infectando las hojas mediante incubaciéon durante 10 minutos con diluciones
de tres concentraciones diferentes de bacteria, 1,5x107, 4x107 6 1,5x108 ufc mL-1.

Para estudiar el efecto de la fase de crecimiento de la bacteria se compararon
diluciones de Agrobacterium tumefaciens cultivados hasta la fase logaritmica temprana
(2x108 ufc mL1), logaritmica media (4x108 ufc mI!) o logaritmica tardia (6x108 ufc
mL1). En estos ensayos los cultivos fueron diluidos a una D.O.00=0,02 y los
explantos se infectaron por inmersiéon durante 10 minutos en el cultivo bacteriano
para, posteriormente, ser cocultivados durante 4 dias.

Una vez transferidos los explantos a medio de regeneracion fueron
examinados, después de cuatro semanas, para detectar la expresion de GFP por
estereomicroscopia.

Para cada tratamiento se prepararon al menos 5 placas de Petri, cada una de
ellas con 7 hojas. Todos estos tratamientos y los que se presentan a continuacion se
compararon con un control sin transformar en las mismas condiciones con el fin de
observar el efecto de estos tratamientos en la regeneracion. De esta manera, aunque
un tratamiento aumentase dristicamente el nimero de hechos de transformacién

por explanto, si redujo o anul6 la regeneracion fue desestimado.
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Factores que afectan la virulencia de Agrobacterium

Se llevo a cabo un estudio para determinar el efecto de diferentes factores para
estimular la virulencia de Agrobacterinm.

En todos los casos las hojas de albaricoquero se infectaron por inmersion en
una suspension bacteriana de D.0O.600=0,02 durante 10 minutos en agitacion (0,1g) y
fueron cocultivadas con la bacteria durante 4 dias, si no se indica lo contratio.
Agrobacterinm se cultivé en LB liquido, con los antibidticos correspondientes, a 27°C
y 0,1g durante toda la noche hasta la fase logaritmica media, salvo que se indiquen

otras condiciones.

Aplicacion de acetosiringona en el medio de cocultivo

El efecto de la adicién de compuestos fenodlicos al medio de cocultivo se
comprob6 anadiendo al medio 100 6 200 uM de acetosirigona, con una duracion del

cocultivo de 2 6 4 dfas en el caso de 100 uM de acetosiringona.

Aplicacion de acetosiringona en el medio de cultivo de Agrobacterium

La bacteria se cultivé en medio LB liquido, con la adicién de 100 uM de
acetosiringona y los antibidticos correspondientes, durante toda la noche en un
agitador orbital a 27°C y 0,1g hasta la fase logaritmica media. Posteriormente se
precipité a 1.000g y se resuspendio y diluyé a una D.O.s00=0,02 en medio liquido de
regeneracion.

También se probé el efecto de la acetosiringona al ser afiadida a un medio de
cultivo empobrecido. La bacteria se cultivo hasta fase estacionaria en LB y entonces
fue centrifugada y diluida a D.O.600=0,2 y cultivada durante 24 horas a 25°C en un
agitador orbital a 0,1g en un medio pobre en nutrientes, denominado SIM por
“Simplified Induction Medium”. El medio SIM esta compuesto por 20 mM de
citrato de sodio y 2% de sacarosa (Alt-Morbe e al, 1989) y se ajusto el pH a 5,5
antes de ser esterilizado en el autoclave en las condiciones habituales. A este medio

se le anadioé 100, 200, 500, 1.000, 1.500 6 2.000 uM de acetosiringona.
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Posteriormente, la bacteria se precipité a 1.000g, se resuspendi6 y diluy6 a 0,02

(D.0O.600) en medio liquido de regeneracion.

Influencia del pH del medio de cocultivo

Se estudi6 el efecto de una mayor acidez en el medio de cocultivo sobre la
virulencia de Agrobacterium. Para ello se prepararon diferentes medios de cocultivo
ajustando el pH antes de ser esterilizados en el autoclave a 5,0; 52 6 5,5. Los
resultados se compararon con un control en el que el pH se ajust6é a 5,7 antes del

autoclave.

Tratamientos de las bojas con celulasa

Los explantos se trataron previamente con celulasa con el fin de facilitar y
estimular la infeccion por parte de la bacteria. Los tratamientos consistieron en
sumergir las hojas en una solucién de celulasa al 1% (p/v) en medio liquido de

regeneracion durante 2 6 4 horas antes de la infeccion.

Transformacion en vacio

Se sumergieron hojas en una suspension bacteriana con D.O.600=0,02 durante
10 minutos al vacio a una presiéon de -760 mm de Hg para facilitar la entrada del

in6culo al tejido vegetal. El cocultivo tuvo una duracion de 2 dias.

Produccion de microberidas en las hojas mediante pinzas o sonicacion

Las hojas fueron presionadas con unas pinzas especiales antes de ser
introducidas en la suspension bacteriana. Son pinzas de diseccion de 200 mm de
longitud. En la parte interior de los extremos tienen una superficie de grafito
disenada a modo de fina rejilla, de manera que las protuberancias de cada lado
coinciden y presionan el material vegetal cuando las pinzas cierran. El cocultivo
tuvo una duracién de 2 dias.

Para estudiar la influencia del sonicador se introdujeron las hojas sumergidas

en la suspension bacteriana en tubos de vidrio o plastico y fueron sonicados durante
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unos segundos (1, 5, 10, 15, 20, 30, 60 6 120) a potencia media (55 Hz) y maxima
(60 Hz).

Factores que afectan al estado fisiolégico de la planta

Para el estudio de estos factores se infecté mediante inmersiéon en una
suspension bacteriana de D.O.500=0,02 durante 10 minutos en agitaciéon y 4 dias de
cocultivo. La bacteria se cultivd durante una noche en un agitador orbital, a 27°C y
0,1g, en medio LB liquido, con los antibiéticos correspondientes, hasta que alcanzo
la fase estacionaria. Después se precipito a 1.000g y se diluy6 a una D.O.00=0,2 en
medio SIM adicionando los antibidticos correspondientes y 500 uM de
acetosiringona. En este medio se incubo la bacteria durante 24 horas a 25°C y 0,1g.
Posteriormente se precipitd nuevamente y se resuspendié en medio liquido de
regeneracion a la densidad 6ptica utilizada para la infeccion. Tras el cocultivo en
medio de regeneracion enriquecido con 100 uM de acetosiringona, los explantos
fueron transferidos a medio de regeneraciéon con la adiciéon de 60 uM de STS, 25,7
uM de kanamicina, 0,63 mM de cefotaxima y 0,13 mM de vancomicina.

Los explantos se mantuvieron en oscuridad, a 22+1°C y 60% de humedad
relativa, durante 2 semanas y posteriormente se expusieron a la luz con un
fotoperiodo de 16 horas y 55 pmol m=2 s-1.

La transformacion, basada en la expresion de GFP, fue evaluada con la lupa a

las 4 semanas del inicio del ensayo.

Retraso de la transformacion

Hojas de ‘Helena’ se dispusieron en medio de regeneracion enriquecido con 60
uM de STS y se retrasé el momento de la transformacion en 3, 7 6 14 dias. Cuando
se retrasé en dos semanas se diseflaron dos estrategias diferentes: transformar y
exponer los explantos a la luz (cocultivo a la luz), o bien, transformar y mantener los

explantos una semana mas en oscuridad (cocultivo en oscuridad).
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Efecto sinergistico de las poliaminas vy los inbibidores del etileno

Al medio de regeneracion tras el cocultivo se le afadieron, ademas de los
antibidticos descritos anteriormente, 2 mM de espermidina combinada con 60 pM
STS o 0,5 uM AVG. La espermidina fue esterilizada por filtraciéon y afadida al

medio después del autoclave.

Influencia de pulsos de auxinas

En este caso se le afiadi6 al medio de cocultivo, ademas de 100 uM

acetosiringona, cantidades adicionales de NAA (5,37 6 10,74 uM) o de 2,4-D (4,52 6
9,04 uM).

Produccion y cultivo de callos transformados

Callos GFP positivos provenientes de experimentos de transformacion de
hojas de la variedad ‘Helena’ con la cepa de Agrobacterium tumefaciens EHA105
(pBin19-sg/p) se recuperaron en un medio selectivo a las 8 semanas del inicio de los
ensayos.

El medio selectivo de estos callos esta compuesto por macronutrientes QL
(Quoirin y Lepoivre, 1977), micronutrientes y vitaminas DKW (Driver y Kuniyuki,
1984), 0,45% de agargel (Sigma), 3% de sacarosa, 1 mg/L de polivinilpirrolidona
(PVP) y 0,15% de hidrolizado de caseina. Ademas, se afiadieron los reguladores de
crecimiento BAP (0,20 uM) y 2,4-D (4,52 uM) y los antibiéticos kanamicina (172
uM), cefotaxima (0,63 mM) y vancomicina (0,13 mM). El pH del medio se ajust6 a
5,7 antes de esterilizarlo a 121°C durante 20 minutos. Los antibiéticos fueron
esterilizados por filtracién y afiadidos después de esterilizar los medios y enfriarlos a
50°C.

Los callos se mantuvieron en oscuridad a 22+1°C con una frecuencia de

subcultivo de 4 semanas.
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Evaluacion molecular de los callos transgénicos.

PCR

Se realizé una extraccion de ADN de callos de 8 semanas desde el inicio del
ensayo mediante el protocolo de extraccion descrito por Murray y Thompson
(1980). Previamente a la extraccién se procedié a una desinfeccion de los callos
mediante un lavado de 1 minuto en etanol al 76% y 5 minutos en solucién de lejia
comercial al 10% para la completa eliminacion de Agrobacterinm.

Se utilizé la PCR para detectar la presencia tanto del gen sgfp como del gen
npAl. También se utilizaron cebadores especificos para vrG, gen que sélo se
encuentra en Agrobacterium, y asi comprobar la ausencia de la bacteria. LLos cebadores
utilizados se muestran en la Tabla 10.

Las reacciones se ajustaron a un volumen final de 50 uL, conteniendo 1 pl. de
ADN, 200 uM de dNTPs, 1,5 mM de MgCl,, 16 mM de (NH4)2SO4, 67 mM de
Tris-HCI (pH 8,8), 0,01% de Tween-20, 0,5 pM de cada cebador y 1 unidad de
polimerasa de ADN (EcoTaq). Las condiciones de reaccion fueron 1 ciclo de 1
minuto a 94°C, 30 ciclos de 40 segundos a 94°C, 40 segundos a 55°C y 1 minuto a
72°C y, por tltimo, una extensiéon de 5 minutos a 72°C.

Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) y después de teflir

con bromuro de etidio se detecté el ADN bajo luz ultravioleta.

Tabla 10.- Cebadores utilizados para la amplificacion de los diferentes genes
mediante PCR.

Gen a Tamaiio de la seiial
Cebadores amplificada
detectar
(pares de bases)
o F | 5-ATGGTGAGCCAAGGGCGAGGA-3’ 690
R 5’-GGA CCATGTGATCGCGCTTC-3’
il F 5’-GAC GAGGCAGCGCGGCTAT-3’ 592
R | 5-AAGAAGGCGATAGAAGGCGA-3’
irG F 5’-CCGTTGAAACAC GTTCTT-3’ 660
R 5’-CCGGCACCTCTTGCTGTTTT-3"
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Southern blot

Para este analisis se extrajo el ADN (Murray y Thompson, 1980) de callos
cultivados por mas de un afio en el medio selectivo descrito anteriormente. Se
procedio a la digestion de 20 pg de ADN con el enzima de restriccion BazHI. Se
separaron los fragmentos en un gel de agarosa al 1% (p/v) y se transfirié el ADN
por capilaridad a una membrana de nylon cargada positivamente (Bochringer
Mannheim GMBH, Mannheim, Alemania). Se disefié una sonda mediante PCR para
la regién sgfp marcada con digoxigenina (DIG) (Boehringer Mannheim) y se hibridé

con la membrana.
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SELECCION DE PLANTULAS TRANSFORMADAS

Una vez establecido un protocolo eficiente de transformaciéon mediada por
Agrobacterium tumefaciens de hojas de albaricoquero mediante los ensayos descritos
anteriormente, se procedi6 a desarrollar una estrategia de seleccion basada en
antibidticos que permitiera la obtenciéon de plantulas transformadas. Para ello se
determiné el antibidtico de seleccion mas adecuado y se evalud la eficiencia de
transformaciéon (numero de brotes transformados frente al nimero de explantos
infectados) y la eficiencia de seleccion (numero de brotes transformados frente al
numero total de yemas regeneradas) de diferentes estrategias.

Teoricamente, la adicion al medio del antibidtico deberia ser suficiente para la
seleccion de las células transformadas, estableciendo previamente la concentracion
de dicho antibiético que inhibe la regeneraciéon para cada una de las especies,
variedades y tipo de explanto correspondientes. Sin embargo, a veces no basta con
la adicién de la concentracion inhibitoria para la obtencién de plantas transgénicas,
también influye cuando y como se alcanza dicha concentracién, siendo necesario el
establecimiento de una estrategia de seleccion.

En este estudio se utilizaron hojas de ‘Helena’ que fueron infectadas con la
cepa de Agrobacterinm tumefaciens EHA105, conteniendo la construccion pBinl9-sgp o
p35SGUSINT.

Los experimentos de seleccion fueron examinados semanalmente y todas las
yemas regeneradas fueron observadas con luz U.V. para detectar la expresion de
GFP. Las yemas GFP positivas fueron rescatadas para su analisis posterior mediante
PCR y Dot-blot. En los experimentos con gus todas las yemas regeneradas fueron
analizadas mediante la prueba de deteccion del gen gus, los individuos que dieron
positivo fueron posteriormente analizados con las pruebas moleculares citadas

antes.
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Seleccion con kanamicina

Se afiadi6 al medio de regeneracion kanamicina a la concentracion de 40 uM
inmediatamente después del cocultivo o 25,7 uM en diferentes momentos después

del cocultivo (0, 5, 7 6 10 dias).

Efecto de los antibioticos aminoglicosidos en la
seleccion y estimulo del crecimiento de las células

transformadas

Los antibi6ticos geneticina®, kanamicina, paromomicina y estreptomicina se
afladieron al medio de regeneracion, después del cocultivo, a las concentraciones
inhibitorias determinadas previamente. A las 4 semanas desde el inicio del
experimento los explantos fueron examinados para cuantificar la expresion de GEFP.
Se determiné el peso fresco de los explantos para cada uno de los tratamientos a las
7 semanas del comienzo del experimento como una expresion de la proliferacion y

crecimiento de los tejidos transformados.

Seleccidon progresiva con paromomicina

Se utilizaron las concentraciones del antibiético y los tiempos de aplicacion de
la Tabla 11.

Se estudié también el posible efecto en las eficiencias de transformacion y
seleccion del tipo de gen marcador. Para ello se compararon diversas estrategias de
seleccion utilizando la cepa EHA105 con el plasmido binario p35SGUSINT (Tabla
11).
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Tabla 11.- Distintas concentraciones (LM) y tiempos utilizados en la aplicacion del
antibidtico paromomicina.

Dias después del cocultivo .
0 dias 10 dias 24 dias

Estrategia (concentracion inicial) (concentracion final)
A 50 50
40 40
C 20 40 40
D 20 40
E 10 40 40
F 0 20 40

Las diferentes estrategias estan ordenadas de mayor a menor presion selectiva.

Recuperacion de brotes transformados

Para la recuperacion de las yemas se utilizaron medios especificos elaborados
en nuestro laboratorio para el desarrollo de meristemos de albaricoquero (Pérez-
Tornero et al, 1999). Las yemas fueron rescatadas en un medio compuesto por
macros y micronutrientes de QL (Quoirin y Lepoivre, 1977), suplementado con 2%
de sorbitol y 0,7% de agar (Hispanlab, S.A.) como agente solidificante y los
siguientes compuestos organicos: 50 mg/L de myo-inositol, 1 mg/L de tiamina, 1
mg/L de acido nicotinico, 100 pg/1L. de biotina, 10 ug/I. de icido p-aminobenzobico,
100 pg/L de riboflavina y 500 ng/L de pantotenato de calcio. Como reguladores de
crecimiento se afladieron 7,09 pM de BAP y 0,05 uM de IBA. También se adicioné
40 uM de paromomicina.

Con una frecuencia de subcultivo de dos semanas, a las 2 6 4 semanas desde
su aislamiento, dependiendo de su crecimiento, las yemas fueron transferidas a un
medio de elongaciéon. La composicion de este medio es idéntica al medio anterior
con la excepcion de los reguladores de crecimiento, ya que contiene una
concentraciéon de BAP reducida a la mitad (3,55 uM), manteniendo el IBA (0,05
uM) y afiadiendo acido giberélico (5,8 uM). Una vez elongados, los brotes fueron
transferidos al medio B descrito para la proliferacion de la variedad ‘Canino’

afladiendo 40 uM de paromomicina.
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La paromomicina se esterilizo por filtracion y fue afiadida después de ajustar el
pH de los medios a 5,7 y de esterilizarlos en el autoclave a 121°C durante 20
minutos. Los medios se dispensaron en tubos de vidrio (25 x 150 mm) cubiertos

con un tapon no hermético, 15 mL por tubo.

Evaluacion molecular de las plantas transformadas

PCR

Para el analisis de las plantulas desarrolladas en condiciones selectivas se
extrajo ADN de 100 mg de peso fresco de hojas mediante el DNeasy® Plant Mini
Kit de Qiagen (Cat. No. 69104).

La reaccién de amplificacion se utilizé para detectar la presencia del transgén
npAl, valido tanto para las plantas transformadas con la construccion pBinl9-sgfp
como para las transformadas con la construcciéon p35SGUSINT. Los cebadores
especificos utilizados fueron 5-GAGGCTATTCGGCTATGACTG-3" y 5-
ATCGGGAGCGGCGATACCGTA-3" que amplifican un fragmento de 700 pares
de bases. No estimamos necesario realizar la reacciéon con los cebadores especificos
para el gen bacteriano G ya que las plantulas se encontraban durante un periodo
de tiempo superior a un mes en medio selectivo sin los antibiéticos de control de
Agrobacterinm y nunca se detecté crecimiento de la bacteria.

Las reacciones se ajustaron a un volumen final de 25 uL, conteniendo 2 pl. de
ADN, 400 uM de dNTPs, 2,5 mM de MgClz, 16 mM de (NH4)2SO4, 67 mM de
Tris-HCI (pH 8,8), 0,01% de Tween-20, 0,4 uM de cada cebador y 0,5 unidades de
polimerasa de ADN (EcoTaq). Las condiciones de reaccion fueron 1 ciclo de 1
minuto a 94°C, 40 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 63,8°C y 1 minuto a 72°C
y, por ultimo, una extension de 5 minutos a 72°C.

Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 2% (p/v) y después de teflir

con bromuro de etidio se detectd el ADN bajo luz ultravioleta.
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Dot blot

Para este analisis se extrajo el ADN (Lodhi, ¢z al, 1994), tratando las
extracciones finalmente con proteinasa K (100 pg/mL) durante 30 minutos a 37°C,
de plantulas cultivadas en medio selectivo de proliferacion, descrito anteriormente,
durante un afio aproximadamente. Se procedio a la digestion de 200 ng de ADN
con el enzima de restriccion BamHI. Se fij6 el ADN con ultravioleta a una
membrana de nylon cargada positivamente (Boehringer Mannheim GMBH,
Mannheim, Alemania). Se disefié una sonda mediante PCR para la regién sgfp
marcada con digoxigenina (DIG) (Boehringer Mannheim) y se hibridé con la

membrana.
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TRATAMIENTOS ESTADISTICOS

Las diferencias en el nimero de eventos de transformaciéon por explanto
infectado fueron analizadas mediante un ANOVA vy se utilizé un test LSD para
separar las medias. Los datos fueron transformados mediante la formula (x+0,5)!/2
para cumplir los requisitos necesarios para la aplicaciéon de un ANOVA. También el
analisis del efecto de los distintos antibiéticos aminoglicésidos sobre el peso de los
explantos transformados se llevé a cabo mediante un ANOVA.

Para el estudio de la evolucién de la transformacion de transitoria a estable fue
utilizado un ANOVA de medidas repetidas, ya que la transformacién fue evaluada
sobre los mismos explantos a diferentes tiempos.

Para el analisis de los porcentajes, tanto de regeneracion como de
transformacién y enraizamiento, lo que tenemos es una respuesta dicotomica, es
decir, se trata de una variable que solo tiene dos valores (regenera o no, enraiza o no
y esta transformado o no) distribuyéndose como una variable binomial. En estos
casos los datos no cumplen el requerimiento de la normalidad del analisis de
varianza y por tanto fue necesario emplear otros métodos estadisticos. Se utilizé el
analisis de la varianza de maxima verosimilitud y, cuando fue necesario, se disefiaron
contrastes de maxima verosimilitud especificos. El estadistico que se utiliza en estos
analisis para decidir si el efecto de un tratamiento sobre la variable dependiente es
significativo es la %2, en lugar del estadistico F tipicamente empleado en el analisis
de varianza. El uso de contrastes especificos para responder determinadas preguntas
nos ayudo6 a discriminar entre diferentes niveles de un determinado tratamiento.

El error estandar se calcul6 como: E.S. = (P1 x P2 / n) *.

Donde: P; : Propabilidad de que ocurra un suceso.

P>:1-Py
n: Tamafio de la muestra.

Los coeficientes de variaciéon (CV) fueron calculados a partir de un namero

(indicado donde procede) de experimentos independientes constituidos por cinco

placas cada wuno, lo que supone 35 explantos (hojas) por tratamiento.
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OPTIMIZACION DE LA REGENERACION

La ausencia de protocolos eficientes de regeneracion es el principal factor
limitante para establecer un protocolo de transformacién en plantas lefiosas. Los
arboles frutales estan dentro del grupo de las plantas mas recalcitrantes a la
regeneracion adventicia. Aunque en los dltimos afios se han desarrollado con éxito
protocolos de regeneraciéon en diferentes especies del género Prunus (Tabla 3),
solamente existen unas pocas publicaciones donde se describa la obtencién de
plantas transformadas (Laimer da Camara Machado ¢z a/, 1992; Gutiérrez-Pesce ez
al., 1998; Hammerschlag y Smigocki, 1998; Scorza e al, 1995a; Yancheva ez al., 2002,
Miguel y Oliveira, 1999) y en todas ellas se utiliz6 material juvenil. A partir de
material adulto dnicamente se han obtenido plantas transformadas de Prunus
subbirtella (da Camara Machado e al, 1995b) y del patrén de cerezo ‘Colt’
(Gutiérrez-Pesce ¢t al., 1998).

En albaricoquero se ha conseguido regeneracion adventicia a partir de material
juvenil o endospermo (Goffreda ez al, 1995), pero el uso de material derivado de
semilla deberia ser evitado siempre que hayan sido ya seleccionadas variedades élite.
La primera publicacién sobre regeneracion adventicia de albaricoquero a partir de
hojas mostré baja reproducibilidad (Escalettes y Dosba, 1993). Mas tarde, como ya
se ha mencionado anteriormente, se establecié en nuestro laboratorio un método de
regeneracion mas efectivo y reproducible (Pérez-Tornero ez al, 2000). Dadas las
bajas eficiencias de transformacién encontradas normalmente en las especies
lefiosas, los porcentajes de regeneraciéon deben ser optimizados al maximo posible.
En la primera parte de este trabajo se estudiaron diferentes factores que podrian

mejorar la regeneracion.

Efecto del volumen de medio

Cuando se utilizaron diferentes volimenes de medio en las placas Petri no se
encontraron diferencias significativas entre tratamientos para ninguna de las dos

variedades estudiadas (Tabla 12). La variabilidad dentro de cada tratamiento fue
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similar cuando el medio se dispensé exactamente mediante una pipeta electronica (el
coeficiente de variabilidad obtenido a partir de 6 experimentos independientes fue
de 36,1 y 35% para hojas de ‘Helena’ y ‘Canino’, respectivamente) o cuando se
dispensé un volumen aproximado de forma manual (coeficiente de variaciéon de

31,8 y 41% para ‘Helena’ y ‘Canino’, respectivamente).

Tabla 12.- Efecto del volumen del medio en la regeneracion.
Regeneracion (%)

Volumen dispensado

(mL) ‘Helena’ ‘Canino’
15 22,8+5,0 20,0 £4,8
20 42,8+59 17,1+4,5
25 34,9£6,0 21,4+49
30 343+5,7 2,8+ 16,6
El niimero de explantos utilizados fue de 273 para ‘Helena’ y de 245 para

‘Canino’.

La reproducibilidad y consistencia de los resultados es un problema comun
cuando se estudia la regeneraciéon adventicia a partir de material adulto en Prunus
(Escalettes y Dosba, 1993). Murai ¢z a/. (1992) sostienen que el volumen del medio
de cultivo afecta los cambios con el tiempo en las concentraciones de los diferentes
componentes del medio y, por lo tanto, el crecimiento de las plantulas zz vitro.
Pequefias diferencias en el volumen de medio entre diferentes placas han sido
sugeridas como posibles responsables de las diferencias relativamente grandes
encontradas entre placas Petri dentro de un mismo tratamiento. Sin embargo,
nuestros resultados no confirmaron esta hipdtesis y no se encontraron diferencias

entre diferentes volimenes de medio.

Efecto del agente solidificante

El agente gelificante influyé en la regeneracion (P<0,001). Aunque en la
variedad ‘Canino’ el “Agar Purificado” no mejoro significativamente los porcentajes

de regeneracion, para la variedad ‘Helena’ dobl6 la regeneracion (Figura 9). En
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ambas variedades la agarosa redujo drasticamente la proporciéon de hojas que
produjeron yemas adventicias.

Los tres agentes solidificantes se utilizaron a las concentraciones
recomendadas por los fabricantes consiguiendo aproximadamente el mismo grado
de gelificacion para los tres. Los agentes gelificantes han demostrado influir en el
crecimiento z vitro, dependiendo del tipo (Chevreau e7 al, 1997), del fabricante y de
su concentracion (Debergh, 1983). La pureza del agar afecta a la solidez del medio, a
la cantidad de impurezas y al estado de los nutrientes en el medio (Mackay y Kitto,

1998).
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Figura 9.- Efecto de los diferentes agentes gelificantes en la regeneracion de ‘Helena’ (H) y
‘Canino’ (). Los porcentajes de regeneracion fueron calculados como el numero de explantos
produjeron alguna yema frente al numero total de explantos utilizados (315 y 169 hojas para
‘Helena’ y ‘Canino’, respectivamente). Las barras verticales indican los errores estandar. /

Estudios previos en manzano (Welander y Maheswaran, 1992), en peral
(Chevreau et al, 1997) y en albaricoquero (Pérez-Tornero et al., 2000) demostraron
que el agente gelificante afecta en gran medida la regeneracion. Esto esta de acuerdo

con nuestros resultados, donde el “Agar Purificado”, un agente gelificante con
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menos impurezas que el agar comuin, dobl6 los porcentajes de regeneracion en la
variedad ‘Helena’ mientras que no afecté a la regeneracion a partir de hojas de
‘Canino’, comparado con los resultados obtenidos en medio solidificado con
agargel.

La concentracion de agarosa utilizada para obtener un gel firme
probablemente result6é inhibitoria para la regeneracién, ya que en experimentos
previos se obtuvo una regeneraciéon mayor del 66% a partir de hojas de ‘Helena’ en
un medio solidificado con “Seaplaque Agarosa” al 0,8% (datos no mostrados). Sin
embargo, esta concentraciéon produjo un medio muy blando y las yemas regeneradas

sufrieron hiperhidratacion.

Efecto del estado fisioloégico de los explantos

El medio donde el material vegetal se propagd tuvo una fuerte influencia
sobre la regeneracion, dependiendo del genotipo. Aunque la regeneracion a partir de
hojas de ‘Helena’ fue independiente de la procedencia de los explantos, en ‘Canino’
resulté fuertemente influenciada (P<0,01) y la regeneracién fue mas del doble
cuando se utilizaron hojas de brotes que permanecieron en medio basado en WP
durante el ultimo subcultivo en la fase de propagacion (Tabla 13).

Los porcentajes de regeneraciéon para ‘Canino’ mostrados en esta tesis son
menores que los publicados en trabajos anteriores de nuestro laboratorio (Pérez-
Tornero et al, 2000). El medio basado en QL, medio B descrito en materiales y
métodos, permite una propagacion de ‘Canino’ mucho mejor, sin embargo los
explantos propagados en ese medio regeneran pobremente. Cuando ‘Canino’ fue
propagado previamente en el medio basado en WP durante un ciclo de tres
semanas, se alcanzaron porcentajes de regeneraciéon similares a los publicados
previamente. La posible explicaciéon puede residir en que una ligera situaciéon de
estrés puede favorecer la desdiferenciacién y posterior organogénesis celular. La
importancia del medio de propagacion, es decir del estado fisiolégico del material
vegetal, ha sido descrita por diferentes autores (Antonelli y Druart, 1990; Escalettes

y Dosba, 1993).
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Tabla 13.- Efecto del medio de propagacion en la regeneracion de las
variedades ‘Helena’ y ‘Canino’.

. Porcentaje de N° de yemas/

Medio de . . b )

ropasacion Variedad hojas regenerantes”  hoja regenerantes
propag (Media + E.S.) (Media + E.S.)

Medio A Helena 37.5+3.7 20+0.2

Medio B Helena 443+59 2,4+0,2

Medio B Canino 24,7+49 1,6 +0,2
Medio M2 ? Canino 51,4+84 1,4+0,1

* Medio descrito en Peréz-Tornero y Burgos (2000) basado en WP. Los brotes de ‘Canino’ se
mantuvieron en este medio durante las tres Gltimas semanas (el Gltimo subcultivo) antes de
iniciar el experimento de regeneracion.

® El nimero total de exlantos utilizados fueron 238 de ‘Helena’ v 112 de ‘Canino’.

Efecto de los inhibidores de 1la accion del etileno

El STS incrementd la regeneracion en las dos variedades cuando se afnadi6 al
medio a cualquiera de las concentraciones ensayadas (Figura 10).

Los porcentajes de regeneracion fueron significativamente diferentes entre las
distintas concentraciones del ion Ag™ (P<0,001) y también entre las dos variedades
(P<0,01). Los niveles 6ptimos de STS fueron de 60 uM para ‘Helena’ y de 30 uM
para ‘Canino’ (Figura 10). Aunque muchas hojas cultivadas en medio con Ag*
presentaron zonas necrosadas, los callos formados en los explantos generalmente
desarrollaron yemas (Figura 11). En la variedad ‘Canino’ las zonas necréticas fueron
mas frecuentes que en la variedad ‘Helena’ (datos no mostrados).

Los brotes regenerados mostraron un aspecto muy saludable y a menudo un

color rojizo. En la variedad ‘Helena’ aparecieron algunas flores perfectas cuando las

hojas fueron tratadas con 30 uM de STS (Figura 11).
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Figura 10.- Efecto de las diferentes concentraciones de los inhibidores del etileno AVG y STS en la
regeneracion adventicia en ‘Helena’ (O) y ‘Canino’ (). Los porcentajes de regeneracion se han
calculado como el nimero de hojas sobre las cuales se ha diferenciado algun brote frente al nimero
total de explantos (581 de Helena y 665 de Canino). Las barras verticales indican los errores
_ estandar.
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Cuando se utiliz6 AVG, su concentracion influy6 significativamente la tasa de
regeneracion (P<0,01). Los mejores resultados se produjeron con la concentracion
mas baja de AVG ensayada (0,5 uM). Concentraciones superiores fueron
reduciendo progresivamente la regeneracion y por encima de 5 uM la inhibieron
completamente en ambas variedades (Figura 10).

Los efectos beneficiosos de los inhibidores del etileno sobre la organogénesis
han sido ampliamente descritos para varias especies (Songstad ¢ al., 1988; Chi ef al.,
1990; Chraibi ez al, 1991; Bais ¢ al., 2001; Lee ¢t al., 1997). Sin embargo, solamente
un trabajo previo (Escalettes y Dosba, 1993) muestra el efecto de los inhibidores del
etileno sobre la regeneracion en el género Prunus.

Tanto los iones Ag* como el AVG inhiben la accién del etileno, pero actian a
distinto nivel. El ion Ag* parece que actia impidiendo la unién del etileno con sus
receptores (Beyer, 1979), mientras que el AVG bloquea la actividad de la acido
aminociclopropano carboxilico (ACC es un precursor del etileno) sintasa, enzima
clave en la ruta de sintesis del etileno (Yang y Hoffman, 1984) (Figura 12).

El efecto positivo observado de los inhibidores del etileno sugiere que esta
hormona vegetal producida por los explantos cultivados inhibe la organogénesis
(Chi et al, 1990). La regeneracion de plantas a partir de un cultivo de callos de maiz
disminuy6 cuando a estos se les suministro ACC, y aumenté cuando fueron tratados
con nitrato de plata (Songstad e al., 1988). La adicién al medio de 60 uM de STS
conjuntamente con 0,5 uM de AVG no mejord los resultados de regeneracion en
‘Helena’ respecto a la adiciéon de cada compuesto por separado (datos no
mostrados).

La ausencia de un efecto sinergistico entre los dos inhibidores del etileno
podria ser explicada si nuestra concentraciéon optimizada de STS produjese una
inhibicién maxima de la acciéon del etileno supliendo por completo la accién del

AVG.
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-

Figura 11A-D.- Regeneracion adventicia a partir de hojas de albaricoquero. (A) Evolucion de la
regeneracion de una yema adventicia (flechas) en las primeras etapas; las fotos se tomaron a los
18, 24 y 27 dias desde el inicio del experimento (x50). (B) Brote regenerado a partir de una hoja
de la variedad ‘Helena’ en medio con 60 uM de STS (x25). (C) Necrosis (n) presente en una
hoja de ‘Canino’ cultivada en medio con 30 uM de STS. Sobre la hoja necrdtica esta apareciendo
una yema (b) a partir de un callo verde (x25). (D) Yemas y flores adventicias regenerando a
partir de una hoja de ‘Helena’ en medio con 30 pM de STS (x10), y detalle de una flor abierta
\mostrando las anteras perfectamente desarrolladas (x50). Y,

Un efecto adicional observado del STS fue reducir la variabilidad dentro de un
mismo tratamiento. ILa consistencia de los resultados de experimentos
independientes se incrementd cuando se adicion6 al medio STS, solo o en
combinacién con bajas concentraciones de kanamicina (la kanamicina a dosis bajas
estimuld la regeneracién como se vera mas adelante en este capitulo), comparado
con un control de regeneracion con las condiciones normales descritas en materiales
y métodos, y también en comparacién con un tratamiento con la adiciéon de

kanamicina solamente (Tabla 14).
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Nuestros resultados demuestran que el STS, y no la kanamicina, incremento la

consistencia de los resultados entre experimentos independientes y, por lo tanto,

redujo la variabilidad dentro de un tratamiento concreto (Tabla 14). Esto es muy

importante ya que la variabilidad en este tipo de experimentos es generalmente muy

alta, como se menciond en la discusién del efecto del volumen del medio. Este

efecto del STS en la regeneracion adventicia de diferentes especies de Prunus ha sido

sugerido previamente (Escalettes y Dosba, 1993), pero, que sepamos, es la primera

vez que ha sido demostrado.

Tabla 14.- Porcentajes de regeneracion obtenidos a partir de varios experimentos
independientes y variabilidad en los resultados afectados por kanamicina (km) y STS.

Experimentos independientes

Tratamiento 1 2 3 4 5 6 7 8 9 C.V.
(%)
Control 343 214 273 357 17,1 28,6 464 25,7 - 30,0
Km (8,6uM) 77,1 26,5 17,6 514 37,5 - - - - 55,5
STS (60uM) 57,1 74,3 77,1 77,1 77,1 48,6 57,1 - - 18,2
Km + STS 60,0 80,0 828 514 657 57,1 543 743 71,4 17,0

Condiciones de regeneracion para el control descritas en Pérez-Tornero et al. (2000).
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La leve necrosis que aparecio sobre las hojas cuando se anadié al medio STS
sugiere que este compuesto podria ser ligeramente toxico para las hojas de
albaricoquero. Se ha demostrado previamente un efecto téxico del AgNO; en
cotiledones de girasol (Chraibi ez a/, 1991). E1 AVG también result6 ser fitotoxico,
inhibiendo la regeneracién en albaricoquero a concentraciones superiores a 5 uM lo
que concuerda con resultados obtenidos en Brassica campestris (Chi et al., 1990) donde
altas concentraciones de AVG también provocaron una reducciéon de la

regeneracion.

Efecto de las poliaminas solas 0 en combinacion con

los inhibidores del etileno

Las poliaminas son cationes organicos de bajo peso molecular implicados en
diversos procesos fisiologicos y de crecimiento en bacterias, animales y plantas. La
diamina putrescina es la precursora de la triamina espermidina y la tetramina
espermina. En plantas, putrescina, espermidina y espermina estin presentes en
concentraciones que pueden variar desde micromolar hasta mas de milimolar
(Galston y Sawhney, 1990). Estan involucradas en la estimulacién de la divisién
celular, regulaciéon de rizogénesis, embriogénesis, desarrollo floral, maduracién del
fruto y otros procesos (Evans y Malmberg, 1989; Kakkar ez 4k, 2000). Se ha
estudiado el efecto de las poliaminas sobre la regeneracion de brotes en varias
especies (Pua ez al., 1996; Chi ef al, 1994; Bais ef al, 2001; Shoeb ¢z al, 2001; Bernet ef
al., 1998) y el efecto sinergistico de los inhibidores del etileno con la putrescina (Pua
¢t al., 1996; Bais ez al, 2001). Las poliaminas han sido consideradas como una nueva
clase de reguladores del crecimiento en plantas y como segundos mensajeros, al
menos en el cultivo de tejidos (ver revision de Kakkar ez a/. (2000)).

Ademas, las poliaminas libres se encuentran cargadas positivamente a pH
intracelular y alguna de sus posibles funciones biolégicas podtia estar relacionada
con interacciones i6nicas con fragmentos de pectinas que se sabe actdan en la
morfogénesis (Messiaen ez al, 1997). Todavia se desconoce mucho sobre los

mecanismos moleculares que participan en la regulacion de la biosintesis de
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poliaminas y su modo de accién en los procesos de crecimiento y desarrollo vegetal
(Kakkar y Sawhney, 2002).

Sin embargo, la aplicacion de poliaminas al medio de regeneraciéon no produjo
un aumento significativo de la regeneracion en albaricoquero respecto a un control
sin la adicién de poliaminas (Figuras 13 y 14). Cuando las poliaminas fueron
aplicadas en combinacién con los inhibidores del etileno se obtuvieron diferentes
resultados dependiendo del tipo de poliamina utilizada. Espermidina, s6lo cuando se
aplico a 2 mM, mejoro significativamente la regeneraciéon en combinacion con AVG
(P<0,001). No tuvo ningun efecto en combinaciéon con STS o cuando se aplico a
concentraciones inferiores combinada con AVG. La aplicaciéon de concentraciones
superiores, en combinacion con STS o con AVG, tuvo un efecto negativo
comparado con un control con unicamente la adicién del inhibidor del etileno
(Figura 13). Por otro lado, la aplicaciéon de putrescina a diferentes concentraciones,
en combinaciéon con STS o AVG, no produjo ninguna diferencia significativa
respecto al control y por encima de 2 mM tuvo un efecto negativo sobre la
regeneracion (Figura 14). Sin embargo, la adiciéon de poliaminas al medio de
regeneracion a concentraciones dentro del rango de 1 a 2 mM produjo explantos
muy saludables, color verde oscuro y con gran cantidad de callos en su superficie.

Se ha descrito que la adicién de poliaminas al medio incremento los indices de
regeneracion en varias especies (Shoeb ef al, 2001; Bernet et al, 1998; Chi et al,
1994). Se ha sugerido que los niveles celulares de poliaminas y la relacion entre
putrescina y espermidina son un factor importante (biomarcadores) para establecer
la habilidad de regeneraciéon en arroz (Shoeb ez al, 2001). Sin embargo, en esta tesis
el uso de putrescina o espermidina solas no mejor6 la regeneracion, coincidiendo
con resultados en otras especies donde la putrescina no tuvo ningun efecto sobre la

regeneracion adventicia cuando fue adicionada sola al medio (Pua ez a/, 1996).
Las poliaminas y el etileno regulan sus niveles mutuamente mediante

competicion metabdlica por un precursor comun, S-adenosilmetionina (SAM)

(Yang y Hoffman, 1984). SAM descarboxilado, producido por la accién de SAM
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descarboxilasa, es utilizado como el donador de grupos aminopropilos para el paso
de putrescina a espemidina y posteriormente el paso de espermidina a espermina
(Kumar ez al,, 1997) (Figura 12). En algunas especies o tejidos la cantidad de SAM
puede ser limitante, sin embargo, existen ejemplos en los que el etileno y las
poliaminas no son antagonistas y que la regulaciéon de los niveles de ambos no
ocurre por competicion por SAM (Evans y Malmberg, 1989). En estos casos, la
cantidad de SAM presente es suficiente para satisfacer las dos rutas de biosintesis sin

que se observe competicion aparente entre ellas (Quan e al, 2002).
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Figura 13.- Efecto de las diferentes concentraciones de espermidina, sola o en combinacion con los
inhibidores del etileno STS (60 uM) o AVG (0,5 uM), en la regeneracion adventicia a partir de
hojas. Para este estudio fueron utilizados 1.085 explantos. Las barras verticales indican los errores
estandar.
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Figura 14.- Efecto de diferentes concentraciones de putrescina, sola o en combinacion con los
inhibidores del etileno STS (60 uM) o AVG (0,5 uM), en la regeneracion adventicia a partir de
hojas. Para este estudio fueron utilizados 1.722 explantos. Las barras verticales indican los errores

estandar.
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A veces, en algunas células, la ruta de sintesis de las poliaminas esta regulada
mayormente por las enzimas espermidina sintetasa y espermina sintetasa y no por
SAM descarboxilasa (Quan ez al,, 2002). El tejido de albaricoquero utilizado en este
trabajo parece ser uno de estos casos ya que la adiciéon de poliaminas exdgenas no
parece afectar la sintesis de etileno, al menos no es observable en las tasas de
regeneracion adventicia.

Se ha descrito una mayor acumulacién de clorofila en los tejidos, apareciendo
callos de color verde oscuro, como uno de los efectos provocados por el suministro
de poliaminas exdgenas (Kumar e al, 1997), lo que coincide con nuestros
resultados.

Se ha descrito en diferentes especies un efecto sinergistico entre poliaminas e
inhibidores del etileno incrementando la regeneracion (Pua e al, 1996; Bais ¢f al.,

2001). Nuestros resultados parecen sugerir que la espermidina exdgena, en
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combinacién con AVG, es mas efectiva en la produccion de brotes a partir de hojas
de albaricoquero. La posible explicaciéon podria residir en que, segun algunos
autores, la relacion entre los niveles celulares de putrescina y espermidina es critica
para la capacidad morfogenética de una célula en algunas especies (Shoeb ez al,
2001).

Las diferentes respuestas en la regeneracion del material vegetal frente a la
combinacién de espermidina con uno u otro inhibidor del etileno, podrian estar
relacionadas con los diferentes mecanismos de acciéon del AVG y la plata descritos
en el apartado anterior. La ausencia de efecto sinergistico observada entre la
espermidina y el STS podria ser explicada porque el STS no bloquea la ruta de
sintesis del etileno sino que impide la accién de este. Por lo tanto, si la adicién de las
poliaminas solas no provocé ningun efecto en la regeneracion, cabe esperar que si
las combinamos con STS so6lo se observe el efecto del STS.

Sin embargo, el AVG si que bloquea la ruta de sintesis del etileno provocando
la acumulaciéon de SAM. Esta acumulacion de SAM junto con la adicién de
espermidina exdégena desplaza el equilibrio hacia la sintesis de poliaminas
favoreciendo asi los procesos de organogénesis y reduciendo los de senescencia y

envejecimiento.

Efecto de los pulsos de auxinas

Un adecuado balance de citoquininas y auxinas en el medio de cultivo es
necesario para regular la organogénesis somatica (Litz y Gray, 1992). Cuando se
estableci6 el protocolo de regeneracion a partir de hojas de albaricoquero en nuestro
laboratorio (Pérez-Tornero et al., 2000) se probaron diferentes concentraciones de
NAA aplicadas constantemente a lo largo de todo el experimento. Sin embargo, no

se probaron otros tipos de auxinas ni tampoco pulsos a diferentes tiempos.
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Pulsos con cantidades adicionales de auxinas durante 4 dias produjeron
explantos con aspecto muy saludable, con gran cantidad de callos en su superficie, e
incrementaron de manera significativa (P<0,001) las tasas de regeneracion (Tabla
15). Cuando los diferentes tratamientos fueron comparados por separado con el

control, el incremento significativo en la regeneraciéon fue unicamente debido a la

adicién de 2,4-D (P<0,001).

Tabla 15.- Porcentajes de regeneracion tras un pulso de cuatro dias con una cantidad
adicional de auxinas en el medio de regeneracion.
Concentracion

Auxina adicionada adicional Regeneracion NP U
(%) /explanto regenerante
(uM)
Ninguna (control) -- 25,7+74 1,6
5,37 443+59 1,8
NAA
10,74 429+8,4 1,6
4,52 67,1 +£5,6 2,1
2,4-D
9,05 68,6 £5,5 2,0

Se utilizaron un total de 245 hojas en este estudio.

Pretratamientos del material vegetal con reguladores del crecimiento, similares
a los aqui descritos, han incrementado la regeneracion (Burnett ef al, 1994,
Yancheva ¢z al., 2003) en algunas especies. Se ha demostrado que el tipo de auxina y
el momento de su aplicaciéon son factores criticos en la regeneracion a partir de
hojas de manzano (Yancheva 7 al, 2003). Esta influencia del estado fisiolégico del
material vegetal sobre su capacidad regenerativa se ha descrito previamente en esta
tesis cuando se demostré que el medio de cultivo de los brotes micropropagados de
albaricoquero, de los que se obtienen las hojas para los ensayos de regeneracion
posteriores, influyé de forma significativa en los porcentajes obtenidos (ver efecto

del estado fisiolégico de los explantos).
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Descripcion del protocolo optimizado

El protocolo de regeneracion (Figura 15) a partir de hojas de albaricoquero
que se utilizara en el resto de esta tesis es el que se describe a continuacion:

1.- Las cuatro primeras hojas expandidas de brotes de tres semanas de edad
mantenidos en medio de propagacién, medio A para ‘Helena’ y WPM modificado
para ‘Canino’, se cortan transversalmente al nervio central 3 6 4 veces sin llegar a
separar totalmente las secciones.

2.- Se disponen 7 hojas por placa con la cara adaxial en contacto con el medio
de regeneraciéon (ver materiales y métodos), con 0,7% de “Agar purificado”
(HispanLab, S.A.) como agente solidificante, y la adiciéon de 60 6 30 uM de STS
(para ‘Helena’ o ‘Canino’, respectivamente) y de 9,04 uM de 2,4-D, dispensando de
forma manual aproximadamente 25 mL en placas Petri. Las placas se sellan con
Parafilm® y se incuban en oscuridad a 22+1°C.

3.- A los 4 dias los explantos se transfieren a medio de regeneracion, pero sin
la adicion del 2,4-D.

4.- Las placas se incuban en oscuridad a 22£1°C hasta completar 2 semanas y
posteriormente se exponen a la luz, con un fotoperiodo de 16 horas y una
intensidad luminosa de 55 pmol m=2 s-1.

La regeneracion se examina periddicamente desde la cuarta semana del inicio

del experimento.
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Se extraen las 4 primeras r 7
hojas de brotes de tres
semanas de edad. »

Se cortan transversalmente al nervio central
sin llegar a separar totalmente las secciones.

Se disponen 7 hojas por placa

v con la cara adaxial en ————
< contacto con el medio de
4 » > ) ¢
regeneracion con la adicion h s
% ~ ¥ de 2,4-D. 4
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A los 4 dias las
hojas se
transfieren a
medio sin 2,4-D.

Las primeras yemas
regeneradas aparecen después
de dos semanas en oscuridad y,
- | al menos, una en la luz.

Figura 15.- Esquema del protocolo de regeneracion adventicia a partir de hojas de albaricoquero.
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EFECTO DE LOS ANTIBIOTICOS SOBRE
MATERIAL NO TRANSFORMADO

Efecto de los antibidticos sobre la regeneracion

Antibidticos aminoglicdsidos para seleccionar plintulas transformadas

El gen de la neomicina fosfotransferasa (npAl) es ampliamente utilizado en
transformaciéon como gen marcador de seleccion (ver introduccion). El producto de
este gen inactiva los antibidticos aminoglicésidos mediante fosforilacion. Estos
antibiéticos actuan uniéndose a las diferentes subunidades del ribosoma,
dependiendo del antibiético, inhibiendo la sintesis de proteinas y generando errores
en la traduccion del cédigo genético (Davis e al., 1984). La kanamicina es utilizada
frecuentemente para la selecciéon de plantulas transgénicas npAl (Miki y McHugh,
2004). Sin embargo, en algunos trabajos se han utilizado antibiéticos diferentes en la
seleccion de plantas transformadas con el gen 7pAl (Norelli y Aldwinckle, 1993;
Jelenska ez al., 2000; Eapen y George, 1990).

Se estudié el efecto de los antibidticos aminoglicésidos estreptomicina,
geneticina® (G418), kanamicina y paromomicina sobre la regeneracion adventicia a
partir de hojas de albaricoquero. La regeneracion obtenida con cada una de las
concentraciones de los distintos antibidticos esta recogida en la Figura 16. La
sensibilidad de las hojas a los diferentes antibiéticos ensayados fue muy diferente.
Estreptomicina y paromomicina produjeron una reduccion progresiva en los
porcentajes de regeneracién, en comparaciéon con un control sin antibidticos,
cuando se aumenté su concentracion. Se alcanzoé una inhibicion casi completa en la
regeneracion cuando se utiliz6 20 uM de paromomicina, sin embargo se necesito 40

uM de estreptomicina para alcanzar el mismo nivel de inhibicion.
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Figura 16.- Efecto de las diferentes concentraciones de antibidticos aminoglicosidos en la
regeneracion adventicia de yemas a partir de hojas de albaricoquero. Un total de 974 explantos
fueron incluidos en este estudio. Las barras verticales indican los errores estandar.
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Por otro lado, la geneticina® resulto tener un efecto altamente toxico para las
hojas de albaricoquero y la regeneracion fue inhibida en todas las concentraciones
probadas. Incluso las concentraciones mas bajas ensayadas de este antibiético (la
menor fue de 0,75 uM) mostraron un efecto letal en la regeneracion. A
concentraciones de geneticina de 5 uM o mayores, las células de las hojas murieron.
Concentraciones por debajo de 2,5 uM permitieron la presencia de callos normales,
pero aparecieron solamente unas pocas yemas.

Cuando se utilizaron niveles bajos de kanamicina (8,6 y 17,2 uM) los explantos
mostraron un aspecto verde claro, con muchos callos y los porcentajes de
regeneraciéon aumentaron o no se vieron afectados. Con concentraciones mayores

(25,7 y 34,3 uM) los explantos se volvieron cloréticos, con pocos callos y la
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regeneracion disminuyé drasticamente. Las demdas concentraciones probadas
inhibieron por completo la regeneracion.

Este comportamiento del material vegetal frente a distintos antibidticos
aminoglicosidos ha sido descrito anteriormente. Otros autores encontraron

diferentes respuestas en la regeneraciéon de hojas de manzano cuando probaron

geneticina®, paromomicina, kanamicina y neomicina (Norelli y Aldwinckle, 1993).
Estas diferentes respuestas del material vegetal a los antibiéticos aminoglicésidos
podrian deberse a la distinta afinidad que presenta cada uno de ellos a las
subunidades del ribosoma, y a proteinas especificas dentro de estas subunidades,
afectando de diferente manera a la sintesis de proteinas (Davis e al, 1984).

Cuando se utilizé 8,6 uM de kanamicina, adicionalmente al incremento de la
regeneracion, se detectdé un adelanto en la aparicion de las yemas regeneradas. Se
disefaron entonces, experimentos especificos para comprobar este efecto adicional
de la kanamicina. En la Figura 17 estan representados los porcentajes acumulados
por semanas de las yemas regeneradas (calculados sobre el nimero total de yemas
obtenidas al finalizar los ensayos) cuando se utiliz6 kanamicina, sola o en
combinacién con el inhibidor del etileno STS. Cuando no se afiadié kanamicina al
medio de regeneracién, la apariciéon de las yemas se retrasd en, al menos, una
semana comparado con aquellos medios con 8,6 uM de kanamicina, sola o en
combinacién con STS. Mas del 75% de las yemas regeneraron dentro de las 4
primeras semanas desde el inicio del experimento, cuando la kanamicina estuvo
presente. En el resto de tratamientos y en el control el mismo porcentaje se alcanzo,
al menos, una semana mas tarde.

No observamos ningun efecto beneficioso en la regeneracion, a ninguna de las
concentraciones probadas, de los antibidticos estreptomicina, geneticina® y
paromomicina, similar al incremento en la regeneraciéon y adelanto en la aparicion de
las yemas producido por 8,6 uM de kanamicina. Se ha descrito que la kanamicina y
la estreptomicina mejoraron la diferenciacion de brotes a partir de secciones de
hojas de tabaco y que la kanamicina estimulé la producciéon de brotes a partir de

callos de zanahoria (Owens, 1979). La estreptomicina también potencié la
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diferenciacién celular en embriones somaticos de mijo indio (Eapen y George,
1990). Norelli y Aldwinckle (1993) encontraron que la regeneraciéon en hojas de
manzano fue estimulada en gran medida por concentraciones de neomicina o
paromomicina por debajo de la inhibitoria.

Se ha descrito un efecto beneficioso de algunos antibiéticos sobre la
organogénesis en diferentes especies lefiosas (Yepes y Aldwinckle, 1994a; Chevreau

¢t al., 1997; Hammerschlag ef a/, 1997; Humara y Ordas, 1999). En la mayoria de los
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Figura 17.- Frecuencias acumuladas de yemas adventicias, afectadas por diferentes tratamientos
con o sin kanamicina (8,6 pM). Cada barra indica el porcentaje acumulado de yemas regeneradas,
desde la tercera hasta la octava semana desde el inicio del experimento, con respecto al total de
yemas regeneradas a lo largo del experimento. En el estudio fueron incluidos un total de 1.008

Kexnlantos. /

casos este efecto ha sido atribuido a que los antibidticos imitan a hormonas
vegetales, por ejemplo, se ha demostrado que el efecto estimulador de la penicilina
G y la carbenicilina se debe a que su degradacion produce acido fenilacético, que es
una hormona vegetal en algunas especies vegetales (Holford y Newbury, 1992). Sin

embargo, la estructura quimica de los aminoglicésidos no sugiere un producto de su
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degradacion con propiedades similares a una auxina y, por tanto, se debe encontrar
una explicacion diferente del modo de acciéon de estos compuestos que justifique su
efecto en la regeneracion.

Una hipétesis que podria explicar el efecto de las bajas concentraciones de
kanamicina, incrementando las tasas de regeneracion a partit de hojas de
albaricoquero y acortando el tiempo necesario para el desarrollo de las yemas
adventicias, aqui descritos, podria estar en la generacion de un ligero estrés sobre las
células vegetales sin dafiarlas excesivamente. Este estrés podria estimular la
desdiferenciacion de esas células, su entrada en division y su posterior diferenciacion
para producir un nuevo meristemo. Una evidencia que podria apoyar esta hipotesis
es la influencia del medio de proliferacion del material en la regeneracién, donde
hojas de brotes de ‘Canino’, mantenidos en un medio de propagaciéon mas estresante
regeneraron mucho mejor (ver resultados y discusion del apartado “Efecto del
estado fisiolégico de los explantos en la regeneracion”).

La sensibilidad a kanamicina parece depender en gran medida del tipo de
explanto y de la especie. En la literatura se puede encontrar un amplio rango de
concentraciones inhibitorias de la organogénesis para este antibiotico. Especies muy
sensibles como el almendro (Miguel y Oliveira, 1999), la vid (Colby y Meredith,
1990), el manzano (Norelli y Aldwinckle, 1993) o el pino (Humara y Ordas, 1999),
donde 8,6-17,1; 12; 8,6 y solamente 4,3 uM respectivamente, inhibieron la
regeneracion, contrastan con especies altamente tolerantes como el peral (Chevreau
et al., 1997), el nogal (Dandekar ez al, 1998), el olivo (Mencuccini ef al., 1999) o los
citricos (Dominguez ¢z al, 2000), que necesitaron 171,6 pM para inhibir la
regeneracion de brotes no transformados. En albaricoquero, la regeneracion
disminuy6 drasticamente con 25,7 uM, y los explantos se volvieron cloréticos y
murieron. Aunque esta concentracion podria ser la adecuada para el uso de la
kanamicina como agente de seleccién, el hecho de que mejore la regeneraciéon a
concentraciones menores podria hacer necesario el disefo de una estrategia de

seleccion muy especifica o bien el uso de los otros antibidticos probados,
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paromormcma, estreptormcma O genetlcma , a4 las concentraciones 1nh1b1tor1as dC la

regeneracion adventicia en albaricoquero que se han determinado en este trabajo.

Antibiéticos para controlar el crecimiento de Agrobacterium

En los experimentos de transformacion mediada por Agrobacterium, tras el
periodo de cocultivo, es necesario eliminar la bacteria o, al menos, controlar su
crecimiento. Para ello se utilizan antibidticos, pero el efecto de estos sobre la
regeneracion debe ser estudiado previamente. El tipo de antibidticos y las
concentraciones probadas en este trabajo son utilizadas frecuentemente en los
trabajos de transformacién para controlar el crecimiento de Agrobacterium después
del cocultivo.

En la Tabla 16 se muestran los efectos de la vancomicina, cefotaxima,
carbenicilina y timentina en la regeneracion de la variedad ‘Helena’.

La timentina, cuando se utiliz6 en solitario, y la carbenicilina, sola o en
combinacién, fueron perjudiciales para la regeneracion a partir de hojas de ‘Helena’.
Estos antibi6ticos B-lactamicos son inhibidores de la sintesis de la pared celular
bacteriana. Debido a su modo de accién, se considera que estos antibidticos no son
toxicos o poco toxicos para las células vegetales. La timentina mejoré la
regeneracion cuando se utilizé a una concentracion baja (0,36 mM) en combinacién
con cefotaxima, lo que podria sugerir que Gnicamente afecta a las células vegetales a
altas concentraciones, de hecho, ha sido utilizada con tabaco (Nauerby ez a/, 1997) y
tomate (Costa ez al., 2000) sin afectar a la regeneracion.

Por otro lado, se ha demostrado que la carbenicilina es degradada hasta
alcanzar niveles fisiologicamente activos de la auxina acido fenilacético, lo que
podria explicar el efecto positivo que tiene este antibiético sobre la organogénesis en
diferentes especies (Nakano y Mii, 1993; Hammerschlag ¢ al,, 1997; Yu et al,, 2001).
Esta degradaciéon, en el caso de albaricoquero, podria haber producido una
concentraciéon excesiva de auxinas en las células vegetales, ya que previamente se
observo que un incremento en la concentraciéon de NAA reducfa y retrasaba la

regeneracion en hojas de albaricoquero (Pérez-Tornero e al., 2000). Ademas, se ha
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descrito también un efecto nocivo de este antibidtico en otras especies (Yepes y

Aldwinckle, 1994a; Nauerby ez al., 1997).

Tabla 16.- Efecto de los diferentes antibidticos (solos o combinados) sobre la
regeneracion adventicia a partir de hojas de la variedad ‘Helena’.

Porcentaje de hojas N° de brotes/
Antibioticos Concentracion® regenerantes”  N° hojas regenerantes
(mM) (MediatE.S.) (Media=E.S.)
Ninguno 0,00 20,2+43 1,7+ 0,10
Timentina 0,98 9,6+2,9 2,6+0,17
Cefotaxima 1,04 28,8 + 4,4 3,040,222
Vancomicina 0,27 61,4+58 2,2+0,16
Carbenicilina 1,20 14,3 £4,7 1,5 £ 0,09
Timentina/Cefotaxima 0,36/0,63 23,1 +4,1 1,8 40,10
Vancomicina/Cefotaxima 0,13/0,63 40,0+ 5,9 1,6 0,10
Vancomicina/Carbenicilina 0,13/0,71 15,7+ 43 1,2 +0,05

* Concentraciones normales, encontradas en la literatura, para el control del crecimiento de
Agrobacterium.
® Evaluados un total de 667 explantos.

La cefotaxima, sola o en combinacién con timentina o vancomicina, estimuld
levemente la organogénesis de brotes en albaricoquero. La estructura quimica de
este antibidtico no sugiere que un producto de su degradacion tenga propiedades
parecidas a una auxina (Holford y Newbury, 1992) y un modo de accién diferente
debe ser responsable de los resultados observados. En otras especies se han
obtenido resultados similares (Borrelli ez al, 1992; Nakano y Mii, 1993; Yepes y
Aldwinckle, 1994a; Nauerby et a/, 1997; Yu et al, 2001) donde la cefotaxima no
afect6 la organogénesis o la mejor6 hasta una determinada concentracion.

El uso de vancomicina incrementé en un 204% la regeneracién adventicia de
brotes cuando se utilizé sola, y en un 98% en combinacién con cefotaxima. La
vancomicina es un glicopéptido, efectivo contra la mayorfa de las bacterias Gram-
positivas. Cuando es utilizada en combinacién con un antibidtico B-lactamico, se

muestra efectiva contra bacterias Gram-negativas como es el Agrobacterium, ya que el
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antibiético B-lactamico destruye la membrana externa de la bacteria permitiendo a la
vancomicina alcanzar la pared bacteriana e inhibir su sintesis. Humara y Ordas
(1999) comprobaron que la vancomicina no era toxica y que mejoro
significativamente la regeneracion y el desarrollo de brotes en cotiledones de Pinus

pinea.

Efecto de los antibidticos sobre la proliferacion

Cuando los brotes se trataron mediante inmersiéon en medio liquido con 10, 20
6 40 puM de paromomicina y posteriormente se dispusieron en medio de
proliferacion con la adicion de 40 uM de paromomicina no se observo efecto

alguno en el aspecto y crecimiento de los brotes (datos no mostrados).

80 uM 100 uM 200 puM

Figura 18.- Efecto de la aplicacion de diferentes concentraciones de paromomicina en la
proliferacion de brotes no transformados de la variedad ‘Helena’ después de dos ciclos de
proliferacion (6 semanas). La barra vertical equivale a 2 cm.
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Después del tratamiento en medio liquido con 100 uM de paromomicina los
brotes quedaron visiblemente dafiados, pero después del primer subcultivo, los
brotes dispuestos en medio de proliferacion con 40 pM de paromomicina se
recuperaron, teniendo un aspecto similar al control sin tratar. En las demas
concentraciones se detecté una inhibicién del crecimiento de los brotes e incluso
una fuerte necrosis en el caso de 200 uM de antibiético (Figura 18).

El efecto de la geneticina® se muestra en la Figura 19. Las concentraciones

ensayadas de geneticina® por debajo de 20 uM no tuvieron ningin efecto (datos no
mostrados). En el rango de concentraciones desde 20 hasta 80 pM hicieron falta seis
semanas (2 subcultivos) para observar alguna diferencia respecto al control. Las
demads concentraciones resultaron altamente toxicas y solamente fue necesario un

ciclo de proliferacion para advertir los efectos del antibiotico.

60 uM 80 uM 100 uM 200 puM 500 pM

Figura 19.- Efecto de la aplicacion de diferentes concentraciones de geneticina® en la
proliferacion de brotes no transformados de la variedad ‘Helena’. En las concentraciones
desde 20 hasta 80 puM los brotes estuvieron expuestos al antibidtico durante dos ciclos de
proliferacion (6 semanas), mientras que en las concentraciones de 100, 200 y 500 uM se
muestra el efecto después de un solo ciclo (3 semanas). La barra vertical situada junto al
control equivale a 2 cm. /
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Estos resultados sorprenden ya que se observa una alta tolerancia de los brotes
no transformados frente a los dos antibiéticos probados. Fue necesaria la utilizacion
de concentraciones mucho mayores a las que inhibieron la regeneracién, hasta 13
veces mayor en el caso de la geneticina®, para observar algun efecto sobre su
crecimiento. Resultados similares fueron observados en manzano, mientras que 5
mg/1. de kanamicina son suficientes para inhibir la regeneracién adventicia a partir
de hojas, los efectos del antibiético sobre brotes son apreciables a partir de 25 mg/L
después de seis semanas de cultivo (Yepes y Aldwinckle, 1994b). En cierto modo es
légico que un proceso de diferenciacion celular y organogénesis sea mas sensible a la
presencia de antibiéticos aminoglicésidos ya que estos inhiben la sintesis proteica

impidiendo, en consecuencia, una correcta organogénesis.

Efecto de los antibioticos sobre el enraizamiento

Las mayores concentraciones de paromomicina ensayadas (60 y 80 pM)
inhibieron por completo la aparicién de raices en brotes no transformados de
‘Helena’ (Figura 20). El grafico muestra la relaciéon inversamente proporcional
existente entre la tasa de enraizamiento y el aumento en la concentracion del
antibidtico, aunque se produjo algin enraizamiento incluso en presencia de 50 pM
de paromomicina.

El nimero medio de raices por brote enraizado disminuy6 progresivamente
con el aumento del antibiético en el medio, desde 5,9 raices por brote en el control
hasta 3,6 en medio con 50 uM de paromomicina. Analizando la longitud y aspecto
de las raices formadas, también se observaron diferencias notables en los diferentes
tratamientos. En los controles las raices alcanzaron a las tres semanas una longitud
de unos 10 cm y presentaron frecuentemente raices secundarias. En los tratamientos
con antibiéticos nunca aparecieron raices secundarias y la longitud decreci6é hasta

menos de 1 cm en las concentraciones de 40 y 50 uM.
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Las tasas de enraizamiento registradas en los controles de los experimentos
disenados para este trabajo, 80,5%, coinciden con las publicadas previamente por
este grupo de investigaciéon para la variedad ‘Helena’ (Pérez-Tornero y Burgos,
2000). Estos datos son la media de varios experimentos independientes, pero se
registr6 una variabilidad muy elevada entre experimentos. En los controles sin
antibi6tico las tasas de enraizamiento variaron del 100% al 63,6%. Esta variabilidad
se acentué en los tratamientos con antibidtico, por ejemplo, en ensayos
independientes afiadiendo 40 uM de paromomicina al medio se registraron tasas del
0% al 50%. Esta alta variabilidad podria reducirse aumentando la muestra en cada
uno de los experimentos independientes, pero esto supondria la utilizacién de un

elevado nimero de brotes.
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Figura 20.- Porcentaje de brotes no transformados enraizados de la variedad ‘Helena’ en medio de
enraizamiento con diferentes concentraciones de paromomicina. En este estudio se incluyeron un
total de 327 brotes. Las barras verticales indican los errores estandar.
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Existe poca informacion sobre el efecto de los antibiéticos en la formacion de
raices en especies del género Prunus. Un trabajo en ciruelo describe que 30 mg/L de
kanamicina inhibe la organogénesis de raices en brotes no transformados de las
variedades ‘Stanley’ y ‘Bluebyrd’ (Gonzalez-Padilla ¢ a/, 2003). Para especies de
otros géneros la sensibilidad del enraizamiento a antibiéticos aminoglicésidos
presenta una alta variabilidad, desde 10 mg/L hasta 100 mg/L de kanamicina en vid
(Colby y Meredith, 1990) y chopo blanco (Confalonieri et al, 2000),
respectivamente.

El estudio del efecto de la paromomicina sobre el enraizamiento se inicié con
la idea de disefiar un medio de enraizamiento selectivo en el cual solamente fueran
capaces de enraizar los brotes transformados y as{ poder discriminar de manera
sencilla y rapida, solamente en tres semanas, los posibles escapes. Dada la
variabilidad detectada entre experimentos independientes seria necesario contar con
un elevado numero de brotes para poder realizar una discriminacion fiable. Desde el
inicio de un ensayo hasta que regenera una yema y esta elonga para dar lugar a un
brote pueden pasar mas de tres meses. Para llegar a tener un nimero de brotes
aceptable, y asi poder poner el ensayo de enraizamiento, son necesatrios al menos 4
ciclos de proliferacion en el mejor de los casos 12 semanas adicionales. Esto supone
un total de entre 6 y 12 meses para poder evaluar una yema regenerada en un ensayo
de transformacion mediante este método.

Con 50 uM de paromomicina la tasa de enraizamiento de los brotes
transformados disminuy6 drasticamente hasta 41,6%, valores similares a los del
control sin transformar. Concentraciones mayores de paromomicina, 60 6 80 uM,
no permitieron que ningun brote transformado enraizara, al igual que en el control.

Para otras especies, como el ciruelo, el establecimiento de un medio de
enraizamiento selectivo ha sido una herramienta muy util para la selecciéon de
plantas transgénicas (Gonzalez-Padilla ¢z a/, 2003). Mientras que 30 mg/L. de
kanamicina inhibi6 el enraizamiento de brotes no transformados, los brotes
transformados fueron capaces de enraizar en medio con 80 mg/L con tasas de

enraizamiento del 91%. Con esta concentraciéon de antibidtico se aseguran que
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todos los brotes capaces de enraizar estan transformados. Otros autores han
advertido una menor capacidad de enraizamiento de los brotes transgénicos
comparado con los controles, sugiriendo que es debido a aspectos no deseados de
variaciéon somaclonal, incluso entre clones las tasas de enraizamiento fueron
diferentes (James ez al, 1989). En algunos casos la capacidad de enraizamiento de las
plantas transformadas, siendo menor que la de los controles, no fue afectada por el
aumento de la concentracién del antibidtico en el medio, mientras que en los
controles fue disminuyendo progresivamente hasta cero (James e al, 1989;

Sriskandarajah ez al., 1994; Yu et al, 2002).
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ENSAYOS PREVIOS A LA TRANSFORMACION

Infectividad de las cepas oncogénicas

La virulencia de las tres cepas de Agrobacterium en las plantas germinadas a

partir de semillas de la variedad ‘Canino’ fue similar (Tabla 17). Tampoco se

encontraron diferencias significativas en el numero de heridas que produjeron

tumores o en el peso de los tumores 12 semanas después de la inoculacién con la

suspension bacteriana. Con la cepa A281 los tumores aparecieron ligeramente antes

que con las otras cepas, aunque las diferencias no fueron estadisticamente

significativas.

Tabla 17.- Respuesta a la infeccion por diferentes cepas de Agrobacterium
tumefaciens de brotes germinados a partir de semillas de albaricoquero de la

variedad ‘Canino’®.

Numero de tumores
(mimero de inoculaciones)”

Frecuencia final de tumores

Peso tumoral

Cepa 2 semanas 12 semanas (%) L ES. (&) £ES.
C58 38 (54) 54 (54) 100 1,4+02
Achs 33 (54) 52 (54) 96,3 +2,6 0,9+ 0,1
A281 40 (54) 54 (54) 100 12402
Control 0(54) 0 (54) 0 --

* El experimento se repitié dos veces. Los datos mostrados son la media de 18 plantas, heridas en
tres sitios diferentes para cada cepa de Agrobacterium y para el control, donde se inoculd agua

estéril.

® No se encontraron diferencias significativas en la frecuencia de formacién de tumores ni en el
peso de los mismos entre los tres sitios de inoculacion (el superior, el medio y el inferior), por lo

tanto cada tumor se consider6 como una repeticion independiente.

Las tres cepas de Agrobacterium fueron equivalentes en la frecuencia con la que

produjeron tumores y en el peso de estos. En todos los casos los tumores fueron de

color marrén y con un aspecto parecido (Figura 21A).
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-

Figura 21.- (A) Tumores provocados por las cepas de Agrobacterium A281, Ach5 y C58 sobre los
brotes germinados de semillas de ‘Canino’. (B) Puntos GFP en la superficie de corte de la hoja.
(C) Callo con una fuerte expresion de GFP 4 semanas después de la infeccion. Callos con esta
expresion estable han sido mantenidos durante un afio en medio selectivo. (D) Callos parcialmente
transformados y yemas no transformadas (flechas) regenerando en medio selectivo con 25,7 uM de
kanamicina. (E) Callos transgénicos (t) y no transgénicos (nt) cultivados durante un mes en un
medio selectivo con 172 pM de kanamicina. (F) Yema quimérica donde se observan hojas
ktransformadas y no transformadas. La barra en A y E equivalea35mmyenB,C,DyFa75 um./
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Las especies de Prunus son hospedadoras naturales de .A. tumefaciens y esto
podria explicar la alta susceptibilidad a la infeccion por la bacteria. Nuestros
resultados concuerdan con datos previos (Cervera ef al, 1998b) donde el
albaricoquero mostré una alta susceptibilidad a Agrobacterinm comparado con otras

especies de Prunus y otras hospedadoras rosaceas.

Infectividad de las cepas desarmadas

Los resultados fueron diferentes para las dos cepas desarmadas de
Agrobacterinm que se utilizaron. Aunque no se encontraron diferencias significativas
en el nimero de explantos transformados, el nimero de puntos GFP por explanto
fue significativamente afectado por la cepa bacteriana y EHA105 produjo mayor

numero de puntos que C58C1 (Figura 22).
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Figura 22.- Capacidad de transformacion de las dos cepas desarmadas derivadas de C58 y A281,

C58C1 y EHA105 respectivamente, conteniendo el plasmido binario pBin19-sgfp, estimada como el
porcentaje de explantos transformados y el nimero medio de puntos GFP por explanto.
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La cepa EHA105 (y la A281, de la que deriva) estd reconocida como la mas
apta para la transferencia de genes a células vegetales de diferentes especies lefiosas,
como por ejemplo el alamo blanco (Han ¢z a/, 2000) o el manzano (De Bondt ¢/ af,
1994), pero su supervirulencia parece depender del hospedador y por lo tanto es
impredecible (Cervera ez al, 1998b). Nuestros resultados sugieren que la virulencia
también puede depender de interacciones entre la cepa bacteriana y el estado
fisiologico de la planta, lo que podtia explicar los resultados discrepantes entre los

dos experimentos realizados.

Evolucion de la transformacion transitoria y estable

Cuando se evalud la evolucion de la expresion transitoria de la GFP, después
del cocultivo de las hojas con la cepa desarmada de Agrobacterium EHA105 (pBin19-
sgfp), se encontré una expresion maxima alrededor de los 7-9 dias después de la
infeccion (Figura 23), con una media de mas de 200 puntos GFP por explanto.
Muchos de esos puntos se observaron en los bordes de los cortes hechos en las
hojas (Figura 21B) representando cada punto un evento de transformacion
independiente. La expresion transitoria disminuyé rapidamente, quedando
estabilizada entre la tercera y cuarta semana después de la infeccién. En ese
momento muchos de los puntos GFP eran callos o grandes zonas expresando GFP
(Figura 21C).

La proteina verde fluorescente de la medusa Aeguorea victoria es un sistema de
informacion genético (Sheen ez al, 1995) y ha llegado a ser un importante marcador
en plantas vivas (Ghorbel ez al., 1999; Elliot ez al., 1999; Niwa ez al., 1999; Maximova
et al., 1998). Cuando es iluminada con luz azul, la GFP produce una fluorescencia
verde. Hsta fluorescencia es estable, independiente de la especie y puede ser
detectada no destructivamente. La fluorescencia de GFP al ser estimulada por la luz
no requiere ningun cofactor, sustrato o productos adicionales de otros genes. La
acumulacion de GFP no parece tener un efecto toxico en diferentes especies
vegetales donde ha sido expresada con éxito (Niwa ¢# al., 1999; Ghorbel ez al., 1999;
Elliot ¢z al., 1999; Maximova ¢f al., 1998; Molinier ez al., 2000).

138



RESULTADOS Y DISCUSION

En hojas de albaricoquero transformadas, la expresion transitoria de GFP se
encontrd, a menudo, asociada a las zonas donde se habian producido las heridas
(Figura 21B) pero también aleatoriamente distribuida en otras partes de la hoja. La
expresion estable se encontré como amplias zonas expresando GFP o callos enteros
(Figura 21C, D), y también como pequefios puntos discretos en zonas de la hoja

donde no se produjeron callos.
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Figura 23.- Evolucion de la expresion transitoria de GFP con el tiempo. Las hojas se
sumergieron en una suspension de Agrobacterium (107 cfu mL™) durante 10 minutos y se
cocultivaron durante 4 dias en medio de regeneracion con la adicion de 100 uM de

Kacetosiringona. /

La expresion transitoria no siempre se puede correlacionar correctamente con
la transformacion estable. Otros autores han mostrado que mientras que la
transferencia del ADN-T desde Agrobacterinm tumefaciens hasta la célula vegetal puede
ocurrir de una manera muy eficaz, como queda demostrado por una abundante
transformacion transitoria, la integracion del ADN-T al genoma celular podria estar

limitada, dando como resultado una transformacion estable pobre.
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Una integracién inadecuada en el genoma celular implicarfa que un incremento
en los niveles de transformacion transitoria no necesariamente se traducira en una
mejor transformacion estable (Maximova e a/, 1998). Aunque en nuestro estudio no
encontramos discrepancias en el efecto de los diferentes tratamientos sobre la
expresion de GFP transitoria y estable, este marcador vital fue utilizado para
controlar visualmente la evoluciéon de su expresion en el tiempo. Por lo tanto, los
resultados de los experimentos que vienen a continuaciéon fueron evaluados

basandose en la expresion estable de GFP cuatro semanas después de la infeccion.
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EXPERIMENTOS DE TRANSFORMACION

Establecimiento de un protocolo de transformacion

Se compararon diferentes modos de infeccion y los mejores resultados, en lo
que se refiere al porcentaje de explantos transformados y puntos GFP por explanto
transformado, se obtuvieron cuando las hojas se sumergieron durante 10 minutos
en una solucion de Agrobacterium (Tabla 18). Los resultados fueron peores cuando
las hojas fueron heridas con un bisturi infectado. Miguel y Oliveira (1999) utilizaron
un bisturf infectado para transformar hojas de almendro con buenos resultados, sin
embargo solamente evaluaron transformacién transitoria y no lo compararon con
otro método diferente. En la mayoria de los trabajos sobre transformacion de
especies lefiosas, las hojas son infectadas por inmersion en una soluciéon de
Agrobacterinm, aunque los tiempos de inmersion recomendados varian bastante. No
obstante, existe poca informacidon sobre el efecto de diferentes tiempos de
infeccion. En hojas de almendro se observé que tiempos mayores de 30 minutos de
duracién no incrementaron la frecuencia de transformacién y causaron problemas
en la posterior eliminacion de la bacteria (Archilletti ef a/, 1995).

En otro experimento, las hojas fueron infectadas durante 10 minutos con
suspensiones bacterianas a distintas densidades opticas y durante diferentes periodos
de cocultivo (Tabla 18). El porcentaje de explantos transformados se vio afectado
significativamente tanto por el tiempo de cocultivo como por la diluciéon de la
bacteria (aunque en el ultimo caso la y? fue 7,8 solamente, indicando diferencias
muy leves), mientras que el nimero de puntos GFP por explanto fue afectado
solamente por el tiempo de cocultivo. Cuando los explantos se transfirieron a medio
selectivo inmediatamente después de la inoculacion con Agrobacterium (sin cocultivo)
no se observé transformacion alguna. Los resultados mejoraron con el aumento del
tiempo de cocultivo pero fue muy dificil de controlar el crecimiento de Agrobacterinm
cuando se utilizaron 6 dias de cocultivo y/o diluciones de alta densidad. En la

practica, la longitud del cocultivo esta limitada a un maximo de 4 dias ya que
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periodos mayores dieron como resultado una abundante proliferacion de A.
tumefaciens sobre las hojas de albaricoquero y, por consiguiente, pérdidas después del
cocultivo debido a la infeccién bacteriana. De hecho, en la mayoria de los trabajos
sobre transformacion de plantas lefiosas se utilizan periodos de cocultivo entre 2 y 4
dias (De Bondt ¢z al,, 1994; Ainsley et al., 2002; Cervera et al.,, 1998¢).

Algunos autores han utilizado altas concentraciones en las suspensiones
bacterianas para la infeccién de los explantos. Hasta 2,5 x 10% ufc mL-! ha permitido
resultados 6ptimos en la transformacién de hojas de manzano (De Bondt ez 4/,
1994) o hasta D.O.s00=0,2 para la transformacion de diferentes especies de Citrus
(Yu et al., 2002).

Nosotros hemos observado en nuestros experimentos un leve efecto
perjudicial de la transformacion sobre la capacidad de regeneracion de los explantos.
La transformacion (en ausencia de seleccion con kanamicina) redujo los porcentajes
de regeneracion en un 7%, como media de cinco experimentos independientes,
comparado con los controles sin transformar (datos no mostrados). Este resultado
coincide con otro trabajo (Yu e al, 2002) que demostré un incremento en las
frecuencias de regeneracion y transformaciéon conforme el valor de la densidad
optica del inéculo disminuyé. Este efecto podria estar relacionado con dafios
causados a los explantos por una cantidad excesiva de células bacterianas.

Para determinar el efecto de la fase de crecimiento en la que se encontraba el
inoculo de A. tumefaciens, se utilizaron tres cultivos con densidades Opticas diferentes
que fueron diluidas hasta D.O.500=0,02. No se detectaron diferencias significativas,
ni en los porcentajes de transformacién ni en el nimero de hechos de
transformacion por explanto (Tabla 18). Nuestros resultados coinciden con los de
De Bondt et al, (1994) que no mostraron diferencias inducidas por la fase de
crecimiento de la bacteria. En contraste, se han encontrado grandes diferencias en el
namero de zonas expresando #idA cuando fueron utilizados cultivos de
Agrobacterinm en diferentes fases de crecimiento (De Clercq et a/, 2002) y los mejores
resultados fueron obtenidos con una fase logaritmica temprana. Sin embargo, la

comparacion se realizé6 con una suspension bacteriana procedente de un cultivo
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crecido hasta una D.O.s00=2,5, una densidad mucho mayor que la utilizada en este
trabajo, y esos resultados podrian estar relacionados con una gran proporciéon de

células muertas y compuestos toxicos en un cultivo tan sobrecrecido.

Tabla 18.- Efecto de diferentes factores sobre el porcentaje de explantos
transformados con la cepa EHA105 y el nimero de zonas expresando GFP por
explanto transformado, medido a las 4 semanas después de la infeccion de hojas de
albaricoquero.

Explan
Tratamiento (,ﬁ:(;lizs +G}§ IS) ) translfloinfztslos
- (% + E.S.)
Modo de infeccion®: Bisturi infectado 3,0+04 48,6 + 8,5
Incubacion: 1 min 1,4+0,2 25,0+ 7,7
5 min 2,9+0,5 454+ 8,7
10 min 9,0+1,2 71,4+ 7,6
Cocultivo: cfumL’
Sin cocultivo 1,5x 10’ 0 0
4x 10 0 0
1,5x 10* 0 0
2 dias 1,5x 10’ 7,0+ 1,1 75,7+ 7,1
4x 10 13,5+33 85,3 +6,1
1,5x 10* 9,0+1,2 71,4+17,0
4 dias 1,5x 107 11,5+ 1,4 88,6 +5,4
4x 10 13,4+ 1,8 94,4 +338
1,5x 10* 9.8+1,2 71,4+17,0
6 dias 1,5x 10 13,7+2,1 91,4+4,7
4x107 122+1,3 97,1+2.8
1,5x 10° 18,1 +2.,8 94,4+ 3.8
Fase de crecimiento de Agrobacterium®:
Faselag(leOS) 15,7+1,9 90,0 + 6,7
Fase logaritmica (4 x 10%) 21,5+£2,8 97,1 +£2,8
Fase estacionaria (6 x 10°) 28,8 +1,1 92,8 +3,1

* El cultivo bacteriano se diluyd a D.O.g00 = 0,05 y los explantos se cocultivaron durante 2 dias
después de la infeccion.

® El cultivo bacteriano se diluy6 a D.O.q = 0,02 y los explantos se cocultivaron durante 4 dias
después de la infeccion en medio con 100 uM de acetosiringona.
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Factores que afectan la virulencia de Agrobacterium

Las plantas lefiosas tienen tendencia a ser recalcitrantes en lo que se refiere al
cultivo de tejidos y a la transformacién (Schuerman y Dandekar, 1993). Para mejorar
la eficiencia de la transformaciéon mediada por Agrobacterium se ha trabajado en el
incremento de su virulencia mediante la introduccién de copias adicionales de los
genes vir (Ghorbel e al, 2001a; Tang, 2003), o bien mediante otras estrategias como

las que se discuten en este apartado.

Aplicacion de acetosiringona

LLa acetosiringona es un compuesto fenolico producido cuando son danadas
las células vegetales que induce la transcripcion de los genes de virulencia de
Agrobacterinm tumefaciens (Stachel et al., 1985).

El uso de acetosiringona mejoré claramente tanto el porcentaje de explantos
transformados como el nimero de puntos GFP por explanto transformado,
comparado con un control sin acetosiringona (Tabla 19). La adiciéon de
acetosiringona al medio de cocultivo mejord, entre 3 y 7 veces, el numero de puntos
GFP observados y produjo un incremento de mas del 20% en el nimero de
explantos transformados. LLos mejores resultados se obtuvieron cuando se adicioné
100 uM de acetosiringona durante un cocultivo de 4 dias de duracion.

Ha sido demostrado el papel beneficioso de la acetosiringona en la
transformacion genética de diferentes especies, desde Arabidopsis (Sheikholeslam y
Weeks, 1987) hasta citrange (Cervera ez al, 1998c) o manzano (James ef al, 1993),
aunque, por otro lado, la acetosiringona no mejoré la transformacion en almendro
(Ainsley e# al., 2002).

James et al., (1993) demostraron que la acetosiringona es necesaria solamente
durante la etapa de induccién y no durante el periodo de cocultivo, y también que es

necesaria la presencia de betaina y prolina para hacerla efectiva en manzano.
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Tabla 19.- Estudio del efecto de la acetosiringona (AS) sobre la eficiencia de
transformacion de hojas de albaricoquero por medio de la cepa EHA105 de
Agrobacterium.

Tratamiento sy Tiel.npo d? Punfos GFP triﬁ?ﬁinmtg(sios
(nM) cocultivo (dias) (media + E.S.) (% + E.S.)
Control 0 2 4,0+0,7 75,7+ 7,0
AS durante el cultivo de
la bacteria 100 2 8,1+1,2 73,2+ 6,9
AS durante el cocultivo 100 2 15,3+ 1,6 100
100 4 23,6 +£3,5 96,4 +2.5
200 2 44+0,6 90,0 +5,5
Estadistico *
F Xz
Control vs adicion AS 7,1%* 4,5%
100 AS vs 200AS 7,3%* 1,3 "™
AS y 2 dvs4d cocultivo 4,5%%* 0,6 ™
Cocultivo (100 uM y 2 d) vs cultivo bacteriano 3,1 5,8%

* Valores F y y significativos a los niveles de probabilidad de 99,9% (**%*), 99% (**) 6 95% (*).
Los valores no significativos estan indicados como n.s.

La adicién de acetosiringona al medio LB donde se cultivé la bacteria, no
mejord los resultados respecto a la adicién de la misma en el medio de cocultivo,
incluso disminuy6é el ndmero de hechos de transformaciéon por explanto
transformado (Tabla 19). Cuando se estudi6 el efecto de su adicién en un medio
empobrecido donde se cultivé _Agrobacterium, aunque no se encontraron diferencias
significativas en los porcentajes de transformacion, el nimero de puntos GFP fue
significativamente mayor cuando se utilizé 500 uM de acetosiringona, comparado
con un control donde no se adicioné acetosiringona (Tabla 20).

Alt-Mérbe ez al. (1989) recomendaron la adiciéon de acetosiringona en un
medio de induccién empobrecido durante, al menos, 5 horas antes de la infeccién.
Pero, aparentemente, un medio basado en MS (James e¢f a/, 1993) o el medio LB
(Sheikholeslam y Weeks, 1987) pueden también ser utilizados para cultivar el
Agrobacterinm e inducir virulencia en presencia de acetosiringona. En este estudio, la
incorporacién de acetosiringona durante el cultivo de Agrobacterium en medio LB no

tuvo un efecto beneficioso. Sin embargo, cuando la virulencia de la bacteria fue
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inducida en un medio empobrecido con 500 uM de acetosiringona produjo
significativamente mas puntos GFP que el control.

Recientemente, se ha publicado un trabajo donde se describe que un
pretratamiento con poliaminas anterior al de acetosiringona provocé una induccion
en la expresion de los genes vir de Agrobacterium (Kumar y Rajam, 2005). Este efecto
de las poliaminas en el cultivo de la bacteria no ha sido ensayado en esta tesis, pero
podria ser un factor mas a tener en cuenta para la optimizacion de los resultados

aqui mostrados.

Tabla 20.- Efecto de la adicion de diferentes concentraciones de acetosiringona
(AS), en un medio empobrecido durante el cultivo de la bacteria, en la

transformacion de hojas de albaricoquero mediante la cepa de Agrobacterium
EHA105.

Concentracion de As® Puntos GFP/explanto transformado Explantos transformados

(M) (media + E.S.) (% + E.S)

0 12,1+23 87,5+ 44

100 13,0+ 3,5 62,9 £8,2

200 11,7+ 1,9 92,9+49

500 234+3,7 72,6 £5,3

1.000 19,8 +3.3 77,4+4,6

1.500 3,8+1,0 80,9 £ 8,6

2.000 6,1 +1,5 80,9 + 8,6

* En todos los tratamientos las hojas estuvieron en cocultivo con la bacteria durante 4 dias en
presencia de 100 uM de AS.

Influencia del pH del medio de cocultivo

Nuestros resultados no muestran ningun efecto, estadisticamente significativo,
del pH en combinacién con 100 uM de acetosiringona durante el cocultivo sobre la
transformaciéon de hojas de albaricoquero de la variedad ‘Helena’ (Tabla 21).
Ademas, la mayor acidez del medio provocé una solidificacién deficiente, mas
apreciable a pH 5,0, produciendo medios semiliquidos y la consiguiente

hiperhidratacion del material vegetal.
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Algunos autores han demostrado que un pH menor de 5,7 incrementa la
virulencia de Agrobacterinm (James et al., 1993; Alt-Morbe et al,, 1989; Vernade ef al.,
1988), pero tnicamente durante el periodo de induccién de virulencia de la bacteria
previo a la transformaciéon. Experimentos realizados por Vernade ez a/ (1988)
demostraron que un incremento del pH en el medio de induccién a las 10 6 20
horas desde el inicio de la induccién, bloquea la expresion de los genes de virulencia

virG o virEx, respectivamente.

Tabla 21.- Efecto de la acidez del medio durante el cocultivo con la cepa de
Agrobacterium EHA105 en la transformacion de hojas de ‘Helena’.
N° de hechos de transformacion/

Explantos transformados

pH /expl?;/lt:;i:‘rinl;fggr?ados (% + E.S.)
5,0 17,7+ 1,4 94,1 +£5,7
5,2 143+ 1,4 87,1 +6,4
5,5 11,7+ 1,1 80,9 +4,6
5,7 (control) 17,7+ 1,1 89,2+1,2

* Total de zonas, callos o puntos discretos expresando gfp por explanto transformado. El total
de explantos utilizados en este estudio fue 837.

En semillas de _Awntirrhinum majus se observé que la transformacion era
dependiente del pH (Holford ez 4/, 1992). El nimero de tumores producidos por
explanto aument6 conforme disminuy6 el pH en el medio de cocultivo en presencia
de acetosiringona. Por otro lado, la transformaciéon mejoré conforme aumento6 el
pH en presencia de siringaldehido, analogo formil de acetosiringona. I.a magnitud
del efecto de ambos factores, pH y compuesto fendlico, varié dependiendo del
genotipo vegetal. Este trabajo sugiere que la transformaciéon maxima, con un
genotipo determinado, depende de la correcta eleccion del compuesto inductor y del

uso de un pH apropiado durante el periodo de cocultivo.
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Efecto de otros tratamientos

La infiltracion mediante vacio, la utilizaciéon de pinzas para producir pequefias
heridas en las hojas, el tratamiento de las hojas con celulasa durante 2 6 4 horas
antes de la infeccién y los diferentes tratamientos probados con el sonicador no
incrementaron significativamente el porcentaje de explantos transformados
comparado con un control, aunque la infiltracién al vacio y ambos tratamientos con
celulasa produjeron un aumento significativo en el numero de puntos GFP respecto
a los controles (datos no mostrados). Sin embargo, las hojas fueron afectadas
fuertemente por todos estos tratamientos y, como resultado, muchos explantos
desarrollaron severas necrosis y murieron.

La produccién de heridas en hojas mediante aplastamiento con pinzas
especiales incrementé significativamente la transformacién en manzano (Norelli ef
al., 1996) y la regeneracion en peral (Zhu y Welander, 2000).

En nuestro estudio, aunque alguno de los tratamientos aumentd
significativamente el numero de puntos GFP por explanto transformado, los
diferentes tratamientos disminuyeron drasticamente la regeneraciéon adventicia. Por
esta razon todos los tratamientos fueron desestimados y no fueron incorporados al

protocolo.

Factores que afectan el estado fisiolégico de la planta

Los esfuerzos para mejorar la eficiencia de la transformacion mediada por
Agrobacterinm se han enfocado en el incremento de la virulencia de la bacteria,
discutido en el apartado anterior, o en la modificacion de las condiciones del

material vegetal diana para hacerlas 6ptimas para la infeccién bacteriana.

Retraso de la transformacion

Cuando las hojas fueron colocadas en el medio de regeneracion y se retraso la
transformaciéon en 3, 7 6 14 dfas, las tasas de regeneracion no variaron

significativamente respecto a un control, donde se sigui6é el protocolo normal de
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regeneraciéon, pero los eventos de transformaciéon disminuyeron (datos no
mostrados).

Nuestros resultados no parecen coincidir con los observados en otras especies
donde periodos de precultivo antes de la infeccion con _Agrobacterinm tumefaciens
mejoraron la regeneracion de brotes transformados (McHughen ez a/., 1989; Villar ez
al., 1999). Esto se podria explicar por el mecanismo de transferencia del ADN-T.
Las células durante el precultivo estan experimentando una serie de cambios
fisiologicos de desdiferenciacion y posterior diferenciacion hasta llegar a desarrollar
un meristemo y generar una nueva yema. Podria ser que al inicio de este proceso la
transferencia e integracion del ADN-T sea mas efectiva que posteriormente cuando
las células ya han adoptado un determinado patrén de desarrollo.

Ademas, el precultivo de las hojas de albaricoquero dificulté la eliminacion del
exceso de Agrobacterium después de la infeccion, ya que las hojas presentaban una
forma irregular y tenfan callos en su superficie (sobre todo después de 14 dias de
precultivo), dificultando el acceso del antibiético y provocando el sobrecrecimiento

de la bacteria en muchas placas después del cocultivo.

Influencia de pulsos de auxinas y efecto sinergistico de las poliaminas y

los inbibidores del etileno

Se estudi6 el efecto sobre los porcentajes de transformacion y el numero de
eventos de transformaciéon por explanto de todos los tratamientos que
incrementaron la regeneracion (significativamente o no). Los resultados aparecen
mostrados en la Tabla 22. El porcentaje de explantos transformados fue de mas del
75% en todos los casos y no fue significativamente afectado por el tratamiento. El
namero total de eventos de transformacién y el numero de callos o zonas
expresando GFP si fueron significativamente afectados por el tratamiento (P<0,01
para ambas variables independientes). De acuerdo con la prueba de Dunnett (que
compara cada tratamiento con el control), solamente los pulsos de auxina con 9,05
uM de 2,4-D y la combinaciéon de espermidina 2 mM y STS 60 uM produjeron un

incremento significativo en el nimero de hechos de transformacion y callos GFP
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positivos. Aunque la razéon nos es desconocida, los medios con espermidina
resultaron frecuentemente contaminados. Ademas, en experimentos posteriores no
conseguimos regenerar plantas transformadas cuando se anadié espermidina. Todo
esto nos condujo a desechar su utilizacion.

Agrobacterium transforma preferentemente células metabolicamente activas y/o
en divisiéon activa (Dandekar, 1995). Algunos componentes, que promueven la
divisién celular, como son auxinas y poliaminas, han mejorado la transformacion
mediante A. Tumefaciens. Pretratamientos con altas dosis de auxinas durante el
cocultivo han incrementado la transformacion en varias especies (McHughen ez al,
1989; Villar ez al., 1999) (Cervera et al., 1998c; Yu et al., 2002).

La aplicacién exégena de reguladores del crecimiento vegetal, principalmente
auxinas, también potenciaron la formacién de raices adventicias y la formacion de
tumores (ver revision de Dandekar, 1995). El papel de las poliaminas en la division,
crecimiento y diferenciacion celular ha sido ampliamente descrito (Chi ez aZ, 1994) y
en hojas de albaricoquero, su adicién al medio de regeneraciéon produjo gran

cantidad de callos color verde oscuro sugiriendo mayor divisiéon celular que en los

Tabla 22.- Efecto de los pulsos con auxinas durante el cocultivo o la combinacion de

espermidina y los inhibidores del etileno en la transformacién de albaricoquero.
Inhibidor del

Concentracion etileno Explantos Total Zonas®
Tratamiento adicional de ncentr yi'n transformados  GFP+/explanto = GFP+/explanto
auxina (M) co CEHM?C 0 (% +ES.) (Media + E.S.)  (Media + E.S.)

Ninguno - STS (60) 85,0 +4,0 10,3 +1,1 6,7+0,8
(control)
NAA 5,37 STS (60) 75,6 +6,7 10,3+1,3 7,6+ 1,1

10,74 STS (60) 80,0 + 8,9 143+3,9 10,1 +3,1
2,4-D 4,52 STS (60) 89,2+ 5,1 12,8 +2,3 8,0+13

9,05 STS (60) 94,6 + 3,7 15,1 +2,0 9,5+1,3
Espermidina - STS (60) 100 15,1 +£2,1 13,0 +2,0
(2mM) -- AVG (0,5) 80+ 6,8 7,9+1,6 57+1,.2

* Las zonas GFP+ son grandes areas o callos expresando GFP.
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controles sin poliaminas.

Segin nuestros resultados, la mayoria de los tratamientos probados
incrementaron el nimero total de hechos de transformacién y la producciéon de
callos transgénicos, o no fueron significativamente peores que el control. Ya que la
regeneracion en hojas de albaricoquero ocurre mayoritariamente a partir de los
callos desarrollados, es importante la obtencién de muchos callos expresando GFP
y dado que las eficiencias de transformacion (numero de brotes transformados por
el total de explantos infectados) en plantas lefiosas son generalmente muy bajas, las
condiciones que permitan una optimizaciéon de la transferencia del ADN-T y del
namero total de células transformadas, incrementarfa las probabilidades de

obtencién de brotes transformados.

Evaluacion molecular de los callos transgénicos

Callos que expresaban GFP fueron aislados y utilizados para la extraccion de
ADN o cultivados en un medio apropiado, descrito en materiales y métodos, con
172 uM de kanamicina (Figura 21E). Se ha demostrado la transferencia de los
transgenes a las células vegetales y la proliferacion de estas células transgénicas hasta
producir callos expresando GFP y resistentes a altos niveles de kanamicina (y
algunas yemas quiméricas). Los transgenes han sido detectados en estos callos
mediante PCR utilizando los cebadores apropiados, descartando una posible
contaminacion de Agrobacterinm (Figura 24A). Algunos de estos callos transgénicos,
cultivados durante mas de un afilo en medio con 172 uM de kanamicina, se han
utilizado para determinar la integracién estable de los transgenes por hibridacion
Southern (Figura 24B).

Por primera vez se muestra en este trabajo la transformacién de explantos de
material adulto de una variedad de albaricoquero. Debido a que se ha utilizado un
marcador vital (GFP) para el seguimiento de los eventos de transformacion, en
todos los experimentos descritos hasta el momento, se observé atentamente la
posible produccién de brotes transformados. Solamente se obtuvieron unas pocas

yemas quiméricas (Figura 21F). Sin embargo, la eficacia del proceso, en términos de
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expresion estable del gen marcador, es comparable a protocolos donde se producen

rutinariamente plantas transformadas.

4 )
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Figura 24.- (A) Analisis electroforético de los productos de PCR de callos transformados
producidos a partir de hojas con los cebadores para gfp, nptll y genes vir de Agrobacterium (ver
materiales y métodos para la descripcion de los cebadores). Calle 1: Marcador de ADN 1Kb
(Invitrogen, Cat. no. 15615-016). Calle 2: Control positivo, plasmido pBinl19-sgfp (purificado
siguiendo las instrucciones del fabricante mediante CONCERT™ kit (Life Technologies Cat. no.
11455-029). Calle 3: Callo gfp negativo. Calles 4-7: Callos gfp positivos, las calles 4 y 5 son los
productos de PCR con los cebadores para ambos transgenes y las calles 6 y 7 son los productos de
PCR con los cebadores para los genes bacterianos. (B) Andlisis mediante Southern del gen sgfp
sobre callos resistentes a kanamicina. Calles 1-7: Callos transformados. Calle 8: Sin muestra. Calle
C-: Callo no transformado. Calle P1: Plasmido pBin19-sgfp sin digerir. (C) Indicacion del sitio de
restriccion para BamHI y la posicion de la sonda para sgfp en el ADN-T del pBinl9-sgfp.
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Las eficiencias de transformacion esperadas (brotes transformados / numero
total de explantos infectados) en plantas lefiosas son, generalmente, muy bajas y esto
podria explicar la ausencia de brotes transformados en nuestro caso. En manzano, la
eficiencia de transformaciéon respecto al ndmero inicial de eventos de
transformacién observados, después de la infeccion con Agrobacterium, disminuyéd
unas 10.000 veces (Maximova ef al., 1998). Por tanto, sera necesario transformar un
gran numero de explantos para evaluar correctamente la eficiencia de

transformacion en albaricoquero.

Descripcion del protocolo de transformacion

Después del analisis y optimizacion de los factores que afectan a la
transformaciéon mediada por Agrobacterinm de hojas de albaricoquero de la variedad

‘Helena’, se establecio el siguiente protocolo (Figura 25)

1.- Material vegetal (estado fisiol6gico)

Los explantos (hojas) utilizados provienen de brotes de tres semanas de edad
mantenidos en medio A (medio de proliferacion de la variedad ‘Helena’ descrito en

materiales y métodos).

2.- Cepa bacteriana y condiciones de crecimiento de la misma

La cepa seleccionada para la transformacion fue la EHA105. La bacteria se
crece durante una noche en un agitador orbital, a 27°C y 0,1g, en medio LB liquido,
con los antibiéticos correspondientes, hasta que alcanza la fase estacionaria.
Después se precipita a 1.000g y se diluye a una D.O.500=0,2 en medio SIM (Alt-
Morbe et al, 1989) adicionando los antibiéticos correspondientes y 500 uM de
acetosiringona. En este medio se incuba la bacteria durante 24 horas a 25°C y 0,1g.
Posteriormente se precipita nuevamente y se resuspende en medio liquido de

regeneracion a la densidad optica utilizada para la infeccion.
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3.- Condiciones de infeccion

Las hojas son infectadas mediante inmersioén en una suspension bacteriana de

D.0O.600=0,02, durante 10 minutos en agitacioén (0,19

4.- Condiciones de cocultivo

El medio de cocultivo consiste en el medio de regeneracion con la adiciéon de
100 uM de acetosiringona y con una concentracion adicional de auxina (9,04 uM de

2,4-D). La duracion es de 4 dias en oscuridad.

5.- Condiciones después del cocultivo

Los explantos son transferidos a medio de regeneracion al que se adiciona 60
uM de STS, ademas de 0,63 mM de cefotaxima y 0,13 mM de vancomicina, para
controlar el crecimiento de Agrobacterinm y 25,7 uM de kanamicina, como antibiético
de seleccion. Las hojas se mantienen en oscuridad hasta completar un tiempo de dos
semanas (contando con el periodo de cocultivo) y posteriormente son incubadas a la
luz siguiendo las condiciones normales de regeneracion, descritas en el capitulo

anteriofr.
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¥
h.und

Se extraen hojas de brotes de
‘Helena’ en proliferacion.

Una colonia de la cepa EHA105 se incuba en
LB liquido a 27°C y 0,1g hasta fase
estacionaria.

Se diluye el cultivo hasta D.O.¢p = 0,2 en
medio empobrecido con la adicion de 500 uM
de AS y se incuba durante 24h. a 25°C y 0,1g.

) Las hojas son infectadas
El cocultivo se por inmersion en una

realiza en suspension bacteriana de

oscuridad : D.O.¢00 = 0,02 durante
durante 4 dias, ; ‘ 10 miny 0,1g.
con 100 uM de
AS y 9,04 uM

de 2,4-D.

Después del cocultivo los explantos
se transfieren a medio de

regeneracion con 60 pM de STS, los
antibidticos de control de la bacteria
s 1 (0,63 mM de cefotaxima y 0,13 mM

de vancomicina) y el antibiotico de
seleccion (25,7 uM de kanamicina).

A las cuatro semanas
se evalua la
transformacion estable
en los tejidos.

Figura 25.- Esquema del protocolo de transformacion de hojas de albaricoquero mediante Agrobacterium
tumefaciens.

J
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SELECCION DE PLANTAS TRANSFORMADAS

Seleccion con kanamicina

La seleccién con una concentracion de kanamicina por encima de la inhibitoria
en la regeneracion (40 pM) aplicada inmediatamente después del cocultivo
disminuy6é drasticamente la regeneracién e impidié la apariciéon de brotes
transformados (Tabla 23). Una concentracién menor, pero también inhibitoria (25,7
uM), aplicada después del cocultivo o retrasando su aplicacién en 5, 7 6 10 dias
tampoco fueron eficientes. Solamente se obtuvé un brote transgénico cuando el
antibidtico se aplicé inmediatamente después del cocultivo de 1.330 explantos
infectados (eficiencia de transformacion de 0,07%), y se obtuvieron dos quimeras de
700 explantos cuando no se aplico seleccion. El nimero de escapes en todos estos
experimentos aument6 conforme disminuy6 la presion de seleccion (Tabla 23).

Estudiando el efecto de los antibiéticos aminoglicésidos en la regeneracion
detectamos que concentraciones bajas de kanamicina (8,6 pM) mejoraron la
regeneracion adventicia en hojas de albaricoquero e indujeron adelanto en la
aparicion de las yemas (ver resultados “Antibidticos aminoglicésidos para
seleccionar plantulas transformadas”). Esto podria afectar la eficacia de este
antibidtico para seleccionar plantulas transformadas y, por lo tanto, se llevé a cabo
una evaluacién del efecto de diferentes antibidticos aminoglicosidos en la seleccion
de células transformadas con el gen npAl.

El elevado numero de brotes GFP negativos obtenidos podrian deberse a una
perdida de expresion del transgén (Horsch ez al, 1985), o a una selecciéon poco
eficiente cuando hay células transformadas cerca, de hecho se observé que
ocasionalmente los brotes GFP negativos se originaron cercanos a callos
transgénicos, probablemente siendo protegidos por este tejido transformado
(Dominguez ez al, 2004) (Figura 21D). El analisis de seis de estas yemas mediante
PCR y Southern blot demostré que ninguna contenfa los transgenes (datos no

mostrados).
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Tabla 23.- Estrategia de seleccion con kanamicina. Efecto del retraso en la
aplicacién de la presion de seleccion sobre la aparicion de escapes y brotes
transformados.

Seleccion: Km N° explantos Explantos Regeneracion Brotes
Dias después [nM] transformados (%) (gfp+
del cocultivo (%)

0 40,0 1.050 81,7 2,0 0
0 25,7 1.330 91,7 11,1 1
5 25,7 483 88,8 33,8 0
7 25,7 255 87,5 5,1° 0
10 25,7 573 97,3 31,8 0
Sin seleccion 0 700 89,2 473 2 quimeras

* En este experimento la regeneracion fue anormalmente baja como pudimos comprobar con un
control sin transformar en el que se obtuvo tan solo un 3,7% de regeneracion.

Evaluacion del efecto de diferentes antibioticos

aminoglicosidos sobre las células transformadas

Cuando las hojas de albaricoquero fueron transformadas con Agrobacterinm y la
seleccion de las células transformadas se llevé a cabo con kanamicina (a 25,7 6 40
uM) y los diferentes antibiéticos aminoglicosidos, a la concentracién inhibitoria
determinada para los tejidos no transformados, se encontraron diferencias
significativas (P<0,001) en los porcentajes de explantos transformados en cada una
de los tratamientos (Tabla 24). En presencia de cualquiera de los antibidticos, con la
excepcion de geneticina®, el nimero de explantos transformados fue mayor que en
el control sin selecciéon con antibidticos (P<0,01). Paromomicina y kanamicina
permitieron una mayor supervivencia de las células transformadas y con estos
antibidticos se observo el mayor numero de puntos GFP. Ademas, unicamente con
kanamicina 25,7 uM y paromomicina se encontraron un numero de zonas o callos

GFP positivos significativamente mayor, sugiriendo que estos antibioticos permiten
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una mejor proliferacion de las células transformadas a las concentraciones
ensayadas.

Los pesos frescos de las hojas transformadas, tomados 7 semanas después del
inicio de los experimentos, fueron significativamente afectados por la selecciéon con
antibiéticos (P<0,001) y fueron mayores en el control sin selecciéon que cuando fue
aplicada selecciéon con cualquiera de los antibiéticos probados. Paromomicina y

L.® .. .
geneticina permitieron un mayor incremento del peso fresco que los otros dos

antibidticos (Tabla 24). La geneticina® fue altamente letal, matando a las células
transformadas y no permitiendo el crecimiento de los tejidos transformados, los
callos que aparecieron a la concentracion inhibitoria de 1,5 pM estaban formados

por células no transformadas.

Tabla 24.- Efecto de los antibidticos aminoglicosidos, a concentraciones inhibitorias de la
regeneracion, sobre la transformacion de hojas de albaricoquero.

Peso fresco de

Antibiético Explantos Total de hechos  Zonas GFP+/explanto las hojas
[uM] transformados z
probado (% + E.S.) GFP/explanto  (callos o areas grandes) transformadas
() e

- (mg)
Ninguno (control) - 50,0 +9,4 24¢ 0,4 ¢ 329 a
Kanamicina 25,7 85,0+5,6 8,4a 5,8a 124 ¢
40,0 78,6 +7,7 5,9 ab 2,8 ab 98 c
Estreptomicina 40,0 71,4+8,5 3,9 be 1,0 be 128 ¢
Paromomicina 40,0 71,4 +8,5 8,1a 6,1a 199 b
Geneticina 1,5 35,7+9,1 I,1c 03¢ 203 b

Las medias seguidas por la misma letra, dentro de una misma columna, no son significantemente diferentes
conforme a la prueba LSD a un nivel de significacion de 0,05. Los pesos frescos fueron tomados 7 semanas
después del inicio de los experimentos.

Kanamicina y paromomicina parecen conferir mayor ventaja a las células
transformadas que los otros antibiéticos probados. Sin embargo, la kanamicina a
una concentracion de 25,7 uM produce una selecciéon ineficiente y la aparicion de
gran cantidad de escapes después del cocultivo de hojas de albaricoquero con
Agrobacterinm (ver apartado anterior, “Selecciéon con kanamicina”) y, a las dos

concentraciones probadas, permitié un crecimiento significativamente menor de los
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tejidos transformados que la paromomicina. En albaricoquero la mayorfa de la
regeneracion se da a partir de callos (Pérez-Tornero ef al., 2000) por lo tanto, un
aumento en el namero de callos transformados incrementaria la probabilidad de la
aparicion de un brote transformado.

Por tanto, la paromomicina a una concentraciéon de 40 uM podria ser mas
adecuada para seleccionar brotes adventicios transformados. También otros autores
describen a la paromomicina como mejor agente selectivo en comparaciéon con la
kanamicina, permitiendo una mejor seleccion de las células transformadas e

induciendo el desarrollo de plantas transgénicas (Wang ef al, 2005; Mauro et al.,

1995).

Estrategias de seleccion con paromomicina

Se disefiaron diferentes estrategias basadas en la selecciéon con paromomicina
tal y como se muestra en la Tabla 11 (“Materiales y Métodos”).

De manera similar a los resultados obtenidos con kanamicina, cuando se
aplico una concentraciéon de paromomicina inhibitoria de la regeneracién o mayor
(40 y 50 uM, respectivamente) inmediatamente después del cocultivo, la
regeneracion se redujo drasticamente y no se obtuvo ninguna yema transformada.
La reduccion de la presion selectiva provoco claramente un incremento en las tasas
de regeneraciéon y un nimero total mayor de yemas regeneradas por explanto
infectado (Tabla 25). Cuando se retrasé la aplicacion del antibiético en 10 dias o se
redujo la concentracion inicial a 20 6 10 uM antes de aplicar la concentracion
inhibitoria, se consigui6 la regeneraciéon de algunas yemas expresando la proteina
GFP. El nimero de posibles yemas transformadas por explanto aumenté conforme
disminuy6 la presion selectiva, aunque el numero de escapes también fue mucho

mayor en esas estrategias de seleccion.
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Tabla 25.- Estrategias de seleccion con paromomicina. Efecto de las diferentes
concentraciones, modos y momento de la aplicacion del antibiotico en la

regeneracion de brotes transformados.
N° de Explantos

E:g:ctzig;:: ;1e explantos  transformados Rege?(;:‘)aci()n N° de yemas N ((l;eF)i’e_il_nas
infectados (%)
A 70 78,6 8,6 8 0
B 1.400 69,1 6,8 106 0
C 420 79,5 9,0 49 16
D 490 65,9 13,9 101 17
E 994 75,7 35,0 497 56
F 518 51,2 459 406 30

* Estrategias descritas en la Tabla 11.

Las cuatro estrategias que produjeron yemas transformadas presentaron
eficiencias de transformacién similares y las diferencias entre ellas no fueron
significativas. Sin embargo, las eficiencias de seleccion si fueron significativamente
diferentes (P < 0,001). Por lo tanto, una seleccién intermedia, como la utilizada en la
estrategia C, serfa 6ptima, con una eficiencia de transformacion cerca del 4% y una
eficiencia de seleccién por encima del 32% (Figura 20).

Aunque la kanamicina es el antibidtico mas ampliamente utilizado para la
seleccion de plantulas transformadas con el gen #pAl, la paromomicina se ha
utilizado con éxito y ha sido mas efectiva que la kanamicina como agente selectivo
en algunos casos. En células transformadas de patrones de vid tuvo un efecto mas
rapido sobre la muerte celular permitiendo una mejor seleccion (Mauro ef al, 1995).
También fue mas efectiva en la induccién del desarrollo de embriones somaticos
transformados en vid durante la seleccion (Wang e a/, 2005). Los resultados
obtenidos previamente cuando se estudi6 el efecto de los diferentes antibidticos
aminoglicésidos sobre el desarrollo y proliferacion de las células transformadas,
donde la paromomicina parecfa mas adecuada como agente selectivo, quedaron
confirmados con estos resultados, ya que estrategias de seleccion con kanamicina

similares a las utilizadas con paromomicina fueron casi incapaces de producir yemas
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transformadas, mientras que la paromomicina permitié la regeneracién de yemas

transgénicas con eficiencias relativamente altas.
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Figura 26.- Eficiencias de transformacion (E.T.) y eficiencias de seleccion (E.S.) obtenidas para las
diferentes estrategias de seleccion con paromomicina en las que hubo regeneracion de yemas
adventicias transformadas.

- J

Segun nuestros resultados parece que es necesario un retraso en la aplicacion
de la seleccion después del cocultivo, o bien, una reduccion en la concentraciéon del
antibiético hasta un minimo, probablemente permitiendo asi el inicio de la
organogénesis en las células transformadas. Los primeros 14 dias, incluyendo el
cocultivo, constituyen el periodo de induccion en oscuridad necesario para obtener
regeneracion adventicia en hojas de albaricoquero (Pérez-Tornero ef al,, 2000). Este

periodo clave probablemente permite la desdiferenciacion de las células foliares y la
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diferenciacién de esas células de nuevo en meristemos, lo que podria explicar la
importancia del momento en la aplicacion del agente selectivo. Un incremento en la
presion selectiva una vez transcurrido este periodo de tiempo evitarfa la
regeneracion de un numero demasiado elevado de yemas no transformadas.

Estos resultados concuerdan con los observados por Gonzalez-Padilla e 4.
(2003) en ciruelo donde una seleccion temprana disminuy6 el nimero de escapes y
una seleccion tardia, aunque disminuy6 la eficiencia de seleccién, aumentd la
eficiencia de transformacion.

Para la obtencién de plantas transformadas de ciruelo a partir de discos de
hipocotilos se retrasé la aplicacion de la seleccion de 6 a 14 dias (Scorza ez al., 1994,
Scorza et al., 1995b), y fue necesaria una seleccién progresiva con antibiéticos para
obtener plantas transformadas de almendro (Miguel y Oliveira, 1999) y vid (Mauro e#
al., 1995; Motioike ez al, 2002). También una selecciéon progresiva con fosfinotricina
permiti6 la regeneracion de manzanos transformados (Szankowski e /., 2003). Los
autores consideraron que la aplicacion inmediata del agente selectivo al inicio de la
regeneracion podria conducir a una muerte celular masiva que probablemente
afectarfa la viabilidad de las células transformadas. Una concentracion inicial baja del
agente selectivo podria permitir que las células alcanzaran una masa critica, que se
supone necesaria para la organizacion de novo de meristemos. Inducir necrosis en los
tejidos no transformados podria inhibir la regeneracién, incluso en las células
transformadas. Para otros autores la aplicaciéon inicial de una concentracion baja del
agente selectivo solamente permitirfa el desarrollo de las células transformadas,
inhibiendo la divisién de las no transformadas y, en sucesivos incrementos de la
concentraciéon del antibiético, se eliminarfan las células no transformadas vy
solamente permanecerian las estructuras transgénicas (Motioike ez a/., 2002).

Las eficiencias de transformaciéon mostradas aqui estan basadas en el numero
total de yemas que se detectaron expresando GFP recuperadas para cada una de las
estrategias. Sin embargo, la supervivencia de estas yemas fue muy baja incluso
cuando no se aplico seleccion, del 15,4 al 50% dependiendo de diversos factores que

seran discutidos mas adelante en esta tesis.

162



RESULTADOS Y DISCUSION

Basandose en la expresion del gen marcador gfp, las eficiencias de
transformacion y seleccion obtenidas son las mayores descritas hasta el momento en
el género Prunus (ver “Introduccion”). Sin embargo, basando las eficiencias en los
brotes supervivientes, confirmados por PCR, estas estan dentro de la media de los
resultados publicados para la transformaciéon de material adulto en otras especies del
género Prunus. Los autores de estos trabajos utilizaron otros genes marcadores para
confirmar la transformacién, por ejemplo el gus. De esta manera no pudieron
detectar si existfa una baja supervivencia de las yemas transformadas v,
probablemente, sus eficiencias podrian haber sido mayores optimizando el

protocolo de recuperacién de las yemas transformadas.

Comparacion con la misma construccion utilizando gus

Las yemas recuperadas, que expresaban GFP, presentaron una tasa de
supervivencia muy baja (Tabla 26). La supervivencia de las yemas que expresaban
fuertemente la GFP parecié ser menor incluso que la supervivencia de yemas que
expresaban la GFP levemente (16,1% u»s 20,8% como media de diferentes
experimentos), mientras que la supervivencia de yemas no transformadas
recuperadas en medio sin seleccion fue de 97,3%. Estos resultados podrian indicar
cierto grado de toxicidad de la proteina GFP en albaricoquero. En la mayoria de los
trabajos de transformacion en los que se utiliza gfp consideran que la acumulacion de
la proteina parece no tener ningin efecto toxico para la planta (Niwa ez af, 1999;
Ghorbel ¢7 al, 1999; Molinier et al., 2000; Elliot e# al, 1999; Maximova ef al., 1998).
No obstante, se ha sugerido que altos niveles de expresion de la proteina podrian ser
toxicos para el crecimiento y desarrollo de la planta. Por ejemplo, resulté dificil
regenerar de manera eficiente plantas transgénicas a partir de células altamente
fluorescentes de Arabidopsis (Haseloff et al., 1997), y fue necesario dirigir la GFP al
reticulo endoplasmatico para poder regenerar eficazmente a partir de estas células.
Esto coincide con el hecho de que no hemos detectado ningun efecto toxico en
albaricoquero cuando la proteina contiene una secuencia especifica que la conduce

al interior del nucleo celular (datos no mostrados).
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También ha sido publicada la toxicidad de la GFP en células animales donde
se demostré que la GFP indujo apoptosis en las células que expresaban el marcador,

aunque se desconoce todavia como la GFP dispar6 el proceso de muerte celular

(Liu ¢t al, 1999).

Tabla 26.- Supervivencia de las yemas transformadas con los genes sgfp o gus.

o Brotes Eficiencias de
Explantos N° de yemas - .o
Gen marcador infectados GFP+ supervivientes  transformacion
(%) (media + E.S.)
gfp 665 59 11 (18,6) 1,65+0,5
gus 763 - 7 0,92 +0,3

* Las eficiencias de transformacion, basadas en la expresion del gen marcador, son la media de
diferentes experimentos repetidos con ambas construcciones.

Se decidi6é disefar un experimento para determinar si la GFP tenfa algin
efecto toxico en albaricoquero transformando hojas con la misma construccion
conteniendo el gen #dA. En los ensayos donde se utilizé la construcciéon con el gen
sgfp solo se rescataron las yemas que expresaban GFP, mientras que en los ensayos
con el plasmido p35SGUSINT todas las yemas regeneradas se recuperaron en
medio selectivo. Una vez que las yemas supervivientes fueron evaluadas para el
GUS, las eficiencias de transformacion, basadas en la expresion del gen marcador, se
compararon entre ambos experimentos para determinar si existian diferencias
debidas a la construccion utilizada. Los resultados fueron similares (Tabla 26) y no
hubo diferencias estadisticamente significativas entre las dos construcciones. Por lo
tanto, ya que la tunica diferencia entre ambas construcciones era el gen marcador, se
concluy6 que la GFP no era toxica en albaricoquero, y se debe encontrar una razén

diferente para explicar la baja supervivencia de las yemas transformadas.
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Produccidén y recuperacion de brotes transformados

Una excesiva manipulacion de los explantos cultivados puede aumentar los
riesgos de contaminacion, por lo tanto se intent6 recuperar las yemas regeneradas
coincidiendo con el momento de subcultivo. Esto significa que la yema podria ser
recuperada desde la misma semana que aparecia hasta tres semanas después, ya que
las yemas regeneraron en diferentes momentos del ciclo de subcultivo.

LLa mayor supervivencia se obtuvo cuando las yemas se rescataron una semana
después de que fueran visibles o inmediatamente cuando aparecieron y esta
disminuy6 cuando permanecieron en el medio de regeneracion durante mas tiempo
(Figura 27).

Aunque las citoquininas se conocen por su actividad antisenescente, se ha
demostrado que 13 uM de BAP produjo muerte celular programada en
suspensiones celulares y en plantas enteras, probablemente por aceleracion de los
procesos de senescencia (Carimi ez al, 2003). Otros reguladores del crecimiento,
generalmente auxinas, pueden ser responsables de un efecto o su contrario
dependiendo de la concentraciéon a la que se encuentren. En nuestro medio de
regeneracion la concentracion de TDZ es relativamente alta (9,0 uM) para poder
inducir la desdiferenciacion de las células foliares y la subsiguiente diferenciacién en
meristemos. El TDZ es probablemente la citoquinina mas potente, efectiva a
concentraciones de 10 a 1.000 veces menores que otros reguladores vegetales del
crecimiento, y ha sido ampliamente utilizada para inducir organogénesis en muchas
especies leniosas (Huetteman y Preece, 1993). La exposicion prolongada de las
yemas regeneradas al medio de regeneracion podria haber reducido la supervivencia
de las yemas que no fueron rescatadas inmediatamente de acuerdo con el hecho de
que las citoquininas inducen apoptosis dependiendo de la duracién de la exposicion
(Carimi ez al, 2003). Las yemas que se rescataron la misma semana que aparecieron
eran muy pequenas, lo que probablemente limité su viabilidad en comparaciéon con

las que fueron rescatadas una semana después.
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Figura 27.- Supervivencia de las yemas, rescatadas en medio sin seleccion, dependiendo del

ktiempo de exposicion en el medio de regeneracion antes de ser aisladas. /

Una seleccion continuada en presencia de 40 uM de paromomicina permitio6 la
eliminacién progresiva de los escapes, y las yemas que fueron capaces de crecer y
elongar para dar brotes que fueron multiplicados en medio de proliferacién con el
antibidtico, se confirmaron como transformadas mediante PCR. Sin embargo,
fueron necesarios muchos meses hasta que se completd la seleccion y limitod la
supervivencia de las yemas GFP positivas.

Cuando estudiamos el efecto de disminuir la presion de seleccion o no
aplicarla, tras el rescate de las yemas la semana siguiente a su aparicion, estas
sobrevivieron en mayor nimero si no se aplicé seleccion o se redujo hasta que los
brotes fueron transferidos a medio de proliferacion (Tabla 27). Aunque las

diferencias no fueron estadisticamente significativas, probablemente debido al
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tamafio de las muestras comparadas, la aplicacion continua de 40 uM de
paromomicina redujo la supervivencia de las yemas a la mitad comparado con los

otros dos casos.

Tabla 27.- Efecto de la estrategia de seleccion con antibidtico en la
supervivencia de yemas GFP positivas después de que fueran rescatadas del

medio de regeneracion.
Seleccion con paromomicina (uM)

Medio de Medio de Medio de Yel.m.ls
q iy 5 e Yemas GFP+ supervivientes
meristemos elongacion proliferacion (%)
(1]
0 0 40 40 14 (35,0)
20 20 40 20 7 (35,0)
40 40 40 20 3(15,4)

Intentos para desarrollar un procedimiento mas rapido de seleccion,
incrementando la concentracion del antibiético o utilizando un antibiético mas letal
para el albaricoquero (geneticina®), no fueron efectivos. Los tratamientos con 80 6
100 uM  de paromomicina, descritos en “Materiales y Métodos”, no fueron eficaces
y afectaron de manera similar a brotes transformados y brotes control sin
transformar, haciendo imposible una discriminacién visual de los escapes frente a
los brotes transformados (datos no mostrados). Cuando los brotes transformados se
cultivaron en medio de proliferaciéon con 40, 60, 80 6 100 pM de geneticina®
durante seis semanas (dos subcultivos) los brotes fueron gravemente afectados, de
hecho, tampoco se detectaron diferencias frente al control no transformado en este
caso (datos no mostrados).

Estudios histologicos previos de hojas de albaricoquero en medio de
regeneraciéon mostraron que numerosos meristemos caulinares se originaban muy
préximos dando lugar a una roseta o agregado de brotes imposible de distinguir en
las etapas tempranas de la regeneracion (Figura 28) (Pérez-Tornero e al, 2000).

Cuando los brotes comenzaron a elongar se produjeron una media de 8 + 8 brotes
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por yema regenerada con un rango variable desde 1 hasta 24 brotes por yema.
Dentro de estos se detectaron brotes transformados y brotes sin transformar. Sin
embargo, las eficiencias de transformacién mostradas en esta tesis estan calculadas
considerando solamente las yemas originales cuando, al menos, uno de los brotes
elongados de una yema se confirmé como transformado. Por lo tanto, las eficiencias
de transformacién podrian ser mayores si se demostrara que cada uno de esos

brotes proviene de un hecho de transformacion diferente.

Figura 28.-Imagen de microscopio electronico de hojas de ‘Canino’ donde se muestra la aparicion
de un grupo de meristemos caulinares (cm) regenerando de la misma zona. Imagen tomada de

Pérez-Tornero et al. (2000).

N /
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Evaluacion de plantas transformadas

Deteccion de los genes chivatos

Sgfp

La fluorescencia de la GFP se detect6 claramente sélo en algunas de las yemas
transformadas durante los primeros estadios de crecimiento (Figura 29 A y C). En
muchos casos, las yemas presentaron un tono amarillento bajo la luz azul, entre el
verde brillante de la GFP y el rojo oscuro de la clorofila (Figura 29 B) pero fueron
claramente diferentes de las yemas no transformadas (Figura 29 D). Se aislaron los
dos tipos de yemas para su posterior analisis.

Cuando las yemas se desarrollaron fue imposible detectar la presencia de la
proteina mediante esteromicroscopia de fluorescencia. Hojas de brotes
transformados fueron idénticas bajo luz azul que las de los controles sin

transformar.

Figura 29.- Imagenes de estereomicroscopia de fluorescencia. (A) Yema
adventicia en las primeras fases de crecimiento expresando GFP (25x). (B) y (C)
Yemas regeneradas con diferente expresion de GFP bajo luz azul (40x). (D)
Aspecto de una yema no transformada (25x).

- J
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Sin embargo, cuando se examinaron rafces de brotes transtormados bajo luz
azul la expresion de la proteina GFP fue claramente visible y perfectamente
distinguible de las raices no transformadas del control (Figura 30). Por lo tanto, la
proteina esta presente en la planta y el hecho de que no sea detectable en los tejidos
verdes es debido, probablemente, a la interferencia de la autofluorescencia debida a
pigmentos presentes en el albaricoquero. Esto coincide con la alta expresion de
GFP detectada en los callos transformados, obtenidos a partir de hojas de
albaricoquero, cultivados en oscuridad durante mas de un afio donde la interferencia
de la clorofila, obviamente, no estuvo presente. Un estudio mas profundo con laser
confocal revel6 la presencia de alguna o algunas sustancias en hojas de material
vegetal no transformado que al ser estimuladas con luz azul (480 nm) emitfan luz en
longitud de onda similares a la GFP haciendo imposible su deteccién en los brotes a
evaluar (datos no mostrados).

Otros autores también describen un color verde amarillento cuando se
examina la fluorescencia de la GFP, debido a que el verde brillante de la GFP se
combina con la fluorescencia roja de los cloroplastos (Niwa ez a/., 1999). También se
ha descrito que la fluorescencia de la GFP disminuye con el tiempo en una misma
zona de la hoja y que difiere segun la posicion de la hoja en la planta siendo mayor
en hojas jovenes (Halfhill 7 a/, 2005). Otros autores también han encontrado mayor
o menor fluorescencia dependiendo del 6rgano de la planta (Li ez a/, 2001; Iocco et
al., 2001). El numero de copias, la posicion del transgén en el genoma celular, el
estado fisiologico de la planta, la parte del explanto que observemos, asi como
diferentes factores ambientales afectan la expresion de fluorescencia. Esto es debido
a que la fluorescencia depende en gran medida de la concentraciéon de proteina
soluble en el tejido (Halthill ez a/, 2005).

Ademas, la autofluorescencia es normal en la mayoria de las células de
organismos vegetales y su espectro es generalmente muy amplio, superponiéndose a
la longitud de onda a la que emite la GFP (Billinton y Knight, 2001).

Cuando se mide la GFP, la presencia de autofluorescencia a menudo conduce

a proporciones entre ruido y seflal muy bajas, restricciéon en la sensibilidad de
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deteccion y en algunos casos, como el nuestro, incluso a impedir su deteccion por
completo. La autofluorescencia parece ser altamente dependiente de cada especie, ya
que en otros Prunus, como el melocotonero, la expresion de GFP pudo ser detectada
durante el desarrollo de plantas transgénicas sin problemas (Pérez-Clemente ¢ al,

2004).

Figura 30.- Deteccion de la GFP por estereomicroscopia de fluorescencia en
raices. (A) Raiz de brote transformado (izquierda) comparada con una raiz
de un brote no transformado. (B) Brote transgénico con su raiz. La expresion
de GFP es indetectable en el tallo mientras que la raiz muestra una fuerte
expresion. (C) Diferentes patrones de expresion de GFP en la raiz de 2
brotes diferentes transformados. El control, de color rojo, esta situado en la
parte inferior.

Aunque la GFP fue muy util para optimizar los primeros pasos del protocolo
de transformacién, permitiendo una determinacion de manera rapida y no
destructiva de la transformacion estable, asi como la evaluacion de diferentes

factores que afectan la eficiencia de transferencia de genes y la supervivencia de las
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yemas transformadas, la autofluorescencia en los brotes elongados complico el

seguimiento de la evolucién de los posibles individuos transformados.

Gus

La expresion del gen marcador gus tampoco fue intensa en muchos de los
individuos transformados y no fue homogénea en los diferentes tejidos examinados.
Por ejemplo, en hojas GUS positivas el precipitado azul, producto de la accién de la
enzima con el sustrato, fue visible principalmente asociado a los nervios y al peciolo
(Figura 31), y solamente alguna yema de pequefio tamafio presentd una expresion

continua e intensa en la expresion del gen (Figura 31).

4 N
A

Figura 31.- Deteccion de la expresion de GUS en yemas transformadas de albaricoquero. (A) Yema
regenerada con una fuerte expresion del transgén. Control situado a la derecha. (B) Expresion de
GUS en el peciolo de una hoja de brote transformado (derecha) comparado con un control sin
transformar (izquierda).

- J

Esta localizacion espacial en la expresion del gen gus ha sido descrita por varios
autores. Luth y Moore (1999) han descrito que solo el 11,9% de los brotes de
pomelo GUS positivos expres6 con claridad e intensidad el gen marcador. En varios
casos la expresion fue mayor en las raices que en los tejidos verdes (Gutoranov ¢ al.,
2001; Motioike ez al, 2002). La expresion no uniforme del gen podria estar asociada
a procesos de silenciamiento génico, a su posicion en el cromosoma o a
silenciamiento postranscripcional (Iocco e al, 2001), siendo también muy

importante el promotor del gen en la construccién utilizada (Gittins ez a/, 2001).
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Evaluacién molecular

El transgén npAl se detecté en brotes desarrollados en medio selectivo
mediante PCR utilizando los cebadores apropiados (Figura 32).

Algunos de estos transgénicos, cultivados durante mas de un afio en presencia
de antibiético hasta tener el suficiente material para hacer la extracciéon de ADN, se
utilizaron para determinar la integracion estable de los transgenes por analisis Dot-
blot (Figura 33).

En este trabajo se muestra por primera vez la obtencién de plantas
transformadas a partir de explantos de material adulto de una variedad de

albaricoquero.

4 N
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 PL. M

Figura 32.- Analisis electroforético de los productos de la PCR utilizando cebadores para el
gen nptll con ADN de yemas regeneradas de diferentes ensayos de transformacion de hojas de
albaricoquero mediada por Agrobacterium tumefaciens. M: Marcador molecular de ADN 100bp
(Invitrogen, Cat. no. 15628-050). Calle 1: Control negativo (H,O). Calle 2: ‘Helena’ no
transformada. Calles 3-11: Brotes nptIl positivos. Calle 12: Sin muestra. PL.: Plasmido pBin19-
sgfp (purificado siguiendo las instrucciones del fabricante mediante CONCERT™ kit, Life
Technologies Cat. no. 11455-029).

-
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Figura 33.- Andlisis por Dot-Blot del gen sgfp sobre plantas
supervivientes cultivadas en medio selectivo durante un afio
aproximadamente. 1-4: Plantas transformadas. 5 y 6: Control
positivo, plasmido pBinl19-sgfp, diluciones 1/1000 y 1/10,
respectivamente (purificado siguiendo las instrucciones del
fabricante mediante CONCERT™ kit. Life Technologies Cat.
no. 11455-029). 7: Control negativo, ‘Helena’ no transformada.

Descripcion del protocolo de seleccion

Después del estudio y analisis de cada estrategia de seleccion quedo
establecido el siguiente protocolo de seleccion y recuperacion de plantulas
transformadas de albaricoquero (Figura 34) a partir de hojas de ‘Helena’.

1.- Después del cocultivo los explantos son transferidos a medio de
regeneracion al que se adiciona 60 uM de STS y 2 mM de espermidina, ademas de
los antibidticos para controlar el crecimiento de _Agrobacterium y 20 uM de
paromomicina.

2.- A'los 10 dfas, una vez transcurrido el periodo de induccién en oscuridad, se
aumenta la concentracién de la paromomicina a 40 uM. Los explantos son
subcultivados cada 4 semanas en medio fresco.

3.- Las yemas regeneradas se recuperan, una semana después de su aparicion,
en un medio elaborado para desarrollar meristemos (Pérez-Tornero ez al, 1999) con
la adiciéon de 20 pM de paromomicina. Una vez desarrolladas, son transferidas a
medio de elongaciéon con 20 uM de paromomicina. Las yemas se subcultivan con
una frecuencia de 2 semanas.

4.- Los brotes supervivientes son multiplicados en medio de proliferacion con
40 pM paromomicina.

5.- Los brotes transformados son comprobados mediante PCR e hibridacion

molecular.
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- Después del cocultivo los explantos son

'~ transferidos a medio de regeneracion con
20 uM de paromomicina. Pasados 10

j dias se pasan a 40 pM de paromomicina.

Las yemas regeneradas
Antes de llegar a
proliferacion las
yemas pueden ser
evaluadas para los
genes marcadores

son recuperadas, una
semana después de su
Los brotes que sobreviven
son multiplicados en medio

aparicion, en medio de
meristemos con 20 pM de
paromomicina

Las yemas son
elongadas en medio
selectivo con 20 uM

de paromomicina

con 40 uM de
paromomicina
Confirmacion
mediante pruebas
moleculares

Enraizamiento en
medio selectivo

Evaluacion de la

expresion de los Confirmacion
genes marcadores mediante pruebas
moleculares

1 2345 6MS8 910111213

Figura 34.- Esquema del protocolo de seleccion, regeneracion y evaluacion de plantas transformadas
a partir de hojas de una variedad de albaricoquero

.
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CONCLUSIONES

1.

En esta tesis se ha optimizado un protocolo eficiente de regeneracion adventicia
a partir de hojas de albaricoquero. Con el protocolo optimizado, la regeneracion
en la variedad ‘Helena’ se ha incrementado en un 200%, comparado con los
maximos resultados publicados previamente. También, el nimero de yemas por

explanto que regeneré es mas del doble de los anteriormente publicados.

De los diferentes factores estudiados, aquellos que incrementaron
consistentemente la regeneraciéon para las dos variedades probadas (‘Canino’ y
‘Helena’) fueron los inhibidores del etileno. La adicion de STS al medio de
regeneracion incrementd la regeneracion en ambas variedades y también
aumento enormemente la consistencia de los resultados obtenidos, reduciendo

la variabilidad entre ensayos de un mismo tratamiento.

El protocolo adecuado de regeneracion a partir de hojas de albaricoquero es
altamente dependiente del genotipo, dadas las importantes diferencias que
hemos encontrado entre las dos variedades estudiadas en este trabajo asi como
en resultados anteriores de nuestro grupo. Por lo tanto, la adecuacion del
protocolo a diferentes variedades podria requerir un estudio pormenorizado de
los diferentes factores que puedan determinar su viabilidad con diferentes

genotipos.

El antibiético aminoglicésido paromomicina resulté ser mas adecuado para
seleccionar plantas transgénicas 7pAl en albaricoquero. Posiblemente debido a
que permitié un mejor crecimiento de las células transformadas que el resto de
antibidticos probados. En cualquier caso, solamente la aplicacion de una
seleccion gradual permitié la regeneraciéon de plantas transformadas con
eficiencias aceptables. Probablemente, esto se debe a que la des-diferenciacion
celular, que debe ocurrir en las células de la hoja antes de que estas adquieran
capacidad meristematica, es un proceso muy sensible que se ve negativamente
afectado por concentraciones excesivamente elevadas de antibidtico. El
incremento posterior del agente de seleccion evita una apariciéon excesiva de

escapes.
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5.

180

Se ha establecido, por primera vez, un protocolo de transformacién mediada
pot Agrobacterium tumefaciens para una variedad comercial de albaricoquero. Se ha
desarrollado una metodologia eficaz que permite la regeneracion de plantas
expresando resistencia a antibidticos aminoglicésidos y la proteina verde
fluorescente o actividad glucuronidasa. Ademas, las eficiencias de
transformacioén y seleccion aqui mostradas estan dentro de las mas elevadas

publicadas para material adulto en especies del género Prunus.

La viabilidad de las yemas transformadas es muy baja, y pocas de ellas llegan a
desarrollar brotes. Esta baja viabilidad parece estar relacionada, al menos en
parte, con la manipulaciéon de las yemas. El rescate de las yemas la semana
siguiente a su aparicion y rebajar la presion de seleccién durante las primeras
semanas de su desarrollo ha permitido incrementar la viabilidad. Posiblemente,
un estudio adicional més detallado podria aumentar las eficiencias de
regeneracion y transformacién a partir de material adulto en albaricoquero y

otras especies de Prunus.
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