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Resumen

En este trabajo se estudia la sensibilidad de los embriones somaticos de alcornoque al antibiético
kanamicina y se demuestra la eficacia de la construccion pBigfp@n la transformacion genética.
La sensibilidad se determina a partir de datos de incremento de peso fresco relativo entre subcultivos
y se contrasta con la observacion macromorfolégica de los embriones. Se concluye que la kanamici-
na es un agente selectivo adecuado y que la sensibilidad al antibiético depende del genotipo, y se
demuestra su validez obteniendo embriones transgénicos para la proteina verde fluorescente.
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INTRODUCCION En la actualidad, la transformacion genética
de individuos maduros seleccionados de alcor-
El alcornoque Quercus subet.) es una de noque es un hecho (\é&\REZ etal., 2004; Ava-
las especies més caracteristicas del ecosistemer & ORDAS, 2007), gracias a la posibilidad de
mediterraneo. Incluida en los programas delonacion y regeneracion de individuos median-
reforestacion de la Unién Europea, su interége embriogénesis somatica HkNANDEZ et al.,
reside en su valor medioambiental, pues forma003 a,b). Se ha desarrollado un protocolo de
parte del ecosistema de la dehesa, y en la prsansformacién mediada poAgrobacterium
duccién de corcho. Este material tiene gratumefaciengpara el genotipo M10 con una efi-
variedad de aplicaciones, y seria interesantdencia de hasta el 43%, pero al aplicarlo a otros
poder alterar sus propiedades fisicas y quimicagnotipos se han observado grandes variaciones
para potenciarlas o mejorarlas. Por otra parte eh la eficiencia e incluso ineficacia de la trans-
alcornoque estéa afectado por diversos hongosfgrmacion (Avarez & ORDAs, 2007), lo que
plagas (BRNAL Y CARDILLO, 2004, @RrDILLO Y  unido a las diferentes capacidades proliferativas
BERNAL, 2003; LuQUE etal., 2002; RBIN etal.,, observadas sugiere que la sensibilidad al anti-
2001), y la introduccién de resistencias seria deiético podria depender también del genotipo.
gran utilidad a los cultivadores. Sin embargo un Lo anterior ha conducido a buscar mas para-
largo ciclo juvenil y complejas caracteristicagnetros que puedan influir en la eficiencia de
reproductivas dificultan su mejora, hecho quéransformacion. Por un lado, para comprobar si la
despierta el interés de aproximaciones biotecn@strategia de seleccion de las células transforma-
I6gicas entre las que se encuentra la transformdas (BrcH, 1997) podria condicionar la eficien-
cién genética. cia de transformacion, se estudia la sensibilidad
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de diferentes genotipos de alcornoque a la kangfitaminas: 2 mg.t glicina; 100 mg.E* mioino-
micina. Por otro lado, se pretende confirmar qusitol; 0,5 mg.L* &c. nicotinico; 0,5 mg:Lpirido-
el protocolo publicado porifarez etal. (2007)  xina-HCI; 0,1 mg.t tiamina-HCI]. Se ajusté el
es independiente de la construccién binaria utilipH a 5,7, se le afiadié 0,6% (p/v) de agar bacte-
zada. Para ello se estudia el gen marcadfp- riol6gico (Roko-Agaf, Espafia) y se esterilizo en
S65T(CHiu et al., 1996), una optimizaciéon del autoclave a 120°C durante 20 min.
gen de la proteina verde fluorescente (GFP) para
la expresion en plantas, que permitiria abordar $ensibilidad de los embriones somaticos a la
resolver el problema de la aparicion de quimerdsanamicina
(ALvarez et al., 2004). Este marcador también  Se estudié la sensibilidad al antibiético en
permitiria realizar ensayos no destructivos, lo quies siguientes concentraciones: 0, 12,5, 25, 50,
supone una ventaja frente al gen uidAvdkez 75 y 100 mg.E. Para ello se cultivaron tres
etal., 2004), y el andlisis visual a tiempo real deéplicas de 200-500 mg de embriones por expe-
las putativas lineas transgénicas facilitaria el degimento, en oscuridad y a 25 + 1°C, en placas
carte de las quimeras. Petri con 10 mL de medio s6lido MSSH con el
agente selectivo.
Los embriones se subcultivaron cada 20 dias

MATERIALES Y METODOS durante 3 meses, siempre en presencia del agente
selectivo, y en cada subcultivo se tomaron foto-
Material vegetal y condiciones de cultivo grafias y medidas de peso fresco que al acabar el

Se utilizaron embriones somaticos obtenidogxperimento se transformaron en incrementos de
a partir de hojas de tres arboles adultos de alcqseso fresco relativoAP-r = (pes@-pesq.,)
noque de Torrelaguna (Madrid) y La Almoraima/pesq_,, siendo n el subcultivo dado].
(Cadiz), cedidos por el Dr. Mariano Toribio [Ins-  Todos los experimentos se repitieron al
tituto Madrilefio de Investigacion y Desarrollomenos 2 veces con un minimo de 3 réplicas por
Rural (IMIDRA)]. Las lineas M10, Aim1 y AIm5 tratamiento, de acuerdo con un disefio completa-
se escogieron porque presentan diferentes commente aleatorizado. Los datos AB- se pre-
portamientos de proliferacion: Alm5 tiende prefesentan como media + error estandar (E.E.). Los
rentemente a madurar y exhibe la tasa de prolifetlatos se analizaron para cada periodo de tiempo
racién més baja, mientras Alm1 y M10 presentamediante un ANOVA unifactorial con un nivel
respectivamente la tasa intermedia y la mas alta @@ significaciérn=0,05.
las condiciones de cultivo del experimento.

Los embriones se cultivaron siguiendo elTransformacion genética y deteccion de la
protocolo descrito por ERNANDEZ etal. (2003 a, proteina verde fluorescente
b) con pequefias modificaciones YAREz etal., La linea M10 se transformd genéticamente
2006). Los embriones somaticos se subcultivazon la cepa deAgrobacterium tumefaciens
ron mensualmente en el medio de cultivo MSSHAGL1 con el plasmido binario pBIN18gfp
y se mantuvieron a 25 + 1°C con un fotoperiod¢CHiu et al., 1996), que incluye un gen modifi-
de 16/8 h y baja irradiancia (< fitnoles M.s?).  cado de la proteina verde fluorescente (SGFP),
El MSSH se compone de los macroelementos detilizable como indicador de la eficiencia y esta-
medio SH (8HENK & HILDEBRANDT, 1972) bilidad de la transformacion. Se siguio el proto-
[(1x): 2500 mg.E* KNOz; 200 mg.E* colo descrito en Aarez & ORrDAS (2007).
CaCl-2H,0, 400 mg.Er MgSQ,-7H,0O y 300 De cultivos bacterianos conservados a —80°C
mg.L* NH,H,PQ,], y los microelementos, vita- se extrajo un inéculo, que se cultivd a 28°C
minas y Fe-EDTA del MS (MRASHIGE& SKoOG,  durante 48 h en medio YEP sélido (15 §de
1962) [(1x) microelementos: 0,025 md.L agar) con 10 mg:tde rifampicina y 100 mg:t
CoCl-6H,0; 0,025 mg.Er CuSQ-5H,0; 36,7 de kanamicina. Una vez visibles las colonias ais-
mg.L* FeNaEDTA; 6,2 mg.tt H;BO; 0,83 |adas, los cultivos se almacenaron a dé@ante
mg.L* KI; 16,9 mg.* MnSQ,-H,0; 0,25 mg.E*  un mes como méaximo. Para realizar la transfor-
NaMoO,-2H20 y 8,6 mg.t ZnSQ,-7H,0. macion se inoculd una colonia bacteriana en
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medio YEP (A et al., 1988) liquido con 50 co de fluorescencia Leika DMR-XA con un objeti-
mg.L* de kanamicina y se incub6é a 250 rpm wo NPlan 2,5x/ 0,07 y un filtro L5 Azul BP 480/40
28°C durante 16 h. Antes de la inoculacién sBP 527/530, y un microscopio laser confocal Leica
ajusto la densidad Optica del cultivo a 600 nnTCS-SP2-AOBS con un objetivo PL APO
(DOgo a 0,5. A continuacion el cultivo se cen-10X/0.40, divisor de haz acustico optico (AOBS) y
trifugé a 3000 g 10 min, y el sedimento bacteriatna configuracion de laser de argon de 488 nm.
no se lavé en 10 ml de MgSO4 10 mM, para

centrifugarlo de nuevo y finalmente resuspen- 3

derlo en el medio MSSH liquido. RESULTADOS Y DISCUSION

Se inocularon agregados embriogénicos de . i
2-5 mm en proliferacion activa, precultivados, L0S cultivos en presencia de los agentes selec-
durante 20 dias en medio MSSH. Los explanto'évos se realizaron en oscuridad por varias razo-

se colocaron en un recipiente con medio de cufi€S: POr una parte, en experimentos previos se

tivo MSSH liquido para prevenir su desecaciénObseNé gue estas condiciones reducian la apari-

y una vez reunidos se utilizé el medio en qug'gsneggagegﬁ;%znq?: 'r:g‘é?(')z?sla pmfeer?gc'gg )I/os
habian permanecido para resuspender la bacﬂ% lantos (datos no mostrados)yasimis H
ria. Los explantos se inocularon en la soluciéi P ’ R

bacteriana durante 20 min en agitacion leveNDE2 etal. (2003a) hacen notar que Ias bajas

~100 rom). se secaron sobre papel de f.ltrﬁ]tensidades de luz retrasan la aparicion de tejido
( b ), . papel de TG acrético cuando se distancian los subcultivos; y
estéril y se depositaron en placas Petri con

) o . almente, en prevision del uso de antibidticos
mL de medio MSSH sélido. Se cocultivarony,sensibles como la cefotaxima para elimina-
durante 2 dias en oscuridad a 25 + 1°C

: : cién de Agrobacterium después del cocultivo.
Transcurrido el cocultivo, se lavaron dos veces

consecutivas en medio MSSH liquido, la segunsensibilidad a la kanamicina

da de ellas con 600 mg:lde cefotaxima. Por | 5 sensibilidad a la kanamicina se estudi6 en
ultimo, se secaron sobre papel de filtro y s@res lineas embriogénicas con comportamientos
transfirieron a recipientes de cultivo con 10 mlde proliferacién diferentes: Alm5 tiende prefe-
de medio MSSH sdlido con 500 mg.He cefo-  rentemente a madurar y exhibe la tasa de prolife-
taxima y 100 mg.t de kanamicina. racién mas baja, mientras Alm1 y M10 presentan
La deteccion de proteina verde fluorescentgespectivamente la tasa intermedia y la més alta.
(SGFP) se realiz6 en embriones que habian prolife- La kanamicina inhibié significativamente la
rado en presencia de kanamicina durante cuatppoliferacion a los 40 dias de cultivo en las line-
meses. Para ello se utilizaron un microscopio Optas estudiadas (Figura 1). El aumento posterior de
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Figura 1. Sensibilidad de las lineas embriogénicas de alcornoque a la kanamicina. Se cultivaron tres réplicas de 200-
500 mg de agregados embriogénicos, en oscuridad y a 25 + 1°C, en placas Petri con 10 mL de medio s6lido MSSH con
kanamicina en el rango de 0-75 mg.lLos datos representan los incrementos de peso fresco reldtiq £
(pesq—pesq_,) /pesq_,, siendo n el subcultivo dado] entre los subcultivos de 20 dias en tres lineas embriogénicas de
Q. suber (M10, Alm5 y Aim1). Nota: con objeto de simplificar la grafica no se han representado todas las concentra-
ciones de antibidtico ensayada
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peso fresco se debid principalmente a la madurde Q. suberpor SincHEz et al. (2005), que
cién de los embriones, parte de los cuales sufrieechazan la kanamicina como agente selectivo.
ron necrosis dependiendo de la concentracion des autores cultivan estas masas en presencia
agente selectivo. AP del control disminuy6 a del antibiético (30-500 mg:t) y obtienen un
lo largo del tiempo, probablemente porque 10400% de supervivencia en todas las concentra-
embriones no se disgregan al ser subcultivadoscjones ensayadas. En vista de esos resultados
los agregados aumentan progresivamente dscogen la higromicina como agente selectivo.
tamafio, dificultando la asimilacion de los Otros trabajos e€astanea sativafagacea
nutrientes del medio @kNANDEZ etal., 2003 a). comoQ. suberavalan la efectividad de la kana-

En la figura 2 se observa el efecto de la kanarnicina como agente selectivoEABRA & Pais
micina a los tres meses de cultivo. La linea M1Q1998) observan que 50 mg-.inhiben la caulo-
fue la menos sensible a la kanamicina: 75 mg.Lgénesis en hipocotilos d€. sativa aunque
inhibieron la proliferacion en 40 dias. Las otrasncrementan la concentracién escalonadamente
dos, AIm1 y Alm5, se mostraron mas sensibles d&asta 150 mg:t para reducir la aparicién de
antibiético: AIm5 presentd una sensibilidad interescapes. Los autores también comentan que el
media (25 mg.t) y Aim1 fue la mas sensible cultivo con paromomicina, otro aminoglicésido
(12,5 mg.LY. Al cabo de tres meses no se encormas fuerte, disminuye los escapes; en nuestros
traron diferencias significativas entre los tratacultivos de embriones somaticos, sin embargo,
mientos; y aunque esto sugiere que podridmemos observado que este Ultimo antibidtico
emplearse las concentraciones bajas de kanamiproduce necrosis (4arez et al., 2004), hecho
na para favorecer la multiplicacion de las célulaso deseable en un protocolo de seleccion.
transformadas, es preferible usar concentracion€orreDoIRAEt al. (2004) describen por su parte
altas para evitar la aparicion de quimeras. Dgue 30 mg.t! ya inhiben el aumento de peso
hecho, otros experimentos de transformacion ha&resco de embriones somaéticos, lo que coincide
demostrado la eficacia de concentraciones de 1@8n nuestras observaciones@nsuberaunque
mg.L™, y la ausencia de quimeras después dekn necesarios mas de 100 mygpara inhibir la
cultivo de los embriones de las lineas AlIm1 yembriogénesis secundaria.
M10 durante al menos 4 meses en presencia del
antibiético (Avarez etal., 2004, 2006). Transformacion genética

Los resultados expuestos contrastan con los Se obtuvieron 10 lineas resistentes a kana-
obtenidos en masas proembriogénicas (PEMs)icina, y se detecté fluorescencia de sGFP

Kanamicina (mg R]

o

AlmS

Alml

Figura 2. Efecto de la kanamicina sobre los embriones somaticos de las lineas M10, Alm 5y Alm 1 a los tres meses de
cultivo. Se muestra el estado, después de tres meses de subcultivos de 20 dias, de cultivos con un peso inicial de 200-
500 mg de agregados embriogénicos, mantenidos en oscuridad y a 25 + 1°C en placas Petri con 10 mL de medio soli-
do MSSH con kanamicina en el rango de 0-100 thg.L
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Figura 3. Deteccion de fluorescencia de sGFP. Las fotografias fueron tomadas unos 5 meses después de la inoculacién
de los explantos. Ay B, imagen confocal de fluorescencia y de transmision, respectivamente, de un mismo agregado
embriogénico. C y D, imagenes tomadas con un microscopio de fluorescencia de un embrion en estado cotiledonar (C)
y de un agregado embriogénico (D)

homogénea en todas ellas (Figura 3). Estel concedida por FICYT dentro del Plan 1+D+l
hecho, junto con el alto porcentaje (90% aR001-2004, y una ayuda de finalizacion de Tesis
menos) de actividad GUS detectado en otrode la Universidad de Oviedo. Asimismo agrade-
experimentos, sugiere que la eficiencia de laemos al grupo del Dr. Mariano Toribio la cesion
transferencia del ADN-T es alta y que los trunde los cultivos embriogénicos de alcornoque.
camientos son un fendmeno poco frecuente.
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