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RELACION DE LAS PROTEINAS CON LA CAPACIDAD
REGENERATIVA DE SUSPENSIONES CELULARES
HOMOGENEAS EN CANA DE AZUCAR (Saccharum sp),

CULTIVAR CP52-43

Maria A. BlancoP®, R. Castillo, Margelys Sanchez, Janet Quifiones,
Iris Capote, Nadina Nieves y J. L. Gonzalez

ABSTRACT. The morphological and biochemical
characteristics of embryogenic and non-embryogenic cell
suspensions of sugarcane (Saccharum sp) CP52-43 cv,
established fromimmatureinflorescence callusesare eval uated.
Morphological and chemical differencesin both lines related
to fresh weight, meristmatic cell number and protein
concentration were observed. Homogeneous cell suspension
growth on a solid regeneration medium formed atype 4 non-
embryogenic callus, from which plants could not be
regenerated. The relative amount of intra and extracellular
proteins during an undifferentiated growth showed changes
inextracellular protein patterns.
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INTRODUCCION

La embriogénesis somética es un fenomeno com-
plejo en el tejido de plantas. Factores tales como el
genotipo, las condiciones de crecimiento de la planta
donadora, la concentracion de auxinas, el medio nutriente
y el estado de desarrollo de los explantes contribuyen al
desarrollo del embrién (1). Se considera en la actualidad
el mejor camino para expresar la totipotencia en cultivo
de tejidos de monocotiled6neas. La iniciacion y el man-
tenimiento del cultivo embriogénico se ha estudiado para
varias gramineas, incluida la cafa de azucar (2, 3, 4, 5,
6, 7, 8,9, 10, 11). El callo embriogénico crece rapida-
mente y da lugar a plantas con origenes en la
embriogénesis somatica, mientras que el callo no
embriogénico crece lentamente de una manera desorga-
nizada y por organogénesis forma brotes/raiz que pue-
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RESUMEN. En el trabajo se evallan las caracteristicas
morfoldgicas y bioquimicas de suspensiones celulares
embriogénicas y no embriogénicas de cafia de azlcar
(Saccharumsp) delavariedad CP52-43, apartir de callos obte-
nidos de inflorescencias inmaduras. Se observaron diferen-
ciasmorfoldgicasy quimicas en ambas|ineas en relacion con
lamasa fresca, el nimero de células meristeméticasy la con-
centracion de proteinas. El crecimiento de las suspensiones
celulares homogéneas sobre un medio solido de regeneracion
formé un callo del tipo 4 no embriogénico, apartir del cua las
plantas no pueden ser regeneradas. La cantidad relativa de
proteinasintray extracelularesdurante el crecimiento no dife-
renciado demostré cambios en los patrones de proteinas
extracelulares.

Palabras clave: cafade azlcar, embriogénesis somatica,
proteinas

den ser visualmente distinguibles. La capacidad
regenerativa de estos callos implica las diferencias en la
expresion de genes (12).

A pesar de los esfuerzos hechos en los dltimos cin-
co afios en las investigaciones sobre los marcadores de
la embriogénesis, se han identificado pocos genes que
se expresan especificamente durante los estados
tempranos de la embriogénesis y sus funciones adn no
estan claras (13, 14). Las principales razones son las
dificultades técnicas asociadas con la razon de masa del
embridn y el tejido materno que lo rodea, y la falta de
competentes marcadores moleculares y celulares (15).

Para desarrollar un profundo conocimiento de la re-
gulacion de la embriogénesis, es necesario investigarla a
nivel molecular. Se ha demostrado en numerosas espe-
cies que las proteinas estan asociadas con el potencial
embriogénico y la regeneracién de plantas en sus corres-
pondientes cultivos. Teniendo en cuenta los pocos cono-
cimientos bioquimicos que se tienen sobre la
embriogénesis somatica en la cafia de azUcar, este tra-
bajo se propone relacionar el contenido de proteinas con
la capacidad morfogenética de suspensiones celulares
homogéneas en cafia de azUcar cultivar CP52-43.
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MATERIALES Y METODOS

Seleccién del material vegetal. En los experimentos se
utilizaron plantas de cafia de azlUcar (Saccharum sp) cv
CP52-43, las cuales se obtuvieron de la Estacion Provin-
cial de Investigacion de la Cafia de Azucar (EPICA), Cie-
go de Avila. Las plantas se seleccionaron sin sintomas
visibles de enfermedades.

Composicion del medio de cultivo. Como medio basal se
emplearon las sales y vitaminas del medio Murashige y
Skoog (MS) (16). Los medios de cultivo se esterilizaron
en autoclave a 121°Cy 1.2 kg.cm™ de presion. El pH se
ajustd a 5.8 previo a la esterilizacion.

Todos los medios de cultivo utilizados en los experi-

mentos tenfan un suplemento de cisteina (50 mg.L™") como
antioxidante.
Condiciones de crecimiento. La manipulacién de los cul-
tivos en medio sélido y de las suspensiones celulares,
se realizé en condiciones de esterilidad con el empleo de
una camara de flujo laminar.

El establecimiento tanto de los callos como de las
suspensiones celulares se realiz6 en condiciones con-
troladas de temperatura (27+2.0°C) y en la oscuridad. Las
suspensiones celulares se cultivaron en erlenmeyers sobre
una zaranda orbital (RETOMED, Modelo 20001) a 100 rpm.
Establecimiento de callos embriogénicos y no
embriogénicos. Para el establecimiento de los callos se
utilizaron segmentos de inflorescencias inmaduras (3-5 mm)
de cafia de azucar (Saccharum sp) var. CP52-43 como
fuente de explante. El cultivo de callos embriogénicos se
inicié sobre un medio MS suplementado con 2,4-D
(13.5 uM) durante 30 dias. Los callos se subcultivaron
cada 15-20 dias en un medio MS suplementado con
arginina (50 mg.L™), prolina (500 mg.L™) y 2,4-D (4.5 uM).
Clasificacion morfoldgica de los callos. La clasificacion
de los callos en embriogénicos y no embriogénicos se
realiz6 de acuerdo con su morfologia; asi, se agruparon
en callos embriogénicos (CE) aquellos con caracteristi-
cas nodulares y compactos, y callos no embriogénicos
(CNE) con caracteristicas friables (17).

Establecimiento de suspensiones celulares homogéneas
embriogénicas y no embriogénicas. Para el establecimien-
to de las suspensiones homogéneas se partio de callos
embriogénicos y no embriogénicos de dos meses de edad
y se realiz6 de acuerdo al protocolo descrito (2). Las sus-
pensiones se tomaron siete dias después de estar esta-
blecidas (42 dias) en la fase de crecimiento rapido, con
las siguientes caracteristicas: suspension fina con un alto
porcentaje de células meristematicas (60-70 %). El nu-
mero de células se determin6 de acuerdo con el método
establecido por King (18).

Regeneracion de plantas. Se tom6 1 mL del cultivo y se
coloc6 sobre placas de Petri (9x50 mm) que contenian
medio MS sdlido suplementado con CH (caseina
hidrolizada) (500 mg.L™")y 2,4-D (4.5 uM). Las placas se
incubaron en la oscuridad a 25+2°C. Los callos obteni-
dos se transfirieron a medio MS para el posterior creci-
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miento y formacion de plantas. Las suspensiones no
embriogénicas se usaron como control.

Determinacion de proteinas. Para ello se tomaron 10 mL
de cada una de las suspensiones embriogénicas y no
embriogénicas, y se centrifugaron a 4000 g por 10 min a
4°C para separar las células del medio.

Proteinas intracelulares (PI). Las células se lavaron con
medio fresco por tres veces y se filtraron al vacio, y 50 mg
se maceraron en nitrégeno liquido hasta polvo fino. La
extraccion de las proteinas se realizo por el procedimien-
to descrito por Altherr (19). El extracto se conservo a-20°C
hasta su cuantificacion.

Proteinas extracelulares (PE). El medio (10 mL) se liofilizé
en un concentrador (SAVANT) y el material liofilizado se
disolvié en agua para su cuantificacion.

Cuantificacion de proteinas. La cuantificacion de las
proteinas se realizdé segun el método propuesto por
Bradford (20), para la aplicacién de igual concentracién
en la electroforesis.

Electroforesis en SDS-PAGE. La electroforesis en geles
de poliacrilamida- dodecil sulfato de sodio se llevo a cabo
de acuerdo con Laemmli (21). La corrida se realizé a vol-
taje constante (100 v). Las proteinas a una concentra-
cion de 20 ug.mL* se aplicaron sobre un gel al 12 % de
acrilamida y se tifieron con Coomassie Brillant Blue R-
250 (1 %) en una solucidn de metanol: 4cido acético:
agua (10:10:80). En cada carril se aplico la misma con-
centracion de proteinas. El kit de masa molar utilizado
fue: 67 kDa albimina de suero bovino (BSA); 45 kDa Ovo
albdmina; 25 kDa quimotripsinégeno; 17 kDa mioglobina
equina; 12 kDa citocromo C.

Para los andlisis se utilizaron tres lineas celulares
de cada una de las suspensiones (tres repeticiones). La
variabilidad de los resultados se expres6 como la media
+ el error estandar. Para el conteo de células y las medi-
ciones de masa fresca de las suspensiones se hicieron
tres repeticiones y para la cuantificacion de las proteinas
se realizaron seis andlisis.

La electroforesis se repitio hasta la obtencién de un
gel repetitivo.

Andlisis estadistico. El andlisis estadistico de los resul-
tados se realiz6 mediante el paquete estadistico SPSS.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los dos tipos de suspensiones celulares homogé-
neas analizadas, obtenidas a partir de callos
embriogénicos y no embriogénicos, presentan diferentes
caracteristicas en cuanto a: nUmero y porcentaje de cé-
lulas meristeméticas, masa fresca, proteinas
intracelulares (PI) y extracelulares (PE) (Tabla I). El nu-
mero de células meristematicas en las suspensiones
embriogénicas fue casi tres veces superior al de las no
embriogénicas, mientras que la masa fresca fue superior
en las no embriogénicas. La concentracion de proteinas
intra y extracelulares fue también superior en las suspen-
siones embriogénicas.
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Tabla|. Caracteristicas de las suspensiones celulares homogéneas var. CP 52-43

Cultivo Numero de células Porcentaje de células M asa fresca Proteinas
de suspensiones meristeméticas meristeméticas (9) (mg.g* MF)
(x 107 (%) Pl PE
SE 14.594+0.37 69+0.29 0.62+0.09 2.7+0.06 78.61%0.63
SNE 4.812+0.23 42+0.15 1.73+£0.07 1.6+0.09 10.09+0.52
SE: Suspensién embriogénica SNE: Suspensién no embriogénica PI: Proteinas intracelulares PE: Proteinas extracelulares

Las suspensiones celulares no embriogénicas para cieron suspensiones a partir de callos embriogénicos de 18
el cultivar CP52-43 constaron de células vacuoladas de clones comerciales de cafia de azlicar (Saccharum sp). Los
gran tamafio (Figura 1A), mientras que las suspensiones agregados celulares a partir de cultivo de suspensiones ce-

celulares embriogénicas presentaron células pequenias, lulares heterogéneas regeneraron un callo amarillo, fria-
con denso citoplasmay en activa division celular; por ello, ble (tipo 4) y en menor extension un callo embriogénico
con prominente nicleo y compactas con tendencia a la blanco, globular, compacto (tipo 3). Las plantas se regene-
formacion de agregados celulares (Figura 1B). raron solamente a partir de este tipo de callo en los

Al transferir un mililitro de la suspensién a un medio cultivares MQ72-4157, MQ72-2011y B-4362. En 1996, se
sélido, se observo la formacion de un callo friable de tipo informd el potencial de regeneracion de lineas celulares

4 (Figura 1C) (2). La transferencia de este callo a un me- homogéneas embriogénicas a partir de callos blancos com-
dio solido libre de auxinas produjo pequefias raices finas, pactos o verdes globulares para el cultivar Col-54 (3).
pero no se desarrolld6 ningun proembrioide ni brote Sobre la segunda hipétesis, b) papel del medio condi-
meristematico. cionado, se ha demostrado que las proteinas extracelulares
En la busqueda de una respuesta al comportamien- son esenciales para la embriogénesis somatica en zana-
to anteriormente referido, se realiz6 el barrido de los geles, horia (24), asi como laimportancia de la matriz extracelular
donde se comparan las cantidades relativas de proteinas en este sistema. Los contenidos de proteinas
intra y extracelulares durante el crecimiento no diferen- extracelulares varian en dependencia de la concentracion

ciado (Figura 1D). Los principales cambios ocurrieron en de fitohormonas (25). La adicion de proteinas extracelulares
los perfiles de proteinas extracelulares. Como se puede a lineas celulares embriogénicas incompetentes, restau-
observar en la linea 2, se detect6 una banda en los ran parcialmente la embriogénesis. Estas proteinas

44.85 kDay dos bandas a 25.06 y 22.60 kDa en las sus- extracelulares en el medio se han usado en la caracteriza-
pensiones celulares no embriogénicas, las cuales estu- cién del potencial embriogénico, en el sistema de modelo
vieron ausentes en las suspensiones embriogénicas (li- de lazanahoriay de otras especies, como la alfalfa (26), la
nea 3). Los perfiles de proteinas intracelulares fueron bas- uva (27), el abedul (28) el girasol (29), el trigo (30) y la cafia

tante similares en ambos tipos de suspensiones. Sin de azucar (11, 31). Finalmente la tercera hipoétesis, ¢) la
embargo, las suspensiones no embriogénicas exhibieron composicién nitrogenada en el medio es un factor impor-
unabanda alos 67 kDay otra alos 28.5 kDa (linea 4), las tante en el control de la embriogénesis soméatica de zana-
cuales no se detectaron en las embriogénicas (linea 5). horia. Los aminoéacidos aplicados externamente como la

Aungue se ha informado la regeneracion de plantas in leucina, isoleucina, lisina e histidina inhiben fuertemente
vitro en varias especies monocotiledéneas, como la cafia de la embriogénesis somatica. Estos podrian ser transforma-
azucar (3), también lo es la pérdida de la capacidad dos en otros aminoacidos. Asi, la glutamina, el acido
embriogénica de las suspensiones celulares después de un glutdmico, el acido aspartico y la asparigina proveen una
prolongado cultivo en un medio que contiene auxinas (22), lo fuente adecuada de nitrégeno durante la embriogénesis
gue pudo provocar la nula regeneracion de plantas en este somatica en este cultivo. Asi, se ha demostrado el papel

experimento. Ademas, la falta de potencial de regenera- de los aminoacidos en la iniciacion y el mantenimiento de
cién puede tener otras explicaciones a partir de a) tipo de callos embriogénicos de sorgo (32). De estos estudios se
cultivar, b) que no se alcance una densidad critica de célu- ha demostrado claramente que la clase de fuente
las, para sustentar un rapido crecimiento en los subcultivos nitrogenada en el medio de cultivo juega un factor impor-
iniciales a partir de suspensiones heterogéneas. Esto per- tante en el control de la embriogénesis somatica.

mite la secrecién de macromoléculas asociadas con el Poca informacion se tiene sobre los perfiles de
potencial embriogénico y la capacidad de regeneracion o polipéptidos por SDS-PAGE durante el mantenimiento de
¢) la composicién del medio, debido a una alta concentra- suspensiones celulares de cafia de azUcar. En el experimen-
cion de prolina (500 mg.L?) y/o arginina (50 mg.L™). Aun- to se encontraron pocos cambios en los perfiles de proteinas
gue ninguno de ellos es excluyente. intra y extracelulares. Solo cinco proteinas estan presentes

Al analizar la primera hipotesis a) tipo de cultivar, se en las suspensiones no embriogénicas, a diferencia de las
conoce gue en otras variedades de cafia de azlicar (B43-62) suspensiones embriogénicas. No obstante, parece que es-

se halogrado regenerar plantas a partir de cultivo de sus- tas no estan relacionadas con la capacidad regenerativa o la
pensiones divididas finamente y con rapido crecimiento falta de potencial embriogénico en estas suspensiones ho-
del cultivar (23). También, algunos autores (17) estable- mogeéneas, ya que no se logro la regeneracion de plantas.
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1: Patron de masa molar
2: Proteinas extracelulares (SNE)
3: Proteina extracelular (SE)

4: Proteina intracelular (SNE)
5: Proteinas intracelulares (SE)

Figura 1. Relacion de las proteinas con la capacidad regenerativa de suspensiones celulares homogéneas.
A) Suspensién no embriogénica (12.5X); B) Suspensién embriogénica (60.5X); C) Formacion de
callo friable después del plaqueo de la suspensidn celular embriogénica; D) Perfil electroforético
de suspensiones celulares no embriogénicas y embriogénicas

Comparando los patrones de proteinas de suspen-
siones embriogénicas y no embriogénicas regenerables
y no regenerables de cebada, se identificé un polipéptido
de 85 kDa (pl 5.8), que se acumula solamente en los
cultivos no regenerables y la pérdida del potencial de rege-
neracién estuvo asociada a un polipéptido de 17,4 kDa. (33).

La embriogénesis somética a partir del cultivo de
suspensiones es el camino morfolégico que permite el
estudio de la embriogénesis a los niveles celular y
molecular, y es también una manera de regenerar células
vegetales simples manipuladas genéticamente. Para ob-
tener este objetivo es prerrequisito mantener el cultivo de
suspensiones y que regeneren plantas fértiles. De ahi se
hace evidente la necesidad de probar el comportamiento
de suspensiones celulares heterogéneas y evaluar su
potencial embriogénico, ademas de profundizar en as-
pectos moleculares relacionados con las proteinas
extracelulares, lo cual se encuentra en estudio.
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