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RESUMEN. Se realizó un estudio de las proteínas extracelulares (EP) en sus-
pensiones celulares de caña de azúcar (Saccharum sp. híbrido). El proceso em-
briogénico se siguió por métodos inmunoquímicos con anticuerpos específicos
para las proteínas extracelulares EP1, EP2, EP3 y EP4 a diferentes tiempos del
cultivo celular en presencia y ausencia del ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) .
Se demostró que la proteína EP1 está presente solamente en la etapa de induc-
ción con la auxina 2,4-D . La detección de la proteína EP4 fue cualitativamente
menor con relación al control positivo tanto en presencia y ausencia de la auxina,
aunque la mayor señal se observó antes de eliminar el 2,4-D del medio . Las
proteínas EP2 y EP3 estuvieron presentes durante el proceso de diferencia-
ción morfológica. La máxima reacción se observó durante la fase globular del
desarrollo embriogénico . El comportamiento de las proteínas embriogénicas
EP2 y EP3 presentes en la suspensión celular indicaron el carácter embriogéni-
co del cultivo . Se sugiere la utilización de estas proteínas como marcadores
bioquímicos de la embriogénesis somática en caña de azúcar .

ABSTRACT. Extracellular proteins (EP) in sugarcane (Saccharum spp . híbrido)
cell suspension cultures were studied . The embryogenic process was immu-
nochemically monitored using specific antibodies for the extracellular proteins
EP1, EP2, EP3 and EP4, at different times of the cell culture either in presence
or absence of 2,4-dichlorofenoxiacetic acid (2,4-D) acid. It was demonstrated
that EP1 protein is only present in the induction phase with 2,4-D auxin . The
EP4 protein detection was lower than positive control in all the process even
without the auxin. The higher signal was observed before 2,4-D was retired
from the culture. The EP2 and EP3 proteins were present during the morpho-
logical differentiation process and the highest reaction was observed in the
globular embryos phase . The behavior of the embryogenic proteins EP2
and EP3 showed the embryogenic character of the culture. The use of these
proteins as biochemical markers for sugarcane somatic embryogenesis is
suggested .

INTRODUCCION
El proceso de embriogénesis so-

mática, en su etapa inicial está acom-
pañado por cambios en la composi-
ción y concentración de diferentes
proteínas secretadas al medio por las
células presentes en el cultivo .' ,2 El
medio condicionado de un cultivo de
células vegetales contiene un con-
junto de moléculas principalmente
derivadas de la pared celular, inclu-
yendo polisacáridos, proteoglicanos
y polipéptidos . Entre las proteínas

existe una amplia cantidad de enzi-
mas, las cuales se clasifican entre
dos clases principales : hidrolasgs
(glicosidasas, quitinasas, endogluca-
nasas, etc.) y oxidorreductasas . 3
Recientes estudios de la embriogé-
nesis somática revelan que este pro-
ceso es altamente dependiente de las
proteínas que promueven la forma-
ción del embrión somático 4-7

La embriogénesis somática de
zanahoria (Daucus carota L .) es am-
pliamente usada como sistema mo-

delo del desarrollo temprano en
plantas . 8 Se han caracterizado las
proteínas presentes en las suspen-
siones celulares de zanahoria, llama-
das proteínas extracelulares (EP) . Se
han reportado proteínas que son
sólo secretadas por las células
embriogénicas como la proteína de
transferencia de lípidos (EP2) que
realiza la función de transportar
moléculas apolares hacia la superfi-
cie epidérmica exterior para la for-
mación de una capa de cutícula que
mantiene el pequeño tamaño de las
células embriogénicas 9 y las proteí-
nas extracelulares de 32 kD (EP3)
que son un conjunto de proteínas
con actividad quitinasa algunas de
las cuales desempeñan un papel im-
portante durante, el desarrollo
embriogénico, ya que participan en
la formación de la protodermis del
embrión en el estado globular del
desarrollo . 10,11

Otras proteínas son derivadas
solamente de células no embriogé-
nicas como las proteínas EP1 12 y la
glicoproteína EP4 . 13 Las proteínas
EP1 están compuestas por un con-
junto de proteínas que difieren en-
tre sí en el peso molecular. Se ha de-
mostrado que las parejas de proteí-
nas EP1 de 31/32 kD y 52/54 kD son
proteínas extracelulares que forman
parte de la pared celular de las célu-
las vacuoladas no embriogénicas .
Esta unión a la pared es muy débil,
por lo que con simples lavados con
el medio de cultivo se desprenden .
El gen que codifica las proteínas EP1
sólo se expresa en la epidermis de
las células no embriogénicas, estan-
do ausentes en las masas proembrio-
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génicas y en los embriones tanto so-
máticos como zigóticos . 12,14 La proteí-
na EP4 es una glicoproteína de 47 kD
que está presente en la pared celu-
lar de los agregados celulares de
moderado tamaño y se localiza en la
pared intercelular. No es una proteí-
na estructural, su función está liga-
da a la división celular de las células
no embriogénicas . 13

Las auxinas constituyen el factor
más importante para la regulación
de la inducción y el desarrollo de la
embriogénesis . La presencia del áci-
do 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) u
otras auxinas es necesaria para la
formación de agregados celulares
embriogénicos a partir de células . 153 B

Esto indica que las auxinas son esen-
ciales para la inducción de la embrio-
génesis, o sea, son necesarias para
que las células expresen la totipoten-
cia. Sin embargo, después de forma-
dos los agregados celulares, las
auxinas inhiben la embriogéne-
sis ."" 13 Se ha demostrado que en cul-
tivos celulares de varias especies la
presencia prolongada del 2,4-D, blo-
quea el desarrollo embriogénico .'°'2°

El objetivo del presente trabajo
fue caracterizar inmunoquímica-
mente el proceso de la embriogéne-
sis somática en cultivos celulares de
caña de azúcar, mediante la inmuno-
detección de las proteínas extrace-
lulares EP1, EP2, EP3 y EP4, utili-
zando anticuerpos específicos para
cada una de estas proteínas .

MATERIALES Y METODOS

Obtención de las suspensiones ce-
lulares de caña de azúcar

Para la formación de embriones
somáticos en caña de azúcar se cul-
tivaron explantes de hojas jóvenes
de la variedad C87-51 en medio sóli-
do Murashige y Skoog (MS) 21
solidificados con agar, al que se le
adicionaron 3 mg • L-' de 2,4-D y se
subcultivaron tres veces con un in-
tervalo de 4 semanas . Los 'callos
nodulares (embriogénicos, F ig .1) se
desagregaron en medio de cultivo
líquido MS en zaranda a 150 r/min,
en la oscuridad y a (25 ± 2) °C, con
lo que se liberaron diferentes pobla-
ciones celulares, entre ellas, las pe-
queñas células embriogénicas que
posteriormente dieron origen a los
agregados celulares . Después de tres
semanas de desagregación, las sus-
pensiones se filtraron por mallas de
500 ,a, se ajustó el volumen a 50 mL
en frascos de 250 mL y se colocaron
en una zaranda por un período de 21 d
para permitir el crecimiento celular
en presencia de 0 .5 mg L-' de 2,4-D .

Pasados los 21 d, se dejaron precipi-
tar las suspensiones y se decantó la
mayor cantidad de sobrenadante
posible, siendo reemplazado por
medio MS que no contenía 2,4-D .
Cada cinco días se retiraron 10 mL
de medio, volumen que se renovó
con medio MS fresco .

Se tomaron muestras de las sus-
pensiones a los 10, 17 y 21 d poste-
riores al comienzo del cultivo, en
presencia del 2,4-D . A los 21 d, se eli-
minó este de la suspensión celular
y a partir de aquí, se tomaron mues-
tras a los 10, 14, 17 y 20 d . Las mues-
tras se filtraron hasta la obtención de
un medio libre de células y se les deter-
minó la concentración de proteínas?2

Transferencia de proteínas (Dot
blot) y detección inmunoquímica

Se aplicaron 20 µL (1 µg/ L) de las
muestras sobre la membrana
Hybond PVDF y 20 µg de una mez-
cla de proteínas extracelulares de la
suspensión celular de zanahoria
(ECP) como control positivo de la reac-
ción inmunoquímica. La inmunodetec-
ción se realizó según lo descrito por
Burnette . 73 La membrana se bloqueó
con amortiguador Tris 10 mmol/L,
pH 7,5, gelatina 0,5 %, durante una
hora a 37 °C y se incubó con el anti-
cuerpo específico de cada proteína
a detectar diluido 1 :5 000, dos horas
a 37 °C . Se realizaron tres lavados
por 5 min con amortiguador Tris 100
mmol/L, pH 7,5, gelatina 0,2 % y se
incubó con el anticuerpo conjugado
con fosfatasa alcalina diluido 1 :5 000,
una hora a 37 °C . La membrana se
lavó como se describió anteriormen-

te y se incubó con 33 µL de azul de
nitrotetrazolio y 16,5 µL de 5-bromo-4-
cloro-3-indolilfosfato en 5 mL de amor-
tiguador mis 100 mmol/L, pH 9,5 . El
cambio de color que se produjo al fi-
nalizar la detección inmunoquímica,
permitió realizar la evaluación cua-
litativa de las proteínas con relación
al control positivo .

RESULTADOS Y DISCUSION
La figura 2 muestra los embrio-

nes en etapa globular a los 20 d de
retirarse el 2,4-D del medio de cultivo.

La figura 3 muestra los resulta-
dos de la detección inmunoquímica
de las proteínas extracelulares embrio-
génicas EP2 y EP3 al igual que las no
embriogénicas EPI y EP4 en las sus-
pensiones celulares de caña de azúcar.

La proteína EP1 se detectó a los
10, 17 y 21 d de, iniciado el cultivo
celular cuando aún estaba presente
el 2,4-D . La reacción más intensa se
observó a los 10 d en comparación
con el control positivo, mientras que
no se detectó al eliminarse el 2,4-D .
Este resultado demuestra que la pro-
teína EP1, que es secretada por las
células no embriogénicas, no está
presente al comenzar la diferencia-
ción de las distintas fases del desa-
rrollo embriogénico .

De forma similar en cultivos de
alfalfa (Medicago sativa L.), se detec-
taron dos proteínas de 67 y 50 kD
homólogas a las EP1 de zanahoria
que disminuyeron considerable-
mente su concentración al retirarse
el 2,4-D del medio para dar lugar al
desarrollo de las estructuras embrio-
génicas .24 También en cultivos de cí-



Fig. 2. Embriones somáticos de caña de azúcar en estado globular, cultivados en
medio líquido MS sin 2,4-D.

Fig. 3. Dot Blot y detección inmunoquímica de las proteínas extracelulares secreta-
das al medio . Se analizaron las proteínas EP1, EP2, EP3 y EP4 presentes a los 10, 17 y 21 d
de iniciado el cultivo celular en presencia de 2,4-D y a los 10, 14, 17 y 21 d de retirarse
el 2,4-D del medio. Se utilizaron anticuerpos específicos a cada una de estas proteí-
nas y un segundo anticuerpo conjugado con fosfatasa alcalina. C: control positivo,
proteínas extracelulares de suspensiones celulares de zanahoria .

tricos (Citrus aurantium L.), se han
identificado glicoproteínas secreta-
das al medio que desaparecen des-
pués de iniciada la embriogénesis . 25

Satoh reportó una proteína glicosi-
lada de 57 kD (GP57) que es secreta-
da por células embriogénicas y no
embriogénicas de zanahoria en de-
pendencia de la presencia de
auxinas en el medio de cultivo . 26Otra
proteína de 65 kD (GP65) es secretada
por las células embriogénicas de zana-
horia en ausencia de la auxina 2,4-D. 27

La detección de la glicoproteína
EP4 fue cualitativamente menor

con relación al control positivo tan-
to en presencia y ausencia de la
auxina, aunque la mayor señal se
observó, antes de eliminar el 2,4-D
del medio. Según Van Engelen, esta
proteína es específica de las células no
embriogénicas . 13 Su pobre detección en
las suspensiones de caña de azúcar que
se trabajaron, sugiere el predominio de
las estructuras embriogénicas .

Hendriks reportó que la proteí-
na EP4 está presente en líneas celu-
lares embriogénicas y no embriogé-
nicas de zanahoria, aunque son se-
cretadas por una subpoblación de
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células no embriogénicas diferentes
a las células que producen las pro-
teínas EP1 . 28

La proteína de transferencia de
lípidos (EP2) se detectó a partir de
los 14 d de eliminada la auxina, mo-
mento en que la suspensión es rica
en agregados celulares embriogéni-
cos. La detección fue cualitativa-
mente mayor a los 20 d de comenza-
da la diferenciación celular cuando
el cultivo celular está enriquecido
con embriones globulares. Resulta-
dos similares encontró Poulsen en
cultivos de alfalfa, en los que detec-
tó, de forma significativa, una pro-
teína de 7 kD homóloga a la EP2 de
zanahoria después de cambiar el me-
dio que contenía 2,4-D mediante em-
briogénesis?a El aumento significativo
de esta proteína durante el desarrollo
embriogénico evidencia su papel rele-
vante en la embriogénesis somática.

La proteína EP3 estuvo presen-
te durante toda la diferenciación ce-
lular. La máxima señal se observó a
los 20 d cuando predominan los em-
briones en fase globular. Esta pro-
teína, al parecer, condiciona el me-
dio para el progreso de la embriogé-
nesis somática . De forma similar, se
reportó una proteína de 32 kD que
está presente durante todo el proce-
so de embriogénesis somática de tri-
go (triticum aestivum) . 15 Además, se
han reportado quitinasas cuyos
genes son abundantes en tejidos
embriogénicos, los cuales son regu-
lados durante el desarrollo de la em-
briogénesis somática en coníferas
(Picea glauca). 29 También en cultivos
de cebada (Hordeum vulgare L.) se
caracterizaron cinco isoenzimas
quitinasas (EP3) del medio condicio-
nado, de las cuyes, dos promovieron
la transición del estado globular al
de corazón durante el desarrollo
embriogé ico . 3o

Es de destacar la importancia de
la coincidencia de estas proteínas,
aisladas y caracterizadas de cultivos
celulares de zanahoria, en las sus-
pensiones de caña de azúcar. Si se
tiene en cuenta que además, se en-
contraron quitinasas relacionadas
con la embriogénesis somática en el
medio extracelular de cultivos de
cebada y coníferas, se puede sugerir
que esta proteína es esencial en el
proceso embriogénico de varios cul-
tivos, lo que indica su posible uni-
versalidad y el elevado conservadu-
rismo de los genes que codifican
para estas proteínas .

Estos resultados demuestran que
la suspensión celular de caña de azú-
car en estudio es mayormente
embriogénica debido al comporta-
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miento de las proteínas extracelula-
res EP1, EP2 y EP3 en las fases del
desarrollo del embrión somático. Estas
proteínas se pueden emplear como
marcadores bioquímicos de la embrio-
génesis somática de la caña de azúcar.

CONCLUSIONES

Se detectaron, por primera vez
en caña de azúcar, las proteínas ex-
tracelulares EP1, EP2, EP3 y EP4, las
cuales están estrechamente relacio-
nadas con la embriogénesis somática .

Se corroboró el carácter embrio-
génico de las suspensiones celulares
de caña de azúcar mediante el com-
portamiento de las proteínas EP2 y EP3
durante el desarrollo embriogénico .

El estudio de la proteína EPl,
indicadora de las células no embrio-
génicas, permitió verificar su carác-
ter no embriogénico en las suspen-
siones celulares de caña de azúcar
al detectarse únicamente antes de
comenzar la diferenciación de los
distintos estados del desarrollo em-
briogénico .

La proteína EP4 no ofreció infor-
mación relacionada con la embrio-
génesis somática en caña de azúcar.
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