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RESUMEN. Se realizd un estudio de las protefnas extracelulares (EP) en sus-
pensiones celulares de cafa de aziear (Sauecharum sp. hibrido). E] proceso em-
briogénico se siguid por métodos inmunoguimicos con anticuerpos especificos
para las proteinas extracelulares EP1, EP2, EP3 y EP4 a diferentes tiempos del
cultivo celular en presencia y ausencia del écido 2,4-diclorofenoxiacético {2,4-D).
Se demostré gue la proteina EP1 estd presente solamente en la etapa de induc-
cion con la ayxina 2,4-D. La deteccién de la proteina EP4 fue cualitativamente
menor con relacién al control positivo tanto en presencia y ausencia dela auana,
aunqgue la mayor sefial se observé antes de eliminar el 2,4-D del medio. Las
protefnas EP2 y EP3 estuvieron presentes durante el proceso de diferencia-
cién morfolégica. La maxima reaccion se observd durante la fase globular del
desarrollo embriogénico. El comportamiento de las proteinas embriogénicas
- EP2 y EP3 presentes en la suspensién celular indicaron el cardeter embriogéni-
co del cultivo. Se sugiere la utilizacidn de estas proteinas come marcadores
bioquimicos de la embriogénesis soméatica en cana de azdcar.

ABSTRACT. Extracellular proteins {EP) in sugarcane (Saccharum spp. hibrido)
cell suspension cultures were studied. The embryogenic process was immu-
nochemically monitered 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 cuiture. The EP2 and EF3 proteins were present during the morphe-
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 embryeogenesis is
suggested.

INTRODUCCION

El procesc de embriogénesis so-
matica, en su etapa inicial estd acom-
pafnado por cambios en la composi-
cidn y conceniracién de diferentes
proteinas secretadas al medio por las
células presentes en el cultivo.!? Ei
medio condicionado de un cultive de
células vegetales contiene un con-
junte de moléculas principalmente
derivadas de la pared celular, inchi-
yvendo polisaciridos, proteoglicanos
y polipéptidos. Entre las protefnas

existe una amplia cantidad de enzi-
mas, las cuales se clasifican entre
dos clases principales: hidrolasgs
(glicosidasas, guitinasas, endogluca-
nasas, etc.) y oxidorreductasas.?
Recientes estudios de la embriogé-
nesis somatica revelan que este pro-
ceso es aliamente dependiente de las
proteinas que promueven la forma-
cién del embrién somatico.t”

La embricgénesis somética de
zanahoria (Daucus carota L.} es am-
pliamente usada comeo sisterma mo-

delo del desarrollo tempranoc en
plantas.® Se han caracterizado las
proteinas presentes en las suspen-
siones celulares de zanahoria, llama-
das proteinas extracelulares (EP). Se
han reportado proteinas que son
sélo secretadas por las células
embriogénicas como la proteina de
transfefencia de lipidos (EP2) que
rezliza la funcién de transportar
moléculas apolares hacia la superfi-
cie epidérmica exterior para la for-
macion de una capa de cuticula que
mantiene el pequeno tamano de las
células embriogénicas ? y las protei-
nas extracelulares de 32 kD (EP3}
gque son un conjunto de proteinas
con actividad quitinasa algunas de
las cuales desempenian un papelim-
portante durante el desarrolio
embriogénico, ya que participan en
1z formacidén de la protodermis del
embridén en el estade globular del
desarrolle. ot

QOtras proteinas son derivadas
sclamente de células no embriogé-
nicas como las proteinas EP1Y y la
glicoproteina EP4.'* Las proteinas
EP1 estan compuestas por un con-
junte de proteinas que difieren en-
tre s en el pesc molecular. Se ha de-
mostrade que las parejas de protei-
nas EP1 de 31/32 kD y 52/534 kD son
proteinas extracelulares gue forman
parte de la pared celular de las célu-
las vacuoladas no embriogénicas.
Esta unidn a la pared es muy debil,
por lo que <con simples lavados con
el medio de cultivo se desprenden.
El gen que codifica las proteinas EP1
sélo 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-
maéticos como zigdticos. ¥ La protei-
na EP4esuna glicoproteinade 47 kD
que esti pregsente en la pared celu-
lar de los agregados celulares de
moderade tamaho ¥ se localizaen la
pared intercelular. No es una protei-
na estructural, su funcién esté liga-
da a la divisidn celular de las células
no ernbriogénicas.?

Lag auxinas constituyen el factor
mas importante para la regulacién
de la induccién y el desarrellode la
embriogénesis. La presencia del Aci-
do 2 4-diclorofenoxiacético {2,4-D} u
coiras auxinas es necesaria para la
formacidn de agregados celulares
embriogénicos a partir de células.'%®
Esto indica que las auxinas son esen-
ciales para la induccién de la embric-
génesis, 0 sea, Son necesarias para
que las células expresen la totipoten-

cia. Sin embargo, después de forma- |

dos los agregados celulares, las
auxinas inhiben la embricgéne-
s18."¥ Se ha demostrado que en cul-
tivos celulares de varias especies la
presencia prolongada del 2,4-13, blo-
guea el desarrolle embriogénico.!#®

El objetivo del presente trabajo
fue caracterizar inmunoquimica-
mente el proceso de la embricgéne-
sis somética en cultivos celulares de
cafa de aztGcear, mediante la inmuno-
deteccién de las proteinas extrace-
lulares EP1, EPZ, EP3 y EP4, utili-
zando anticuerpos especificos para
cada una de estas proteinas.

MATERIALES Y METODOS

Obtencidn de las suspensiones ce-
lulares de caiia de azicar

Para la formacién de embriones
somaticos en cana de azdear se cul-
tivaron explantes de hojas jévenes
de la variedad C87-51 en medio séii-
de Murashige y Skoog (MS)*
solidificados con agar, al que se le
adicionarcn 3 mg - L' de 24-D y se
subeultivaron tres veces con un in-
tervalo de 4 semanas. Los callos
nodulares (embriogénicos, Fig.1} se
desagregaron en medio de cultivo
liquido MS en zaranda a 150 rfmin,
en la oscuridad y a (25 = 2) °C, con
lo gue se liberaron diferentes pobla-
ciones celulares, entre ellas, las pe-
guenas células embriogénicas gue
posteriormente dieron origen a los
agregados celulares. Después detres
sermahas de desagregacion, las sus-
pensicnes se filtraron por mallas de
500 u, se ajusté el volumen a 50 mL
en frascos de 230 mL y se colocaron
en una zaranda por un pericdode 21 d
para permitir el crecimiento celular
en presencia de 0.5 mg L' de 2,4.D.

Pasados los 21 d, se dejaron precipt-
tar las suspensicnes y se decanté la
mayor cantidad de sobrenadante
posible, siendeo reemplazado por
medio MS que noe contenia 2,4-D.
Cada cinco dias se retiraron 10 mL
de medio, volumen que se renovd
con medio MS fresco.

Se tornaron muesiras de las sus-
pensiones alos 10, 17 ¥ 21 d poste-
riores al comienzo del cultivo, en
presenciadel 2,4-D. Alos 21 4, seeli-
miné este de la suspensidn celular
¥ a partir de aqui, se tomaron mues-
trasalos 10, 14, 17 v 20 d . Las mues-
tras se fiitraron hasta ia obtencién de
un medio libre de células y se les deter-
mind la concentracidn de proteinas.®

Transferencia de proteinas (Dol
blot) y detecciéon inmunoquimica

Seaplicaron 20 oL (I ug/uL) delas
muestras sobre la membrana
Hybond PVDFE y 20 ug de una mez-
cla de proteinas extracelulares dela
suspension celular de zanahoria
{ECP) como control positivodela reac-
cién inmunoquimica. La inmunodetec-
cidn se realizd segin lo descrito por
Bumette® La membrana se bioqued
con amortiguador Tris 10 mmoél/L.,
pH 7.5, gelatina 0,5 %, durante una
hora a 37 °C y se incubd con el anti-
cuerpo especifico de cada proteina
a detectar diluido 1:5 600, dos horas
a 37 °C . Se realizaron tres lavados
por 3 min con amortiguador Tris 100
mmol/L, pH 7,5, gelatina 0,2 % y se
incubé con el anticuerpo conjugado
con fosfatasa alcalina diluido 1:5 000,
una hora a 37 °C . La membrana se
lavé como se deseribid anteriormen-

Fig. 1. Callo
24-D.
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te v e incubd con 33 uL. de azul de
nitrotetrazolio y 16,5 uL. de 5-bromo-4-
clore-3-indolilfosfato en 5 mL de amor-
tiguador Tris 100 mmol/L, pH 9,5. El
cambio de color que se prodyjo al fi-
nalizar la deteccidn inmunoguimica,
permitié realizar la evaluacidén cua-
litativa de las proteinas con relacion
al control positive.

RESULTADOS Y DISCUSION

La figura 2 muestra los embrio-
nes en etapa glcbular a los 20 d de
retirarse el 2,4-D del medio de cultivo.

La figura 3 muestra los resulta-
dos de la deteccidn inmunoguimica
de las proteinas extracelulares embrio-
génicas EP2 y EP3 al igual que las no

"embriogénicas EP1 y EP4 en las sus-

pensicnes celulares de cana de aziicar.

La proteina EP1 se detecté a ios
10, 17 ¥ 21 d de iniciado el cultive
celular cuando atin estaba presente
el 2.4-D. La reaccién mas intensa se
observd a los 10 d en comparacidn
con el control positive, mientras que
no se detectd al eliminarse ef 2,4-D.
Este resultado demuestra que la pro-
teina EP1, que es secretada por las
células no éembriogénicas, no esta
presente al comenzar la diferencia-
cién de las distintas fases del dega-
rrollo emnbriogénico.

De forma similar en cultives de
alfalfa (Medicago sativa L.}, se detec-
taron dos proteinas de 67 y 50 kD
homologas a las EP1 de zanahoria
que disminuyeron considerable-
mente su concentracion al retirarse
el 2,4-D del medio para dar lugar al
desarrolio de las estructuras embrio-
génicas.® También en cultivos de ci-

@aicar cultivados en medic slido MS con 3mg L de

A T S



Revista CENIC Ciencias Bioldgicas, Vol. 30, No. 2, 1388

Fig. 2. Embriones somdticos de cafia de azucar en estado globular, cultivados en

medio Hiquide MS sin 2,4-D.
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Fig. 3. Dot Biat y deteccidn inmunoquimica de las proteinas extracetulares secreta-
dasal medio. Se analizaron las proteinas EP1, EP2, EP3y EP4 presentesalos 10, 17y 21 d
de iniciado el cultivo celularen presencia de 2,4-Dy alos 10, 14, 17y 21 d de retirarse
el 2.4-D del medio. Se utilizaron anticuerpos especificos a cada una de estas protei-
nas y un segundo anticuerpo conjugade con fosfatasa alcalina. C: control positivo,

proteinas extraceiulares de suspensiones celulares de zanahoria.

tricos {Citrus aurantium L.), se han
identificado glicoproteinas secreta-
das al medio que desaparecen des-
pués de iniciada la embriogénesis.®
Satoh reporté una proteina glicesi-
lada de 57 kD (GP3T) que es secretia-
da por células embriogénicas y no
embriogénicas de zanzhoria en de-
pendencia de la presencia de
auxinas en el medic de cultivo.®Otra
proteina de 65 kD (GP65) es secretada
por las células embriogénicas de zana-
horta en ausencia de la suxina 24-D.F
La deteccién de la glicoproteina
EP4 fue cualifativamente mencr

con relacién al control positivo tan-
to en presencia y ausencia de la
auxina, aunque la mayor sefal se
observé, antes de eliminar el 2.4-D
del medio. Segin Van Engelen, esta
proteina es especifica de las eélulas no
embriogénicas.” Su pcbredeteccionen
las suspensiones de cafa de azticar que
setrabajaron, sugiere el predominiode
las estructuras embriogénicas.
Hendriks reporté gue la protei-
ha EP4 esta presente en lineas celu-
{ares embriogénicas y no embriogé-
nicas de zanahoria, sunque son se-
cretadas por una subpoblacion de

células no embriogénicas diferentes
a las células gue preducen las pro-
teinas EP1.%

La proteina de transferencia de
lipidos (EP2) se detecté a partir de
los 14 d de eliminada la auxina, mo-
mento en que la suspension es rica
en agregados celulares embriogéni-
cos. La deteccién fue cualitativa-
mente mayor a los 20 d de comenza-
da la diferenciacién celular cuando
el cultivo celular est4 enriquecido
con embriones globulares. Resulta-
dos similares encontré Poulsen en

cultivos de alfalfa, en los que detec-

t6, de forma significativa, una pro-
teina de 7 kD homdloga a la EP2 de
zanahoria después de cambiar el me-
dio gue contenia 2 4-D mediante em-
briogénesis.® El aumento significativo
de esta proteina durante el desarrollo
embriogénico evidencia su papel rele-
vante en la embriogénesis sornatica.
L.a proteina EP3 estuvo presen-
te durante toda la diferenciacion ce-
lular. La méaxima sefal se observé a
los 20 d cuando predominan los em-
bricnes en fase globular Esta pro-
teing, al parecer, condiciona el me-
dio para el progreso de la embriogé-

- nesis somatica. De forma similar, se

repotté una proteina de 32 kD que
estd presente durante todo el proce-
so de embriogénesis sornatica de tri-
go{triticum aestivum}.’> Ademas, se
han reportadc guitinasas cuyos
genes son abundantes en tejidos
embriogénicos, los cuales son regu-
lados durante el desarrollo de la em-
briogénesis somdtica en coniferas
{Picea glauca).® También en cultives
de cebada {Hordeum vulgare L.) se
caracterizaron cinceo isoenzimas
quitinasas {EP3) del medio condicio-
nado, de las cuales, dos promovieron
la transicidn del estado globular al
de corazdén durante el desarrolle
embriogénico.®

Es de destacar la importancia de
la coincidencia de estas proteinas,
aisladas y caracterizadas de cultivos
celulares de zanahoria, en las sus-
pensiones de cafia de azacar. 5i se
tiene en cuenta que ademads, se en-
contraron quitinasas relacionadas
con la ermnbriogénesis somética en el
medic extracelular de cultivos de
cebada y coniferas, se puede sugerir
que esta proteina 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 proteinas.

Estos resultados demuestran que
la suspension celular de cana de azd-
car en estudio es mayormente
embriogénica debido al comporta-
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miento de las proteinas extracelula-
res EP1, EP2 y EP3 en las fases del
desarrolio del embridn somético, Estas
proteinas se pueden emplear como
marcadores bioquimicos de 1a embrio-
génesis somética de la cafia de aziicar.

CONCLUSIONES

Se detectaron, por primera vez
en cana de azacar, las profeinas ex-
tracelulares EP1, EP2, EP3 y EP4, las
cuales estan estrechamente relacic-
rnadas con la embriogénesis somética.

Se corroboro el caracter embrio-
génico de las suspensiones celulares
de cana de aziucar mediante el com-
portamientode las proteinas EP2 y EP3
durante €l desarrollo ermbriogénico.

El estudic de la proteina EP],
indicadora de las células no embrio-
génicas, permitié verificar su carée-
ter no embriogénico en las suspen-
siones celulares de cafta de azdcar
al detectarse dnicamente antes de
comenzar la diferenciacidén de los
distintos estados del desarrollo em-
briocgénico.

La proteina EP4 no ofrecio infor-
macién relacionada con la embrio-
génesis somatica en cana de azucar.
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