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RESUMEN

La formacion in vitro de brotes alventicios es un buen sistema para estudiar el desarrollo de las plantas.
Para esclarecer los eventos que tienen lugar durante el desarrollo de yemas adventicias in vitro en
coniferas, es necesario evaluar los genes que participan en él. A dia de hoy, los estudios realizados se
centran en angiospermas, no pudiéndose extrapolar al caso de las coniferas, por ello nos hemos
propuesto estudiar 7 genes (ARR1, CLV1L, WUS, KN1, KN2, KN3 y KN4) implicados putativamente en el
desarrollo de meristemos inducidos por benciladenina (BA) en Pinus pinea L. Para ello se han cultivado
cotiledones de embriones no germinados en medio de inducciéon %2 LP suplementado con diferentes
concentraciones de BA (2,2 uM, 4,4 uM, 8,8 uM, 22 uM, 44 uM y 88 uM) y transferidos a medio % LPC sin
hormona transcurridos los 2, 4, 8 y 16 dias de induccion. Se ha evaluado la respuesta caulogénica y el
numero de yemas por cotiledén después de 60 dias de cultivo. Los resultados muestran que el periodo de
induccién minimo para la formacion de yemas adventicias es de 4 dias durante los cuales las células
meristematicas adquieren la competencia. A partir del cuarto dia, las células se encuentran determinadas
a la formacién de yemas. Se ha podido relacionar positivamente la repuesta caulogénica con la
concentracion de BA. Por otro lado, se ha estudiado la expresion de los 7 genes mostrando que los genes
ARR1 y CLVI1L se expresan durante la etapa de adquisicion de competencia y podrian ser homologos a
los genes ARR1 y CLV1L de Arabidopsis; los genes WUS, KN1, KN2, KN3 y KN4 se expresan durante la
etapa de determinacion.

ABSTRACT

Adventitious shoot formation in vitro is a good experimental tool for studying plant development. To clarify
the events that occur during the in vitro adventitious buds development in conifers, it is necessary to study
the concerned genes. To date, the vast majority of researchs have been carried in angiosperms and not in
conifers, therefore we aim to study 7 genes (ARR1, CLV1L, WUS, KN1, KN2, KN3 and KN4) involved
putatively in meristems development induced by bencyladenine (BA) in Pinus pinea L. Isolated cotyledons
from mature embryos were cultured in caulogenic induction meduim (1/2 LP) with differents BA
concentrations (2,2 uM, 4,4 uM, 8,8 uM, 22 pM, 44 pM y 88 pM) and transferred to a hormone-free
medium %2 LPC after 2, 4, 8 and 16 days of induction culture. We assessed the caulogenic response and
the number of buds per cotyledon after 60 days of culture. The results show that the minimum period for
bud induction is 4 days during in which the meristematic cells are at a stage of acquiring competence.
Since fourth day, cells are determined to form buds. It has been positively relate caulogenic response to
BA concentration. Moreover, we have studied the expression of the 7 genes showing that ARR1 and
CLV1L are expressed during the competence acquisition stage and may be homologous to Arabidopsis
ARR1 and CLV1L genes; WUS, KN1, KN2, KN3 and KN4 genes are expressed during induction phase.
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1 INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

1.1.1 Distribucion y usos de la especie objeto de estudio

Pinus pinea L., comunmente llamado pino pifionero, manso o doncel, es una conifera
de la familia de las pinaceas que se distribuye en toda la franja mediterranea (Figura
1), sobre todo en el centro y Sur de la Peninsula Ibérica. Su area de distribucién en
Espafa se centra en Andalucia, Catalufia y la Meseta, procediendo muchas de las
poblaciones actuales de repoblaciones a lo largo de la historia debido a su explotacién
para la produccién de pifion. Actualmente se planta ampliamente en el éarea
mediterrdnea para proteccion ambiental (fijacibon de dunas) y por su gran valor
ornamental en parques y jardines de todo el mundo (California, Escocia y sur de
Inglaterra). Sin embargo, su principal interés es el econémico basado en la produccién
de pifidn, incluyéndose en la lista de especies de comercializacion de materiales
forestales de reproduccion. Espafia se sita como el primer productor mundial de
pifiones, seguido de Francia, Italia y Turquia (Carneros, 2009). También es cultivado
por su madera ligera y flexible usada en carpinteria y en estructuras, sobre todo en la
construccién maritima, en la fabricacion de carbén vegetal, pasta de papel y obtencion
de resina.

Pinus pinea )\/\ \ KW % ! \ 2

Figura 1: Area de distribucién de Pinus pinea. EUFORGEN 2009, www.euforgen.org.

1.1.2 Programas de conservacion y mejora

En Europa existe una fuerte antropizacion de la mayor parte del terreno, siendo muy
importante la preservacion de los espacios naturales considerados de especial interés
por la flora y la fauna que albergan sus bosques. Un importante ejemplo de ello son los
pinares de pifionero (puros o en mezcla con Pinus pinaster) que se encuentran
principalmente por toda la regidbn mediterranea de forma discontinua y estan
considerados como habitat prioritario para su conservacién en Europa por la Directiva
Habitats (1992/43/CEE de 21 de mayo de 1992). A esto se afiade la preocupacion,
cada vez mayor, por preservar los bosques frente al cambio climético y sobre todo la

5



necesidad de conservar los recursos genéticos de las especies que en un futuro se
pueden ver amenazadas por él. El Plan Forestal Espafiol (2002 a 2035) incide sobre la
importancia de frenar los efectos de la desertizacién y la deforestacion proponiendo el
aumento de los terrenos forestales y el desarrollo de métodos y técnicas de
produccion de plantas adecuadas para desarrollarse bajo los diferentes tipos de estrés
(bidticos y abidticos) a los que estan sometidas.

Tanto por su interés econd6mico como por el de su conservacion, es esencial crear y
poner en practica programas de mejora genética que aborden tanto el manejo y cultivo
de plantaciones de coniferas como las metodologias necesarias para preservar su
diversidad genética y el estudio de los mecanismos que regulan su desarrollo. Para
ello es necesario ampliar el conocimiento sobre la biologia de Pinus spp. de tal modo
que permita indagar sobre sus caracteristicas fisiolégicas, genéticas, bioguimicas, etc.
con el fin de esclarecer los mecanismos implicados en su regeneracion vegetativa en
laboratorio y superar todos los problemas que supone hoy en dia la micropropagacion
de coniferas. Actualmente existen una serie de técnicas avanzadas de Ultima
generacién en biotecnologia que se centran en el cultivo in vitro de tejidos para la
propagacion vegetativa de las especies vegetales. La técnica del cultivo in vitro puede
desarrollarse mediante tres vias (Bonga et al., 2010):

- El desarrollo de meristemos preexistentes (yemas apicales o axilares).
- Laorganogénesis, basada en la diferenciacion de yemas o raices adventicias.
- La embriogénesis somatica, que es el proceso de formacion del embrién a
partir de células sométicas.
En el caso de Pinus pinea L., estudios recientes demuestran que la técnica mas
adecuada para su propagacion vegetativa es la organogénesis adventicia inducida por
reguladores del crecimiento como son las auxinas y citoquininas (Lopez et al., 1996).

1.1.3 Caulogenésis adventicia

La organogénesis es el proceso mediante el cual se forman nuevos 6rganos en una
planta a partir de la formacion de una estructura unipolar, tallos (caulogénesis) o raices
(rizogénesis), en respuesta a un tratamiento concreto de cultivo. Durante la
caulogénesis adventicia se formaran brotes meristematicos en zonas donde no
aparecen normalmente. Para comprender los mecanismos que ocurren durante la
organogénesis es importante aclarar algunas bases fisiol6gicas del desarrollo del
meristemo caulinar (Shoot Apical Meristem, SAM). Este es el encargado de la
formaciéon de tallo, hojas, ramas laterales y meristemos florales, lo cual va estar
desencadenado por un balance de distintos reguladores del crecimiento y dependera
del estado fisiolégico o sensibilidad de unas células, tejidos u 6rganos en un momento
dado. La importancia del SAM radica en su pluripotencialidad y en su capacidad para
suministrar las células necesarias en la formacion de los diferentes 6rganos que
derivan de él (Barton, 2010). Su mantenimiento durante toda la vida de la planta se
debe a la existencia de un grupo de células totipotentes que suministra
constantemente células indiferenciadas en los meristemos. El balance que se
establece entre proliferacion celular y diferenciacion esta controlado por sefales
externas e internas (Werner y Schmiilling, 2009), como son las fitohormonas y varios
factores de transcripcion.



En cuanto a la organogénesis, ésta se puede inducir en laboratorio aplicando un
balance hormonal de auxinas y citoquininas adecuado en el medio de cultivo, lo que
originaré el desarrollo del meristemo apical y la posterior formacion de los diferentes
organos de la planta. Christianson y Warnick (1983, 1984, 1985 y 1988) describieron
el proceso de organogénesis a partir del modelo experimental usado en Convulvulus y
establecieron asi las pautas que se llevan a cabo en este proceso de diferenciacion
(Sugiyama, 1999; Jérébme Duclercq, 2011):

- Adquisicion de competencia morfogénica (desdiferenciacion celular).

- Induccién (determinacion celular hacia la formacion de un érgano especifico en
respuesta a la induccion de fitohormonas exégenas).

- Diferenciacion morfologica (formacién de 6rganos de forma independiente a la
induccién de hormonas exogenas).

Para que estas fases tengan lugar con éxito, se requiere un balance hormonal
diferente en cada una de ellas. Por este motivo, la fase de induccién requerir4 un
medio de cultivo suministrado con un balance hormonal diferente al de la fase de
diferenciacion. A dia de hoy, se sabe que la induccion de la caulogénesis adventicia en
coniferas funciona bien a partir de cotiledones aislados o embriones completos en un
medio de cultivo suplementado Unicamente con citoquininas y buenas condiciones
ambientales (Flinn et al. 1988; Ellis y Bilderback, 1989; Lopez et al. 1996; Moncalean
et al. 2005; Cortizo et al., 2010). Por otro lado, debemos tener en cuenta que en el
caso de las coniferas, los cotiledones pierden su potencial organogénico con la
germinacion, por lo que es conveniente realizar el cultivo de los cotiledones antes de
que éstos germinen (Valdés et al. 2001).

1.1.4 Citoquininas

Las citoquininas (Cks) son un grupo de fitohormonas que realizan importantes
funciones en todas las fases del desarrollo de las plantas (Taiz y Zeiger, 2010).
Actualmente, existe un amplio conocimiento sobre la percepcién y transduccion de la
sefal de Cks en angiospermas gracias a los estudios llevados a cabo en Arabidopsis
thaliana entre otras. Se sabe que las Cks juegan un papel fundamental en el desarrollo
y funcién del meristemo apical del tallo (Werner et al., 2001 y 2003; Bartrina et al.,
2011) entre otras funciones. Junto con diversos factores de transcripcion, las Cks y
auxinas van a crear un gradiente en el meristemo caulinar de tal forma que en el
centro del SAM se mantenga una concentracion de Cks mayor que de auxinas
mientras que en los laterales ocurrird lo contrario. De esta forma, en el centro del SAM
se mantendra una regulacion positiva de la division celular restringiéndose su
diferenciacion y en los laterales comenzaran a diferenciarse los futuros érganos de la
planta (Werner y Schmilling, 2009).

1.1.5 Bases moleculares de la caulogénesis adventicia inducida por
citoquininas

La organogénesis adventicia inducida en cotiledones es una herramienta muy util para
el estudio de los mecanismos moleculares que tienen lugar durante el desarrollo de los
meristemos y del modo de accién de las citoquininas en coniferas (Moncalean et al.
2005; Alonso et al. 2007; Cortizo et al. 2009; Cortizo et al. 2010; Alvarez et al. 2013).



Actualmente, tan sélo podemos basarnos en el modelo de transduccién de sefial de
las citoquininas (Cks) propuesto en Arabidopsis thaliana para estudiar su papel en la
organogeénesis (Figura 2).

Este modelo determina que, una vez la hormona se encuentra en el espacio
intercelular, se produce la union de ésta a un receptor de membrana tipo histidina
quinasa (Heyl y Schmilling, 2003). El receptor se autofosforila y transfiere el grupo
fosfato a las proteinas Hpt (Histidine phosphotransfer protein) (Hwang et al. 2002), que
seran importadas al nucleo dénde, a su vez, transferiran el fosfato a los genes RR
(genes reguladores de respuesta). Estos genes seran los encargados de activar las
proteinas y genes implicados en la respuesta a las citoquininas (Kakimoto, 2003). En
Gltima instancia, las citoquininas activaran o reprimiran de forma directa o indirecta una
serie de genes reguladores involucrados en la formacion del meristemo como son los
genes SHOOTMERISTEMLESS (STM), KNOTTED-1 (KN1), WUSCHEL (WUS) y
CLAVATA-1 (CLV1) (Cary et al. 2002: Che et al. 2002; Zhang and lemaux, 2004).
Estos genes seran los encargados de mantener la integridad del meristemo actuando
de forma coordinada gracias al estimulo inducido por citoquininas. Estas van a actuar
concretamente en la zona central del SAM, como se ha comentado anteriormente,
gracias a la accion de los factores de transcripcion KNOX y WUS (Shani et al., 2006;
Perilli et al., 2009; Sawblowski, 2009; Hay y Tsiantis, 2010; Traas y Monéger, 2010).

El gen WUS, que forma parte de la familia de genes WUS/WOXS5, codifica un factor de
transcripcion encargado de asegurar un suministro continuo de células madre en el
centro de organizacion del meristemo apical (Carles and Fletcher, 2003). El hecho de
que WUS se exprese en esa zona concreta del meristemo se debe a la accion del
péptido extracelular CLV3, cuya expresion es a su vez inducida por el péptido WUS.
CLV3 se une a CLV1, un receptor transmembrana, desencadenando una cascada de
sefalizacién que finaliza reprimiendo la transcripcién de WUS (Schoof et al. 2000). Se
crea de esta manera un bucle que proporciona un control del balance entre la
proliferacién celular del meristemo y su diferenciacion (Fletcher et al., 1999; Schoof et
al., 2000). Del mismo modo, se ha demostrado que WUS es capaz de reprimir la
transcripcion de ARR, un regulador de respuesta de tipo A implicado en la regulacién
negativa de la cascada de sefializacion de citogquininas (Hwang et al., 2002; To et al.,
2004).

stem cells
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Figura 2: Dominios de expresion de los genes CLAVATA 1, CLAVATA 3y WUSCHEL y zonas de
accion de citoquininas y auxinas en el meristemo. Adaptado de Barton, 2010.



Por otro lado encontramos a los genes de la familia KNOX (Knotted-1 like homeobox),
gue también participan en el desarrollo y mantenimiento del meristemo apical. Estos
genes son STM, KNAT1 (Knotted-1 like in Arabidopsis thaliana) y KNAT2. Los datos
aportados por varios investigadores (Hake et al., 1989; Vollbrecht et al., 1991; Chuck
et al. 1996; Ori et al., 1999; Takada et al., 2001; Jasinki et al., 2005; Yanai et al., 2005)
sugieren que los genes KNOX ejercen su efecto regulando la biosintesis de las
citoquininas y parecen otorgarles un papel importante en el mantenimiento/desarrollo
del SAM a través del control transcripcional de los principales genes reguladores del
meristemo apical (Hay y Tsiantis, 2010).

Este modelo propuesto para angiospermas no puede extrapolarse al caso de las
coniferas debido a la distancia evolutiva que las separa y al método usado para inducir
organogénesis, a saber: indirecta en el caso de Arabidopsis thaliana, en la que es
necesaria la formacién preliminar de callo, y directa en coniferas, déonde no es
necesario inducir la formacion de callo (Gordon et al. 2009; Sablowski 2009). Pero
gracias a estudios recientes, se han podido caracterizar genes implicados en la
respuesta a las Cks en Pinus spp.. Se han descrito dos RR-A, PipsRR1 y PipiRR1
(Cortizo et al., 2010a; Alvarez et al. 2012a), que son inducidos por Cks y muestran una
estructura y comportamiento similar al descrito en angiospermas, sugiriendo un alto
grado de conservacion.

1.2 Planteamiento y objetivos

Como se ha comentado anteriormente, es necesario validar el modelo de transduccién
de sefal de citoquininas en coniferas. Estudios recientes apuntan que la N°-
benciladenina (BA) es la hormona mas idénea para inducir la formacion de meristemos
en coniferas en un sistema de cultivo in vitro (L6pez et al., 1996; Valdés et al., 2001,
Moncalean et al., 2005; Alonso et al., 2007). De este modo, se pretende inducir la
formacion de meristemos adventicios en cotiledones de P. pinea L. bajo la accién de
diferentes concentraciones de BA (OuM, 2,2uM, 4,4uM, 8,8uM, 22uM, 44uM y 88uM).
Se recogerdn muestras a varios tiempos (2, 4, 8 y 16 dias) de las diferentes
concentraciones para analizar la expresion transitoria de los genes implicados en la
transduccion de la sefial de Cks. Los genes estudiados en el presente trabajo son
WUS/WOXS5, perteneciente a la familia de genes WOX y KN1, KN2, KN3 y KN4,
pertenecientes a la familia de genes KNOX para lo cual se realizard una PCR
cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR). Este trabajo trata de esclarecer las bases
moleculares que actidan en la formacion del meristemo bajo la induccion de
citoquininas, asi como caracterizar los genes implicados en su desarrollo.



2 MATERIAL Y METODOS

2.1 Material Vegetal

2.1.1 Elecciony Procedencia

El material vegetal de partida con el que se ha trabajado son semillas de Pinus pinea
L. procedentes de la Meseta Norte (region de procedencia ES01). El afio de
maduraciéon es 2011/2012. Las semillas fueron suministradas por el Ministerio de
Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente.

2.1.2 Asepsia

El material de trabajo fue sometido a un
proceso de esterilizacion superficial segun el
protocolo de Alonso et al. 2006 previo a la
escision de los cotiledones. Cabe destacar que
el protocolo de esterilizacién se realizé en todo
momento bajo condiciones totales de asepsia,
con el uso de una campana de flujo laminar,
material estéril y guantes. Para ello, una vez
desprovistos de la testa, los gametdfitos se
sumergieron en una soluciéon de peréxido de
hidrégeno (H,0,) al 7,5%, preparada a partir de
una solucion comercial al 33%, y se
mantuvieron en agitaciéon durante 45 minutos
(Figura 3). Posteriormente se realizaron 3
lavados consecutivos en agua destilada estéril
de 5, 10 y 15 minutos cada uno. Los
gametofitos lavados se colocaron sobre discos
de papel de filtro en placas petri (unos 50 Figura 3: Megagamet6fitos
gametdfitos por placa) y se dejaron embebidos desprovistos de la testa e inmersos
en agua durante 48 h a 4°C y en oscuridad en peroxido de hidrogeno al 7,5%.
hasta que fueron requeridos para la extraccion

de los embriones.

2.1.3 Escision de cotiledones

Los gametdfitos embebidos fueron abiertos por la mitad mediante un corte longitudinal
lo suficientemente superficial como para no dafiar el embridon. Una vez abierto por la
mitad el megagametofito, se extrajeron los embriones conteniendo cada uno de 9 a 12
cotiledones unidos al micrépilo. Estos se escindieron del micrépilo de tal modo que
cada cotiledon qued6 separado del resto. Debido a la rapida deshidratacion que
experimentan los cotiledones, es necesario que sean puestos en contacto con el
medio inmediatamente. De esta forma, cada cotiledon se introdujo en potitos de 150
ml con tapa magenta y con medio de cultivo suplementado con BA o sin ella (control),
hasta un total de 10 cotiledones por potito. Se tuvo especial cuidado a la hora de
repartir los cotiledones pertenecientes al mismo embrion en diferentes potitos para
discriminar de esta forma el efecto que el genotipo puede causar en el estudio
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estadistico posterior. Los cotiledones se colocaron horizontalmente y en contacto
directo con el medio de cultivo (Figura 4).

Figura 4: Cuatro cotiledones de Pinus pinea dispuestos sobre el medio de cultivo % LP
inmediatamente después de su escision del embrion.

2.2 Condiciones y Medio de cultivo

Los cotiledones se cultivaron en medio de induccién Le Poivre (1/2 LP) modificado por
Aitken-Christie et al. (1988), 30 g/L de sacarosa, 8 g/L de agar y suplementado con
distintas concentraciones de la hormona BA (2,2 uM; 4,4 uM; 8,8 uM; 22 uM; 44 uM;
88 uM). El pH se ajusté a 5,8 y el medio se autoclavé una vez dispensado en los
potitos a 121°C durante 20 minutos. También se cultivaron cotiledones en el mismo
medio pero sin adicibn de BA como control (0 uM). Para todo ello se confeccioné un
total de 112 potitos de 150 ml cubiertos con tapas tipo magenta® y con 20 ml de medio
de cultivo con o sin BA.

Para determinar el periodo minimo de induccion, se prepar6 el mismo medio de
expresion % LP con las mismas cantidades de sacarosa y agar pero esta vez
suplementado con 5 g/L de carbén activado y sin BA (1/2 LPC). El pH se ajust6 de
nuevo a 5,8 y se autoclavé del mismo modo que se describié anteriormente. La fase
de expresion se realizdé para comprobar y observar el proceso organogénico inducido
una vez tomadas las muestras de cotiledones necesarias para la extraccion de ARN.

Los cultivos se mantuvieron en una camara de cultivo a 25 £ 2°C con un fotoperiodo
de 16 horas y un flujo de fotones de 20 + 5 pmol m? s*, provista de tubos
fluorescentes de luz blanca fria (TLD 58 W/33, Phillips, France) (Figura 5). Los
cotiledones se recolectaron a los 2, 4, 8 y 16 dias de cultivo, pesados en un tubo
eppendorf de 2 ml hasta un total aproximado de 100 mg/muestra, congelados en N,
liquido y almacenados a —80°C. El resto de cotiledones correspondientes a cada
tiempo de toma de muestras se subcultivaron a medio fresco ¥ LP suplementado con
carbon activo y sin BA (2 LPC).
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Figura 5: Disposicion de los medios de cultivo en camara de cultivo a 25 + 2°C con un fotoperiodo
de 16 horas y un flujo de fotones de 20 + 5 pmol m?s™.

2.3 Extraccion de ARN y Sintesis de cDNA

Se extrajo el ARN total de los cotiledones tratados con BA y los cotiledones control
segun el protocolo adaptado de Chang et al. (1993). Para ello se us6 el kit Nucleospin
RNA Plant (Macherey-Nagel). Posteriormente, la concentracion de ARN de las
muestras se determind por espectrofotometria UV/Vis usando Picodrop Microliter
(Picodrop Limited, United Kingdom) y su integridad se verific6 mediante electroforesis
en gel desnaturalizante de agarosa al 0,7%.

El ARN de las muestras obtenidas tras 8 y 16 dias de cultivo fue extraido siguiendo
una modificacion del protocolo propuesto por Chang et al. (1993). En este protocolo, la
lisis celular se consigui6 al afiadir el tampon de extraccion a 65°C a la muestra,
realizar dos extracciones con cloroformo:isoamil alcochol (24:1) y una con LiCl 10M.
Después se continué con las instrucciones del kit NucleoSpin® RNA Plant. Una vez
extraido el ARN, las muestras se mantuvieron a -80°C hasta la realizacion de la
sintesis del DNA complementario.

Para la retrotranscripcion de ARN a cDNA se uso el kit High Capacity DNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems Inc.). Para ello, se parti6 de 1 pg de cada muestra
de ARN y se actuo segun el protocolo hasta que las muestras fueron procesadas en el
termociclador segun el siguiente programa:

- 1° Ciclo: 25°C, 10 minutos.
- 2°Ciclo: 37°C, 120 minutos.
- 3°Ciclo: 85°C, 5 minutos.

- 4°Ciclo: 4°C, .

Las muestras fueron almacenadas a -20°C hasta su utilizacion en qRT-PCR.
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2.4 PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR)

La PCR cuantitativa en tiempo real permite determinar la variacién en la abundancia
relativa de los transcritos expresados diferencialmente entre varios tratamientos. El
presente trabajo trata de estudiar la expresién diferencial de 5 genes durante la
caulogénesis adventicia de Pinus pinea inducida por BA:

- Gen de la familia WOX: WUS/WOX5
- Genes de la familia KNOX: KN1, KN2, KN3 y KN4.

Como genes control de la qRT-PCR se utilizaron dos genes previamente aislados en
laboratorio:

- ARRL (Cortizo et al., 2010; Alvarez et al., 2012) y
- CLVIL (Alvarez et al., 2013).

Para medir la expresion génica a través de una gRT-PCR, es necesario realizar una
normalizacion de los datos para que el analisis sea mas fiable. Esto se debe a que la
cuantificacion realizada por la gRT-PCR es relativa, ya que se compara entre
diferentes muestras la cantidad relativa o relacion del mMARN de un gen especifico
respecto a la cantidad de mARN de un gen constitutivo (endégeno). Para ello, se
deben escoger dos genes enddgenos cuya expresion no varie en las condiciones del
experimento, lo que permitirhd conocer la cantidad inicial de molde de ADN para, a
partir de ella, normalizar la expresién de los genes de interés.

Como genes de referencia endégenos se usaron las secuencias Pp4C3 (Accession
EC611869) y Pp5F10 (Accession EC428628), ya que se conoce que su expresion no
varia entre distintas condiciones probadas en el presente experimento (Cortizo et al.,
2010). Ademas, al llevar a cabo la qRT-PCR, se utilizaron también las muestras del
ARN extraido como control de retrotranscripcion negativo.

Para la PCR se utilizaron cebadores especificos para los genes a estudiar que
flanquean una secuencia de unos 80-130 pares de bases cada uno. La secuencia de
los cebadores, su tamafio y el tamafio del amplicdn se detallan en la tabla 1.

El disefio de los primers especificos para los genes de estudio se realiz6 mediante el
programa informatico Primer3 (Rozen y Skaletsky, 2000). Para ello se tuvo en cuenta
los siguientes parametros:

- Tamafio del amplicon entre 60 y 150 pb.

- Longitud de los primers de 18 a 25 bases.
- Contenido en GC entre el 40 y el 60%.

- Temperatura de anillamiento (Tm): 60°C.
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Gen Nombre Longitud Secuencia m v Tamafio
primer g (°C) | GC | amplicén
RealT- CGC CCC TGA TAA
WUS-F 21 CAG CTC GGC 62,90 | 66,7
WUS/WOX5 89
RealT- GTT GGC TCA ATC
WUS-R 21 GTC CCC GCA 62,6 | 61,9
CGA ACA CCA AGA
KN-F 20 CCO ACA AC 56,41 | 55
KN1 91
KN1- AAG TGC AAG
5RO 21 GGT GTC GAA ATT 55,26 | 42,86
GCA CAA TGA CGA
KN2-FI 23 CGA GTA TGC CT 59,45 | 52,17
KN2 122
KN2-5'R- CCC GTG CTG
2 21 CCG TTTTAG CTT 60,83 57.14
KN3- CTG AGC AGG
RealT-F 22 CCG TCATCTCT 59,16 60
KN3 106
KN3- CTC CCCTCTTCT
RealT-R 21 TTC CTG CGG 59,81 61,90
CGC AGG TCA
KN4-FI 20 GOT TGA AGG TC 58,27 | 60
KN4 116
, GTT CTT GTG GTG
KN4-5'| 23 GGA AAT GAC CA 57,63 | 47,82
CAG AAG GCG
ARR-F 20 CTC AAG AGT TT
ARR1 101
TTG TTG GTC CCT
ARRR 20 GGATCT TC
ATG GCC AAATTC
CLVI-F 20 CTG TTC AA
CLViL 100
TCC AAT GCC AGA
CLVIR 20 GGG AAT AG
TTC TCC CAG TTC
Ppac3L 20 TCC CAA TG
Pp4C3 117
ATT GCA ACC GGA
PP4C3R 20 AAC AGA AC
Pp5F10 Pp5F10L 20 CCC TGT TAG ACG 120

14




AAG GGT CA

CTG GCC GAA

PPSFL0R 20 AGC CAT AAA TA

Tabla 1: Primers utilizados en la gqRT-PCR. En color rojo se muestran los genes de referencia
endogenos y en color verde los genes utilizados como control del experimento.

La reaccion de amplificacion se llevé a cabo en placas de gRT-PCR de 96 pocillos
(MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction Plate + Optical Adhesive Films, Applied
Biosystem) que posteriormente fueron enviadas a la Unidad de Secuenciacion de los
Servicios Cientifico-Técnicos de la Universidad de Oviedo donde cuentan con un
aparato ABI PRISM 7900 (Applied Biosystems Inc, Foster City, CA, USA) para la
cuantificacién de la expresion génica. Se utiliz6 un programa que incluye un primer
paso de 95°C durante 20 segundos seguidos de 45 ciclos (95°C durante 1 segundo y
60°C durante 30 segundos), realizando finalmente una curva de disociaciéon para
descartar la presencia de productos inespecificos (95°C durante 15 segundos, 60°C
durante 15 segundos y 95°C durante 15 segundos).

Para la realizacion de las placas se procedio del siguiente modo: cada placa de 96
pocillos corresponde a un gen por lo que se realizé un total de 9 placas (CLV1L, ARR,
Pp4C3, Pp5F10, WUS, KN1, KN2, KN3 y KN4). En cada pocillo se afiadié 2 ul de
cDNA diluido en una proporcién 1:10 junto con 8 pl de Master Mix conteniendo los
primers correspondientes de cada gen y el Fast SYBR Master Mix 2X (Applied
Biosystem). Se realizaron 3 réplicas experimentales de cada uno de los tratamientos
efectuados (tiempo y concentracion de hormona) con un total de 28 muestras. Los
pocillos sobrantes se utilizaron para el tiempo 0, un control negativo sin muestra y otro
control de retrotranscripcion negativa en el que la muestra es ARN (ver Tabla 2).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10|11 | 12
A NTC t=0 RT-
B 2d-0puM 4d-0pM 8d-0pM 16d-0pM
C 2d-22pM 4d-22pM 8d-22pM 16 d - 2,2 pM
D 2d-44pM 4d-44pM 8d-4,4pM 16 d - 4,4 pM
E 2d-838uM 4d-88puM 8d-838puM 16 d - 8,8 pM
F 2d-22 M 4d-22pM 8d-22 M 16 d - 22 pM
G 2d-44 M 4d-44pM 8d- 44 pM 16 d - 44 pM
H 2d-88 M 4d-88pM 8d - 88 uM 16 d - 88 pM

Tabla 2: Disefio de las placas utilizadas en la gRT-PCR para cada gen estudiado.

NTC: No Template Control (Master Mix sin muestra)
RT-: Retrotranscripcion negativo (muestra = ARN)
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El analisis de los resultados se realizé con el programa informético LinRegPCR, el cual
proporciona una estimacion de la cantidad inicial del transcrito analizado segun el valor
de Ct (“threshold cycle”) y la eficiencia de la PCR. La abundancia relativa de cada
transcrito se calculé como la media de las tres réplicas experimentales comparada con
la media de los genes de referencia para el mismo tratamiento. A continuacion, el valor
normalizado de cada tiempo en presencia de BA se dividié entre el valor del control sin
hormona correspondiente, calculando de esta forma el nUmero de veces que el gen se
sobrexpresa por accién de cada concentracion de la hormona.

2.5 Andlisis estadistico

La respuesta caulogénica de los cotiledones en el medio de induccion fue analizada y
cuantificada tras dos subcultivos (60 dias) en 1/2 LPC. Se estimé la supervivencia, el
porcentaje de cotiledones que forman yemas y el nUmero de yemas por cotiledon. Se
aplicé un disefio experimental completamente aleatorizado, considerando el recipiente
(potito) como unidad experimental de observacion y utilizando 10 cotiledones por
tratamiento (Compton, 1994).

Los resultados se muestran mediante graficas en las que se indica el porcentaje de
respuesta caulogénica observado y el nimero medio de yemas por cotiledon.

Los andlisis estadisticos se realizaron con las aplicaciones informéticas XLSTAT vy
EXCEL. La variable cualitativa porcentaje de respuesta caulogénica se analizo
mediante un test no paramétrico de Kruskal-Wallis o realizando una ANOVA de dos
factores (concentracion de citoquinina y periodo de exposicion a ésta), en cuyo caso
se realiz6 una transformacién angular arcoseno de la variable. La variable cuantitativa
namero de yemas por cotiledon se contrasté usando un ANOVA de dos factores
(concentracién de citoquinina y periodo de exposicion a ésta). La homogeneidad de
varianzas se verific6 aplicando el test de Levéne y su normalidad con el test de
Lilliefors.
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3 RESULTADOS
3.1 Induccién de meristemos

La respuesta caulogénica que experimentaron los cotiledones en el medio de
induccion % LP fue analizada para los distintos tratamientos con BA tras dos
subcultivos (60 dias) en medio con carbon activo 1/2LPC. Los explantos cultivados
mostraron la formacién de primordios nodulares en toda la superficie que se mantuvo
en contacto con el medio (Figuras 6 y 7).

Figura 6: Detalle de las yemas adventicias formadas en dos cotiledones cultivados en medio de
induccion ¥ LP con un tratamiento de 8 dias 22 uM (A) y de 8 dias 88 pM (B) y posteriormente
subcultivados en medio de elongacion con carbén activo ¥ LPC tras 60 dias.

Figura 7: Fotografia de uno de los cotiledones cultivado durante 60 dias en medio % LPC tras un
tratamiento con BA 44 uM durante 4 dias (A) y 4,4 uM (B) durante 16 dias. Obsérvese el desarrollo
de yemas sobre la superficie cotiledonar.

La respuesta caulogénica (Figura 8), es decir el porcentaje de cotiledones que forman
yemas, en el medio de cultivo ¥2 LP suplementado con diferentes concentraciones de
la hormona benciladenina (BA) se muestra en la Figura 5. Después de la induccién y 2
subcultivos en un medio de cultivo de expresion (2x30 d en 1/2LPC), se observa que,
tanto la concentracion de BA como el periodo de induccion afectan significativamente
al porcentaje de cotiledones que forman yemas. Los cotiledones no respondieron a la
formacion de yemas hasta los 4 dias de induccién y con un minimo de 2,2 uM, es
decir, no se observa formacion de yemas sin aplicacion de BA. La concentracion
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minima de hormona a la que responden los cotiledones es 2,2 uM, la concentracion
mas baja suministrada al medio, aunque en este caso, no se observaron yemas hasta
los 16 dias de cultivo. Por otro lado, el periodo minimo en el que los explantos
estuvieron en contacto con BA para formar yemas es de 4 dias con concentraciones
de 22, 44 y 88 uM, 8 dias con 8,8 uM y 16 dias con 2,2 uM. La respuesta mas alta
(90%) se obtuvo cuando los cotiledones se cultivaron durante 16 dias en presencia de
BA 44 uMy 88 uM.

Respuesta Caulogénica

m 2 dias
m 4 dias
I 8 dias
I m 16 dias
2,2 88 22 44 88

0 , 4,4
Concentracion (uM)

100

(0]
o

o2}
o

N
o

% Respuesta Caulogénica
N
o O

Figura 8: Porcentaje de respuesta caulogénica en cotiledones de Pinus pinea cultivados en %2 LP
con diferentes concentraciones de benciladenina (BA) durante 2, 4, 8 y 16 dias y transferidos
posteriormente a medio %2 LP sin hormona. Los datos fueron recogidos después de 60 dias de

cultivo en % LPC.

Los resultados referentes al nimero de yemas formadas por cotiledon (Figura 9),
muestran que éstas comienzan a apreciarse a partir de los 4 dias de induccién con
una concentracion de BA de 22 uM. Sin embargo, el mayor nimero de yemas por
cotileddn (4,5+E.E) se obtuvo en los cotiledones cultivados 16 dias en presencia de 88
puM.

N° de yemas por cotileddn

40
c
‘O
B 30
© 20 I m 4 dias
L
g 10 i i — I 1 8 dias
aE) 0 m 16 dias
>
3 2,2 4.4 8,8 22 44 88
S Concentracién de BA (uM)

Figura 9: Nimero medio de yemas por cotiledon (xES) en cotiledones de Pinus pinea cultivados en
medio ¥2 LP con diferentes concentraciones de benciladenina (BA) durante 2, 4,8y 16 dias y
transferidos posteriormente a medio %2 LP sin hormona. Los datos se tomaron después de 60 dias
de cultivo.
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3.2 Expresion diferencial de los genes objeto de estudio durante la
induccion caulogénica.

Las dindmicas de expresion de los genes, WUS, KN1, KN2, KN3, KN4, ARR1y CLVT1
durante la induccion caulogénica en cotiledones de P. pinea se muestran en las figuras
10, 11 y 12 respectivamente.

La expresion de los genes ARR1 y CLVT1 se muestran en las figuras 10.A y 10.B
respectivamente. El gen ARR1 muestra un aumento de su expresion a partir del cuarto
dia de cultivo en todos los tratamientos. Este aumento se prolonga hasta el octavo dia
creandose un pico de expresién para volver a descender el dia 16 de cultivo. Del
mismo modo, el gen CLV1L experimenta un aumento de su expresion a partir del
cuarto dia de cultivo y alcanza su méaxima expresion al octavo dia para todos los
tratamientos estudiados, sin embargo su expresion vuelve a descender el Ultimo dia de
induccién. Segun estos datos, no se encuentra ninguna relacion entre la expresion de
estos genes y la concentracién de hormona aplicada en el medio de cultivo.

A Gen ARR1 o2z
—~ 1 p'
@ 20
(&)
(O]
> 15
S
S 10
g
5 5
x
S 0
S 0 5 10 15
n
Tiempo (dias)
B Gen CLV1L AN
14 —4—8,8 uM

0 5 10 15
Tiempo (dias)

Sobrexpresion (n° veces)

Figura 10: Namero de veces que se expresan los genes ARR1 (A) y CLV1L (B) en cotiledones de
P.pinea con 2,2 uM, 4,4 uM, 8,8 uM, 22 uM, 44 yM y 88 uM comparados con el control para cada
tiempo probado durante la induccién caulogénica determinada mediante qRT-PCR.
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Los datos de expresidén obtenidos en cuanto al gen WUS en la Figura 11 muestran un
aumento entre los 4 y los 8 dias de cultivo. A partir de este tiempo de induccion la
expresion del gen decrece, excepto en el dato de concentracién de 88 uM a partir de 8
dias, el cual se dispara aumentando la expresion 25 veces.

Gen WUS
30 ——2,2 uM
o5 —8—4,4 uM
—4—8,8 uM

N
o

=22 uM
=¥=44 M
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Tiempo (dias)

Sobrexpresidn (n° veces)

Figura 11: Sobrexpresiéon del gen WUS en los cotiledones sometidos a diferentes tratamientos con
benciladenina durante diferentes tiempos. La expresién se determind mediante RT-PCR
cuantitativa y se normalizé con respecto a la expresion de un gen de referencia.

El resultado de la PCR cuantitativa a tiempo de real de los genes KN1, KN2, KN3, KN4
se muestra en las figuras 12.A, 12.B, 12.C y 12.D, respectivamente. En ninguna de las
condiciones analizadas se observa una sobrexpresion de estos genes con respecto al
control durante los dias 2 y 4. Tras tiempos mas largos de cultivo con BA (8 y 16 dias)
se observan tendencias dispares entre las condiciones estudiadas. En algunos casos,
se alcanza un maximo de sobrexpresion a los 8 dias mientras que otras lo alcanzan a
los 16. Estas diferencias no parecen estar relacionadas con la concentracion de BA
con la que los cotiledones fueron cultivados, por lo que estas desviaciones pueden
deberse a errores experimentales.
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Figura 12: (A) Expresién del gen KN1, (B) KN2, (C) KN3y (D) KN4 en cotiledones tratados con
diferentes concentraciones de BA a distintos tiempos en P. pinea durante la induccién
caulogénica, determinada mediante qRT-PCR. Los cotiledones fueron cultivados 2, 4, 8 y 16 dias
con BA O, 2,2; 4,4, 8,8; 22, 44 y 88 uM.

Cuando se analiza la expresién de los genes en un mismo periodo de tiempo tras los
diferentes tratamientos con BA en ninguno de los genes estudiados se observa una
relacion entre la concentracion de benciladenina ensayada y la expresion génica tras
tiempos de induccién de 8 o 16 dias, solamente se obtiene una relacion en aquellos
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cotiledones tratados durante 2 dias. Estos resultados se muestran en las figuras 13, 14
y 15.

Respecto al gen ARR1 se observa un aumento de la expresion cuando la
concentracion es de 22 uM segun los datos obtenidos. En concentraciones superiores
desciende la expresion del gen como se muestra en la Figura 13.
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Figura 13: Expresion del gen ARR1 en periodo de induccién caulogénica de 2 dias con diferentes
tratamientos de BA.

En la Figura 14 se representa la expresion de los genes CLVIL y WUS
respectivamente tras los diferentes tratamientos. Los genes WUS y CLV1L muestran
un pico de expresién a los 22 uM, siendo este incremento mayor en el gen CLV1 que
en WUS.
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Figura 14: Expresidn de los genes CLV1 y WUS en periodo de induccidn caulogénica de 2 dias con
diferentes tratamientos de BA.
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En cuanto a los genes KN1, KN2, KN3 y KN4 se observa un patron de expresion
similar al de los genes estudiados con anterioridad, la expresiébn aumenta a partir del
tratamiento con 22 pM de BA y luego sufre un marcado descenso para volver a
aumentar levemente a altas concentraciones (Figura 15).

1,6
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10 100
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Figura 15: Expresion de los genes KN1, KN2, KN3 y KN4 en periodo de induccién caulogénica de 2

dias con diferentes tratamientos de BA.
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4 DISCUSION

En el presente trabajo se muestran los resultados obtenidos en cuanto a la induccion
de yemas adventicias en cotiledones de P. pinea bajo diferentes tratamientos con BA.
Trabajos anteriores demuestran que la citoquinina mas empleada en el cultivo in vitro
por su efectividad es la benciladenina (Lopez et al.,, 1996; Gonzéalez et al., 1998;
Valdés et al., 2001). Ademas es la fitohormona mas eficiente para inducir yemas
adventicias en cotiledones de pino pifionero (Alonso et al., 2006).

En este trabajo se observa que a mayores concentraciones de hormona aplicada (22,
44 y 88 uM), la respuesta caulogénica aumenta y el periodo de induccion es menor (4
dias) que cuando se aplican concentraciones menores (Figura 3). En cuanto al nimero
de yemas por cotiledon, éste aumenta también al aplicar mayores concentraciones de
BA. Estos resultados estan de acuerdo con lo expuesto por Moncalean et al. (2005)
gue sostiene que incrementando la concentracion de BA en el medio se reduce el
periodo de induccién de yemas. Por otra parte, estos resultados aportan informacién
sobre el desarrollo de yemas adventicias durante la organogénesis in vitro. En este
proceso, las células deberan, en un primer momento, adquirir la competencia
necesaria para responder a las sefiales organogénicas y, mas tarde, adquirir la
determinacion hacia la formacion de yemas (Christianson y Warnick, 1985). Ambos
eventos deben ocurrir en un momento dado del cultivo y bajo una concentracion
idénea de benciladenina. En nuestro caso, el menor periodo de cultivo en el que se
observa respuesta caulogénica es a los 4 dias con concentraciones mayores de 22
uM, lo que indica que las células han debido adquirir la competencia necesaria para
responder a las sefales caulogénicas en un periodo anterior. Esto nos lleva a suponer
gue la adquisicion de la competencia debe ocurrir antes del cuarto dia de cultivo y la
determinacion hacia la formacion de yemas después de los 4 dias de cultivo. Estos
resultados apoyan las investigaciones llevadas a cabo por Moncalean et al. (2009) en
las que se producen eventos de division celular y proliferacién antes de los 3 dias de
cultivo en 4,4 uM, incluso antes de las 12 h en presencia de BA 44,4 uM (Candela et
al. 2009), hechos caracteristicos de células que se encuentran en la etapa de
adquisicion de competencia, pero no se observa formacion de yemas hasta el cuarto
dia de cultivo. Candela et al. 2009, demostraron que el tiempo minimo de induccion se
podia reducir hasta las 6h en presencia de BA 44,4 uM y Flinn et al. (1988) sugieren
gue los cotiledones de pino seria competentes a las Cks “per se”. Los eventos de
determinacion hacia la formacién de yemas (“shoot commitment”) tendrian lugar entre
el cuarto y octavo dia de cultivo y a partir de los 8-12 dias los meristemos
probablemente ya estarian completamente determinados a formar yemas
independientemente de la aplicacién exdgena de fitohormonas. Es por ello que en
nuestro caso, los cotiledones que estuvieron expuestos a hormona hasta el final del
cultivo muestran una respuesta caulogénica del 90% (Figura 3).

Una vez estudiadas las diferentes etapas que ocurren durante la organogénesis
adventicia inducida por Cks, es necesario esclarecer los mecanismos genéticos que
ocurren durante la induccidon organogénica. Por ello, nos hemos propuesto analizar el
comportamiento de 5 genes (WUS, KN1, KN2, KN3 y KN4) que pueden jugar un
importante papel en la organogénesis adventicia por la similitud encontrada con sus
homologos en angiospermas. Por otro lado también se ha estudiado la expresion de
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los genes CLV1L y ARR1, ya identificados anteriormente (Cortizo et al., 2010; Alvarez
et al., 2012) para estudiar su implicacion y las posibles interacciones con los demas
genes, asi como para validar el presente estudio.

Segun nuestros resultados, el gen ARR1 muestra un aumento de su expresion al
cuarto dia de cultivo en presencia de BA y experimenta un pico el dia 8 para volver a
niveles basales al final del cultivo (dia 16). Estos resultados no estan de acuerdo con
estudios realizados anteriormente por Cortizo et al. (2010) en los que la expresion del
gen ARRL1 extraido de cotiledones de P. pinea aumenta durante los dos primeros dias,
alcanzando un pico de hasta 4 veces que se mantiene hasta el final del cultivo en un
medio con CKs (6 dias). Por otro lado, este estudio demuestra que ARR1 comparte
una gran similitud estructural con los genes ARR5 y ARRI15 de arabidopsis
comparandolos con un estudio de Che et al. (2005), en el que, ademas, se demuestra
gue los niveles de expresion del gen ARR5 aumentan durante la formacién de brotes
adventicios en explantos de raiz. Ambos genes formarian parte de este evento a
través de la regulacion negativa de la expresion de WUSCHEL. Segun estos autores,
estos datos sugieren que el gen ARR5 determinaria las zonas en las que se iniciaria el
desarrollo de los meristemos en el explanto. Las similitudes encontradas tanto en la
dinamica de expresiéon como a nivel estructural entre el gen ARR1 de P. pinea y el gen
ARRS5 de arabidopsis hacen pensar que se trata de dos genes homélogos que realizan
su funcién en la formacién de brotes meristematicos durante una etapa temprana del
desarrollo caulogénico.

A partir de los resultados obtenidos no se ha podido determinar una relacién entre la
concentracion de BA en el medio y la dinamica de expresién del gen ARR1 pero si se
ha podido establecer un patron comun entre los cotiledones que fueron inducidos en
medio con BA durante 2 dias (Figura 13) observandose una mayor expresion puntual
cuando la induccion tuvo lugar en un medio con 22 uM. A concentraciones mayores de
22 uM, la expresién volvioé a niveles basales. Se sabe que la concentracion de BA en
el interior de cotiledones cultivados en 4,4 uM es de 25,3 uM y que aumenta hasta
57,4 uM cuando son cultivados en un medio con 10 veces més BA (Cuesta et al.,
2009). De la misma manera, se observa también un incremento en el nimero de
yemas por cotiledén y en la respuesta caulogénica. Sin embargo, la expresion de
ARR1 apenas se ve afectada cuando se dobla la concentracion de BA en el interior de
los cotiledones (Cortizo et al., 2010). Estos resultados concuerdan con lo obtenido en
el presente trabajo.

La expresion del gen CLV1L es muy similar a la del gen ARR1 segun indican nuestros
resultados, mostrando un aumento a partir del 4° dia de cultivo. Estos resultados
parecen indicar que el gen CLV1L se expresa unos dias después de la induccién con
citoquininas, lo que coincide con los resultados descritos para el mismo proceso en A.
thaliana (Cary et al., 2002). Sin embargo, el proceso de induccion de caulogénesis
entre las dos especies es muy diferente ya que en P. pinea no ocurre tras una fase de
formacion de callo. Por otro lado, esta dinAmica de expresion vuelve a no ser acorde
con la obtenida en los estudios realizados por Alvarez et al. (2012) en los que ya habia
sido caracterizado e identificado el gen CLV1L en P. pinea. En este caso, el gen ya
doblaba su expresiéon a las 24 h de cultivo en presencia de 4,4 uM de BA, lo que
significa que el gen se expresaria antes de las primeras divisiones celulares que tienen
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lugar en la formacion de nuevos meristemos. De esta manera, CLV1L podria estar
implicado tanto en la organizacion del meristemo como en la adquisicion de
competencia e iniciacion en P. pinea. En este mismo estudio se estableci6 la similitud
entre el gen CLV1L de P. pinea y su homdlogo en arabidopsis. En cuanto a la relacion
entre la concentracion de BA en el medio y la expresion de CLV1L, no se puede
afirmar que ésta exista segun la Figura 7. Sin embargo, podemos apoyarnos en la
expresion de los cotiledones cultivados durante 2 dias en medio con BA. Al igual que
en el caso del gen ARR1, la expresion aumenta de manera puntual con 22 uM.

La dindmica de expresion de gen WUS muestra que éste experimenta un pico de
expresion el 8° dia de cultivo bajo la induccion de Cks, para volver a los niveles
basales al final del cultivo. El hecho de que el gen no manifieste un aumento de su
expresion al cuarto dia indicaria que WUS comenzaria a expresarse entre los dias 4 y
8 de induccidn. Estudios realizados por Cary et al. (2002) en A. thaliana muestran que
la expresion de WUS comienza a ser importante a partir del 6° dia de cultivo en medio
de induccion (suplementado con citoquininas), lo que estaria de acuerdo con nuestros
resultados. Sin embargo, es preciso tener en cuenta, como ya se ha comentado, que
el sistema de induccion de la caulogénesis adventicia en arabidopsis no es el mismo
gue el realizado en Pinus spp, teniendo que inducir la formacion de callo como paso
previo a la induccion de brotes adventicios. Para ello, es necesario transferir los
explantos desde un medio de induccién de callo (CIM) con auxinas a un medio de
induccién de brotes (SIM) con Cks el segundo dia de cultivo. Esto cambiaria por
completo la supuesta relacién existente entre expresion génica e induccién de la
organogénesis por Cks en nuestro estudio, ya que ambos medios de cultivo usados
por Cary et al. difieren en el contenido relativo de Citoquinina/Auxina.

Una vez que las citoquininas entran en el espacio intercelular, se van a producir una
serie de eventos en los que estan implicados los tres genes descritos anteriormente,
ARR1, CLVIL y WUS. Los tres estan envueltos en un bucle de retroalimentaciéon
negativa que va a mantener un balance entre la poblacion de células madre y la
diferenciacién hacia érganos en el meristemo central. Es normal que estos genes se
expresen durante la induccién pues son los encargados de activar las proteinas y
genes implicados en la respuesta a Cks. Asi, se observa que a mayores
concentraciones de hormona, mayor expresion génica de los tres genes (ARRL,
CLV1L y WUS) pero hasta cierto limite (22 uM) a partir del cual la expresién vuelve a
bajar. La explicaciébn mas plausible es que a mayor concentracion de hormona en el
medio, mayor expresion de genes implicados en la adquisicion de competencia hasta
que el sistema se satura para volver a disminuir los altos niveles de expresion.

Los resultados en la expresién de estos tres genes muestran que ésta es mayor
durante los primeros dias de cultivo en un medio con Cks. De esta forma, se podria
afirmar que estos genes estaria implicados en el proceso organogénico en las etapas
de adquisicion de competencia y determinacion descritas por Christianson y Warnick
(1985).

Otra ruta de sefializacién que regula la actividad meristematica es la llevada a cabo
por los genes KNOX. Hasta el momento, su funcién tan sélo ha sido identificada en
maiz, arabidopsis y otras angiospermas durante el desarrollo de meristemos pero no
en gimnospermas. Los resultados obtenidos en cuanto a la expresién de los cuatro
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genes KN1, KN2, KN3 y KN4 estudiados en este trabajo (Figuras 9.A-D), muestran
que su expresion aumenta hasta el dia 8 de cultivo. Los dias 2 y 4 no se observan
diferencias en su expresion con respecto al control lo que podria indicar que su
influencia se situaria en las etapas de determinacion y desarrollo.
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5 CONCLUSIONES

1. En la induccién de la organogénesis adventicia en cotiledones de P. pinea por
citoquininas, la respuesta caulogénica y el numero de yemas por cotiledon
aumenta con la concentracion de benciladenina aplicada en el medio.

2. Todos los genes estudiados muestran un aumento de su expresion durante la
induccién caulogénica en presencia de la citoquinina benciladenina en el medio
de cultivo por lo que podrian desempefiar un papel importante en la formacién
de brotes adventicios.

3. Las citoquininas inducen la expresion de los genes CLV1L y ARR1 durante el
periodo de adquisicibn de competencia.

4. Las citoquininas inducen la expresion de los genes WUS, KN1, KN2, KN3 y
KN4 durante la etapa de determinacién hacia la formacion de yemas.

5. No se encuentra relacidon entre la concentracion de BA en el medio y la
expresion génica cuando los cotiledones son cultivados en medio de induccién
con concentraciones superiores a los 22 uM.

6. Puesto que los datos obtenidos a partir de nuestro estudio no son
completamente acordes con la expresion esperada seria conveniente, dada la
importancia del estudio, repetir el experimento y realizar nuevas
aproximaciones acerca de la ruta de sefializacion de las citoquininas en el
meristemo caulinar de coniferas.
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