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RESUMEN

Haberlandt en 1902 propuso la teoria que todas las células de las plantas pueden llegar a
formar otras plantas, es decir, la totipotencia, pero en ese tiempo no pudo ser demostrado.
White en 1939 informd sobrelainduccion de brotes adventiciosin vitro de callosen Nicotiana
glauca con N. langsdorfii y Nobercourt obtuvo raices adventicias de brotes en callo de la
zanahoria, estos experimentos endosaron lateoria de latotipotencia celular.

Més adelante y en forma simultdnea, demostraron Reinert y Steward en 1958 sobre la
produccion de embriones sométicos, mas adelante demostré que estos embriones fueron
originados de las células aisladas, demostrando latotipotenciade las células de laplanta. La
regeneracion de plantas directamente de explantes o de call os, por medio delaembriogénesis
somaticase hautilizado como alternativaen los métodos de |a propagacion; sin embargo, ese
uso se halimitado debido a estabilidad genética limitada en las culturas de callos. Tiene, no
obstante la necesidad regenerar |as plantas de selecciones de las células, como también la
necesidad para establ ecer métodos genéticos celulares aplicables en lamejorade las plantas
y la recuperacion de las variantes somaclonales; por o tanto un interés considerable en
definir las rutas de la regeneracion para varias plantas de la importancia econémica ain
existe

Palabras Claves: embriogénesis somética, embriogénesis cigotica, regeneracion,
variante somaclonal, totipotencia celular.

SUMMARY

In 1902 Haberlandt proposed the theory that all cells of the plants are ableto form complete
plantsthat is to say, that have the totipotency, but in that time it was not demonstrated.
White in 1939 | inform about the induction of in Vitro adventitious buds from calluses in
Nicotianaglaucawith N. langsdorfii and Nobercourt obtained adventitious budsrootsin carrot
callus, these experiments endorsed the theory of cellular totipotency.

Later and in simultaneous form, Reinert and steward in 1958 informed about the production
of somatic embryos, later was demonstrated that these embryoswere originated from isolated
cells, demonstrating the totipotency of plant cells. The regeneration of plants directly from
explantes or from calluses, by means of the somatic embryogenesis has been used as an
alternativein the propagation methods; neverthel ess, that application has been limited because
of limited genetic stability inthe cultures of calluses. It has, however the necessity to regenerate
plantsfrom cells selections, as also the necessity to establish applicable cellular genetic methods
in the improvement of the plants and the recovery of somaclonales variants; consequently a
considerable interest in defining the routes of regeneration for several plants of economic
importance exists
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INTRODUCCION

En 1902 Haberlandt propuso lateoria que
todaslas células delas plantas son capaces
de formar plantas completas es decir que
tienen la totipotencialidad, pero en ese
tiempo no fue demostrado.

White en 1939 informo acerca de la
induccién de yemas adventiciasin Vitro a
partir de callos de Nicotiana glauca con
N. langsdorfii y Nobercourt obtuvo raices
adventicias de un callo de zanahoria estos
experimentos respaldaron la teoria de
totipotenciacelular.

Posteriormente y en forma simultanea,
Reinert y steward en 1958 informaron
acerca de la produccion de embriones
sométi cos, mastarde se demostro que estos
embriones eran originados a partir de
células aisladas, demostrandose la
totipotencia de las células vegetales.

La regeneracion de plantas directamente
deexplanteso apartir de callos, por medio
delaembriogénesissométicase hautilizado
como una aternativa en los métodos de
propagacion; sin embargo, esa aplicacion
ha sido limitada a causa de la poca
estabilidad genética en los cultivos de
callos. Hay, en cambio la necesidad de
regenerar plantas a partir de células
selectas, como también la necesidad de
establecer métodos genéticos celulares
aplicablesen € mejoramiento delas plantas
y en la recuperacion de variantes
somaclonales; en consecuencia existe un
considerable interés en definir las vias de
regeneracion para varias plantas de
importanciaecondmica.

ASPECTOS TEORICOS
GENERALES:

La embriogénesis somatica (asexual o
adventicia) consiste en el desarrollo de
embriones apartir de células que no son €l
producto de una fusién gametica, en este
proceso se produce una estructura bipolar
con geradical-apical apartir deunacélula
somética.

Este proceso se produce con mucha
asiduidad en la naturaleza, produciéndose
deformaespontaneaen masde 60 familias,
algunas tan importantes como las:
cruciferas, gramineas, rosaceas, legumi-
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nosas y palmaéceas etc. Es catalogado
€OMO un mecani smo apomictico.

La efectividad de los tratamientos para la
obtencion de la embriogénesis somatica
depende de si €l tgjido del explante esta
formado de CsDPE (células somaticas
determinadas proembriogenicas) o CsNE
(células somaticas no embriogénicas)
términos planteados por Evanset al (1981)
Sharp et a (1983).

En ciertos aspectos|os embriones somaticos
mantienen similitud con los embriones
zygaticos; sin embargo, tanto in vivo como
in vitro, puede ocurrir ciertas anorma-
lidades en €l desarrollo como por gjemplo
fusion de cotidelones.

En estudios de embriogeneis somética se
sigue utilizando la zanahoria como un
sistema modelo no solo para estudios de
desarrollo, sino también para determinar
eventos bioquimicos que controlan la
morfogénesis.

Tipos De Embriogénesis Somatica

Existe principalmente dos tipos de
embriogénesissomética: directaeindirecta.
Embriogénesis directa: un estimulo de
ladivision celular puede ser suficiente para
la formacién de un embridn somatico a
partir del tejido del explante (Merkle et al
1995).

Los explantes con este tipo de embrio-
génesis experimentan un minimo de proli-
feracion antes de formar los embriones
somaticos, formandose en explantesen que
todas o algunas de las células estan
predeterminadas como células embrio-
génicas, por haber retenido algunas de las
propiedades de las células meristematicas
parentalesdelas que derivaron (embriones,
semillas).

Embriogénesis indirecta: en este caso
las células no embriogénicas tienen que
llevar acabo variasdivisionesmitéticasante
la presencia de una auxina durante la
induccidn, pasando al estado delascélulas
embriogénicasy formandose callos.

En este proceso la fase de formacién de
callosseinterponeentre el explante original
y la aparicion de embriones sométicos
(Merkle et al 1995) segun Halperin (1995)
estetipo de embriogénesis es caracteristica
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de6rganosmadurosen quelascélulastiene
gue pasar por varios ciclos celulares para
lograr la embriogénesis a determinadas
condiciones.

FACTORES QUE INFLUYEN EN LA
EMBRIOGENESIS SOMATICA

Explante: muchos factores influyen en la
conducta del explante estos incluyen el
Organo gue esta sirviendo como fuente de
tegjido, Laedad fisiol 6gicay ontogénicadel
6rgano, la estacion en que € explante es
obtenido, el tamafio del explante y las
cualidadesglobalesdelaplantaalacual se
ha obtenido el explante.

Se pueden usar diferentes tipos de
explantes para inducir la formacion de
embriones en especies forestales, entre
ellos embriones zygoticos en Taxus
bravifolia y en Araucaria angustifolia
En algarrobo se uso la radicula como
explante, en nuez se uso cotidelones,
hipocotilosy raices, mientras que en roble
se uso embrionesinmadurosy évulo.

Uno delosproblemasdelainduccién dela
embriogénesis somética es la alta taza de
fenolizacion de explantes, la cual es una
reaccion natural delaplantaal efecto dela
heridadebido alos polifenolesy taninos.

Medio de cultivo: se usa generalmente €l
medio desarrollado por Murashige et al
(1982) debido asu ata concentracion de
sales, otros medios utilizados también son
el medio basal MS- enrosay WP- enrable.
Se hademostrado quelaexposicién aaltas
concentraciones de sacarosa y manitol
aumentael potencial embriogénicoencallo
de zanahoria.

El nitrégeno en forma de nitrato y lon
amonio en concentraciones de 5-12.5 uM
esesencial asi como €l nitrégeno organico
gue provisto de glutamina y alanina es
también beneficioso y puede remplazar a
nitrégeno inorganico en € medio.

El abastecimiento de nitrégeno es
importante en la embriogénesis somatica
debido a la continua sintesis de proteina,
acidos nucleicos y sustancias de reserva.
El carbdn activado inhibe el efecto de los
fenoles. La adicion de esta sustancia en
cultivos embriogénicos promueve el
desarrollo cuando este hasido inhibido, ya
gueal parecer este adsorbeloscompuestos
fendlicos.

Las auxinas y citoquininas inhiben el
desarrollo del embrion, pero permitan la
germinaciony lamaduraci on de embriones.
Las poliamidas como la espermita, la
putrescina y la espermidina, esta
relacionada con el control de la
embriogénesis somética en zanahoria,
inhibiendo el desarrollo de los embriones
Sométicos.

Reguladores de crecimiento: segun
Evans et al (1981) la mayoria de los
sistemas embriogénicos requieren parala
induccion de embriones concentraciones
atas de auxina (generalmente 2,4-D) en el
medio.

Nombray Kumamine (1995) demostraron
gque apesar que las auxinas son importantes
para la formacién de grupos celulares
embriogénicos, su remocion permite el
desarrollo delaembriogénesis somética, la
cual sedaatravésdelosestadios globular,
corazon, torpedo 'y cotiledon. El desarrollo
de un sistema embriogénico de alta
frecuenciay sincrénico asi como métodos
aternativos parael aislamiento del embrion
ha incrementado nuestro conocimiento de
los eventos moleculares y fisiol 6gicos que
regula los diferentes estadios de la
maduracion del embrion.

El rango del uso del 2,4-D es de 0.5-27.6
UM y concentraciones mas altas como
45uM de 2.4-D en caso del que el carbon
activado seincorpore a medio.

También es importante €l uso del ANA e
AlA asi como también el uso del Picloran
gue es un inductor de la embriogénesis
(0.2mg/l), PliegoAlfaro 1988.

Las citoquininas y acido giberélico es
incorporado a medio con €l findeayudar a
la maduracion y a la germinacion de los
embriones somaticos como en el Santalum
album vy Citrus sinensis.

El &cido Abcisico se usacomo uninhibidor
el cual reprime la embriogénesis somética
y reduce | as frecuencias de anormalidades
del desarrollo como son la formacién
secundaria de embriones a partir de
embriones somaticos.

Algunos otros aditivos del medio: Se ha
encontrado que AgNO, a concentraciones
de 10-20 uM incrementahastaen dosveces
el numero de embriones sométicos en
cultivos de suspension de Daucus carota
L. Estas concentraciones no afectan el
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crecimiento o sobrevivenciade las células
ni el pH del medio, solo genera un leve
incremento delaproduccion deetileno. Sin
embargo 1-10 ppm de ethephon, &cido 2-
cloroetilfosfénico (fuente exdgena de
etileno) provoca un decaimiento en la
formacion de embriones somaticos con
tasas inhibitorias de 15 y 50%
respectivamente. Asimismo, la actividad
de arginina descarboxilasa (ADC), una
enzima clave de la ruta de poliaminas es
estimulada por AgNO, en los primeros 4
dias de embriogénesis sométicay reducida
por ethephon. Esto sugiere que AgNO,
estimula la embriogénesis somética
inhibiendo laaccion del etileno aunque ain
no es claro su papel en el control de la
actividad de ADC.

La adicion de 1-10mM de DFMO
(difluorometilornitina) aun medio de cultivo
permite el normal desarrollo de la
embriogénesis somatica aun a
concentraciones inhibitorias de 2,4-D.
DFMO también causaun incremento dela
actividad de la arginina descarboxilasa
(ADC) y delaacumulacion de poliaminas
e inhibe la acumulacion de etileno en
presencia o ausencia de 2,4-D.
Difluorometilarginina (DFMA) a 0.1-1.0
mM inhibe completamentelaembriogénesis
aun en ausencia de 2,4-D; también inhibe
laactividad ADCy causareduccién delos
niveles de poliaminas. Por tanto, la
biosintesis de etileno inducida por auxina
juegaun rol importanteen laembriogénesis
ya que la promociodn de la biosintesis de
poliaminas (por DFMO) puede causar una
reduccién de la biosintesis de etileno por
reduccién de SAM (s-adenosilmetionina) lo
gue permite el desarrollo de la
embriogénesisaun en presenciade auxina.
Condiciones del medio ambiente: los
pardmetrosfisicosinfluyen en el desarrollo
y crecimiento del embrién.

Altas intensidad luminica es esencial para
la embriogénesis somética en Nicotiana
tabacum in Vitro, en cambio en zanahoria
fue necesarialaoscuridad parad desarrollo
y la maduracion normal de los embriones
sométicos.

Entre otros factores que inducen la
embriogénesis somatica se encuentran la
presién osmatica, iones metdlicos pesados
y deshidratacion los cuales generaron
embriones sométicos en cultivos celulares
de Arabidopsis thaliana como lo
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demuestran los trabajos hechos por Mijo
Ikeda-lwai et a., 2003. Ademéas en estos
trabajos también se a determinado que €l
tipo de plantade unamismaespecieinfluye
en el desarrollo de embriones en
Arabidopsis. También es importante la
duracion del tratamiento a estrés.

Contraol endégeno de la embriogénesis
somatica por mecanismos genéticos:
El desarrollo de la semilla consta
principal mente de dos partes: |os procesos
morfol 6gicos tempranos (desarrollo del
embrion) y los eventos de maduracion
tardios (deshidratacion de la semilla,
acumulacion de reservas, €etc)

En los procesos morfol 6gicos tempranosy
luego los tardios se observa una
diferenciacion del embrién en diferentes
tejidos: meristemo apical del tallo,
Hypocotilo, Raiz, Meristemo apical de la
raiz, cotiledones y plimula. Todo este
proceso de diferenciacion que serealizaen
e proceso morfoldgico temprano y € de
maduracién de la semilla han sido
investigados  principalmente en
Arabidopsis thaliana.

ALGUNOS ESTUDIOS
REALIZADOS EN LAS
PROTEINAS PRESENTES EN LA
EMBRIOGENESIS

Proteinas PR: las proteinas PR son
proteinas de defensa contra el stress y
ataque de algunos insectos.

Se han detectado también durante la
formacion de algunos érganos: en
germinacion, fluoracién , senescencia en
plantas sanas (Tahiri-ALout, et a., 1990).
Una de ellas es la proteina P-19 cuyo rol
no se ha especificado durante
embriogénesis, pero que se encuentra
preferentemente en estadios tempranos,
estadio globular (Chenget al ., 1996; Sassa,
Hilano 1998; Capella et al., 1997). En €
estudios de Takuma et al (2004) se
detectaron dos otras proteinas de esta
mismafamilia: unade 16 y otrade 18.5Kb.
La de 16 se detecto durante toda la
embriogénesis, perolade 19y 18.5Kb solo
durante el estadio globular. Como las tres
reaccionaron al mismo antisuero,
concluyeron que su estructura es
semejante. (Takumaet al., 2004)
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Como P-19 es una glicoproteina, la
secuencia de bases corresponde con una
proteina de 16.5Kb, y no de 19.5Kb como
se esperaba (Takuma et a., 2004).

Hay reportes anteriores que hablan de otras
proteinas tipo PR que se expresan durante
la embriogénesis. GEA 20 en plantulas y
semillas, y GEA3L en estadios globulares
hasta el de plantula. 43 proteinas tipo
Thaumatinaquetienen altasimilitud conlas
PR han sido detectadas durante este
periodo, siendo mas frecuentes en los
estadios tempranos.

Estas proteinas parecen tener relacién con
lainiciacion delaembriogénesis desdelas
células somaticas de zanahoria. De la
misma manera GEA20 y 31 fueron
encontrados por Lin et al. (1996) en los
estadios tempranos.

Se ha asociado estas proteinas PR con
eventos tempranos secuénciales en la
formacion de los Cluster de células
sométicas hasta la diferenciacion de
plantulas (Yasudaet al., 2000)

ESTUDIOS EN GENES
RELACIONADOS A LA
EMBRIOGENESIS

En A. thaliana se ha encontrado que
existen 4 genes principales que se encargan
de su regulacion: ABI3 (ABSICIC ACID
INSENSITIF3), LEC1 (LEAFY
COTYLEDONS1), LEC2 (LEAFY
COTYLEDONS2), FUS3 (FUSCA 3)
(Giraudat et al., 1992, Gusmaroli et d., 2001,
Lotanetal., 1998, Meinkeet d., 1994, Parcy
et al.,1997,Stone et a., 2001, West et al.,
1993). Estos 4 genes codifican para
proteinas que son activadoras
transcripcionales, y que son los principales
reguladores de laembriogénesis.

LEC1, LEC2y FUS3 son importantes para
ambas fases del desarrollo de la semilla
En la embriogénesis de los mutantes para
estos tres genes observamos una
intolerancia del embrion a la desecacion,
defectos en la sintesis y acumulacion de
los materiales de almacenamiento y
tricomas en los cotiledones (estructuras
exclusivas de hojas). Y los mutantes lecl
presentan cotiledones semejantes ahojas (
Meinkeeta., 1994, Parcy et al., 1997, West
et al., 1993, West et al.,1994).

La expresion de estos tres genes se da
principalmente en la fase temprana de la
embriogénesis. Si provocamos una
expresion ectopica de LEC1 en células
vegetativas se induce la formacion de
estructuras semejantes alas de un embrion
en lasuperficiedelahoja. Y asi mismo, la
expresion de LEC2 induce la expresion de
genesexclusivosdd embrion como losque
codifican para lacruciferitaA, laproteina
deamacenamiento 2Sy laOleosina(Lotan
et al, 1998, Stoneet al., 2001). Sinembargo
No Se conoce como estos genes actlian a
nivel molecular en estaplanta. Se sabe que
las proteinas LEC1 y FUS3 presentan un
dominio B3 que se encuentra en factores
detranscripcion de plantas, como esel caso
deABI3yVP1 (Leurbenetal., 1998, Stone
et a., 2001) implicados en la maduracion
delasemillay gque expresan tardiamente.

Losgenes LEC son reguladores centrales
delaembriogénesis somatica. Seconfirma
esta prediccién ya que los genes LECL y
FUS3 codifican para Factores de
trascripcion que son criticos para la
embriogénesis(Lotan et al, 1998, Luerbern
etal., 1998, Reidt etal., 2000).

LEC1:

Laproteina LEC1 es muy semejante ala
subunidad HAP3 del factor de union ala
caja (CBF) CCAAT que es una regulador
transcripcional eneucariotas (Lotanetal.,
1998). Se sabe poco de estos CBF en
plantas (Albani et al., 1995, Edwardset al.,
1998, Li et al, 1998), pero se haidentificado
genes homologos a HAP3 en dicho grupo.
En bacterias y vertebrados, solo se ha
identificado 1 gen tipo HAP3, pero en
plantas se han detectado varios: |os que son
tipo LEC1 (like-LEC1) y losqueno sonde
estetipo (non-like-LEC1) (Gusmaroli et dl .,
2002, Gusmaroli et al, 2001), lo que sugiere
que existen multipleshomdlogosHAP3 en
plantas superiores que regulan laexpresion
genética de sets de genes especificos de la
embriogénesis.

Pero es dificil un andlisis especifico de la
expresion de LEC1 durante la
embriogénesis, yaque esta se dan en &reas
muy especificas y pequefias dentro de
flores y frutos inmaduros en estadios
tempranos de desarrollo, y porque no
existen protocolos para el cultivo in Vitro
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de embriones zygoéticos en estadios
tempranos.

En A. thaliana se ha inducido la
embriogénesis somatica para dicho
proposito con embriones zygaéticos,
protoplastos de células derivadas de hojas
y con explantes de punta de dpice de tallo
(Ikedaet al., 2002, Ikeda et al., 2003, Luo
etL., 1997, Meinke et al, 1994); pero solo
seobtuvo un nimero limitado de embriones
somaticosy fuemuy dificil obtenerlosene
mismo estadio.

Es por ello que e modelo dominante es el
de zanahoria, ya que desde 1958 en €l que
se reporta el primer estudio, muchos
investigadores han desarrollado procesos
experimentales simples y eficientes
(Zimmerman, 1993).
Dichaembriogénesisen zanahoriaselogra
en grandes cantidadestransfiriendo células
embridnicasde un medio con auxinasauno
sin dicha hormona; y se logra una
sincronizacion de estadios transfiriendo
agregados celulares de un cierto tamafio
(entre 38 y63 um) a un medio sin auxinas
de manera espaciada (baja concentracion
celular).

Asi se logra observar los cambios
morfol6gicos semejantes a los de la
embriogénesis zygotica.

En zanahoria existe un gen similar a de
LEC1 de A thaliana. Utilizando la
biblioteca génicade zanahoria se obtuvieron
algunos genes candidatos con estafuncién.
Dicho gen LEC1 de zanahoriase denominé
C-LEC1, encontrandose por lo menos dos
copias de este (Yazawa et al., 2004).

Se observé que la secuencia de amino
acidos de dicha secuencia candidata en
zanahoriaeramuy semejantealade LECL,
observandose que del 56 a 79% de los
Amino éacidos de la region B3 de la
subunidad HAP3 del factor de union ala
caja CCAAT (Yazawaet a., 2004)..

El gen C-LECL1 se expresa en células
embriogénicas, en embriones sométicos y
ensemillasendesarrollo, y dichaexpresiéon
sedaenlasregionesperiféricasdel embrion
mas no en el endospermo(Yazawa et a.,
2004).

Estaexpresion no se daal azar. se observa
una pico en su expresion a los 7 dias de
iniciada la induccién de células
embriogénicas (trasladandolasaunamedio
sin auxinas), o alos 23 dias después de la
floracién, mas no en las células ya
diferenciadas. (Yazawa et al., 2004).
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Para comprobar que dicho gen tenia una
actividad semejante a LEC1 de
Arabidopsis, se introdujo dicho gen C-
LEC1 a un mutante lecl (Arabidopsis), y
se observo que el promotor de LEC1
promovia la trascripcion de los genes
estructurales de C-LEC1, traducido por la
correccion delasestructuras anormales del
mutante lecl, lo cual prueba que dichos
gene son homologos en estas dos especies.
(Yazawa et a., 2004).

LEC2y FUS3:

LEC 2 es expresado principalmente en la
embriogénesis, y transcribe una proteina
con un dominio B3, lo que sugiere, que la
igual que LEC1 y FUS3 son reguladores
transcripcionales del desarrollo de la
semilla

El dominio B3 es una secuencia de 120
Amino Acidos descrita iniciamente el la
terceraregion basicadel gendel maiz VPL,
gue comparte secuencias con su ortélogo
enArabidopsis: ABI3 (Giraudat et d ., 1992).
Varias otras proteinas de origen vegetal
contienen este dominio B3, tales como
ABI3, VP1, FUS3 y AUXIN RESPONSE
FACTORL (Reidt 2000, Mc Carty €t al.,
1991, Ulmasov et al., 1997). Hasta donde
se sabe, € dominio B3 es exclusivo en
plantas.

LEC2 FUS3 y ABI3 son expresa dos
principalmente durante el desarrollo de la
semilla, aunque ABI3 opera en la fase de
maduracion, mientras que FUS3 y LEC2
en ambas etapas.

Los resultados del estudio de Stone et al.(
2001) sugieren que la expresion del gen
LEC2 es suficientes para establecer un
medio embridnico que proveelaformacion
de un embrion somético.

Si bien la expresion ectdpica de LEC1
también es suficiente paralaformacion de
unaembridn somético, dichaembriogénesis
es mucho mas intensa con LEC2 que con
LECL1 (Stoneet al.,2001)

En embriogénesiszigéticalosgenesLEC1
y LEC2 son expresados de manera
temprana, dandole la competencia para
formar €l embrion, pero sus funciones se
traslapan.

LEC1 y LEC2 tiene funciones parecidas
pero no idénticas. sus funciones son
complementarias y parcialmente
redundantes, aunque sus roles exactos no
ha sido caracterizados de manera precisa
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(Lotanetal, 1998, Meinkeet d., 1994, West
et al, 1994).

PKL:

En arabidopsis, el mutante pkl genera
embriogénesis en cultivo de raices
germinadas sin hormonasen el medio (Ogas
etal, 1997). Sin embargo LEC1 seexpresa
en las raices de estos mutantesy no en los
tipos nativos. (Ogas et al, 1999). Estos
resultados sugieren que LEC1 esreprimido
por PKL en la post embriogénesis, dicha
represién no seda en los mutantes pkl. SE
sugiere que LEC2 podria también ser
inhibido por PKL luego delaembriogénesis
delamismamaneraquelo hacecon LECL.
Laexpresion LEC1y LEC2 son suficientes
para la induccién de la embriogénesis
somatica. Ya no renecesita inducir por
hormonas el tejido somético paraque sede
lacompetenciaaestas células. Lo que nos
daaentender quelosgenes LECly LEC2
son factores de trascripcién que avivan los
genes responsables de la iniciacién de la
embriogénesis somética.

ACCION DE LOS GENES
ANTERIORMENTE VISTOS EN EL
GEN ATGA30X2:

FUS3 y LEC2 estan envueltos en la
regulacion de la embriogénesis de plantas
superiores. Segin analisis bioguimicos y
moleculares en la biosintesis de GA es
activada erréneamente en los mutantes|ec2
y fus3 con respecto al tipo silvestre(Curaba
et al., 2004).

Ogawa et a (2003) determino que no solo
existiauntipo de GA activo: GA1, sino que
existiaotro: GA4 queincluso presentamas
actividad que GA1 hasta ahora estudiado
durantelagerminacion.

Se observo también que las proporciones
entre GA1l y GA4 difieren en la
embriogénesis con respecto a la
germinacién y los tejidos vegetativos,
presentandose una proporcion de 10:1 en
laprimera, y de 1:10 enlosdosotrosestados
(Talon et Al., 1990; Xu et al,. 1999)

Como podemosobservar enlafigura, GA4
y GAlsiguendiferentesrutasalternaspara
laformacion de GA. No se conoce aun que
eslo que determinasi sevaaseguir unau
otra via, pero los datos de Curaba et al.,
(2004) sugiere que esta activacion se da
en algan punto entre el desarrollo tardio de
lasemillay lagerminacion.
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M etabolismo predominantedela
formacion de GA en A. thaliana

Se observaron niveleselevadosde GAlen
losmutanteslecl-2 mientrasquelosniveles
de GA4 se elevaron en los mutantes fus3-
8. Como esta dos formas de GA solo
difieren por una 13b-hydroxilacion, la
hipétesis mas sencilla para explicar esta
observacion esgquelas 13 b-hydroxilasaes
codificada por un gen desconocido que es
regulado de manera diferente por las vias
de LEC2 y FUS3(Curaba et al., 2004).

Se ve siempre la germinacién prematura
como un desajuste temporal en la
germinacion. Los datos de Curaba et al.
(2004) nos muestran que esto no es cierto
paralos genes biosintéticos de GA. En los
tipos nativos, los genes de labiosintesisde
GA son expresados, mientras que los
catabdlicos de Gano lo son (Ogawaet al.,
2003). Podemos contrastar estos
resultados con las o la afectacion de la
expresion del gen AtGA3ox2 en los
mutanteslec2 y fus3, y observamostambién
que AtGA200x3 desactiva enzimas
responsables del catabolismo de GA
bioactivo (Thomas et al 1999) y que es
fuertementeinducidaen semillas mutantes
lec2 y fus3.

Sabemos también que la germinacion
prematurade lecl esindependiente de GA
(Raz et a., 2001). Como el metabolismo
de GA esta implicado, esto sugiere que la
germinacion prematuray lagerminacién son
diferentes, y que los genes LEC2 y FUS3
actuan especificamente en los genes
AtGA30x2 (Curabaet a.,2004)

Se observo un alta interaccion sinérgica
entre los genes LEC y los ABI,
especialmente con respecto a la respuesta
aABA durante la germinacién (Baumlein
et a,, 1994; Parcy et a., 1994; Meinke et
al., 1994; West et a., 1994; Parcy et al.,
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1997; Namaraet al., 2000; Brocard-Gifford
et al., 2003). Este estudio sugiere
fuertemente que este sinergismo esdebido
a la disrupcion del balance GA/ABA
durante la embriogénesis: siendo el
metabolismo de GA controlado por los
genes LEC y e de ABA por losABI.

Los genes PICKLE, PKL, fueron
propuestos como componentes del de
activador que modula GA durante el
desarrollo de la germinacion que previene
la re-expresion del estado de desarrollo
embridnico. (Ogaset a., 1999; Dean Rider
et al., 2003) asi un mutante pkl retiene
caracteristicas de tejido embridnico en los
meristemos de raiz de una manera muy
incrementada cuando se somete a dicho
embridon a bajas concentraciones de
inhibidores de GAs. Esta expresion de
diferenciacion aberrante es compensada
con laincorporacion de GA exdgeno. (Ogas
et al., 1997). PKL expresa un factor de
remodelacion de cromatina necesario para
larepresion de LEC1, LEC2y FUS3 (Ogas
et al., 1997; Dean Rider et a., 2003). Los
estudios de Curaba et a (2004) sugieren
gue los niveles menores de GAs con
respecto a los tipos nativos se deben ala
represionincrementadade labiosintesisde
GA por los genes LEC.

Regulacion de la expresion del gen
AtGA3ox2 por FUS3

En fus3-8 y lec1-2 no hay represion de
este gen. La no represion en el mutante
lec2 puede ser consecuencia de una baja
regulacion de FUS3 (Kroj et a., 2003).
También podemos suponer quelarepresion
del gen AtGA30s2 es una accién primaria
del gen FUS3. los datos de Curaba et al.,
(2004) muestran que esta accion esdirecta
ya que la proteina FUS3 se une
especificamente a elemente RY presente
en el promotor de dicho gen. Pero no
podemos dejar de lado que LEC2 y FUS3
juntos son necesarios para la reprsion de
este gen.En embos casoso este gen
AtGA30x2 es el primer gen blanco de una
proteinade domino B3 descrito hastaahora,
aunque se han descrito varios genes que
son luego regulados por los genes ABI y
FUS3 (nambara et al., 2000). Lo que
ointrtriga es que este gen no seareprimido
en células epidermicas del embridn del
mutante fus3. este gen tampoco se expresa
en la epidermis durante la germina-
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cion,perosi en el cortex y el endodermos
(yamagushi et a., 2001). Es posible que
existe algun tipo de regulacion tipo cis
durantelaembriogénesisy lagerminacion.
Se ha demostrado recientemente que los
genes FUS3 se expresan especificamente
enlacéulasepidérmicasdel embrion donde
reprime la expresion de TTG1 (Tsuchiya
et a., 2004). Ademas la expresion del gen
FUS3 bajo e control del promotor
especifico de la epidermis AtML1 es
suficiente para reprimir el fenotipo del
mutante fus3. (Tsuchiyaet al., 2004).
Seriainteresante colocar a gen AtGA3ox2
bajo el control del promotor AtML1 para
determinar en cuanto labiosintesis de GA
participaen el genotipo fus3.

Las rutas metabdlicas de LEC2 y FUS3
reprimen laexpresién de AtGA3ox2 durante
laembriogénesis.(Curabaet al., 2004)

Por mas que trabajos anteriores hayan
mostrado que GA esimportante durantela
embriogénesis (Singh et al., 2002) este
estudio (Curaba et al., 2004) muestra que
las plantas necesitan regular negativamente
labiosintesis de GA en los embriones.

El afinamiento de la regulacion de la
biosintesis de GA parece envolver
mecanismos cruzados entre otras
fitohormonas tales como ABA, etileno o
auxinas que también tienen un rol
importante en la embriogénesis.(curaba et
al., 2004)

Se necesitan mas estudios para entender
€l mecanismo molecular exacto utilizado en
este complejo tramado de sefiadles que se
dadurantelaembriogénesis. (curabaet al.,
2004).

El gen C-ESE1

El gen C-ESE1 (Carrot Early somatic
Embryogenesis 1) en zanahoria es
expresado en la etapa inicial de
embriogénesis somética. C-ESE1 codifica
unaproteinacon los dominios aglutininay
S-locus-glicoproteina y su expresiéon es
especifica en células primordiales del
embridn somatico. Lascélulastransgénicas
de zanahoria con expresi6n reducidade C-
ESE1 poseen unamplio espaciointercelular
y un bajo nivel de polisacaridos en la
superficiecelular y un desarrollo retardado
de la embriogénesis somatica. Se deduce
que este gen es responsable para la
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morfologia necesaria durante el desarrollo
embrionico.

El gen TAN

La mutacion de tanmei/emb2757 (tan) en
Arabidopsis thaliana causa defectos en
el desarrollo del embrion y de la semilla.
Los embriones mutantes tan al igua que
losmutantes|ec (leafy cotyledon) acumulan
antocianina, son intolerantes a la
desecacion, forman tricomas en los
cotiledones y poseen una reducida
acumulacién de proteinas y lipidos de
reserva. El gen tan funciona en las fases
tempranay tardiadel desarrollo embrionario
y actia en forma conjunta con el gen lec
los cuales se solapan durante la
embriogénesis. El producto del gen tan
tiene 7 motivos WD que se repiten 1o que
sugiere que puede interactuar con otras
proteinas como controladores durante el
desarrollo del embridn.

GenesABI5 y EEL

Estos genes codifican los factores de
transcripcion homologos ABI5 y EEL
funcionan antagénicamente pararegular la
expresion génicadurante laembriogénesis
tardia.

El desarrollo de una semilla implica dos
fases: enlaprimerasedaladivisiéon celular
y lamorfogénesisdelaplanta, enlasegunda
fase, |[lamada maduracion, el embrién
acumula sustancias de reserva, adquiere
dormancia y tolerancia a la desecacion.
(Wobus and Weber, 1999).

En Arabidopsis existen genes de clase
MAT y de clase LEA. Los primeros
incluyen genes que codifican proteinas de
reserva tales como globulinas 2S y 12S
(Pang et al., 1988; Guerche et al., 1990).
Los de clase LEA, abundantes en la
embriogénesis tardia, codifican proteinas
LEA implicadas en la tolerancia a la
desecacion (Hoekstraet al., 2001). Ademas
lafitohormonaABA se acumuladurante la
maduracién de la semilla y regula
positivamente laexpresion de genes delas
dos clases (Koornneef et a., 1989; Parcy
etal., 1994; Phillipset al., 1997).

Entre los factores de transcripcion que
regulan la expresion de genes durante la
maduracién se encuentra el gen ABI3
insensiblea ABA.

En semillas mutantes abi3, laexpresién de
losgenesde clase MAT y LEA esreducida

comparadacon lasdetipo silvestre (Parcy
et al., 1994; Nambaraet al., 1995, 2000).
ABI3 no se puede unir por si solo al
promotor de sus genes blanco.

Un ort6logo de ABI3 en el arroz, OsVP1,
interactta con TRAB1 que es un factor de
transcripcion tipo cremallera de leucina
(bZIP) gue seunea elemento derespuesta
para ABA (ABRE), CACGTG, que esta
presente en el promotor de los genes LEA
(Hobo et al., 1999).

En Arabisopsis ABI5 cumple un papel
igual a de TRAB1y permitelaregulacion
de los genes LEA dependientes de ABI 3.
La mutacién abi5 produce una reduccion
en la sensibilidad a ABA durante la
germinacion y decrece la expresion de
algunos genes LEA como AtEm1 y AtEm6
durante la maduracién de la semilla
(Finkelstein, 1993, 1994; Gaubier et a.,
1993).

Finkelstein y Nakamura establ ecieron por
separado que ABI5 posee estructura de
cremallera de leucina (bZIP) y que
interactia con ABI3. Por tanto, la accion
deABI3 sobrelosABRESs presentesen |os
promotoresdelosgenesLEA estamediada
por las proteinas bZIP.

Los mutantes abi3 son muchos mas
perceptibles que las de abi5 ya que segln
Delseny et al. , 2001.laacumulacion delos
RNAmM de genes LEA como AtEml y
AtEm6 es nula en abi3 pero solo
parcialmente reducida en abi5. Esto nos
dice que ABI5 contribuye solo en algunos
casos de los diferentes roles que ABI3
cumple durantelamaduracion delasemilla.
Se ha aislado y caracterizado el factor de
transcripcién EEL , queeshomologo aABI5S
y posee estructurade cremalleradeleucina
(bZIP) pero difieren en ciertas estructuras
gue los hacen diferentes.

A diferenciadel mutante abi5, los mutantes
eel noinhiben laexpresién delosgenesde
maduracion observados y por €l contrario
se acrecent0 las concentraciones de los
MRNAS de AtEm1 y de AtEm6 . Estudios
sobre estos comportamientos concluyeron
que ABI5y EEL compiten por los mismos
lugares de unién con el promotor para
AtEm1.

La expresion de los genes AtEm estén
regulados positivamente por ABI5 y
negativamente por EEL.

Esto se deduce de la competencia por
lugares de unién en los cuales el activador
positivo delatranscripcion deAtEm1, ABIS5,
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esta regulado por €l efecto negativo en la
transcripcion de AtEm1 por parte de EEL.
Este model 0 simple de regulacion genética
explicariapor quelos mutantes eel generan
un aumento en laconcentracion demRNAs
de AtEml ya que ABI5 no tiene
competenciapor € sitio deregulacion para
el promotor de AtEm1. Ademas de
constatarse que los niveles de EEL
disminuyen en los estados tardios de el
embrién y disminuyen en las fases
tempranas; caso contrario ocurre con EEL
De este modo, los genes LEA se
encuentran regulados por factores de
transcripcion pertenecientes al tipo bZIPy
en este caso especifico ABI5 y EEI
cumplen rolesantagonicosparalaexpresion
de estos genes.

El gen Agamous- like 15 (AGL 15)
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AGL-15 esun factor de trascripcion del
dominio MADS y se acumula
preferentemente en tejido de angiosperma
pro- embrionario (meristemas, heridas,
embriones sométicos, apomicticos y otros)
lo que sugiere un rol en esta etapa
importante dala planta su ubicacién es
en el nucleo donde cumple un papel de
regulacion.

La construccién de semillas transgenicas
gue expresan en forma constitutiva el gen
AGL-15, denominados MK C debido alos
dominiosM, I, K 'y C-terminal, mantuvieron
por periodos prolongados la forma
embrionaria de |os embriones secundarios
generados usando semillas MIKC
germinados.

Otros reguladores transcripcionales que
promueven programas embriogeneticos
(LEC1, LEC2, BABY BOOM vy
WUSCHEL) son expresados en estas
semillasMIKC. Asi BABY BOOM induce
embriones somaticos en cotidelones,
peciolos de hojas y en meristemo apicales
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caulinares (SAM). La expresién de WUS
induce embriones sométicos en las raices.
Por tanto €l rol de AGL15, un factor del
dominio MAS que se acumula durante la
embriogénesis, es mantener el estado
embrionario de las células en las que se
expresan. Muchos de los miembros del
grupo MADS juegan un papel importante
en ele desarrollo, como lo demuestran las
mutaciones de perdida de funcién que
originan latransformacién homeoticadela
identidad del 6rgano (Riechmann y
Moyerowitz, 1997). AGL 15 seacumulaen
el nucleo de las células de los embriones
en estadios muy importantes (estado de
ocho cdulasen Arabidopsisy permanecera
relativas a altos niveles durante la
morfogénesis y dentro del estado de
maduracion (Perry et a, 1996)

CONTROL DE LA
EMBRIOGENESIS POR
REGULACION DEL i
METABOLISMO: ASIMILACION
DE NITROGENO.

Las macromoléculas nitrogenadas, tales
como los amino &cidos y las poliamidas
tienen un rol muy importante para el
metabolismo delas células, principalmente
en el proceso de morfogénesis, y
embriogénesis somatica donde las
replicaciones celulares y las
diferenciaciones celulares son tan intensas.
Se marco con *N un medio con células
vegetales en diferentes estadios de
embriogénesis y con células no
embriogénicas asi como embriones
germinantes.

Las células no embriogénicas y los
embriones germinantes mostraron
glutaminay alfaamino &cidos marcados con
dicho nitrégeno, mientras quelas moléculas
marcadas en células en embriogénesis
(entre el estadio globular hasta el torpedo)
laL-argininafue el principal amino &cido
marcado, asi como |os alfa amino &cidos.

Asi mismo, se marcé un medio con sucrosa
con “C. Losamino é&cidos marcadosfueron
glutamina, glutamato arginina y ornitina.
Glutamina y glutamato presentaban una
concentracion constante durante la
embriogénesis, mientras que Arginina
aumentaba en concentracion desde el
estadio globular hasta el torpedo, y luego
decrecia.
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Esto nos hace pensar quedicho amino &cido
es muy importante en el proceso de
embriogénesis.

Dicho amino écido provienedel ciclodela
ornitina o de laurea. Uno de sus puntos de
control mas importantes esta dado a nivel
delaenzimaN- acetyl glutamato Kinasa
cuyaaccion sedescribe enlasiguienteruta:
(enzima#2)

Estaenzima presentacontrol tipo feedback,
inhibiéndose por su producto final: arginina.

Esta enzima solo ha sido purificada y
caracterizada en algunos organismos
unicelulares, teniéndose reportes de su
estructura 3D en E. coli. En arveja (Pisum
sativum) ya se ha logrado aislar y
caracterizar; y en arroz hay reportes que
se activa dentro del cloroplasto a unirse
sensible al aumento de nitrégeno Pl1.

En este reporte (Lohmeier et al., (2005) se
ha estudiado principalmente su actividad
durantelaembriogénesis, presentandose un
pico en el estadio de torpedo. Esto noshace
pensar que lainhibicion por producto final
se desactivaraen este punto, llegando auna
actividad muy alta, por mas que la
concentracion de argininaaumentatambién.

En células no embridnicas la actividad de
esta enzima existe pero es muy baja, y en
células proembridnicas es un poco mas
elevada.

Podemosllegar alaconclusion, quelo que
inhabilitael retrocontrol de estaenzimapor
producto final es el alto requerimiento de
argininadurante este proceso. Al tener una
altareplicacion celular, esteamino &cido es
utilizado inmediatamente paralasintesisde
proteinas, y no llega a inhibir la NAGK,
siento estaenzimamuy importante paralos
regquerimientos de lacélulaen compuestos
nitrogenados.
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