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Abreviaturas

2,4-D Acido 2,4-diclorofenoxiacético

ACBC Acido cannabicroménico

ACBD Acido cannabididlico

ACBG Acido cannabigerolico

AIA Acido indol-3-acético

ANA Acido naftalenacético

aux Gen para la formacion de auxinas

AA’-THC Acido A’-tetrahidrocannabindlico

B5 Medio de cultivo Gamborg

B5 ' Medio de cultivo Gamborg con la concentracion de sales

reducida a la mitad

BA 6-bencilaminopurina
CBC Cannabicromeno
CBD Cannabidiol

CBE Cannabielsoina
CBG Cannabiegerol

CBL Cannabiciclol

CBN Cannabinol



Aproximaciones biotecnoldgicas tendentes a la mejora del canamo (Cannabis sativa)

CE-ESI-MS

DNA

dNTPs
EDTA

EE

EN

FM

GC-NPD

gus

HPLC

1aaH (o tms2)
1aaM (o tmsl)
Ic

ipt (o tmr)

LB

MB
MDS
Mela
MHR
MI

MME-ACBG

Electroforesis capilar-Interfase de ionizacion por

electroespray—Espectrometria de masa
Acido desoxyrribonucleico
Desoxinucledtidos trifosfato

Acido etilendiaminotetracético

Error estandar

Entrenudo

Filtrado de medio

Cromatografia de gases con detector de nitrogeno/fosforo
Gen de la B-glucuronidasa
Cromatografia liquida de alta resolucion
Gen de la indol-3-acetamida hidrolasa
Gen de la triptéfano monoxigenasa
Indice de crecimiento

Gen de la isopentenil transferasa

Medio de cultivo Luria-Bertani
Marcador de peso molecular

Medio de cultivo con sales del medio MS y vitaminas del B5
Minima diferencia significativa
Metiljasmonato

Memoria hairy root

Medio de induccion

Eter monometilico del 4cido cannabigerolico



Abreviaturas

MS Medio de cultivo Murashige y Skoog

MS ' Medio de cultivo Murashige y Skoog con la concentracion de

sales reducida a la mitad

NADH Nicotinamida adenin dinucledtido reducido
NNEDA Solucion de N-naftilendiamina

nptll Gen de la neomicina fisfotransferasa

NR Nitrato reductasa

ORF Regiones codificadoras (open reading frames)
p/p Peso/peso

p/v Peso/volumen

pb Pares de bases

PCIB Acido p-clorofenoxiisobutirico

PCR Reaccion en cadena de polimerasa

PDA Medio para cultivo Patata Dextrosa Agar
PF Peso fresco

pRi Plasmido inductor de raices

PS Peso seco

pTi Plasmido inductor de tumores

PVPP Polivinilpolipirrolidona

rol Genes inductores de raices

rpm Revoluciones por minuto

TAE Tampon Tris-acido acético-EDTA

T-DNA ADN transferido
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TDZ

THC

TLC

TNE

v/v

Vc

VE

vir

x-Glu

N-fenil-N’-1,2,3-tiadizol-Sylurea (Tidiazurén)
Tetrahidrocannabinol

Cromatografia de capa fina

Tampon Tris-cloruro sédico-EDTA
Volumen/volumen

Velocidad de crecimiento

Velocidad de crecimiento del entrenudo
Genes de virulencia

Sustrato cromogénico (5-bromo-4-chloro-3-indolyl -D-
glucoronido)
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I. EL GENERO Cannabis

I.1. Caracterizacion botanica

Cannabis sativa L. (Linné, 1753), llamado cominmente cahamo, es una
herbacea anual con tallo erguido no trepador, cuyo tamafo oscila entre 50 cmy 6 m
de altura a madurez (Clarke, 1981). Las hojas son palmeadas y constituidas por
foliolos dentados en forma de abanico, con un limbo dividido casi hasta el mismo
peciolo, el primer par de hoja es unifoliado, el segundo trifoliado y el nimero va
subiendo en las hojas posteriores hasta llegar a 11 foliolos en algunos casos. Al
principio del estadio vegetativo, la planta crece lentamente, formando entre 5 o 6
pares de hojas verdaderas opuestas y 4 a 6 entrenudos cortos. A finales de este
estadio, la planta, que posee entre 7 y 12 pares de hojas, se prepara para florecer
notandose una importante aceleracion del crecimiento, aparicion de filotaxia alterna,

y estiramiento del tallo (Clarke, 1997).

Se trata de una planta dioica con flores unisexuales estaminadas o pistiladas
desarrolladas sobre individuos diferentes. En comparacion con el macho, la hembra
es generalmente mas frondosa, menos alta, florece mas tarde y su ciclo vital se
extiende hasta madurez de las semillas. En cambio, el macho se marchita una vez
liberado el polen. Las flores masculinas se disponen en paniculas terminales con un
periantio constituido por cinco piezas y un androceo de cinco estambres mientras que
las flores femeninas aparecen en grupos de 2 a 6 en las axilas de bracteas reunidas en
glomérulos sentados y presentan un periantio integrado por cinco tépalos libres y un
ovario supero y unilocular con dos estigmas. En cuanto se refiere a la floracion, las
flores masculinas aparecen una semana antes que las femeninas formandose, tras la

fecundacion, el fruto que es un aquenio que contiene en su interior una semilla que
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alcanza la madurez tres a cuarto semanas después de la fecundacion (Clarke, 1997;

Mediavilla et al., 1998).

Figura 1. Plantas de cafiamo de la accesion CANO0221 cultivadas en el campo (Norte de
Marruecos). Las fotos se realizaron a finales de Junio teniendo las plantas una edad
aproximativa de 2 meses.

A pesar de ser dioico, existen cultivares de cdiamo monoicos creados para la
produccion de fibra (De Meijer y Van Soest, 1992). Estos cultivares suelen
componerse del 50 al 70% de plantas monoicas y del 30 al 50% de plantas hembra,
con s6lo un nimero escaso de plantas masculinas (Forapani et al., 2001). En cambio,
las variedades de droga son dioicas y suelen componerse de una proporcidon

equitativa de plantas pistiladas y estaminadas (Mandolino et al., 2002).

I.2. Domesticacion y usos del cafiamo

1.2.1. Historia de reparticion del cultivo

El legendario y polémico Cannabis es probablemente originario de Asia

central (Schultes, 1970). Sus multiples usos, habiendo acompanado la historia de la
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humanidad, hacen que el entendimiento de la evolucion de sus diferentes “tipos”

implica una consideracion historica de los usos de esta planta.

Indudablemente, el cafiamo fue cultivado desde la antigiiedad y era usado
tanto en rituales sagrados como en la vida cotidiana. Su uso para la fabricacion de
ropa, que data de mas de 6000 afios (Small et al., 1975), es el mejor ejemplo de ello.
La ausencia de referencias sobre el Cannabis en los textos hieroglificos, nos conduce
a pensar que la planta fue desconocida por los antiguos egipcios y hebreos (Small et
al., 1975). La primera referencia escrita parece ser un trabajo chino que data del afio
2737 A.C. donde se mencionaron propiedades farmacologicas del Cannabis.
Curiosamente, los griegos y romanos utilizaban las fibras de cafiamo sin conocer,
aparentemente, las propiedades psicotropicas de la planta. En cambio, en la India por
ejemplo, las propiedades alucinogenas del Cannabis fueron bien conocidas y

explotadas antes de Cristo segun relatos religiosos antiguos (Small et al., 1975).

Durante el primer milenio la Era Cristiana, el uso del Cannabis como droga
llegé a varios circulos del mediterraneo y a Africa. En cambio, en Europa la planta
sigui6 conociéndose por su fibra hasta el siglo XVI, a partir del cual, y con la Era de
las exploraciones, el uso del Cannabis como droga se introdujo en este continente.
No obstante, esta ultima aplicacion no tuvo mucha fama y la planta siguid
cultivandose en Europa basicamente para la obtencion de fibra (Small et al., 1975).
Desde alli, el Cannabis fue llevado entonces a Chile en 1545 (Dewey, 1914; Kalant,
1968), y tras casi un centenar (afio 1632) se introdujo en el norte de América (Small
et al., 1975). De este modo, la importancia econémica que tuvo el cultivo del cafiamo
junto a su uso como droga favorecieron su expansion por el planeta, por lo que nos
encontramos hoy con una inmensa variedad de formas domesticadas junto con la

variedad silvestre encontrada en muchas regiones (Small et al., 1975).
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1.2.2. Productos de la planta

El cafiamo se conoce principalmente por tres productos con relevancia

econdmica variable segun la variedad usada y la region donde se cultiva:

Fibra

Seglin lo que se conoce, el cafiamo es la planta mas antigua que se cultivd
para la obtencion de fibra (Small et al., 1975). La fibra obtenida a partir del periciclo
del tallo de la planta, siendo de gran resistencia y durabilidad, constituye el producto
de mayor importancia agrondmica de este cultivo. Las fibras del canamo pueden
superar los 4 metros de largo, principalmente en los pies masculinos, y muestran una
alta calidad siendo compuestas de hasta mas del 70% de celulosa, lo que les permite
ser una excelente materia prima para la industria textil asi como para la produccion

de pulpa para papel (De Meijer, 1994; De Meijer y Keizer, 1994).

Semillas

El fruto del cafiamo es un aquenio denominado cominmente semilla que se
destina mayoritariamente a la alimentaciéon de aves y fabricacion de jabones,
barnices, etc. y minoritariamente al consumo humano en forma de aceite o semillas.
Por otra parte, estas semillas representan una importante fuente de aceite de alta
calidad (Jonson, 1999) con un contenido de aceite que alcanza el 30% en las mayoria
de las variedades de canamo y hasta el 40% en la variedad “Oleifera” (Small et al.,

1975).

Resina

La resina, producto polémico del cafiamo, se secreta por las glandulas
epidérmicas en forma de exudado resinoso, pudiendo alcanzar hasta un 20% del peso
de la planta (Fujita et al., 1967; Small et al., 1975). Es caracteristica de la parte
aérea, particularmente la superficie de las hojas y bracteas, y se le atribuye un papel
de adaptacion y aclimatacion que consiste en proteger las hojas y bréacteas que
envuelven a las semillas en desarrollo, frente a la alta temperatura y a la sequedad

(Schultes, 1970; Small et al., 1975). A parte del uso ilicito de la resina obtenida a
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partir de las variedades psicotropicas, ésta representa una importante fuente de
metabolitos secundarios de interés farmacéutico principalmente los cannabinoides
(Fairbain, 1972; Hammond y Mahlberg, 1973; Malingre et al., 1975; Lanyon et al.,
1981).

1.3. Perfiles de metabolitos secundarios

Cannabis representa una importante fuente de metabolitos secundarios
(Pate, 1994) con mas de 400 compuestos encontrados en las diferentes partes de la
planta (Turner et al., 1980). Las aplicaciones de estos metabolitos irian desde las
propiedades farmacéuticas que posee la mayoria de ellos, hasta su uso en los estudios
quimiotaxondémicos. Asi, junto con otros grupos, se encuentra el grupo de los
cannabinoides y el de los compuestos nitrogenados ambos considerados en el

presente trabajo.

Cannabinoides

Los cannabinoides son terpenofenoles definidos como un grupo de
compuestos de 21 carbonos caracteristicos del género Cannabis (Mechoulam y
Gaoni, 1967). Se conocen més 60 cannabinoides entre los cuales figura el A’-
tetrahidrocannabinol (A’-THC o THC), cannabinol (CBN) y cannabidiol (CBD)
siendo los principales, junto con otros que aparecen en cantidades menores y
variables segun la variedad de Cannabis valorada, tal y como el cannabicromeno
(CBC), cannabiciclol (CBL), cannabigerol (CBG), cannabielsoina (CBE), etcétera
(Turner et al., 1980). E1 mayor responsable de la actividad psicotrépica de la planta
es el A>-THC que existe con abundancia en las variedades de droga (Small et al.,
1975; Turner et al., 1980), junto con el CBN que posee una ligera actividad
psicoactiva estimada a ser la décima parte de la actividad del A’-THC (Gonzalez et
al., 2002). Por lo visto, los demas cannabinoides como el CBD (importante
constituyente del canamo de fibra) estdn desprovistos de todo efecto psicotropico
(Turner et al., 1980). La Figura 2 recoge la cadena de biosintesis de algunos de los

cannabinoides principales.
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Figura 2. Ruta biosintética de los cannabinoides principales propuesta por Shoyama et al.
(1970). ACBC: acido cannabiciclolico, ACBG: acido cannabigerolico, MME-ACBG: éter
monometilico del acido cannabigerélico, ACBD: acido cannabididlico, A A’-THC: 4cido A’-
tetrahidrocannabinolico.
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Generalmente los cannabinoides se encuentran en la planta en forma de
acidos carboxilicos, probablemente no psicomiméticos (Small et al., 1975), cuya
descarboxilacion (forma activa) ocurre durante el almacenamiento (Masoud y
Doorenbos, 1973; Turner et al., 1973), con el calentamiento (Kimura y Okamoto,
1970; De Zeeuw et al., 1972) o en condiciones alcalinas (Grlic y Andrec 1961;
Masoud y Doorenbos, 1973). Varias teorias han sido elaboradas sobre el papel
bioldgico de los cannabinoides en la planta, siendo la mejor apoyada su actividad
antibiodtica (Krejei, 1970) y su contribucién a la tolerancia a la sequia y a las altas
temperaturas (Schultes, 1970). Asi pues, se admite generalmente que en zonas secas
y calientes, aumenta la densidad de las glandulas epidérmicas donde ocurre la
sintesis de cannabinoides. A este respecto, Murari et al. (1983) estimaron un alto
contenido de cannabinoides en las variedades que crecen en clima continental en

comparacion con las cultivadas en clima maritimo.

Compuestos nitrogenados

Representan el grupo de metabolitos llamados igualmente alcaloides que
son compuestos bdasicos, nitrogenados, estando en la mayoria de los casos el
nitrégeno formando parte de un heterociclo y en algunas ocasiones formando parte
de una cadena abierta. La mayor parte de los alcaloides conocidos son de origen
vegetal y su importancia reside en que incluyen principios activos dotados de

actividades marcadas y/o de toxicidad.

En el canamo, y como lo indican los trabajos publicados por varios
investigadores (Dragendorff, 1876; Preobraschensy, 1876; Siebold y Bradbury, 1881;
Hay, 1883 y Kennedy, 1886), el estudio de los alcaloides empez6 mucho antes que el
de los cannabinoides. No obstante, estos, al ser los compuestos caracteristicos del
género Cannabis atrajeron la mayoria de la atencion y esfuerzos cientificos, lo que
podria justificar el limitado numero de trabajos realizados sobre los alcaloides en esta
planta. Hoy en dia se conocen en el género Cannabis veinte compuestos
nitrogenados distribuidos, seglin el tipo de metabolito, en las diferentes partes de la

planta y dividiéndose en cuatro grupos principales: bases cuaternarias, amidas,
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aminas y alcaloides derivados de espermidina (Turner et al., 1980). Nuestro interés
se ha centrado, por una parte, en la colina (Jahns, 1887) y la muscarina
(Kwasniewski, 1954), encajados en el grupo de las bases cuaternarias; y por otra en
la atropina que, pese a ser un alcaloide tropanico y no perteneciente a los grupos
principales previamente mencionado, podria estar presente en el género Cannabis

(Gill et al., 1970).

Colina: (Figura 3A) es una base cuaternaria que pertenece al grupo de las
betainas y que estd presente en todas las plantas por estar implicada, en forma de
fosfatidilcolina, en la formacién de las membranas celulares (Rhores y Hanson,
1993). Sin embargo, varias especies vegetales como la espinaca Spinacia oleracea,
tabaco Nicotiana tabacum, zanahoria Daucus carota y soja Glicina maxima se
consideran productoras por tener niveles considerables de este metabolito (Bligny et
al., 1989; Mudd y Datko, 1989; Weretilnyk et al., 1995; Nuccio et al., 1998) el cual
posee una funcion regulatoria del sistema nervioso periférico y central como

precursor principal de la acetilcolina (Zhang et al., 2004).

Muscarina: (Figura 3B) es también una base cuaternaria, con alta toxicidad,
encontrada en algunas especies de setas de los géneros Clitocybe e Inocybe
(Bollinger y Eugster, 1971; Nitta et al., 1971; Floersheim, 1987), y aunque la
muscarina le debe su nombre a Amanita muscaria, a partir de la cual se aisld
inicialmente, se ha demostrado que esta especie posee Unicamente cantidades tracas
de este alcaloide (Wieland, 1968). Algunos estudios sugirieron también la existencia
de muscarina en plantas como Trophis racemosa (Gossell-Williams et al., 1997,
Wynter-Adams et al., 1999) y Thalictrum dasycarpum (Hogg et al., 1961). El efecto
biologico de la muscarina es parecido al de la acetilcolina teniendo actividades
anticolinérgicas y parasimpatomiméticas debidos a la profunda activacion del
sistema nervioso periférico (Waser, 1961; Wilkinson, 1961). Lo que hace que tenga
importantes aplicaciones farmacoldgicas (Mooney et al., 1995; Calabresi et al.,
1998). A pesar de los estudios realizados respecto de la sintesis quimica de la

muscarina, se sigue dependiendo para su obtencion de las fuentes naturales debido a
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la complejidad de las etapas de sintesis quimica y al bajo rendimiento conseguido

(Mudryi et al., 1970; Kang et al., 2000).

Atropina: (Figura 3C) pertenece al grupo de los alcaloides tropanicos y se
encuentra principalmente en algunos géneros de Solandceas como Atropa, Datura,
Duboisia, Hyoscyamus y Scopolia (Kitamura et al., 2004; Dimitrov et al., 2005)
aunque se encuentra a mayor concentracion en Atropa belladonna (Dhar y Bhat,
1982; Ylinen et al., 1986). Un estudio reciente relatd la deteccion de atropina en la
seta Amanita muscaria (Tsujikawa et al., 2006) pero las concentraciones encontradas
no fueron cuantificadas. La atropina posee una accion antagonista de la acetilcolina y
es probablemente la més interesante de los tres compuestos mencionados debido a
sus propiedades parasimpatoliticas, anticolinérgicas, espasmoliticas y antieméticas
(Eeva et al., 1998; Ye et al., 2001). Lo que hace que tenga importantes aplicaciones

farmacologicas.

B
CH,
|+ _
HOCH,CH,—N—CH, ~ Cl ' \

CH, - f‘“

CH,N

CH,OH

o

Figura 3. Estructuras quimicas de colina (A), muscarina (B) y atropina (C).

Varios trabajos habian sugerido que la actividad del Cannabis no se debe
unicamente a los cannabinoides y que la planta contiene otros compuestos

potencialmente activos (Yamamoto et al., 1988; Yamamoto et al., 1991; Williamson
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y Evans, 2000). En este aspecto se puede notar que la intoxicacion con especies ricas
en atropina como es ¢l caso de Datura stramonium o setas con alto contenido en
muscarina provoca sintomas parecidos a los notados tras la ingestion del Cannabis
(Stark et al., 2003). Estos sintomas suelen ser alucinaciones, taquicardia,
modificacion de las secreciones salivarias, sudorales y lacrimales junto con
dilatacion de la pupila que es un efecto particularmente inducido por la atropina
(Guharoy y Barajas, 1991; Roblot et al., 1995; Desachy et al., 1997). Este tltimo
efecto podria explicar la mejora de la vision nocturna observada tras el consumo del

Cannabis (Fraunfelder y Meyer, 1989; West, 1991).

La presencia de sustancias con las actividades farmacoldgicas de la atropina y
muscarina en extractos de hojas y flores de Cannabis ha sido previamente
mencionada, sin haberse publicado datos relativos a las concentraciones encontradas
(Gill et al., 1970). En cuanto a la colina, su presencia ha sido demostrada por Veliky
y Genest (1972) y Mole y Turner (1973) mediante cromatografia en capa fina (TLC),
estando presente en las raices y callos procedentes de las mismas en cantidades ocho
veces superiores a las encontradas en las hojas de la planta. No obstante, el limitado
poder de resolucion de la técnica de separacion usada fue probablemente la causa de
las bajas concentraciones encontradas. Sin duda el uso de técnicas de mayor poder de
resolucion mejorara la deteccion de estos, y otros compuestos, en diversos tejidos y

variedades de Cannabis.

1.4. Criterios de clasificacion de las variedades

Clasificacion biosistematica

Cannabis pertenece al orden de los Urticales y a la familia de las
Cannabaceae o Cannabinaceae que incluye solo dos géneros; Humulus, llamado
comunmente lapulo, y Cannabis (Schultes, 1970; Quimby, 1974). No existe un
acuerdo total sobre la taxonomia infragenérica del género Cannabis. Asi, basandose

sobre criterios morfoldgicos como la altura de las plantas, grado de ramificacion y

12
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morfologia de los aquenios, Schultes et al. (1970) hablaron de tres especies

diferentes dentro del género:

-C. sativa (Linné, 1753)
-C. indica (Lamarck, 1785)
-C. ruderalis (Janischevsky, 1924).

Previamente, otros autores como Hoffman (1961) hicieron referencia a estos
taxones pero Unicamente a nivel subespecifico, dentro de la tnica especie C. sativa.
Mas tarde, Small y Cronquist (1976), dividieron la tnica especie C. sativa en dos
subespecies, a su vez subdivididas en dos variedades cada una, usando béasicamente
la capacidad intoxicante y el estado de domesticacion de las variedades. De esta

forma, propusieron la siguiente clasificacion:

: var. sativa (domesticada)

C. sativa var. spontanea (silvestre)
C. sativa var. indica (domesticada)

C. indica4 var. kafiristanica (silvestre).

Contenido de cannabinoides

Varios sistemas de clasificacion no-biosistematicos han sido desarrollados
para discriminar entre las variedades de Cannabis y sobre todo entre las de droga y
las de fibra. De ellos, puede destacarse principalmente la clasificacion basada sobre
la concentracion de los cannabinoides, encontrados mayoritariamente en las hojas e
inflorescencias de la planta, y es lo que se conoce bajo el nombre de fenotipos
quimicos o “quemotipos”. Esta técnica ha sido la mas usada debido a que la
concentracion de cannabinoides es caracteristica del fenotipo (Small et al., 1975). La
primera clasificacion conocida es la de Fetterman et al. (1971) que usaron la relacion
([THC]+ [CBN])/[CBD] para discriminar entre los fenotipos “droga” y “fibra”. Més
tarde, Small y Beckstead (1973) usaron los niveles de THC y CBD encontrados en

las plantas para distinguir entre los quemotipos (Tabla 1). Lo que les permitié definir
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la psicoactividad de una variedad con un contenido de THC superior al 0.3%, criterio
que sigue usandose hasta la fecha. En cambio, hay otros autores como Fournier y
Paris (1979) que optaron por usar niveles mas altos de THC para la discriminacion

entre las variedades de droga y las de fibra (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de fenotipos quimicos segun Small y Beckstead (1973) y Fournier y
Paris (1979).

Fenotipos [THC]% [CBD]% [THC]/[CBD] Referencias
Droga >0.3 <0.5 -

Intermedio > 0.3 >0.5 - Small y Beckstead (1973)
No-Droga <0.3 >0.5 -

Fibra <0.5 >0.5 <1

Fournier y Paris (1979)
Droga >0.5 <0.5 > 1

Caracteristicas morfologicas y tipo de uso

Varios criterios no relacionados con la concentracion de cannabinoides han
sido también usados para reconocer visualmente diferencias entre las poblaciones de
cafiamo. Asimismo, hay quienes dividieron el caiamo domesticado en tres grupos
bien demarcados morfoldgica y fisioldgicamente como resultado de la domesticacion
y la adaptacion a las condiciones climaticas (Bredemann et al. 1957; De Meijer y

Van Soest, 1992):

= “Céanamo de fibra”: plantas altas, poco ramificadas y con una baja
produccién de semillas.

= “Cafiamo para obtencion de semillas”: plantas cortas, de maduracion rapida
y abundantes semillas.

= “Céanamo de droga”: plantas cortas, muy ramificadas con hojas de color

verde oscuro.
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Otros sistemas de clasificacion como aquellos basados sobre el contenido de
proteinas de las semillas (Lawi-Berger et al., 1982) o los marcadores moleculares
RAPD (Faeti et al., 1996; Jagadish et al., 1996; Siniscalco, 2001; Mandolino et al.,
2002) han sido también investigados. No obstante, hasta la fecha, no se han
concretado criterios fijos para la discriminacion entre las variedades de droga y las de
fibra a nivel molecular. Por lo que, y pese a que hay quienes consideran que la
clasificacion basada sobre el contenido de cannabinoides queda insatisfactoria y
carece de fiabilidad debido a la posible variabilidad del contenido y tipo de los
mismos en la planta segin las condiciones de cultivo (Jagadish et al., 1996), esta
metodologia sigue siendo, hasta la fecha, la técnica adoptada para el reconocimiento

oficial de las variedades.

I.5. Situacion actual del cultivo del caiiamo en el mundo

No se puede hablar de la situacion actual del cultivo del cdnamo en el
mundo sin mencionar el afo 1925, fecha en la que, a raiz del Convenio Internacional
del Opio celebrado en Ginebra (Suiza), se colocd por primera vez el cafiamo en la
lista de drogas ya establecidas. El convenio en el cual fueron signatarios 34 estados
de los diferentes continentes, Espafia inclusive, no prohibia el empleo del cafiamo
sino restringirlo a fines médicos, cientificos y terapéuticos. Hasta entonces, Sassman
(1938) habia registrado la existencia de al menos treinta preparados farmacéuticos
con Cannabis promocionados por laboratorios conocidos en la época (Observatorio
Vasco de drogodependiencias, 2002). En 1937, el Congreso Americano aprobo la
“Marihuana Tax Act”, con lo que qued6 penalizada la posesion, compra-venta,
importacion y hasta cultivo del cadnamo en Estados Unidos, Colombia, Alaska,
Hawai y muchas colonias estadounidenses. Esta penalizacion se referia a todas las
partes de la planta, la resina y los productos derivados. Aun asi, cabe senalar que
excepto en Estados Unidos donde sigue sin autorizarse el cultivo del cafamo
industrial por la dificultad de diferenciar entre los cultivares, tanto el uso de la fibra
como el de las semillas no han sido prohibidos en los convenios, por lo que el cultivo

del canamo para fibra no ha sido penalizado siempre y cuando las variedades no son
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psicoactivas. Es mas, este cultivo ha sido desarrollado en muchos paises Europeos y

contemplado en la politica agraria comun (PAC).

La superficie total consagrada al cultivo del cafiamo industrial no esta bien
documentada, sin embargo hemos podido encontrar que, por ejemplo, en Espafia y
Francia esta superficie fue de 12000 hectareas en 1996 segun un informe de la Union
Europea para el cultivo del cafiamo. Los datos publicados por la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) indican que la
superficie dedicada al cultivo del cahamo para fibra en al afno 1998 fue de 66.842
hectareas con una produccion de 69.398 toneladas de fibra, mientras que s6lo 36.116
hectareas han sido cultivadas con cafiamo para la obtencion de semillas, con una
produccion de 36.846 toneladas. La Figura 4 muestra la reparticion mundial de la

produccion de fibras (A) y semillas (B) de canamo en el afio 1998.

Resultados mas recientes (2001-2002) presentados por la “European
Industrial Hemp Association” (EIHA) indican que en la Unién Europea existen
actualmente entre 15 y 20 compaiiias que aseguran el procesamiento primario del
canamo junto con otras 5 a 10 situadas en Europa del Este (Karus, 2002; Karus y
Kamp, 2002). En los tltimos afios la cantidad de las fibras del cafiamo producida por
la Unién Europea aument6 de forma continua, estimandose en el 2001 de 20,000 a
25,000 toneladas de las cuales del 70 al 80% se destina a la fabricacion de pulpa para
papel de cigarrillos, el 14-17% a la industria del automovil, el 6.5% se usa en el
sector de la construccion y entorno al 1% se destina a los agro y geotextiles,
fabricacion de colchones, suelas de zapatos, etc. Por lo tanto, aplicaciones
tradicionales de la fibra del cafilamo como el uso en la industria textil y la fabricacion
de cuerdas no juegan actualmente ningun papel en la fibra producida por la Unidon
Europea (Karus, 2002; Karus y Kaup, 2002). En cuanto a la produccién de semillas
de cafiamo, la Unién Europea produjo 4,300 toneladas en el ano 2001, de las cuales
el 95% ha sido destinado a la alimentacion animal, principalmente los pajaros,
mientras que solo el 5% se destin6 a consumo humano (alimentacion y cosmética) en

forma de aceite o de semillas (Karus, 2002; Karus y Kaup, 2002).
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Figura 4. Reparticion de la produccion mundial del canamo de fibra (A) y de semillas (B) en
el afio 1998 segtn la FAO.

En la actualidad, el Estado Espafiol autoriza segun el Real decreto
1729/1999 el cultivo de variedades registradas de cafiamo con los niveles de THC
determinados por la Union Europea. Aun asi, y pese a que el cultivo del cafiamo fue
importante en Espafia en los afios 50 con amplias zonas cultivadas en los valles del
Ebro, Segre y Segura, llegando a ser el décimo productor del mundo, hoy se cultiva

fundamentalmente en Catalufia procesando la produccion para obtener diversos tipos

17



Aproximaciones biotecnoldgicas tendentes a la mejora del cafiamo (Cannabis sativa)

de papel y no cubriéndose la demanda interna debido a los bajos beneficios
existentes en la actualidad para los productores y a la complejidad de las normativas
y controles impuestos a los cultivadores. Esto, junto con la alta competitividad del
algodon Gossypium hirsutum L. y de las fibras sintéticas, han causado una bajada
drastica del cultivo del cafiamo en los afos sesenta del pasado siglo, no sélo en
Espana sino que en la mayoria de los paises productores (Forapani et al., 2001). Asi
pues, la industria del cafiamo ha logrado sobrevivir Unicamente en Francia,
republicas de la Ex Unidon Soviética, Este de Europa y China donde se sigue
manteniendo el cultivo de las variedades certificadas cuyos niveles de THC son

inferiores al 0.3% (De Meijer et al., 1992; Fournier et al., 2001).

No obstante, en las ultimas décadas del pasado siglo, varios programas de
investigacion empezaron a desarrollarse en diversos paises del Oeste de Europa,
Australia, Estados Unidos, Holanda y Canada (De Meijer y Van Soest, 1992; Small y
Marcus, 2000) con el propuesto de estudiar la posibilidad del uso del cafiamo como
materia prima para producir pulpa para papel y obtener aceite a partir de las semillas.
Estos esfuerzos se estdn concentrando para revalorar y reintroducir el cultivo del
canamo en muchos paises debido a varios factores como: 1) el bajo requerimiento en
agroquimicos como fertilizantes y herbicidas, ii) la excepcional resistencia a las
enfermedades iii) y el aumento de la percepcion publica sobre el valor de las fibras
naturales comparadas con las sintéticas (Montford y Small, 1999). Por otra parte, el
valor y la variedad de los metabolitos secundarios de interés farmacéutico,
encontrados en la planta, representan otro motivo de interés de cada vez mas

cientificos.

I.6. Estrategias adoptadas para la mejora del cultivo del cafiamo

1.6.1. Objetivos especificos de los programas de mejora
Como ha sido mencionado anteriormente (I.2.2), las posibilidades del uso

del cafnamo para la obtencion de fibra industrial de alta calidad y de aceite de

semillas, junto con el creciente éxito que esta teniendo la aplicacion de sus
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metabolitos secundarios en el area medicinal, estan propiciando un renovado interés
por este cultivo en paises de la comunidad Europea, Estados Unidos, Australia y
Canadé (De Meijer, 1995; De Meijer y Keizer, 1996; Small y Marcus, 2000). En este
contexto la mejora de los cultivares de cafiamo para incrementar la productividad y
calidad de fibra, la resistencia a plagas y enfermedades y reducir su potencial de
droga a niveles aceptables, es el principal objetivo de los programas de mejora
desarrollados en estos paises (De Meijer et al. 1992; De Meijer, 1995; Small y
Marcus, 2000).

1.6.2. Mejora tradicional

La seleccion de cultivares y variedades en base a la productividad y calidad
de fibra o contenido de aceite y proteinas de las semillas (Small et al., 1975; De
Meijer y Keizer, 1996) fue la metodologia mas empleada para la mejora genética de
los cultivares de cafiamo. En este aspecto, las variedades de fibra se seleccionaron en
funcion de la longitud del tallo (Hoffmann, 1961; Muchow, 1979) y la composicion
de la fibra del mismo (Horn, 1973; De Meijer, 1994). Para la produccién de aceite se
seleccionaron variedades con alto contenido de aceite y alta productividad de
semillas (Small et al., 1975). Otro aspecto de las practicas empleadas para la mejora
genética de las variedades de cafiamo fue la creacion de los cultivares monoicos que
se seleccionaron a partir de variedades dioicas para remediar al problema del
dimorfismo sexual (Feaster, 1956) con el fin de aumentar la produccién y calidad de
la fibra obtenida. Esto se explica sabiendo que las plantas macho poseen entrenudos
mas largos y producen, gracias a ello, fibra de mejor calidad con respecto a las
hembras (Small et al., 1975) y que en los cultivares monoicos las plantas poseen la
calidad de fibra de la planta macho y llevan los dos tipos de flores en el mismo pie.
Por otra parte, la preservacion de las caracteristicas agronomicas fijadas,
especialmente el monoismo, requiere una continua seleccion durante la
multiplicacion de las semillas (De Meijer, 1995). Desafortunadamente, el uso de las

mismas practicas culturales para el desarrollo paralelo de un gran nimero de
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variedades altamente psicotropicas es una evidencia que no se puede subestimar (De

Meijer et al., 1992).

Como consecuencia de estas presiones de seleccion, se cred6 una gran
variedad de cultivos en todo el planeta para distintos uso y aplicaciones, lo que hizo
necesario desarrollar métodos mas precisos para la diferenciacion y seleccion de los

cultivares.

1.6.3. Métodos bioquimicos

Varios métodos analiticos han sido desarrollados y aplicados para la seleccion
de los cultivares en funcién del contenido de cannabinoides, distinguiendo
claramente entre variedades psicotropicas con alto contenido de THC y otras que
poseen, en cambio, altos niveles de cannabinoides no psicotropicos como el CBD.
Los resultados obtenidos se usaron entonces para seleccionar cultivares con alta
calidad de fibra o aceite y baja accidn psicotropica para introducirlas en varios paises
(De Meijer et al., 1992). No obstante, los investigadores se enfrentaron al problema
de la gran influencia de las condiciones climaticas sobre la composicion quimica de
la planta, precisamente los cannabinoides (De Meijer et al., 1992), de modo que los
cultivares seleccionados e introducidos podrian cambiar de perfil y niveles de
cannabinoides después de tres generaciones (Murari et al., 1983; Hakim et al., 1986;

De Meijer et al., 1992).

Como remedio a estos problemas e intentando limitar la influencia de los
factores climaticos sobre los programas de seleccion y mejora de los cultivos, se
desarrollaron protocolos de cultivo in vitro de tejidos y células de cafiamo. Estos
estudios tenian como objetivo por una parte realizar la multiplicacion clonal de
plantas con caracteristicas seleccionadas, y por otra, el desarrollo de una herramienta
para la obtencién de metabolitos secundarios caracteristicos del cafiamo, sin tener
que recorrer al cultivo de la planta entera. A tal fin se desarrollaron varios métodos

de mejora mediante técnicas biotecnologicas.
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II- BIOTECNOLOGIA VEGETAL: APLICACIONES Y PERSPECTIVAS EN
LA MEJORA DE LOS CULTIVOS.

La biotecnologia es una ciencia pluridisciplinar que usa organismos vivos o
compuestos obtenidos de los mismos para obtener productos beneficiosos para el ser
humano (Barz y Oksman-Caldentey, 2002). En el mundo de las plantas, el principal
objetivo de la biotecnologia es crear, por ingenieria genética, nuevas variedades de
plantas que presentan algunas caracteristicas que mejoren su valor sobre las
existentes (resistencia a patogenos y herbicidas, tolerancia a estrés ambiental,
incremento del valor organoléptico y nutricional del fruto, etc.). La biotecnologia
vegetal también ha dedicado parte importante de sus esfuerzos a incrementar el
beneficio que se le puede sacar a un cultivo sin tener que recorrer a cultivar grandes
superficies de terrenos y recortando el periodo de cultivo. En este aspecto entra la
produccion de metabolitos secundarios a partir de cultivos in vitro de células y

tejidos.

I1.1. Cultivo in vitro de células, tejidos y érganos vegetales

I1.1.1. Definicion y conceptos generales

El cultivo in vitro de plantas se define como el cultivo de plantas o partes de
ellas (o6rganos, tejidos, células y protoplastos) en medio nutritivo bajo condiciones
estériles y controladas (Pierik, 1987). Los principales fundamentos del cultivo in
vitro de células, organos y tejidos, sobre todo para la micropropagacion, se basan
sobre dos caracteristicas clave de la célula vegetal que son la totipotencia y la
desdiferenciacion. Asi, al contrario de lo que ocurre en los animales, donde la
diferenciacion celular es generalmente irreversible, en plantas, incluso en células
maduras y diferenciadas, se retiene la capacidad para volver al estado meristematico,
lo que se define como desdiferenciacion. Por otra parte, la capacidad inherente de
una célula vegetal para dar una planta completa es conocida como totipotencia
celular. Para que una célula diferenciada exprese su totipotencia es necesario que

primero experimente una desdiferenciacion y luego una nueva diferenciacion que la
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capacita para responder a ciertos estimulos del cultivo o ambientales. Esto puede
inducirse si se colocan porciones de tejidos (explantos) en un medio de cultivo
apropiado que contenga nutrientes y aditivos adecuados junto con reguladores de
crecimiento (principalmente auxinas y citoquininas), los cuales manipulando su
proporciéon se pueden obtener varios tipos de respuesta. Por una parte se obtienen
callos (tejidos no organizados) que pueden usarse para la obtencion de suspensiones
celulares o bien para la induccion de yemas o embriones, y por otra se pueden
desarrollar yemas o embriones directamente a partir del explantos sin formacion de

callo (Skoog y Miller, 1957; Tran Thanh Van, 1981; Flick et al., 1983).

La induccion de la formacion de yemas en tejidos somaticos se denomina
regeneracion somatica o adventicia u organogénesis somatica, y generalmente se
considera que puede ser indirecta si existe formacion de callo o directa si ocurre sin
callogénesis. En el primer caso, los callos organogénicos se inician por division
celular de las capas celulares del mesofilo, especialmente alrededor del tejido
vascular. A continuacion las células comienzan a dividirse al azar y se forman grupos
pequefios y densos de centros meristematicos (meristemoides) (Thorpe, 1982). En el
medio de induccion, estos meristemoides se agrupan y cada uno de ellos forma
eventualmente un monticulo en la superficie del explanto, formdndose yemas foliares
o radicales. La propagacion via regeneracion indirecta conlleva el riesgo de que las
plantas regeneradas difieran genéticamente de la planta madre por que incluye un
paso en el que el tejido esta desdiferenciado y consecuentemente menos estable, lo
que se denomina variacion somaclonal. Debido a esto, el uso de callos para su
posterior propagacion no es recomendado a menos que tengan una naturaleza
altamente organizada. La organogénesis somatica puede ocurrir también
directamente desde el explanto sin la formacion de callos. Esta forma de
regeneracion ha sido observada raramente o es desconocida en algunas especies (Litz

y Gray, 1992).
La regeneracion depende, ademas de los factores genéticos y epigenéticos del

propio material en uso, de los constituyentes del medio de cultivo, principalmente las

proporciones de los reguladores de crecimiento que pueden dividirse en hormonas,
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compuestos organicos sintetizados por las plantas y otros productos sintéticos que
actian de forma similar. Generalmente, los reguladores de crecimiento son
responsables de la distribucion de los compuestos que la planta biosintetiza y que
determinan el crecimiento activo de los todos los 6rganos. In vitro, los reguladores de
crecimiento controlan la diferenciacion de tejidos interviniendo en actividades
principales como el crecimiento y el control del ciclo celular. No obstante la
aclaracion de la accion de las hormonas esta intrincada debido a que la diferenciacion
es una respuesta compleja a varios componentes como la mitosis, polarizacion,
formacién de los primordios y desarrollo de los meristemas (Reinert, 1958; Thorpe,

1980).

Los principales reguladores son las auxinas, citoquininas, giberelinas y otros
reguladores como las oligosacarinas, acido abcisico y etileno. Las auxinas mas
importantes son el acido indolacético (AIA), acido naftalenacético (ANA), acido
indolbutirico (AIB) y 4cido 2.4-diclorofenoxiacético (2,4-D). Esta clase de
fitohormonas se conoce por su accion sobre la elongacion celular y expansion de los
tejidos, division celular (formacion de callo) y formacion de raices adventicias. En
cuanto a las citoquininas, las méas comunes son la kinetina, N°-bencilaminopurina
(BA), zeatina y 6-(y,y-dimetilamino) purina (2iP). Las citoquininas se utilizan
frecuentemente para estimular el crecimiento y desarrollo, disminuyen la dominancia
apical por lo que promueven la formacién de brotes axilares, retardan el
envejecimiento y, en concentraciones elevadas, pueden inducir la formacién de

brotes adventicios e inhibir la formacién de raices.

En general, en tejidos cultivados in vitro una alta concentracion de
citoquinina con respecto a la de auxina induce la formacion de tallo mientras que lo
contrario favorece la formacion de raices. No obstante esta accion depende
estrictamente de cada paso del cultivo de tejidos, tipo de explanto usado, especie
vegetal y de las pretensiones del investigador. A todo ello, se suma la tendencia del
propio tejido cultivado a formar oOrganos, embriones, a desarrollar callos no
organogénicos o a ser completamente recalcitrante (no responder a los estimulos

hormonales exdgenos adicionados). Como ejemplo de ello la alta tendencia de
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formacion de oOrganos en Nicotiana tabacum, siendo una especie en la que se
consiguen raramente la formacion de embriones. En cambio, Daucus carota es una

especie con mas agilidad para formar embriones (Thorpe, 1994).

I1.1.2. Aplicaciones del cultivo in vitro

El cultivo in vitro con sus aspectos previamente mencionados, constituye una
tecnologia ampliamente desarrollada y con importantes aplicaciones. Quizas una de
las mas destacadas sea la micropropagacion, que permite la produccion masiva de
plantas, tedricamente idénticas a la planta madre, en espacios y periodos de cultivo
reducidos. Ademas, las plantas se pueden producir a lo largo de todo el afo ya que el
proceso es independiente de los efectos ambientales y el material producido puede
ser almacenado durante largos periodos de tiempo. Las plantas, ademas no requieren
excesivas atenciones entre los subcultivos y no se necesario realizar tratamientos
fitosanitarios. Sin embargo, la aplicacion de la micropropagacion tiene algunas
limitaciones, principalmente cuando se trata de cultivos mayoritarios, debido a su
relativo alto coste de produccion. Ademads, se necesita disponer de tecnologia
avanzada y se necesitan métodos especificos para obtener resultados Optimos para
cada especie y variedad. Por otra parte, las variaciones somaclonales que pueden
producirse pueden ser no deseables y normalmente no se detectan hasta estadios muy
tardios por lo que se aumentan las posibilidades de transmitir las variaciones a gran

escala.

El cultivo in vitro se aplica también en el ambito de la sanidad vegetal ya que,
a partir de cultivos de meristemas y/o termoterapia, se pueden obtener plantas libres
de patdogenos (Nehra y Kartha, 1994). Lo que permite la producciéon de plantas
certificadas. También es de destacar los importantes avances que ha logrado
conseguir el cultivo in vitro de tejidos y células vegetales como alternativa al cultivo
de plantas para la obtencion de metabolitos secundarios de interés farmacéutico,
alimentario o industrial (Kamada et al., 1986; Fujita y Tabata, 1987; Parr et al.,
1988; Fujita et al., 1990; Toivonen, 1993; Pifol et al., 1996; Palazon et al., 1997a).
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A parte de ello, el cultivo in vitro es aplicado en la mejora agrondémica, para realizar
estudios tedricos sobre fisiologia y bioquimica, para la conservacion de
germoplasmas, para la seleccion in vitro o hibridacion somatica, o para la
introduccion de nuevas caracteristicas en las plantas mediante ingenieria genética
(transformacion genética). Finalmente, cabe mencionar que la importancia de
disponer de un protocolo de cultivo y regeneracion in vitro reside, igualmente, en su
indispensabilidad como paso previo a la transformacion de modo que a partir de una
o varias células transformadas sea posible obtener un individuo con las

caracteristicas deseadas

I1.1.3. Situacion del cultivo in vitro del cafiamo

Son muy escasos los estudios referentes al cultivo in vitro del cafiamo. Los
primeros trabajos realizados se centraron principalmente en las potencialidades
bioquimicas de callos derivados de varios tejidos y suspensiones celulares obtenidas
a partir de ellos, planteandose como objetivo principal desarrollar sistemas que
permitan el estudio de la biosintesis y biotransformacion de los cannabinoides
(Veliky and Genest, 1972; Hemphill et al., 1978; Turner et al., 1980 y Braemer y
Paris, 1987). La primera publicacion sobre el cultivo de tejidos del cafiamo para la
regeneracion in vitro, data de 1981, donde Fisse et al. realizaron varios experimentos
con la intencion de establecer un eficiente protocolo para la micropropagacion. Sin
embargo, estos autores no fueron capaces de inducir la neoformacion de yemas in
vitro mediante regeneracion directa o indirecta concluyendo sobre la necesidad de la
presencia de yemas preexistentes en los explantos de tallo para el desarrollo de
plantulas enteras. Lo que les llevo a caracterizar el caiamo como poco susceptible a
la organogénesis in vitro. Semejantes conclusiones se publicaron por Richez-
Dumanois et al. en el afio 1986. Estos resultados incitaron a varios investigadores a
estudiar las condiciones influyentes sobre la callogénesis en el cafiamo (Zottini et al.,
1996) y concluir sobre la influencia del genotipo y explanto usado sobre la
abundancia y tipo de los callos obtenidos. Desafortunadamente, no se pudo

desarrollar protocolo ninguno para la organogénesis a partir de dichos callos. Mas
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tarde, Mandolino y Ranalli (1999) reanudaron estos estudios usando varias
concentraciones de 2,4-D y de BA. Como resultado de esas investigaciones, algunos
callos derivados de hojas mostraron ser caulogénicos. Sin embargo, la regeneracion
fue muy ocasional, juzgando por ello, que el cafiamo esta aun lejos de borrarse de la
lista de las especies recalcitrantes a las técnicas “in vitro”. Hay que sefnalar también
que en todos los estudios realizados, se resaltd la tendencia de los callos formados,
en las distintas condiciones de cultivo, a desarrollar raices frente a su poca

receptividad a la formacion de hojas y tallos.

Recientemente, Slusarkiewicz-Jarzina et al. (2005) consiguieron inducir la
formacion de tallos en callos derivados de peciolos, entrenudos y yemas axilares. No
obstante, el porcentaje de regeneracion obtenido fue muy bajo (1.35%). Por lo que,
como se puede ver, no se han descrito hasta la fecha protocolos eficientes y

reproducibles para la regeneracion in vitro del cafiamo.

I1.2. Transformacion genética mediada por Agrobacterium

Las técnicas de transformacion de células vegetales recorren en la mayoria de
los pasos del proceso al cultivo in vitro. Existen varias técnicas de transformacion
que se dividen en directas, induciendo la permeabilidad de la célula al ADN
(mediante electroporacion, agentes quimicos, microinyeccion, bombardeo, ect.), e
indirectas basadas en el uso de vectores que peden ser bioldgicos (Agrobacterium,
virus) o no bioldgicos (liposomas). La primera clase de técnicas tiene la limitacion de
requerir un elevado grado de manipulacion y la transformacion se realiza a células
individuales, lo que la convierte en un proceso muy laborioso que requiere alta
especializacion y largos periodos de trabajo. Ademas cuando el tejido bombardeado
es totipotente (excepto el polen) los individuos regenerados suelen ser quiméricos
(Sandford, 1990). Esto ha hecho que las técnicas indirectas, principalmente las que
usan microorganismos fitopatégenos para la introduccion del ADN en la célula

vegetal, sean las mas utilizadas.
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Dentro de todas las técnicas previamente citadas, quizas la mas versatil y
ampliamente utilizada sea la transformacion mediada por Agrobacterium (Gheysen et
al., 1998). El descubrimiento de la capacidad de esta bacteria de introducir ADN en
células vegetales supuso una revolucion en la transformacion ya que constituye uno
de los sistemas madas efectivos para introducir material genético en las células
vegetales e insertarlo en el genoma. Ademas, esta técnica es relativamente facil y se
aplica a un amplio rango de organismos incluyendo numerosas especies
dicotiledoneas y monocotiledoneas (De Cleene y De Ley, 1981; Tepfer, 1989; Porter,
1991; van Wordragen y Dons, 1992), gimnospermas (Morris y Morris, 1990;
McAfee et al., 1993; Levee et al., 1999), junto con algunos hongos (Bundock et al.,
1995; De Groot et al., 1998; Abuodeh et al., 2000). Recientemente, se ha demostrado
la capacidad de Agrobacterium de transferir el T-DNA a células humanas (Kunik et
al., 2001).

I1.2.1. Caracteristicas generales de la bacteria

El género Agrobacterium pertenece a la familia Rhizobiaceae. Se trata de una
bacteria del suelo, Gram negativa (Chriqui et al., 1996) movil mediante 2 a 3 flagelos
y que alberga un megaplasmido de mas de 200 kpb (Figura 5) llamado “Ri” (inductor
de raices) o “Ti” (inductor de tumores) en el caso de Agrobacterium rhizogenes y A.
tumefaciens respectivamente (Zaenen et al., 1974; Costantino et al., 1981). Las cepas
de Agrobacterium se clasifican en funcion del tipo de opinas (agrocinopinas, manitil
opinas, octopina, nopalina, succinamopina y cucumopina) que son aminoacidos
codificados por genes bacterianos y que tienen la funcion de alimento para la

bacteria.

El plasmido de Agrobacterium (sea el Ri o Ti) contiene una secuencia
llamada ADN transferido, o T-DNA, que es el unico fragmento de ADN bacteriano
que se transfiere a la célula vegetal a lo largo de la infeccion. En algunos plasmidos
(Ti tipo octopina y Ri tipo agropina) el T-DNA estd constituido por dos piezas
llamadas borde izquierdo y borde derecho (T -DNA y Tr-DNA respectivamente),

mientras que en otros casos, (Ri tipo manopina y cucumopina y Ti tipo nopalina), el
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T-DNA es un tnico y largo fragmento que muestra un alto grado de homologia con
el T.-DNA. El T-DNA contiene los genes responsables de la oncogénesis u
oncogenes, que son los responsables del desarrollo de la enfermedad en las plantas
infectadas, y se demostrdé que sus productos de expresion alteran los niveles y la
percepcion de las fitohormonas por las células transformadas (Willmitzer et al.,
1982; Akiyoshi et al., 1984; Inz¢é et al., 1984). Asi pues, la integracion del T-DNA en
el genoma huésped resulta en el desarrollo andrquico y neoplasico de células
transformadas en el sitio de infeccion, dando lugar a tejidos transformados con
crecimiento ilimitado (ver apartado I1.2.3). En la mayoria de los casos A. tumefaciens
induce un tejido inorganizado llamado “agalla del corona” o tumor, mientas que la
infeccion con A. rhizogenes resulta en la proliferacion de raices en el sitio de
infeccidon que se conocen bajo el nombre de raices en cabellera, raices transformadas,

“hairy roots”, o raices pilosas.

iad 2py

/ T—EJ:TA \/

Genes de
transmisibilidad

o

Figura 5. Estructura del plasmido Ti. T-DNA: region que se transfiere a la planta, vir: genes
de virulencia, iaa, ipt: oncogenes, 0ps: genes de sintesis de opinas, Ori: origen de replicacion,
BD: borde derecho, BI: borde izquierdo. Las flechas indican la direccion de la transcripcion
de cada gen.
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Genes de oncogénesis “oncogenes”

Los dos oncogenes del plasmido Ti responsables de la produccion de auxina,
denominados iaaM (o tms1:“tumor morphology shooty”) y iaaH (o tms2), codifican
las dos etapas de biosintesis de esta fitohormona. El gen iaaM tiene como producto la
triptofano monoxigenasa que convierte el triptofano en indol-3- acetamida (IAM)
(Thomashow et al., 1986). Este ultimo se convierte, a su vez, en acido indol-3-
acético (AIA) mediante la indol-3-acetamida hidrolasa que es el producto del gen
iaaH (Inzé et al., 1984; Schroder et al., 1984; Thomashow et al., 1984). El T-DNA
del plasmido Ti se encuentra también otro oncogén denominado ipt o tmr “tumor
morphology rooty” que codifica por una enzima que cataliza la primera etapa de
biosintesis de citoquininas. El producto de este gen es una dimetilalil-pirofosfato
(DMAPP) transferasa o isopentenil transferasa que convierte el DMAPP y el AMP
en isopentenil-AMP. Este ultimo se transforma rapidamente en citoquinina por las

enzimas vegetales (Akiyoshi et al., 1984; Barry et al., 1984; Buchmann et al., 1985).

En cuanto al T-DNA del plasmido Ri, los verdaderos protagonistas de la
oncogeénesis son cuatro loci localizados en ¢l T -DNA (borde izquierdo del T-DNA)
y que protagonizan la induccion y el crecimiento de las “hairy roots” o raices
transformadas y por ello se llaman rol (loci inductores de raices). Estos loci,
denominados rolA, rolB, rolC y rolD, corresponden a las regiones codificadoras
OREF “open-reading frames”: ORF 10, 11, 12 y 15 del T-DNA (Slightom et al., 1986)
y son capaces, por si solos, de inducir raices transformadas de la misma manera que
el T-DNA entero (Capone et al., 1989). Varios trabajos han mostrado que la accion
sinérgica de los tres primeros genes rolA, rolB y rolC es esencial para el desarrollo y
mantenimiento del fenotipo de las raices transformadas (Cardarelli et al., 1987,
Altabella et al., 1995; Palazon et al., 1997b). Los genes rol difieren en su capacidad
para estimular la formacion de raices, siendo el gen rolB mas eficiente que rolA y
rolC. En cambio, rolD s6lo no es capaz de inducir desarrollo ninguno (Mauro et al.,
1996). Por otra parte, raices transformadas de tabaco que expresan unicamente el gen

rolC presentaron una mayor ramificacion en comparacion con las raices para los

29



Aproximaciones biotecnoldgicas tendentes a la mejora del cafiamo (Cannabis sativa)

genes rolA y rolB. Este ultimo resultd en raices mas gruesas mientras que rolA dio

raices con crecimiento limitado (Palazon et al., 1997 b).

La accion bioquimica de los genes rol se explico a principios de la década de
los 90, con su implicacion en la liberacion de auxinas y citoquininas activas a partir
de formas inactivas (Estruch et al., 1991a, b; Hamill, 1993). Sin embargo estudios
posteriores han sugerido que la expresion de los genes rol influencia la sensibilidad a
los reguladores de crecimiento, y probablemente también el metabolismo hormonal
en las células transformadas (Schmiilling et al., 1993; Delbarre et al., 1994; Filippini
et al., 1996). El producto del gen rolB posee una actividad tirosin fosfatasa (Filippini
et al., 1996) y esta implicado en la sefial de transduccion de auxinas, por lo que
incrementa la sensibilidad de las células que lo expresan a las auxinas (Span¢ et al.,
1988 y Shen et al., 1990; Maurel et al., 1994). La funcion del gen rolC es
probablemente la mejor conocida, teniendo el producto de dicho gen una actividad
enzimatica capaz de hidrolizar N- y O- glucésidos de citoquininas y liberar por
consiguiente citoquininas activas (Estruch et al., 1991b). Sin embargo, esta funcion
no ha podido ser demostrada in vivo. Al mismo tiempo la funcion del gen rolA sigue
siendo desconocida. La reduccion del contenido del acido giberélico en plantas que
expresan dicho gen deja sugerir que esta involucrado en la alteracion fenotipica de
las plantas transformadas actuando sobre la sintesis o la actividad de esta
fitohormona (Dehio et al., 1993). Se desconoce también la funcion del rolD (presente
exclusivamente en el T-DNA de las cepas tipo agropina), aunque en plantas
transgénicas de tabaco se ha demostrado que el producto de este gen mostrd ser
responsable de una aceleracion dramadtica entre la fase vegetativa y la fase

reproductora estimulando la aparicion de las flores (Mauro et al., 1996).

Ademas de los genes rol, en el borde derecho del T-DNA de algunas cepas de
A. rhizogenes (tipo agropina), se encuentran genes cuya secuencia es similar a la de
los genes iaaM y iaaH del plasmido Ti. Estos genes denominados genes aux
codifican las dos etapas de biosintesis del acido 3-indolacético (Huffman et al., 1984;
De Paolis et al., 1985; Depicker et al., 1988), pero es evidente que no son esenciales

para la formacion y el mantenimiento de las raices transformadas puesto que incluso
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las cepas que carecen del Tr-DNA son efectivas en la induccion de raices
transformadas. Otros segmentos presentes en el T-DNA del plasmido Ri como las
regiones codificadoras ORF8, ORF13 y ORF 14 (plastimos tipo agropina, manopina
y cucumopina) estan también implicados en la induccion de las raices (Spena et al.,
1987). Hasta el momento, y pese a los grandes esfuerzos para estudiar los oncogenes
del plasmido Ri, poco se conoce acerca de las funciones y efectos de los genes rol asi

como los ORF8, ORF13 y ORF14.

Genes de virulencia “genes vir”

En todas las cepas de Agrobacterium los genes esenciales para la
transferencia del T-DNA estan codificados por une secuencia adyacente al borde
izquierdo del T-DNA y que estd constituida por unas 40 kb. Esta secuencia,
denominada region de virulencia o region vir, esta formada por seis u ocho operones
que codifican por 22 a 27 proteinas y su emplazamiento fuera del T-DNA hace que
no se transfiere a la célula vegetal (Garfinkel y Nester, 1980; Ooms et al., 1980). Los
genes Vir actian en cascada cuando se detectan lesiones en las células vegetales
siendo los loci virA, virB, virD y virG esenciales para la virulencia mientras que los
demas loci parecen tener un papel accesorio (Stachel y Nester, 1986) pudiendo ser

ausentes en algunas cepas.

I1.2.2. Etapas de la infeccion

La respuesta de una planta a Agrobacterium ocurre en varias etapas (Figura 6)
y depende de distintos parametros relacionados con la propia planta (susceptibilidad
del genotipo, estado de desarrollo y tipo de tejido infectado, ect.), factores
ambientales como el pH y temperatura y también de la cepa bacteriana usada para la
infeccion (Chriqui et al., 1996). Los principales pasos de la interaccion

planta/Agrobacterium son:
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1) Reconocimiento planta-Agrobacterium

Durante el ciclo de vida de las agrobacterias, muchas se localizan en la
superficie del tejido vegetal. Tras producirse una lesiéon en la planta, las células
comienzan un proceso de reparacion del tejido dafiado mediante la produccion de
lignina. Los precursores de la lignina son compuestos fenolicos que, junto con otras
sustancias encontradas en la zona herida como azucares y aminoacidos, atraen a las
agrobacterias por quimiotactismo (Stachel et al., 1985; Bolton et al., 1986; Delay et
al., 1992).

2) Adhesion de Agrobacterium a la célula vegetal

Una vez dentro de la herida, Agrobacterium se une ligeramente a la
superficie de la célula vegetal mediante polisacaridos, y seguidamente la sintesis de
celulosa fortalece esta union y la hace irreversible. Estos procesos estan codificados
por los locus attR y cel ABCDE, respectivamente, localizados en el cromosoma de la
bacteria (Matthysse, 1983, Matthysse, 1986; Matthysse et al., 1995). La celulosa
formada por las agrobacterias adheridas es pegajosa, por lo que las bacterias libres
también quedan atrapadas en las fibrillas de celulosa, lo que hace que se formen
agregados bacterianos en la superficie vegetal (Matthysse, 1983). Otros genes,
denominados genes de virulencia cromosdmica “chv” estan también involucrados en
la adhesion de la bacteria a la célula vegetal, y codifican para factores que permiten

reconocer la proximidad de un posible huésped y su infeccion.

3) Activacion de los genes de virulencia y produccion de la hebra-T

Simultaneamente a la unién de Agrobacterium a las células vegetales en el
sitio de la herida, est4 ocurriendo la activacion de los genes de virulencia bacterianos,
“genes Vir”, por varias condiciones inductivas cominmente encontradas en las
heridas de la planta. Estas condiciones engloban sustancias fendlicas como la
acetosiringona o la o- hidroxi acetosiringona, pH acido (5-5.8) y aztcares (Binns y
Thomashow, 1988). La percepcion de estas condiciones de induccion activa, directa

o indirectamente, el producto génico de VirA que es una proteina sensora localizada
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en la membrana de Agrobacterium. Esta proteina tiene actividad autoquinasa, y luego
transfiere el fosfato a la proteina virG que resulta asi activada. La proteina virG tiene
una localizacion citoplasmatica y actia activando la transcripcion de todos los genes
vir. El procesamiento del T-DNA, resultado directo de esta activacion, comienza con
sendos cortes en los extremos repetidos de los bordes derecho e izquierdo del mismo.
La formacién de esta cadena sencilla es posible gracias a la actuacion del operdn
virD, del cual cabe destacar el papel de dos proteinas virD1 y virD2, que actian
como endonucleasas y cortan en los bordes del T-DNA en presencia de Mg
Después, virD2 se une al extremo 5° del T-DNA y parece guiarlo primero hacia la
membrana bacteriana y luego hacia la célula vegetal (Ward y Barnes, 1988; Young y

Nester, 1988).

4) Transferencia del T-DNA a la célula vegetal

El complejo T-DNANiIrD2, junto a otras proteinas vir, atraviesan la
membrana plasmatica vegetal a través de una estructura de transporte, o canal,
formado por las proteinas codificadas por el operdn virB (Fullner et al., 1996; Lessi y
Lanka, 1994). Una vez en el citoplasma de la célula vegetal la proteina VirE2 cubre el
T-DNA vy lo protege de las endonucleasas. Esta proteina junto con la virD2 posee
secuencias llamadas secuencias de localizacion nuclear por lo que ambas estan
implicadas en la transferencia del T-DNA hacia el nticleo. Ademas la proteina VirE2
confiere al complejo T-DNA/virD2 la conformaciéon adecuada para que pueda

atravesar la envoltura del poro nuclear.

5) Integracion del T-DNA en el cromosoma vegetal

Cuando el T-DNA, llega al nucleo de la célula huésped, la proteina VirE2 le
dirige hacia la cromatina y probablemente inicia su integracion en el genoma vegetal.
En este proceso participan también enzimas vegetales, y la proteina virD2 (Tinland,
1995). La integracion del T-DNA en el ADN del huésped es aleatoria, aunque se ha
descrito que ocurre preferentemente en secuencias transcripcionalmente activas

(Herman et al., 1990). La recombinacion ocurre segin el modo llamado “ilegitimo”
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que, a diferencia de la recombinacion homologa, no depende de una region de

extensa similitud de secuencia (Chilton et al., 1977; 1982).

6) Expresion del T-DNA en la célula vegetal

Como ultimo paso, el T-DNA insertado en el genoma de la célula vegetal se
expresa de forma estable y su transmision a las siguientes generaciones se hace segun
las leyes Mendelianas (Stouggard et al., 1987; Zambryski et al., 1989). La expresion
del T-DNA en la célula vegetal transformada conlleva la expresion de los oncogenes
albergados en el mismo y quienes alteran el balance hormonal de dicha célula, lo que
resulta en los eventos de crecimiento asociados a estos cambios (Akiyoshi et al.,
1983; Binns y Thomashow, 1988). Por otra parte la expresion del T-DNA en la
célula vegetal se acompana con la expresion de genes que codifican para enzimas de
biosintesis de opinas (genes 0ps). Dichas opinas representan la fuente de carbono y
nitrégeno que soportan el crecimiento de la bacteria, y que solo pueden ser

metabolizados por ella (Tempé et al., 1984).
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I1.2.3. Iniciacion y desarrollo de los tejidos transformados

Raices en cabellera

Como se ha explicado anteriormente, la expresion de los oncogenes en la
célula vegetal altera tanto los niveles de las hormonas endégenas como su percepcion
por la célula vegetal. Como resultado, lo primero que se observa, en caso de la
infeccion con Agrobacterium rhizogenes, es el desarrollo de una masa de células
prerizogenéticas en el sitio de infeccion, a partir de las cuales se organizan los
primordios radicales que se desarrollan para formar raices (Bercetche et al., 1987;
Grima-Pettenati et al., 1989; Chriqui et al., 1996). El potencial de crecimiento de
estas raices depende del propio genotipo del huésped y de los eventos de
transformacion como la secuencia transferida, nimero de copias y localizacion del T-
DNA en el cromosoma vegetal (Chriqui et al., 1996, Bourgaud et al., 1997). Las
raices formadas tienen un origen clonico; cada raiz se desarrolla generalmente a
partir de una Unica célula vegetal transformada (Tempé y Casse-Delbart, 1989). Esto
hace que los clones de raices transformadas iniciados usando el mismo material y
tecnologia, en distintos sitios de infeccion presenten diferencias en su morfologia, en
la tasa de crecimiento y hasta en los perfiles y concentraciones de metabolitos
secundarios (Mano et al., 1989; Bourgaud et al., 1997). Esta variabilidad estaria
debida a diferencias en los niveles de expresion de los genes del T-DNA (Amselem y
Tepfer, 1992), por ejemplo, en raices transformadas de Catharanthus roseus las
variaciones observadas en la tasa de crecimiento, niveles de alcaloides, morfologia y
produccion de etileno se correlacionaron con los niveles de expresion del gen rolC

(Palazon et al., 1998).

Agallas de cuello o tumores

La respuesta de la célula a A. tumefaciens es probablemente mucho menos
compleja que en el caso de A. rhizogenes, aunque las principales etapas para la
induccion del tejido transformado tienen grandes similitudes. La expresion del T-
DNA del plasmido Ti resulta en niveles incrementados de auxina y citoquinina en la

célula transformada, lo que induce el desarrollo de un tejido con crecimiento
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anarquico e incontrolado y que no esta diferenciado. A nivel celular esta es la
principal diferencia que este tejido tiene respecto de las raices transformadas, y es la
misma limitacion que tiene el uso de cepas de A. tumefaciens completas (no

desarmadas) para la transformacion.

I1.2.4. Uso de Agrobacterium como vector de genes

Ya sabemos ahora que todo gen insertado entre las secuencias bordes de los
plasmidos Ri o Ti sera reconocido y transferido al genoma vegetal. En algunos casos
la insercion del gen (o genes) foraneo (s) en el T-DNA se hace en presencia de los
oncogenes del propio plasmido, principalmente en caso de A. rhizogenes, lo que da
lugar al desarrollo de raices transformadas que expresan el gen introducido, y que
obviamente se expresard también en las plantas regeneradas a partir de dichas raices.
Otra forma también de usar Agrobacterium como vector de genes es el empleo de
cepas desarmadas, las cuales carecen del T-DNA y por ello de los oncogenes, sin
prescindir de la region de virulencia que asegura la transferencia del ADN foraneo a
la célula vegetal, siempre que esté situado entre las secuencias bordes. En este caso
el ADN foraneo se expresa en la célula vegetal sin que haya desarrollo de tejidos
transformados. Esto dio lugar a lo que se denomina vectores cointegrativos o que
actan en cis (Zambryski et al., 1983). La transferencia del T-DNA (y genes
foraneos insertados entre las secuencias bordes), puede ocurrir también en trans, lo
cual quiere decir que los genes de virulencia y el T-DNA estan portados por

plasmidos diferentes, lo que se conoce como sistema binario.

En cualquier caso, en un proceso de transformacion no todas las células
llegan a ser transformadas. Para la seleccion de los transformantes se recurre al uso
de genes marcadores, que se introducen junto al gen foraneo que queremos expresar
en la planta, y que permiten reconocer y seleccionar las células que han sido
transformadas (Miki y McHugh, 2004). Existen dos tipos de marcadores, de
seleccion e informadores. Los marcadores de seleccion confieren ventaja a las

células transformadas frente a las no transformadas en un medio selectivo, usando
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habitualmente como agente selectivo un antibidtico o un herbicida. Se utiliza con
mas frecuencia el gen de la neomicina fosfotransferasa (nptll) que confiere
resistencia frente a antibioticos de la familia de los aminoglicésidos, como la
Kanamicina, mediante la fosforilacion del antibiotico. Teodricamente, la adicion al
medio de la sustancia toxica es suficiente para la seleccion de las células
transformadas, estableciendo previamente la concentracion de dicha sustancia que
inhibe la regeneracion para cada una de las especies, variedades y tipo de explanto

utilizado.

En cuanto a los marcadores de informacién o “genes chivatos” dan a la
célula que lo ha incorporado, una caracteristica que la distingue de las demas. Suelen
ser genes que codifican para enzimas que actuan sobre sustratos cromogénicos,
fluorogénicos, emisores de iones o radioactivos, de tal manera que cuando se anade
el sustrato al medio se identifican las células transformadas visualmente. El mas
usado es el gen de la B-glucuronidasa (uidA o gusA), aislado de E. coli, que hidroliza
B-glucurénidos (Vancanneyt et al., 1990). Si se incuban las células con el sustrato
incoloro 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucurénido (X-Glu) aparece una coloracion

azul en las células transformadas.

Aunque los marcadores genéticos permiten la seleccion de las células e
individuos transformados, disponer de una prueba definitiva de la integracion de los
transgenes requiere utilizar técnicas moleculares como la PCR (reaccidon en cadena
de polimerasa) o la prueba de hibridacion molecular Southern (Southern, 1975). Si
estas pruebas dan positivo es irrefutable que la integracion de los transgenes en el

genoma de la planta se ha producido.

I1.2.5. Propiedades de las raices transformadas
Durante mas de 25 anos, las raices transformadas estuvieron involucradas en

un amplio rango de estudios fundamentales, fisiologicos y bioquimicos de las

plantas. Sin embargo, en los ultimos afios, este material ha ido remplazando
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rapidamente a los sistemas clasicos de cultivo de tejidos y cultivos celulares que se
empleaban tanto en los estudios de las rutas biosintéticas y produccion de
metabolitos secundarios con propiedades farmacoldgicas, cosméticas o alimentarias,
como en los procesos de obtencion de plantas genéticamente transformadas (Hu y
Du, 2006). El progreso que ha conocido este tipo de cultivos se debe en gran medida
a algunas caracteristicas que favorecen su uso frente a otros tejidos y que se detallan

a continuacion:

Estabilidad fenotipica y genotipica

La estabilidad en el genoma y en la expresion del mismo son requisitos
principales para la tecnologia de cultivo de tejidos vegetales sea para la
micropropagacion, obtencion de plantas genéticamente transformadas, produccion de
metabolitos secundarios a escala industrial u otras aplicaciones experimentales.
Numerosos estudios citologicos que incluyen variaciones en la estructura y en el
numero de cromosomas (Aird et al., 1988; Ramsay y Kumar, 1990; Ermayanti et al.,
1993) han mostrado que las raices transformadas, como la mayoria de los tejidos
vegetales diferenciados, presentan un alto grado de estabilidad cromosomica, incluso
durante periodos de cultivo prolongados. Esto se ha traducido en una estabilidad en
el crecimiento (morfologia y velocidad de crecimiento) y en niveles de metabolitos
secundarios, mas o menos estables, incluso durante periodos de cultivo prolongados
(Flores, 1987; Ciau-Uitz et al., 1994). Maldonado-Mendoza et al. (1993) observaron
que después de cinco afios de cultivo algunas lineas de raices transformadas de
Datura stramonium mantuvieron los mismos niveles de alcaloides tropanicos

encontrados inicialmente.
Autotrofia a las hormonas exdgenas

Un cultivo de facil obtencion y mantenimiento y que ademas requiere
menores aditivos para ello, siempre es preferido para todo proceso experimental.

Como se ha explicado en el apartado II.1.1, los cultivos de tejidos y células vegetales

necesitan, aportes regulares de estrictas combinaciones y concentraciones de
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reguladores de crecimiento durante todo el periodo de cultivo. Algunos de estos
reguladores mostraron tener un efecto inhibidor sobre la produccion de metabolitos
secundarios en varios cultivos celulares (Mantell y Smith, 1984; Bohm y Rink, 1988;
Seitz y Hinder, 1988). Las raices transformadas tienen la ventaja, por haber integrado
y expresado los oncogenes del T-DNA del plasmido Ri (principalmente los genes
rol) de dispensar del aporte exdgeno de reguladores de crecimiento. Por lo que no se
requiere, generalmente, su adicion en ningin paso durante la induccion o cultivo de

raices transformadas aun durante periodos prolongados.

Rapidez de crecimiento

Los cultivos de raices transformadas muestran, generalmente, un crecimiento
muy activo con tiempo medio de doblamiento de biomasa de 1 a 2 dias (Maldonado-
Mendoza et al., 1993; Kanokwaree y Doran, 1997, Wongsamuth y Doran, 1997),
caracteristica que es estable a lo largo del tiempo. Esta tasa de crecimiento es
parecida a la observada en las suspensiones celulares y es mucho mayor respecto de
las raices no transformadas cultivadas in vitro. La alta capacidad de crecimiento que
tienen las raices transformadas frente a las normales se debe a la gran capacidad de
ramificacion observada en estas raices. En otros casos se han descrito tiempos de
doblamiento de biomasa mayores, que llegaron hasta una semana (Arellano et al.,

1996; Shiao y Doran, 2000; Nedelkoska y Doran, 2000).

Muchos investigadores dedicaron grandes esfuerzos y recursos a la
optimizacion de las condiciones de cultivo de las raices transformadas con el
propésito de mejorar el rendimiento experimental. Las raices transformadas han
mostrado una gran sensibilidad a las condiciones de cultivo, en términos de biomasa
y produccion de metabolitos secundarios que, pese a estar bajo control genético, se
ha visto significativamente influida por factores nutricionales y medioambientales
(Giri et al., 1997; Nussbbaumer et al., 1998). Generalmente, entre las condiciones
mas influyentes se destacan la concentracion de sacarosa y sales en el medio de
cultivo, el nivel y fuente de nitrogeno empleados (Bensaddek et al., 2001; Lourenco

et al., 2002), ademas de la temperatura e iluminacion (Jaziri et al., 1995; Schumacher
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et al.,, 1995). Por otra parte, los cultivos de raices transformadas se realizan
habitualmente en medios liquidos, por lo visto, el crecimiento plagiotropico que
tienen las raices en este medio favorece su aeracion y lleva a una mayor acumulacioén
de biomasa. (Giri y Narasu, 2000). En cambio la selecciéon y mantenimiento de las

lineas suele hacerse en medio s6lido o semi sélido.

I1.2.6. Aplicaciones del cultivo de raices transformadas
I1.2.6.1. Produccion de metabolitos secundarios de interés

Capacidad biosinética

Las plantas representan una fuente importante para un amplio rango de
metabolitos secundarios con aplicaciones farmacéuticas, agroquimicas o
alimentarias, y otros que se usan como colorantes o biopesticidas. Entorno del 80%
de los 30,000 productos naturales conocidos son de origen vegetal (Balandrin y
Klocke, 1988; Phillipson, 1990). No obstante, la obtencion de dichos compuestos a
partir de cultivos de plantas se enfrenta generalmente a varios problemas
principalmente de tipo medioambiental. Por otra parte, a pesar de los avances
logrados en la quimica sintética, seguimos dependiendo de las fuentes biologicas
para la obtencion de un gran niimero de metabolitos secundarios, incluyendo los que
tienen aplicaciones farmacéuticas (Pezzuto, 1995), debido a la complejidad de la
estructura de algunos y que hace imposible su sintesis industrial a precio

competitivo.

Como remedio a estas limitaciones se han desarrollado sistemas alternativos
para la produccion de metabolitos secundarios de interés, usando cultivos de células
vegetales. Existen numerosos trabajos de revision que abordaron las potencialidades
y posibilidades que ofrecen los cultivos de células vegetales para la produccion de
metabolitos secundarios (Alfermann y Peterson, 1995; Dornenburg y Knorr, 1997;
Scragg, 1997; Ravishankar et al., 1999; Ramachandra y Ravishankar, 2002). Estos

trabajos mencionaron también las principales limitaciones del uso de este tipo de
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cultivos, como la dificil aplicabilidad para una produccién a escala industrial debido
al bajo rendimiento y a los elevados costes de produccion. Ademas, limitaciones de
tipo fisioldgico del propio tejido como la inestabilidad de las lineas celulares o
disminucion de la productividad complicaron mas el uso de este tipo de cultivos para
la obtencion de metabolitos secundarios. Todo esto incit6 los cientificos a investigar
la posibilidad de usar tejidos diferenciados como alternativa a los cultivos celulares.
Tales tejidos son genéticamente mas estables y presentan generalmente mayores
niveles de metabolitos secundarios, pero hasta el momento estos cultivos no han
podido aplicarse a escala industrial (Ramachandra y Ravishankar, 2002). El
descubrimiento de las potencialidades de las raices transformadas, obtenidas tras la
infeccion con Agrobacterium rhizogenes, como el rapido crecimiento, estabilidad
genética y altas tasas de produccion desviaron el interés de los cientificos hacia el
estudio de las posibilidades que ofrecen como alternativa para la produccion de

metabolitos secundarios a nivel industrial.

Estudios realizados en los afios 80 indicaron que los perfiles de metabolitos
secundarios encontrados en las raices transformadas son muy parecidos a los
presentes en la raiz normal de la planta de origen (Flores y Filner, 1985; Parr y
Hamill, 1987), siendo éste el lugar de acumulaciéon de muchos metabolitos
secundarios con aplicaciones farmacetticas (Guillon et al., 2006). Este hecho
aumento6 el interés por desarrollar cultivos de raices transformadas en muchas plantas

medicinales.

Los niveles de metabolitos secundarios sintetizados por las raices
transformadas varian segun el propio metabolito, especie de origen y muchas veces
depende de las condiciones del medio de cultivo. Shimomura et al. (1991)
demostraron que la cepa de A. rhizogenes, usada para la induccion de raices, puede
también afectar la concentracion final de metabolitos secundarios. Estos niveles
pueden ser mayores que los encontrados en las raices de la planta madre (Payne et
al., 1987, Shanks y Morgan, 1999). Ademas, raices transformadas de algunas
especies mostraron la capacidad de sintetizar metabolitos secundarios caracteristicos

de la parte aérea de la planta, y que estan normalmente ausentes en las raices. Por
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ejemplo raices transformadas de Lawsonia inermes sintetizaron niveles significativos
de lawsona (Bakkali et al., 1997). También se detecto la presencia de artemisinina,

en cultivos de raices transformadas de Artemisia annua L. (Jasiri et al., 1995).

Otros estudios descubrieron la capacidad de las raices transformadas de
algunas especies de sintetizar nuevos productos naturales. Asi, cuatro andlogos de
poliacetileno, con actividad acilCoA-colesterol-acil transferasa, se identificaron y se
aislaron a partir de raices transformadas de Panax ginseng (Kwon et al., 1977). Al
igual que ello, dos nuevos flavonoides con actividades antimicrobiana y antioxidante
se detectaron en raices transformadas de Glycyrrhia glabra (Asada et al., 1998). No
obstante, mayores niveles de estos metabolitos secundarios pueden obtenerse a partir

de cultivos de tejidos procedentes de la parte aérea de la planta (Endo et al., 1987).

En conclusion, a menos que se sepa con certeza que un determinado
compuesto no puede ser sintetizado en las raices, el desarrollo de cultivos de raices
transformadas de especies productoras de metabolitos con aplicaciones industriales
representa una buena via para la obtencion de dichos metabolitos. En la actualidad se
conocen mas de 450 especies, pertenecientes a diferentes géneros y familias,
susceptibles a la infeccion por A. rhizogenes (Porter, 1991), de las cuales cultivos de
raices transformadas de mas de 80 especies mostraron ser capaces de sintetizar

metabolitos secundarios de interés farmacéutico (Giri y Narasu, 2000).

Elicitacion

Como se ha comentado en el apartado anterior la produccion de metabolitos
secundarios es una de las aplicaciones mas destacadas del cultivo de raices
transgénicas. Desafortunadamente, la mayor limitacion a la que se enfrenta es la baja
productividad de estas raices en comparacién con la propia planta, por lo que, se
desarrollaron varias técnicas encaminadas a la mejora de la produccién de
metabolitos secundarios de interés en los cultivos de raices transformadas. Asi,
basandose sobre la capacidad de Agrobacterium de transferir cualquier gen foraneo

insertado entre los bordes del T-DNA, se investigd la posibilidad de introducir, en
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células vegetales, genes que codifican por enzimas relevantes en la ruta biosintética
de ciertos metabolitos secundarios. El uso de esta técnica se enfrentd a la falta de
informacion detallada sobre los genes biosintéticos y su regulacion, por lo que hasta
el momento, sdlo existen pocos experimentos realizados con el propdsito de alterar
los niveles de algunos metabolitos secundario en raices transformadas. De forma que
los avances logrados en el tema representan solo el inicio de la aplicacion de la
ingenieria metabolica para la obtencion de raices transformadas mds productivas
(Hamill et al., 1990; Hashimoto et al., 1993; Jouhikainen et al., 1999). Otras técnicas
mucho mas faciles y eficientes estan adoptadas y ampliamente estudiadas para
mejorar la productividad de las raices transformadas en un gran nimero de especies
vegetales. Dichas técnicas se basan principalmente en la implicaciéon del

metabolismo secundario en el proceso de defensa de la planta.

Se conoce ahora que el principal papel que juegan los metabolitos
secundarios en la planta es el de defensa, protegiéndola frente a ataques de insectos,
herbivoros y patdgenos. También actian ayudandola a afrontar otras condiciones
adversas como situaciones de estrés abiotico (rayos UV, cambios bruscos de
temperatura, metales pesados, etc.). Algunas estrategias usaron este principio y lo
desarrollaron para mejorar la produccion de metabolitos secundarios en los cultivos
in vitro. Estas estrategias incluyen la aplicacion de moléculas sefiales, estrés abidtico
o tratamientos con elicitores (Yukimune et al., 1996; Zhao et al., 2000; 2001; Zhang
et al., 2004). El término “elicitor” se utiliza cominmente para denominar aquellas
moléculas naturales (bioticas), sean procedentes de la planta (elicitores endégenos) o
del fitopatdgeno (elicitores exdgenos), o quimicas (abidticas) que son capaces de
inducir respuestas estructurales y/o bioquimicas asociadas a la resistencia de la planta
frente al organismo que la ataca (Ebel y Mithofer, 1997, Radman et al., 2003).
Asimismo, los elicitores, son capaces de desencadenan la respuesta de
hipersensibilidad de la planta, que se acompafia con un incremento en la produccion
de compuestos implicados en la defensa (Robbins et al., 1985; Singh, 1999). Lo que
da lugar, no solamente a la formacion de novo de fitoalexinas, sino también la

induccion de la biosintesis de varios metabolitos secundarios.
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Generalmente, el uso de hongos para la elicitacion ha mostrado una alta
eficiencia siendo capaz de provocar un aumento considerable en los niveles de
metabolitos secundarios en muchas especies (Eilert et al., 1986). La mayoria de las
estrategias empleadas en este aspecto usan homogenados autoclavados del cultivo
del hongo (Yoshikawa et al., 1993), o filtrados de cultivos del mismo (Pasquali et al.,
1992; Ciddi et al., 1995). Por otra parte el uso de elicitores abidticos como el
metiljasmonato (MeJa), molécula que provoca la produccion de fitoalexinas tras la
exposicion a patogenos o herbivoros (Hashimoto y Yamada, 1994; Reibothe et al.,
1994; Szabo et al., 1999), puede incrementar significativamente la produccion de
varias clases de metabolitos, principalmente los alcaloides, en un amplio rango de

especies vegetales (Zabetakis et al., 1999).

El éxito de la elicitacion depende principalmente de la interaccion del tejido
vegetal tratado con el elicitor elegido. Por otra parte, el uso de una combinacién
inapropiada del medio con el elicitor, junto con la aplicaciéon de concentraciones o
duraciones de tratamiento inadecuadas del mismo, pueden resultar en una elicitacion
ineficiente (Savitha et al., 2005). Por lo que han de probarse, para desarrollar un
protocolo eficiente para la elicitaciéon de un metabolito secundario concreto en una
determinada especie, varios tipos y concentraciones de elicitores y distintas
duraciones de tratamientos. Hoy en dia existe un gran numero de trabajos donde se
comentaron significativos aumentos en la produccion de metabolitos secundarios en
cultivos de raices transformadas tras aplicar tratamientos de elicitacion (Bais et al.,
2003; Jung et al., 2003; Komaraiah et al., 2003; Palazon et al., 2003; Staniszewska et
al., 2003; Yaoya et al., 2004; Ge y Wu, 2005; Yan et al., 2005). No obstante estos
resultados, como se ha dicho previamente, dependen de cada metabolito y de la

especie de donde proceden las raices.

I1.2.6.2. Obtencion de plantas transgénicas

Las raices transformadas han mostrado ser capaces de regenerar plantas

viables, fértiles y genéticamente estables en periodos significativamente mas
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reducidos en comparacion con otros sistemas de transformacion. El origen clonico de
estas raices hace que todas las plantas regeneradas a partir un cultivo procedente de
una unica raiz sean genéticamente idénticas, por lo que, el uso de raices
transformadas para la micropropagacion de plantas de interés econdmico,
agronomico o medicinal presenta un gran interés sobre todo para las especies
dificiles de manejar (Gutierrez-Pesce et al., 1998; Perez-Molphe y Ochoa-Alejo,
1998). En general, la regeneraciéon a partir de raices transformadas requiere la
adicion de adecuadas combinaciones hormonales, al igual que todos los tejidos
vegetales. No obstante, en varias especies se observd regeneracion espontianea de
parte aérea en cultivos de raices transformadas, debido al alterado metabolismo
hormonal que tienen (Celma et al., 2000; Subroto et al., 2001). Este fenémeno de
regeneracion directa no requiere una etapa intermedia de formacion de callo, con lo
que se evita la aparicion de variacién somaclonal. Por otra parte, vista la naturaleza
organizada y estabilidad genética de las raices transformadas todas las plantas
regeneradas a partir de ellas son establemente transformadas, lo cual no requiere, a
diferencia de las demas técnicas usadas para la obtencion de plantas transgénicas, el
uso de agentes quimicos para la seleccion de transformantes. Dichos agentes de
seleccion pueden ser perjudiciales para los tejidos vegetales, ademas se evita el

desarrollo de plantas quiméricas (Subroto et al., 2001).

Por otra parte, genes fordneos incorporados en plasmido Ri pueden
introducirse de forma eficiente en el genoma de la célula transformada y expresarse,
por ello, en la planta regenerada (Schell, 1995a y 1995b; Miranda y Campos, 1998).
No obstante, debido a la expresion de los genes rol y aux, las plantas regeneradas a
partir de raices transgénicas muestran frecuentemente anomalias que se conocen bajo
el nombre del “sindrome de las raices en cabellera” (Christey, 1997) y que
representan el principal problema del uso de este material para la regeneracion en
algunas especies. Estas anomalias varian segliin la especie y suelen ser: enanismo,
estimulacion de la produccion de raices, disminucion de la dominancia apical, flores
con alteraciones fenotipicas, disminucion del nimero de flores y hojas pequenas y
rugosas (Hamamoto et al., 1990; Handa, 1992). Sin embargo, en algunas especies

como Medicago sativa y Lotus corniculatus estas alteraciones no fueron
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problemadticas y no aparecieron modificaciones morfoldgicas en la parte aérea de la
planta regenerada (Sukhapinda et al., 1987; Spané et al., 1987). Asi, pese al
problema del fenotipo alterado de las plantas transformadas con A. rhizogenes, éste
permanece un sistema muy usado para la obtencion de plantas transgénicas,
habiéndose utilizado cultivos de raices transformadas para la regeneracion de plantas
en mas de 62 taxones diferentes representando 53 especies repartidas en 24 familias

(Christey, 1997).

I1.2.6.3. Otras aplicaciones de las raices transformadas

Ademas de las aplicaciones anteriormente mencionadas, existe un interés
creciente para estudiar la posibilidad de introduccién y expresion de proteinas
foraneas de interés en las raices transformadas para producciones industriales. Por
ejemplo, en raices transformadas de Nicotiana tabacum, se ha introducido y
expresado con ¢xito el gen de biosintesis de la proteina IgG1l (anticuerpo
monoclonal) (Wongsamuth y Doran, 1997; Sharp y Doran, 1999). Las
concentraciones de anticuerpo sintetizadas en dichas raices transformadas fueron
mayores que las obtenidas en suspensiones celulares de la misma especie. No
obstante, se ha visto que estas raices tienden a retener la proteina en el tejido, lo que
complica el proceso de purificacion y hace necesaria la destruccion de las raices para
extraer la proteina sintetizada. De esta forma, la capacidad biosintética del tejido no
podra aprovecharse durante ciclos sucesivos y esto representa, hasta ahora, la mayor

limitacion del uso de las raices transformadas para esta finalidad.

Por otra parte, incrementan los estudios que investigan la capacidad de las
raices transformadas de descontaminar el medio de cultivo de sustancias toxicas
(agentes quimicos, metales pesados, etc) con el fin de aplicarlas en la
fitoremediacion. Asi, cultivos de raices transformadas de Catharanthus roseus
mostraron ser capaces de eliminar el 2,4,6-trinitrotolueno (TNT) del medio de cultivo
mediante su biotransformacion (Hughes et al., 1997). Esta capacidad de

descontaminaciéon por biotransformacion fue también observada en raices
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transformadas de otras especies como Armoracia rusticana, Atropa belladonna,
Solanum aviculare y S. nigrum (Mackova et al., 1997). Ademas se demostr6 la
capacidad de las raices transformadas de detoxificar el medio de algunos metales
pesados (Metzger et al., 1992; Macek et al., 1994; Maitani et al., 1996; Sanita et al.,
1999). No obstante, en este caso, queda por resolver el problema de las altas
concentraciones de metales pesados acumulados en el tejido vegetal de la planta

usada para la fitoremediacion.

I1.2.7. Aplicacion de la transformacion en C. sativa

Seglin las referencias bibliograficas que hemos podido encontrar, existen
unicamente dos estudios que hablan de la transformacién genética del canamo, en los
cuales se uso Agrobacterium para la transformacion. Asi pues, en el afio 2000,
MacKinnon et al. llevaron a cabo experimentos preliminares para transformar apices
de tallos de canamo con A. tumefaciens que lleva un gen que confiere resistencia al
patdégeno Botrytis cinerea. No obstante, no se presentaron datos cuantitativos ni se
publicaron mas datos al respecto. Mas tarde Feeney y Punja (2003) transformaron,
usando A. tumefaciens, suspensiones celulares derivadas de callos obtenidos a partir
de varios tipos de tejidos, y pese a la eficiencia mostrada del protocolo de
transformacion usado (31.23 % de transformantes), los callos transformados no
llegaron a desarrollar embriogénesis ni organogénesis somatica y no se dieron datos
cuantitativos, en cuanto a crecimiento, de los callos transformados obtenidos. De este
modo podemos constatar que en los estudios anteriores, no ha sido posible regenerar
plantas a partir de callos transformados con A. tumefaciens. Ademas, es de destacar
que no existen trabajos publicados donde se hayan utilizado cepas de A. rhizogenes

para la transformacion del canamo.
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Interés y objetivos del trabajo

El cultivo del cafiamo conoce un interés creciente en los ultimos afos en
numerosos paises del mundo, incluyendo muchos de la Union Europea, debido al
reanudado interés en la obtencion de fibras naturales de alta calidad a partir del tallo
de esta planta. Por otra parte el valor y variedad de metabolitos secundarios de
interés farmacéutico encontrados en esta planta representan otro motivo de interés de
cada vez mas cientificos. Desafortunadamente el uso ilicito de la droga obtenida a
partir de las variedades ricas en THC junto con la dificultad de controlar y restringir
el cultivo de dichas variedades representa las principales causas que limitan la
mejora y desarrollo de este cultivo. Por lo que la aplicacion de técnicas
biotecnoldgicas podria ser de gran utilidad para un mejor y controlado

aprovechamiento del cafiamo.

En la actualidad se estan produciendo cambios importantes en las
tecnologias utilizadas para la mejora de los cultivos, citando principalmente aquellas
basadas en la transformacion mediada por Agrobacterium y que ofrecen la
posibilidad de varias aplicaciones. Pues se pueden obtener tejidos transformados,
principalmente raices transgénicas obtenidas tras la infeccion con A. rhizogenes, que
poseen un gran numero de aplicaciones encaminadas a la mejora biotecnoldgica de
los cultivos. En este aspecto entra la produccion de metabolitos secundarios de
interés industrial y la obtencion, a partir de estas raices, de plantas transgénicas con
relativa facilidad en muchas especies susceptibles a este patogeno. No obstante, pese
a los avances logrados en los ultimos afos en la mejora de muchas especies vegetales
usando herramientas biotecnologicas los trabajos realizados, en este aspecto, sobre la
planta de cafiamo quedan muy limitados. Por lo que hemos querido, con el presente

trabajo, contribuir al desarrollo y mejora de dicho cultivo planteandonos como
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objetivo general realizar un estudio biotecnologico del canamo enfocando

principalmente la transformacion genética mediada por Agrobacterium. A partir de

alli varios objetivos especificos han sido planteados:
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- Caracterizacién de las condiciones Optimas para el establecimiento de

cultivos de cafiamo en condiciones controladas.

- Estudio de la susceptibilidad del cafiamo a la infeccion con Agrobacterium

rhizogenes y A. tumefaciens usando distintas cepas bacterianas y
genotipos de cafiamo (cultivares de fibra y accesiones de droga) y
optimizando los factores de mayor influencia sobre la respuesta de la

planta a este patogeno.

Establecimiento de varias lineas de raices transformadas, elegidas como
principal material de trabajo, y estudio de las condiciones de cultivo
Optimas para obtener el mejor crecimiento y estabilidad fenotipica de las

raices.

- Desarrollo de metodologias apropiadas que nos permitan analizar por una

parte el contenido de los cannabinoides principales en las raices
transformadas y por otra, investigar la presencia de algunos alcaloides con

actividades farmacologicas como la atropina, colina y muscarina.

- Estudio de la posibilidad de incrementar la produccion de los metabolitos

encontrados en las raices transformadas mediante la aplicacion de

tratamientos de elicitacion.

- Establecimiento de un protocolo eficiente para la obtencion de plantas de

cafiamo transformadas con Agrobacterium y estudio de la capacidad de

regeneracion in vitro de esta planta.



Capitulo 3

MATERIAL Y METODOS



Material y métodos

I. MATERIAL BIOLOGICO

I.1. Material vegetal

Para el estudio, en el presente trabajo, de algunos aspectos fisiologicos y
biotecnologicos del cafiamo (Cannabis sativa L.), se utilizaron diversos genotipos
que se recogen en la Tabla 2 junto con las caracteristicas que de ellas se han podido
recopilar, como el estado de domesticacion, origen geografico y genético, uso al que
se destinan (fenotipo) y procedencia. Como planta control, en algunos experimentos,

se ha utilizado el tabaco (Nicotiana tabacum L.) cultivar BURLEY F. 13119.

I.2. Microorganismos

Bacterias
Para la inoculacion de las plantas y explantos de cafiamo, se utilizaron las

cepas de Agrobacterium rhizogenes y A. tumefaciens que figuran en la Tabla 3.

Hongos
Los experimentos de elicitacion fueron llevados a cabo usando el patdogeno
Fusarium oxysporum que nos ha sido suministrado por la Dra. Concha Azcon

(Estacion Experimental del Zaidin, Granada, Espana).
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Tabla 2. Denominacion y algunas caracteristicas de los genotipos de C. sativa utilizados en el presente trabajo.

N° de entrada en

. oa Nombre botanico® Cultivar® /Accesion’ Procedencia® Utilizacién' Donacion
la coleccion
0111 Cannabis sativa Accesion CANO111 Norte de Marruecos Droga Recolectada por autores
0114 Cannabis indica Accesion 229 Respublica checa Droga Dr. Merzouki
0115 Cannabis sativa Accesion 168 Polonia (jardin botanico de Ogrod)  Droga Dr. Merzouki
0116 Cannabis sativa Accesion 169 Polonia (jardin botanico de Ogrod)  Droga Dr. Merzouki
0117 Cannabis sativa Accesion CANO117 Francia Droga Dr. Merzouki
0120 Cannabis ruderalis  Accesion CAN0120 Europa del Este Silvestre Dr. Merzouki
0221 Cannabis sativa Accesion CAN0221 Norte de Marruecos Droga Recolectada por autores
0122 Cannabis sativa Accesion CAN0122 Alemania Droga Recolectada por autores
0123 Cannabis sativa Uniko B Hungria Fibra Celulosa y Textiles S.A.
Jadraque, Guadalajara.
0124 Cannabis sativa Kompolti hibrido TC Hungria Fibra Celulosa y Textlle§ S-A.
Jadraque, Guadalajara.
0125 Cannabis sativa Fedora 19 Francia Fibra Celulosa y Text1le§ S-A.
Jadraque, Guadalajara.
0126 Cannabissativa  Felina 34 Francia Fibra Celulosa y Textiles S.A.
Jadraque, Guadalajara.
. . . . Celulosa del levante S.A.
0227 Cannabis sativa Delta-405 Francia Fibra Delta del Ebro, Tarragona
. . . . Celulosa del levante S.A.
0228 Cannabis sativa Futura77 Francia Fibra Delta del Ebro, Tarragona
. . . . Celulosa del levante S.A.
0229 Cannabis sativa Delta-llosa Francia Fibra Delta del Ebro, Tarragona
0237 Cannabis sativa Accesion CAN0237 Norte de Marruecos Droga Recolectada por autores

* Cada ntimero identifica una accesion, los dos primeros digitos indican el afio de recepcion.
® Caracterizacion infragénérica (en caso de afirmacion por el donante).

“ Nombre del cultivar (informacion cedida por el donante).
¢ Entradas sin una caracterizacion genotipica y fenotipica (cultivar, variedad) conocida.
“Region donde los cultivares y accesiones han sido adaptados.
"Tipo de uso de las accesiones domesticadas



Tabla 3. Cepas de Agrobacterium utilizadas para la infeccion.

Agrobacterium ssp. Nombre Caracteristicas o 2 eferencias
relevantes
Agrobacterium rhizogenes
477 Ar77 Silvestre M.Chamber, Sevilla.
478 Ar78 Silvestre R. Ordés, Univ. Oviedo.
476 Ar76 Silvestre R. Ordés, Univ. Oviedo.
A4Ti24 A424 Silvestre M.Chamber, Sevilla
A4 (Alain) Wt (pRiA4b) A4 Rif " M.T. Pifiol, Univ. Barcelona / White et al.(1985)
R1601 (pRiA4b, pTUK291) R16 Kan', Carb " M.T. Pifiol, Univ. Barcelona / Phythoud et al. (1987)
C58C1 (pRil5834b) AR10 His °, Rif " J. Stiller. Knoxville / Stiller et al. (1997)
C58C1(pRil15834b, p35S::gus) AR10GUS His’, Rif', Km" J. Stiller. Knoxville / Stiller et al. (1997)
Agrobacterium tumefaciens
C58 C58 Silvestre M.M. Loépez, IVIA, Valencia.
IVIA 251-21 [-251 Silvestre M.M. Lépez, IVIA, Valencia.
GV3101(pCV002-ABC) GV3101 Kan', Ap" M.T. Pifol, Univ. Barcelona / Koncz y Schell (1986)
LBA4404(pAL4404-pBin19: ORF 10) LBA-rolA Kan ' Dr. Marioti (Italia)
LBA4404 (pAL4404-pBin19: ORF 11) LBA-rolB Kan' Dr. Marioti (Italia)
LBA4404 (pAL4404-pBin19: ORF 12) LBA-rolC Kan' Dr. Marioti (Italia)
LBA4404 (pAL4404-pBinl9: ORF 15) LBA-rolD Kan' Dr. Marioti (Italia)
LBA4404(pAL4404-pBin19: ORF10-11) LBA-rolAB Kan ' Dr. Marioti (Italia)
LBA4404(pAL4404-pBin19: ORF10-11-12) LBA-rolABC Kan ' Dr. Marioti (Italia)
EHA105 (pTiB0o542-pMOG410) EHA105 Kan' Hood et al, (1993)
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II. MEDIOS DE CULTIVO
I1.1. Medios para plantas

Solucion mineral para plantas

Para el cultivo hidroponico de plantas se utiliz6 la solucion nutritiva de

Rigaud y Puppo (1975) modificada, cuya composicion es la que sigue:

Macronutrientes:
KH2P04 ...................................................... 0.200 g
MESO4.TH0 .o 0.200 g
KClLuooieeeeeeeee e 0.200 g
CaSO4.2H30 ..o, 0.120 g
Na,FeEDTA (Secuestrene)..........ccccceuveeee. 0.025 g
KINO3 e 5mM

Micronutrientes:
Nay;M0O4.2Ho0 ..o 0.004 g
MnSOy4. 2Ho0 ..., 0.002 g
CuSOy4. SHyO oo, 0.002 g
ZNSO4LTHR0 oo 0.003 g
H3BO3 ........................................................ 0.018 g
COCL2.4H0 oo 0.12 ¢
Agua destilada.........ccoooeeviiiiiniii 1000 mL

El pH de la solucion nutritiva se ajusté a 6.5+0.1 con KOH previo a su

esterilizacion en autoclave a 117°C durante 30 minutos.

Medios para cultivo in vitro de plantulas

El cultivo in vitro de plantulas se llevo a cabo usando las sales del medio B5
(Gamborg et al., 1968) diluidas a la mitad y las vitaminas del medio B5 basico
(Tabla 4). El pH del medio se ajusto a 5.8 usando NaOH antes de afiadirle 0.6% de
agar (DIFCO) y esterilizarlo en autoclave a 117°C durante 20 min. Las vitaminas se
incorporaban, entonces, al medio de cultivo después de esterilizarlas por filtracion

(filtros de nitrocelulosa de 0.22 um).
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Tabla 4. Medios de cultivo utilizados para el cultivo de plantas y tejidos de caflamo in vitro.

Medio MS Medio B5
(mg.L'l) (mg.L'l)

Macronutrientes
NH4NO; 1650 -
KNO; 1900 2500
CaCl,.2H,0O 332.2 150
MgS04.7H,0 370 250
NaH2P04.H20 - 150
(NH4)2SO4 - 134
KH,PO,4 170 -
Micronutrientes
KI 0.830 0.750
H;BO; 6.200 3.000
MnSO4.H,O 16.90 10.00
ZnS0,4.7H,0O 8.600 2.000
NazMOO42H20 0.250 0.250
CuS04.5H,0 0.025 0.025
CoCl, 6H,O 0.025 0.025
FeS0O4.7H,0O 27.80 27.80
Na,.EDTA 37.30 37.30
Vitaminas
Acido nicotinico 0.5 1.0
Piridoxina HCI1 0.5 1.0
Tiamina HCl 1.0 10
Glicina 2.0 -
Acido ascorbico - 500
Polivinil-pirrolidona - 500
Mioinositol 100 100
pH 5.8 5.8
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Medios para cultivo in vitro de explantos

Todos los experimentos de cultivo in vitro de explantos (utilizados para la
infeccion con Agrobacterium o en los experimentos de regeneracion) fueron llevados
a cabo en medios B5 o MS (Murashige y Skoog, 1962) cuyas composiciones se

recogen en la Tabla 4.

I1.2. Medios para Agrobacterium
Medios para el cultivo bacteriano y preparacion de los indculos
Como medio de cultivo rutinario de las cepas de Agrobacterium se ha

utilizado el medio YEM (Vincent, 1970) cuya composicion se detalla a continuacion.

Este medio se uso igualmente para la preparacion de los indculos.

YEM

NACLiiiieiie e 0.1g
KzHPO4 .......................................................... 0.5 g
MESO4 it 02¢g
Manitol......cccveevieiiieiieee e 10g
Extracto de levadura.........ccccoevvvieiiecniieene. lg
Agar (DIFCO)...cuooviiiiiiiiiiieeieeeeeeee e I5¢g
Agua destilada..........ccooveeeeiiieiiieiiiee 1000 mL

Para la preparacion de los inoculos, el medio Luria-Bertani (LB) (Sambrook

etal., 1989) ha sido también usado:

LB

TIIPLONA ..ot 10g
Extracto de levadura.........ccceevvveeiiiecieeene. 5¢g
NACT i 10g
Agua destilada..........ccoveeeiiiiiiieiiieee 1000 mL

Se ajusto el pH de los medios a 7.0 con NaOH y se esterilizaron a 117°C

durante 20 min.
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Medios de conservacion

Las cepas de uso rutinario se conservaron manteniéndose en cultivo
realizado en placas de Petri sobre medio YEM a 4°C y resembrandose cada 2 o 3
meses a medio fresco de composicion igual. En cambio, para la conservacion
prolongada, los cultivos bacterianos en fase logaritmica de crecimiento se guardaron

en glicerol al 20% (v/v) a una temperatura de -40°C.

Antibibticos

La adicion de los antibioticos a los medios de cultivo se hizo a partir de
soluciones concentradas de los mismos en agua desionizada o en mezclas
agua/metanol al 50% (v/v), dependiendo del tipo de antibidtico utilizado, que fueron
esterilizadas por filtracion (filtros de nitrocelulosa de 0.22 um). La concentracion
final en los medios de cultivo fue 100 mg.L™' para los siguientes antibidticos:

Carbenicilina (Sigma); Kanamicina (Sigma) y Rifampicina (Sigma).

I1.3. Medios para Fusarium oxysporum

El medio utilizado para el mantenimiento del hongo F. oxusporum fue el

medio PDA “Patata Dextrosa Agar” cuya composicion es la siguiente:

PDA

Peptona de patata ...........cceeevveeeiiieeeiieceiee e 4¢g
GIUCOSA....coeiiiiiieieeieeeee e 20g
PN 1 | SRR I5¢
Aguadestilada..................ooien. 1000 mL

El pH del medio se ajust6 a 5.5 con acido tartarico al 10% (v/v) previo a su

esterilizacion a 121°C durante 15 min.
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El crecimiento y multiplicacién del hongo para los experimentos de
elicitacion, se llevo a cabo utilizando el caldo de CZAPEK-DOX (Thom y Raper,

1945) de la siguiente composicion:

CZAPEK-DOX

NANO . oo e 2g
KzHPO4 ............................................................. 1 g
MESO4.TH0 .o 05¢g
KClLaoe e 05¢g
FeSO4.TH2O ..o, 001g
SACATOSA ...uvveeeiiieeiiieeeee e 30g
Aguadestilada................cooeeiiiiin 1000 mL

El pH se ajusté a 6.5 usando acido clorhidrico (HCI) 1N y el medio se

autoclavo a 120°C durante 15 min.

III. CULTIVO DE PLANTAS

I11.1. Esterilizacion y germinacion de semillas

Semillas seleccionadas de los diferentes genotipos utilizados se sometieron
a una desinfeccion superficial mediante hipoclorito sodico comercial (35 gL de
cloro activo) al 20% (v/v) durante 15 minutos. A partir de este momento, todo el
proceso se realizd bajo condiciones asépticas en una campana de flujo laminar
horizontal. Para eliminar el exceso de hipoclorito sddico el material desinfectado se
aclaré 5 veces con agua destilada estéril. A continuacion las semillas se pusieron a
germinar en placas de Petri sobre una pila de papel de filtro humedecido con agua
destilada estéril y se trasladaron a una estufa de germinacién donde permanecieron
en oscuridad a 25°C durante un periodo de 2 a 5 dias (segun la variedad de C. sativa

usada).
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I11.2. Cultivo hidroponico de plantas sobre soporte inerte

En jarras Magenta

Las semillas pregerminadas (radicula de 1-2 cm) se plantaron en jarras
Magenta, de 300 mL de capacidad (Sigma), llenas de vermiculita lavada y
esterilizada como sustrato inerte. Dos semillas fueron cultivadas en cada una de las
jarras que se distribuyeron al azar en la camara de cultivo y recibieron, cada dos dias,
un volumen adecuado de solucion nutritiva diluida a la mitad con agua destilada
estéril. Dependiendo de las necesidades del cultivo, una alternacion con agua

destilada estéril fue llevada a cabo por subirrigacion.
En tubos de ensayo

De la misma manera descrita anteriormente, las semillas se colocaron en
tubos de ensayo de 24x150 mm (una por tubo) llenos de vermiculita y envueltos con
una funda de papel opaco para proteger las raices de la luz. El sistema de riego y
condiciones de cultivo fueron los descritos para los cultivos realizados en jarras

Magenta.

I11.3. Cultivo in vitro de plantulas

El cultivo in vitro de plantulas de cafnamo para la infecciéon con
Agrobacterium se llevo a cabo en placas de Petri de agar inclinado utilizando el
medio B5% (aproximadamente 20 mL/ placa). Las semillas germinadas se
transfirieron (tres por placa) al borde superior del agar quedando la radicula
incrustada en el mismo y la plantulas crecen convenientemente ancladas (Stiller et
al., 1997). Las placas se sellaron parcialmente con Parafilm®, se dispusieron
verticalmente en bateas de polietileno apropiadas y se distribuyeron aleatoriamente

en la camara de cultivo.
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II1.4. Condiciones de la camara de cultivo

Todos los cultivos se realizaron en una cdmara de cultivo que retine las

siguientes condiciones ambientales:

e Fotoperiodo: 16 h luz / 8 h oscuridad

e Temperatura: 25°C dia / 20°C noche

e Humedad relativa: 60% dia / 75% noche

e Intensidad luminosa: 350 pE.m®s’ (400-700 nm) suministrada por
fluorescentes Philips Cool White y Sylvania Gro-lux (65/35%

respectivamente).

IV. EXPERIMENTOS REALIZADOS
El presente estudio se ha estructurado en cinco bloques de experimentos:

1) Estudio del crecimiento y morfologia de plantas de cafiamo cultivadas in
Vivo en condiciones controladas.

2)Estudio de la susceptibilidad de C. sativa a la infeccion con varias cepas
de Agrobacterium rhizogenes y A. tumefaciens.

3) Cultivo y determinaciones realizadas para las raices transformadas.

4) Anélisis de los metabolitos secundarios en las raices transformadas.

5)Estudio de la regeneracion a partir de explantos de tejidos transformados

y no transformados de C. sativa.

IV.1. Estudio del crecimiento y morfologia de plantas de caiiamo cultivadas in
Vivo

Previo a los experimentos donde se requirio el cultivo in vitro de plantulas
de cafiamo tanto para la infeccion con Agrobacterium como para la regeneracion, se

procedié a evaluar la influencia de las condiciones de cultivo (temperatura,
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intensidad de luz y fotoperiodo elegidos) sobre el desarrollo de las plantas de cafiamo
in vivo. Para ello se usaron 12 genotipos de cafamo (Tabla 2) que incluyeron 7
accesiones con fenotipo droga (CANO111, CANO114, CANO115, CANOI116,
CANO117, CAN0221, CANO0122), una accesion silvestre (CANO0120) y 4 cultivares
destinados a la obtencion de fibra (Uniko B, Kompolti hibrido TC, Fedora 19 y
Felina 34). El estudio se organizo para evaluar el comportamiento de las plantas en
las condiciones experimentales establecidas tanto en términos de morfologia como
de crecimiento comparando la velocidad de crecimiento de las plantas durante su
ciclo vital y estimando la influencia del genotipo, fenotipo y sexo sobre el desarrollo

de la planta.

Para ello el inicio del seguimiento de las plantas se considero al aparecer el
primer par de hojas verdaderas (hojas unifoliadas desplegadas ~ 5 mm) y se extendid
hasta el reconocimiento del sexo de la planta. De este modo, sélo las plantas dioicas
fueron consideradas para este estudio mientras que los pies monoicos y aquellos con
formas intersexuales fueron descartados, quedando con 8 a 12 plantas uniformes para
cada genotipo. El experimento se repitid cuatro veces y cada dos dias se

determinaron, en plantas individuales, los pardmetros que siguen (Figura 7):

e Numero de hojas (hojas desplegadas de aproximadamente 5 mm de

longitud).

e Tamafio de las hojas (cm) midiendo el foliolo central longitudinalmente.

e Numero de foliolos en cada hoja.

¢ Tipo de filotaxia (alterna u opuesta).

e Medida del plastocrono siendo el tiempo transcurrido entre la aparicion
de dos pares de hojas consecutivos (Duarte et al., 1994) e indicando la
cinética de la filogénesis. Se han incluido en el estudio los cuatro
primeros plastocronos empezando por las primeras hojas verdaderas.

e Numero de entrenudos.

e Tamafio (cm) del entrenudo a madurez tomando la medida al estabilizarse
el crecimiento del mismo (cuando la longitud es constante durante 3

medidas consecutivas).
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e Tiempo de estabilizacion del crecimiento del entrenudo expresado con
respecto a la edad de la planta y considerando los tres primeros
entrenudos.

e Velocidad de crecimiento de los entrenudos durante el ciclo vegetativo.

e Tiempo para la aparicioén de yemas florales (floracion).

e Tiempo para la discriminacion del sexo de las flores.

e Longitud final de la planta medida al discriminarse el sexo de la misma

El andlisis multifactorial de la varianza se realizé para los parametros de

crecimiento evaluados usando el STATGRAPHICS Plus 4.1.

«— 4° Par de hojas <«
L Plastocrono3
Entrenudo 3 >
-
<+— 3°Par de hojas ¢
- Plastocrono2
Entrenudo 2 >
<«—2°Par de hojas ::
~ Plastocronol
Entrenudo 1 > <«— 1° Par de hojas ¢

<«——Cotiledones

Figura 7. Despiece y fracciones de una planta de Cannabis sativa cultivada in vivo.
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IV.2. Estudio de la susceptibilidad de C. sativa a la infeccion con Agrobacterium
rhizogenes y A. tumefaciens

En el presente bloque de experimentos, se usaron cinco genotipos de
cafiamo (Tabla 2); dos accesiones con fenotipo droga: CANO111 y CANO0221 vy tres
cultivares de fibra: Futura77, Delta-405 y Delta-1losa. Para la inoculacion se usaron,
dependiendo del experimento, las cepas de Agrobacterium recopiladas en la Tabla 3

organizandose el trabajo como se describe a continuacion:

IV.2.1. Optimizacion del protocolo para la inoculacion y la infeccion

Debido a la casi total ausencia de informacién previa respecto de las
condiciones experimentales usadas para la infeccion de C. sativa con Agrobacterium,
nos hemos planteado, como primer e imprescindible paso en el presente trabajo,
estudiar algunos factores determinantes en la interaccion planta-bacteria con el fin de
encontrar las condiciones experimentales Optimas. Dichos factores fueron
principalmente el tipo de material a infectar (tipo de planta y érganos), protocolo de
infeccion, junto con factores relacionados con la propia bacteria como la cepa usada
para la infeccidn, efecto de la activacion de los genes de virulencia y tipo de inoculo
usado. Asi pues, en esta primera parte del trabajo hemos optado por usar por una
parte la cepa super virulenta de A. rhizogenes R1601 (R1500/pTVK291) de Pythoud
et al. (1987), escogida debido a su alta virulencia contemplada en otras especies
vegetales como Solanum lycopersium (Jodo y Brown., 1994), Paulownia elongata
(Bergmann et al., 2004) y Centranthus ruber DC. (Granicher et al., 1995), y por otra
el genotipo CAN0221 de cafiamo elegido inicialmente por la disponibilidad de sus

semillas, para realizar las siguientes pruebas:
Efecto del medio de induccion de los genes de virulencia “genes vir”
En este experimento se usaron plantulas de 5 a 7 dias (primer par de hojas

verdaderas en desarrollo y segundo apareciendo) crecidas axénicamente en placas de

Petri como se describe en la seccion II1.3. Para la inoculacion se emplearon cultivos
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bacterianos frescos, crecidos en medio YEM durante 48 horas a una temperatura de
27°C. La estimulacion de los genes de virulencia de Agrobacterium se llevo a cabo
siguiendo el protocolo de Bond et al. (1996), de este modo, 1 mL de medio de
induccion previamente preparado y esterilizado por filtracion (0.22 um) se adiciond a
cada placa de cultivo 5 horas antes de la inoculaciéon. Como control, el medio de
induccion fue sustituido por agua destilada estéril. Al cabo del tiempo de incubacion
del cultivo bacteriano con el medio de induccidn, los cultivos se resuspendieron en
alicuotas de 1 mL de agua destilada estéril y se usaron para inocular las plantulas en
dos sitios distintos en el hipocotilo mediante una jeringa, de 1 mL, estéril. Se
ensayaron cinco medios de induccidn distintos, tres medios simples y dos complejos,

todos a base de acetosiringona:

1 Acetosiringona 20 uM (Guivarc'h et al., 1993).

Acetosiringona 100 pM.

Acetosiringona 200 uM (Bond et al., 1996).

Medio de induccion MI1 de Gelvin y Liu (1994): acetosiringona 100 uM,
sacarosa 0.5% (p/v) y tampon MES 30 mM, pH 5.6.

E>NE VS B ]

5 Medio de induccion MI2: acetosiringona 200 puM, sacarosa 2% (p/v) y
citrato sodico 20 mM, pH 5.5 (Alt-Morbe et al., 1989).

En cada uno de los tratamientos ensayados se utilizé un niumero total de 30

a 45 plantulas y los experimentos se hicieron por duplicado.

Efecto del tipo de in6culo

Para ver el efecto de la preparacion del inoculo sobre la respuesta de C.
sativa a Agrobacterium, varios medios se emplearon para elaborar indculos a partir
de cultivos bacterianos de 48 h, realizados de la manera descrita en el apartado
anterior. Asi, tras activar los genes de virulencia usando acetosiringona (20 uM), las
células bacterianas se resuspendieron en alicuotas de 1 mL de los diferentes medios

ensayados (YEM, LB y B5) hasta conseguir un aspecto lechoso (Stiller et al., 1997),
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sustituyendo el medio utilizado para preparar el indculo con agua destilada estéril en
el caso del control. Los diferentes indculos preparados se usaron para infectar
plantulas crecidas axénicamente de la misma manera descrita en el apartado anterior.
En otro experimento, las células bacterianas se depositaron, mediante una jeringa,
directamente en la herida producida en la superficie vegetal sin haber usado medios
para la preparacion del indculo. Para cada tratamiento se usaron 30 a 45 plantulas
(inoculadas en dos sitios distintos del hipocotilo) y los experimentos se realizaron

por duplicado.

Influencia del tejido inoculado sobre la respuesta

La influencia del tejido vegetal sobre la determinacion de la respuesta se
estudié inoculando plantulas de 5 a 7 dias, crecidas axénicamente, con un cultivo
bacteriano de 48 h. los genes de virulencia bacterianos se estimularon, previo a la
infeccion, con acetosiringona 20 uM y los indculos fueron suspensiones celulares
preparadas en agua estéril. Se inocularon hojas, cotiledones, hipocotilo y nudos
cotiledonares utilizando, para cada tipo de tejido, 180 plantulas distribuidas en tres
experimentos independientes. Asi, las hojas se inocularon en la zona vascular central
y los cotiledones en la cara inferior creando dos aranazos finos, de aproximadamente
5 mm, en la superficie mediante una jeringa estéril de 1 mL. Las heridas fueron
paralelas a la vena central dejando en cada una un pequeiio volumen del indculo
como fue descrito por Owens y Cress (1985). El hipocotilo y nudo cotiledonar se
inocularon dejando un pequefio volumen de indculo (=10uL) en una fina herida
provocada en la superficie del tejido vegetal tal y como fue descrito por Morgan et

al. (1987) y Gold et al. (1991).

En otro experimento se usaron, al igual que el apartado anterior, plantulas
de 5 a 7 dias crecidas axénicamente para obtener explantos de hoja, cotiledon e
hipocotilo. Los explantos de aproximadamente 1 cm para el hipocotilo y 0.5 cm” en
caso de hojas y cotiledones se inocularon con un cultivo de Agrobacterium (R1601)
preparado de la misma manera descrita para la inoculacion de érganos in vivo. A

continuacioén los tejidos inoculados se transfirieron a medio B5'. adicionado con
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1.2% de agar (Sigma) y 3% de sacarosa donde permanecieron en cocultivo durante
48 h. Tras este periodo, los explantos se transfirieron a medio fresco de igual
composiciéon adicionado con 500 pg.mL™" de Cefotaxima (Sigma) para eliminar las
agrobacterias. Para cada tipo de organo se usaron 60 explantos y se realizaron tres

repeticiones independientes.

Cabe mencionar que en todos los experimentos de inoculacion, se procedio
a la deposicion de las placas que contienen plantulas o explantos inoculados en una
camara oscura, durante una noche, a una temperatura de 25°C (Stiller et al., 1997)

antes de trasladarlos a la camara de cultivo.

IV.2.2. Infectividad de cepas de Agrobacterium inductoras de raices

Se eligié probar la infectividad de las 8 cepas de Agrobacterium rhizogenes
(Ar77, Ar78, Ar76, A424, A4 y R16, AR10 y AR10GUS) que figuran en la Tabla 3.
La inoculacion se llevé a cabo utilizando plantulas de cafiamo (procedentes del
genotipo CANO0221) cultivadas in vitro durante 5 a 7 dias que se infectaron, en dos
sitios distintos en el hipocotilo, con cultivos bacterianos de 48 h activados con
acetosiringona 20 pM cinco horas antes de la inoculacion. A partir de dichos
cultivos, los inoculos se prepararon de la misma manera descrita anteriormente
usando agua destilada estéril. Treinta a 45 plantulas se consideraron por cada cepa, y

el experimento se realiz6 por duplicado.

Por otra parte, con el proposito de estudiar la capacidad de los genes rol por
separado de inducir respuesta en plantulas de C. sativa, se utilizaron cepas de A.
tumefaciens LBA4404 desarmadas portadoras de los genes rolA, rolB, rolC, rolD,
rolA+rolB y rolA+rolB+rolC del pRi clonados dentro del vector de expresion
pBin19, bajo control de sus propios promotores. Para cada cepa 90 plantulas fueron
infectadas en dos sitios distintos en el hipocotilo siguiendo la metodologia

previamente descrita y los experimentos se realizaron por duplicado.

70



Material y Métodos

IV.2.3. Influencia del genotipo y fenotipo de cafiamo sobre la respuesta a
Agrobacterium rhizogenes y A. tumefaciens

Después de establecer las condiciones experimentales Optimas para la
infeccion del cafiamo con Agrobacterium y seleccionar las cepas mas virulentas de A.
rhizogenes, se procedio a estudiar la influencia del genotipo y fenotipo de canamo
usado sobre la respuesta de esta planta a la infeccion. Solo las cepas A4 y AR10 han
sido empleadas en el presente experimento, incluyendo también dos cepas silvestres
de A. tumefaciens: C58 y 1251 que nos han sido proporcionadas por el IVIA
(Instituto Valenciano de Investigacion Agraria, Valencia) y que fueron caracterizadas
como muy virulentas. Asi, plantulas de 5 a 7 dias cultivadas in vitro y procedentes de
cinco genotipos de cafiamo distintos (accesiones con fenotipo droga: CANOI111 y
CANO0221, cultivares de fibra: Futura77, Delta-405 y Delta-llosa) se inocularon en
dos sitios distintos en el hipocotilo siguiendo la metodologia y condiciones
previamente seleccionados para la inoculacion (induccion de genes de virulencia con
acetosiringona 20 uM, inoculos preparados en agua estéril). Para cada genotipo y

cepa, se usaron 30 a 45 plantulas y los experimentos se hicieron por duplicado.

Una vez finalizados los experimentos de evaluacion de la susceptibilidad del
cafiamo (distintos genotipos) a Agrobacterium (diferentes cepas), se planted
comparar la respuesta global de este genotipo con la de Nicotiana tabacum, que es
una especie altamente susceptible a este patogeno. A este proposito se usaron
plantulas de tabaco crecidas axénicamente durante 3 semanas realizdndose el cultivo
de la misma manera descrita para las plantulas de canamo. Las plantulas de tabaco se
inocularon en el hipocotilo con las cepas Ar76, Ar77, Ar78, A424, AA, R16, AR10y
ARI10GUS de A. rhizogenes y C58 y 1251 de A. tumefaciens usando las mismas
condiciones establecidas para la infeccion del cafiamo. Para cada tratamiento (cepa)
y especie (cafiamo y tabaco) se usaron 30 a 45 plantulas y el experimento se repitid

dos veces.
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IV.2.4. Determinaciones realizadas para evaluar la respuesta de C. sativa a la
infeccion con Agrobacterium

Para cada uno de los experimentos realizados en este aparatado, la respuesta

de las plantulas (u 6rganos) de cafiamo a la inoculacion con Agrobacterium se evalud

llevandose a cabo las determinaciones que siguen:

Determinaciones para A. rhizogenes

» Frecuencia de respuesta (o frecuencia de induccion de raices), expresada
como porcentaje de sitios inoculados que han desarrollado respuesta
positiva.

» Tiempo transcurrido entre la inoculacién y la aparicion de raices en los
sitios de inoculacion con respuesta positiva. Este pardmetro se considerd
desde la aparicion de la primera raiz en el sitio de infeccion.

» Numero de raices en cada sistema de raices en cabellera (conjunto de
raices salientes de un sitio de infeccidon) contabilizado justo antes de la
muerte del sistema.

» Tamafio del sistema de raices en cabellera midiendo la longitud media
del conjunto de raices.

* Vida media del sistema de raices; contada desde la aparicion de la
primera raiz en el sitio de infeccion hasta la muerte del sistema (considerado

senescente tras la muerte de mas de la mitad de las raices).

Determinaciones para A. tumefaciens
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» Frecuencia de respuesta expresada como porcentaje de sitios inoculados
que han desarrollado tumores.

» Tiempo transcurrido entre la inoculacion y aparicion del tumor.

» Peso fresco y seco del tumor 10 dias después de su aparicion.

» Tamafio medio del tumor 10 dias después de su aparicion.
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IV.2.5. Realizacion de cultivos axénicos de raices y tumores

Cultivo de raices

El establecimiento de cultivos axénicos de raices transformadas de C. sativa
consistio en la eliminacion de Agrobacterium de dichos cultivos. Para ello raices
adventicias emergentes de los sitios de infeccion se aislaron cuidadosamente y se
cultivaron en medio MS adicionado con 3% de sacarosa, 0.6% de agar y 500 pg.mL"
de Cefotaxima (para eliminar la bacteria) incorporada al medio durante las dos
primeras semanas de cultivo. Esta concentracién se bajo a 300 y 100 pg.mL’
consecutivamente cada dos semanas. Para los subcultivos a medio fresco se usaron
fragmentos de raices de 1 a 2 cm de longitud, uno por clon, que se cogieron de las
zonas recién formadas y con crecimiento activo. De esta manera, al cabo de 6
semanas, los cultivos establecidos fueron totalmente axénicos de forma que no se
notd ningun desarrollo bacteriano cuando se ces6 el uso del antibiotico. Durante todo

el proceso los cultivos se mantuvieron en oscuridad a una temperatura de 25°C.

Cultivo de tumores

En lo que respecta a los tumores, una primera descontaminacion en medio
MS liquido (3% de sacarosa) adicionado con 500 pg.mL™ de Cefotaxima fue
necesaria para conseguir la eliminacion de la bacteria. Asi, los tumores separados de
las plantulas se cultivaron en matraces de 100 mL con 30 mL de medio (a razon de
10 tumores por matraz), los cuales se colocaron en un agitador orbital a una
velocidad de agitacion de 100 rpm a una temperatura de 25°C. Los cultivos se
mantuvieron en este medio durante 48 h antes de transferirlos a medio MS fresco
adicionado con 0.6% de agar y 500 pg.mL" de Cefotaxima. A partir de alli, se
subcultivaron fragmentos de aproximadamente 5 mm cogidos de las zonas con
crecimiento activo siguiendo el mismo procedimiento de descontaminacion utilizado
para las raices, con la tinica diferencia de que los cultivos de tumores se realizaron en

la cdmara de cultivo en presencia de la luz.
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IV.2.6. Determinacion de la naturaleza transformada de las raices y tumores

1V.2.6.1. Crecimiento en medio sin fitohormonas

A partir de cultivos axénicos previamente establecidos de raices y tumores
se cortaron, respectivamente, fragmentos de 10 y 5 mm de zonas con crecimiento
activo y se cultivaron en medio MS adicionado con 3% de sacarosa y 0.6% de agar.
El medio fue libre de todo tipo de reguladores de crecimiento deduciendo que, en
estas condiciones, el crecimiento del tejido vegetal se debe a la expresion de los
oncogenes que se le transfirieron en el T-DNA bacteriano. Por otra parte, a partir de
plantulas de cafiamo de 7 a 10 dias (genotipo CAN0221), procedentes de un cultivo
axénico y no inoculadas, se cortaron explantos de 1 cm de raiz e hipocotilo y se
cultivaron en medio de cultivo de composicion igual, para usarse como controles
para las raices y tumores respectivamente. Los cultivos se realizaron durante un
minimo de cuatro semanas en oscuridad y a una temperatura de 25°C para las raices
y bajo iluminacion (camara de cultivo) para los tumores y los esquejes de hipocotilo.
Se usaron 6 placas Petri, cada una con 10 explantos, para cada tipo de tejido y el

experimento se realiz6 en duplicado.

IV.2.6.2. Deteccion y evaluacion del gen gusA

Este gen, procedente de E. coli, codifica por la enzima B-glucuronidasa que
cataliza la reaccion de hidrdlisis de los B-D-glucuronidos. La hidrolisis del sustrato
incoloro produce un precipitado de color, detectable visualmente (Jefferon et al.,
1987). La actividad de la enzima B-glucuronidasa en las raices transformadas de
caflamo se demostr6 mediante tincion histoquimica siguiendo el protocolo de
Jefferson (1987). Para ello se utilizaron raices transformadas inducidas por la cepa
AR10GUS (Tabla 3) de A. rhizogenes portadora de gen gusA. Asi, fragmentos de 1 a
2 cm cortados a partir de un cultivo axénico de la linea de raices AR10 junto con
sistemas completos de raices en cabellera, separados directamente de la planta

infectada, se incubaron con el sustrato cromogénico X-Glu durante una noche a una
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temperatura de 37°C como se describe en V.I. Como control negativo se usaron
fragmentos de raices de 1 cm procedentes de plantulas de cafiamo, CAN0221,de 7 a

10 dias cultivadas axénicamente.

1V.2.6.3. Deteccion de los genes bacterianos mediante PCR

La presencia de los genes estudiados en este trabajo: genes rolB, rolC e ipt
en el ADN de las diferentes raices transformadas y tumores respectivamente, se
analizd mediante reaccion en cadena de polimerasa “PCR” (V.2. apartado de
Metodologia). Para ello diez lineas de raices transformadas establecidas (C55, C70,
CABC, CARI10, C1601 y C1602, C1701, C1801, C1901 y C2701) procedentes de
varias combinaciones cepa bacteriana/genotipo de planta se eligieron para este
analisis y fueron las usadas en los experimentos realizados posteriormente. En
cambio, s6lo dos lineas de tumores procedentes de la inoculacién del genotipo
CANO0221 de cafiamo con las cepas C58 y 1251 fueron consideradas debido a que el
presente trabajo estuvo enfocado principalmente sobre las raices transgénicas. La
ausencia de contaminacion con Agrobacterium en los tejidos analizados se comprobo

mediante amplificacion del gen virG, exclusivamente bacteriano.

Como control negativo se consideraron raices y hojas (para raices
transformadas y tumores respectivamente) procedentes de plantas de C. sativa
(genotipo CANO0221) crecidas durante 15 dias en cultivo hidropdnico en tubos de
ensayo como se describe en II1.2, mientras que el control positivo consistié en una
dilucién (preparada en agua) de un cultivo fresco de 48 h de la misma cepa inductora

de los tejidos transformados.

IV.3. Cultivo y determinaciones realizadas para las raices transformadas

Como se menciond anteriormente, los experimentos realizados en este

apartado se enfocaron exclusivamente sobre las raices transformadas que
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representaron el material objeto de este estudio. Para ello se realizaron los

experimentos y determinaciones que se detallan a continuacion:

IV.3.1. Determinaciones realizadas en medio solido

IV.3.1.1. Cultivo

Todos los cultivos realizados en medio de cultivo sélido se llevaron a cabo
cultivando, en placas Petri con 20 mL de medio solidificado con 0.6% de agar,
fragmentos terminales de raices transformadas de 1 cm de longitud procedentes de
cultivos axénicos previamente establecidos. Se eligio usar fragmentos de raices que
llevaron 3 a 6 ramificaciones y que tuvieron aproximadamente 3 mg de peso fresco
(lo que corresponde a 0.3 mg de peso seco). Una vez realizados los cultivos, las
placas fueron selladas parcialmente con Parafilm® y trasladadas a una estufa de
cultivo donde permanecieron a 25°C en oscuridad. En todos los experimentos las

raices se subcultivaron semanalmente a medio fresco de igual composicion.

IV.3.1.2. Efecto de la composicion del medio de cultivo sobre el crecimiento y la
morfologia de las raices

En este experimento se usaron 60 clones de raices transformadas distintos,
elegidos al azar, que fueron procedentes de varias combinaciones cepa/genotipo y
cultivados durante mas de seis semanas en medio sin fitohormonas en presencia de
Cefotaxima. Asi, a partir de los citados clones, se cogieron explantos de raices de 1
cm y se cultivaron en los medios apropiados. Se eligié estudiar, en el presente
experimento, el efecto de las concentraciones de sales y de sacarosa sobre la
morfologia y el crecimiento de las raices. Para cada tratamiento se utilizaron 40
explantos (10 explantos por placa de cultivo) y los experimentos se repitieron cuatro
veces. La evaluacion del crecimiento de las raices expresado como biomasa
acumulada (peso fresco y peso seco acumulados por cultivo) se llevd a cabo

semanalmente durante un periodo de cultivo de 5 semanas.
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Efecto de la concentracién de sales

Primero se estudio la influencia de la concentracion de sales en el medio de
cultivo sobre el crecimiento y la morfologia de las raices transformadas de cafiamo
eligiendo ensayar cuatro medios diferentes: MS, MS" (sales del medio MS diluidas
a la mitad y vitaminas a concentracion normal), B5 y B5% que fueron adicionados

con el 3% de sacarosa.

Efecto de la concentracion de sacarosa

En otro experimento se analiz6 el crecimiento y la morfologia de las raices
transformadas en presencia de 4 concentraciones distintas de sacarosa 1, 3, 5y 7%

(p/v) usando el MS como medio base. El medio MS sin sacarosa sirvio de control.

IV.3.1.3. Cinética de crecimiento de las raices en medio sélido

Una vez determinadas las concentraciones Optimas de sales y de sacarosa en
el medio de cultivo, se seleccionaron dos lineas de raices transformadas de C. sativa
para estudiar su cinética de crecimiento en las condiciones de cultivo fijadas. Asi
pues, se eligio la linea C55 inducida usando el genotipo CAN0221 de canamo y la
cepa A4 de A. rhizogenes (plasmido pRiA4), y la linea CABC inducida en el mismo
genotipo con la cepa de Agrobacterium tumefaciens LBA4404 desarmada, portadora
de los genes rolA, rolB y rolC del pRiA4 clonados dentro del vector de expresion
pBinl19, bajo control de sus propios promotores (Tabla 3). El motivo de seleccion de
estas lineas se basd por una parte sobre su buen crecimiento durante la fase de
estabilizacion y por otra sobre el uso, para su induccidon, de una cepa bacteriana
completa y otra con de solo 3 genes rol. Los cultivos se iniciaron cultivando
fragmentos de raices de 1 cm (procedentes de cultivos axénicos) en medio MS
adicionado con 3% de sacarosa, para cada linea se usaron 40 explantos y los
experimentos se repitieron cuatro veces. La biomasa acumulada en cada cultivo se

evalud periddicamente cada 7 dias durante un periodo de 4 semanas.
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IV.3.1.4. Determinacion del crecimiento

Con el fin de evaluar el crecimiento de las raices a lo largo de todos los
experimentos realizados en este apartado, cada semana y durante el periodo previsto
para el cultivo, el crecimiento de las raices se cuantifico en términos de peso fresco y

PESO SeCo:

= Peso fresco (PF): para ello las raices se despegaron cuidadosamente del
medio de cultivo para determinar su peso.

* Peso seco (PS): las raices se mantuvieron a 70°C durante 24 h en una
estufa de secado.

= Morfologia de las raices: se determind visualmente utilizando una lupa

binocular.

A partir de los datos de PF y PS obtenidos se calcularon dos parametros de
crecimiento de las raices que fueron la tasa de crecimiento (Tc) y el indice de

crecimiento (Ic):

* Tc (mg/dias): Ps-P; / T¢Ti, siendo el T¢T; el tiempo que limita dos
medidas consecutivas, en nuestro caso ha sido siempre 7 dias.
= Ic: Ps / Pi: donde Py corresponde al peso final y P; al peso inicial del

mndéculo.

IV.3.2. Determinaciones realizadas en medio liquido

En este bloque de experimentos se utilizaron, en un primer tiempo, las
lineas de raices transformadas C55 y CABC con el fin de optimizar el cultivo en
medio liquido para la obtencion de biomasa. A continuacion, las condiciones
optimizadas se emplearon para cultivar otras lineas de raices con el fin de realizar las

determinaciones previstas en el presente trabajo.
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1v.3.2.1. Cultivo

El cultivo en medio liquido se inicid inoculando fragmentos terminales de 1
cm de longitud con 3 a 6 ramificaciones (3 mg PF/0.3 mg PS), cortados a partir de
cultivos estabilizados de raices, en 30 mL de medio de cultivo sin agente
solidificante (agar) usando matraces de 100 mL. A continuacion los matraces se
colocaron en un agitador orbital a una velocidad de 110 rpm, una temperatura de
25°C y en oscuridad. La evaporacion del agua durante los 7 dias que duraban los
ciclos de subcultivo ha sido minima (menor al 5%) lo que no implico la adicion de

agua destilada estéril a los matraces para corregir este factor.

IV.3.2.2. Efecto de la concentracion y fuente de nitrégeno sobre el crecimiento y
la morfologia de las raices

Las lineas C55 y CABC fueron cultivadas en medio MS reconstituido
llevando las concentraciones de nitrato y amonio requeridas para cada tratamiento.
Asi, primero se fij6 el amonio a 20.5 mM variando la concentracion del nitrato (0,
15, 39.5 y 98.75 mM) y después se varid el amonio (0, 8, 20.5 y 51.25 mM) usando
39.5 mM de nitrato. Las concentraciones fueron seleccionadas segun un analisis
factorial eligiendo probar las concentraciones superiores e inferiores 2.5 veces a las
del medio MS, juzgando que puedan asi, permitir ver diferencias significativas sin
inducir la muerte celular por exceso o carencia de nitrogeno (Bensaddek et al.,
2001). Para ello se prepard el medio MS sin nitrégeno y se le anadid, segin las
combinaciones requeridas, nitrato potasico KNOs; como fuente de nitrato y sulfato
amonico (NH4),SO4 como fuente de amonio. Los valores 39.5 mM y 20.5 mM
representan respectivamente las concentraciones de nitrato y amonio presentes en el
medio MS utilizado como control. La evaluacion de la morfologia y crecimiento de
las raices se realizo después de 3 semanas de cultivo al cabo de las cuales las raices
de cada matraz se recuperaron para determinar su peso fresco y peso seco. Para cada
tratamiento y linea se consideraron 10 matraces, llevando cada uno un cultivo

independiente, y el experimento se repitid cuatro veces.
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1V.3.2.3. Cinética de crecimiento de las raices en medio liquido

Para estudiar el crecimiento de las raices transformadas de cafiamo en medio
liquido se cultivaron raices procedentes de las lineas C55 y CABC en medio MS
adicionado con el 3% (p/v) de sacarosa, siguiendo el protocolo previamente descrito
(IV.3.2.1). Las determinaciones del peso fresco y del peso seco se realizaron
semanalmente durante un periodo de 4 semanas y los valores definitivos fueron, para
cada linea, la media de 160 repeticiones repartidas en cuatro experimentos

independientes.

1V.3.2.4. Determinacion del crecimiento

Las determinaciones realizadas en estos experimentos fueron las mismas
descritas para los cultivos en medio sélido (Seccion 1V.3.1.4) evaluando para cada
cultivo:

= Peso fresco: en este tipo de medio las raices recuperadas de cada cultivo se

secaron entre varias capas de papel de filtro para eliminar el exceso de
medio antes de registrar su peso fresco.

= Peso seco.

* Morfologia de las raices.

= Velocidad de crecimiento.

* Indice de crecimiento.

IV.3.2.5. Determinaciones fisiologicas y bioquimicas

Se eligieron realizar algunas determinaciones que pudieran estar
relacionadas con el metabolismo nitrogenado como la produccion de etileno y la
actividad de la enzima nitrato reductasa. Para ello se emplearon 10 lineas
estabilizadas de raices transformadas de C. sativa (C55, C70, C1601, C1602,
CAR10, CABC, C1801, C1901, C1701 y C2701) con diferentes morfologias y

80



Material y Métodos

procedencias (cepa/genotipo) realizando los cultivos en las condiciones previamente
optimizadas. Asi, fragmentos de raices de 1 cm (=3 mg PF/ 0.3 mg PS) se cultivaron
en medio MS liquido adicionado con 3% de sacarosa en un agitador orbital a una
velocidad de 110 rpm, en oscuridad y a 25°C. Los subcultivos a medio fresco se
realizaban cada 7 dias durante un periodo de 3 semanas. Al cabo del periodo de

cultivo se realizaron las determinaciones que siguen:

» Produccidn de etileno en las raices transformadas

El etileno (C;H,4) es una hormona vegetal en estado gaseoso, que regula un
amplio rango de procesos vegetales, que van desde el propio crecimiento y desarrollo
hasta la respuesta de defensa de la planta (Mattoo y Sutte, 1991; Abeles et al., 1992).
La produccioén de etileno puede ser inducida por varios factores de estrés, tanto
bidticos como abidticos (Wang et al., 2002), razén por la cual, muchos
investigadores la relacionaron con la produccion de metabolitos secundarios en
muchas especies (Fan et al., 2000; Chung et al., 2001; El-Kereamy et al., 2003). No
obstante, otros cientificos demostraron el efecto inhibidor del etileno sobre la
acumulacion de metabolitos secundarios en cultivos celulares (Shibli et al., 1997) al
igual que en cultivos de raices transformadas (Pitta-Alvarez et al., 2000; Zhang et al.,
2004).

A raiz de lo que se ha comentado, se determiné la produccion de etileno en
las raices transformadas de C. sativa para evaluar posteriormente su relacion con los
metabolitos secundarios en este material. Asi, previo a la determinacion del etileno
en las diferentes lineas de raices, se establecio una curva de produccion de etileno en
este material durante el periodo de cultivo. Para ello la producciéon de etileno en la
linea C55, elegida al azar, se determind semanalmente durante un periodo de 4
semanas. Después, en base a los resultados obtenidos, se usaron cultivos de raices de
3 semanas para determinar etileno. Como control se usaron raices procedentes de
plantas de C. sativa (genotipo CANO0221), crecidas en cultivo hidropdonico en tubos

de ensayo durante 3 semanas. Lo produccion de etileno se cuantific6 mediante
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cromatografia de gases como se describe en el apartado V.3. de Metodologia. Para

cada linea se consideraron 12 repeticiones y el experimento se hizo por duplicado.

» Actividad de la enzima nitrato reductasa

La nitrato reductasa (NR) es la primera enzima que interviene en la
asimilacion del nitrato por las plantas (Chopra, 1983), siendo éste la principal fuente
de nitrogeno para muchas especies vegetales. La NR es una enzima clave en el
metabolismo nitrogenado (Tischner, 2000) por lo que estaria estrechamente
relacionada con la biosintesis de compuestos nitrogenados como es el caso de los
alcaloides. Ademds NR parece jugar un importante papel importante durante la
interaccion planta patégeno (Modolo et al., 2006). La actividad nitrato reductasa en
las raices transformadas de C. sativa se determiné mediante el ensayo in vitro (V.4)
usando 4 repeticiones para cada linea y repitiendo el experimento 4 veces. Como
control se usaron raices procedentes de plantas no transformadas como se describe

para la determinacion de etileno.

IV.4. Analisis de los metabolitos secundarios en las raices transformadas

IV.4.1. Cultivo de raices para obtencion de biomasa

El andlisis del contenido de metabolitos secundarios en las raices
transformadas de C. sativa se llevdo a cabo usando las diez lineas de raices
estabilizadas (C55, C70, CABC, CARI10, C1601, C1602, C1701, C1801, C1901 y
C2701) que se emplearon para las determinaciones fisioldgicas y bioquimicas. Para
ello, cultivos de raices transformadas de cada linea se cultivaron de la misma manera
descrita en el apartado anterior durante 3 semanas. Al cabo de este tiempo, se
recuperaron las raices de 6 matraces, para cada linea, se lavaron con agua destilada y
se secaron con papel de filtro y se determind el peso fresco. Finalmente las raices de
cada linea se mezclaron homogéneamente, se congelaron en nitrogeno liquido
durante 5 a 10 min, se liofilizaron durante 24 horas y se guardaron a -20°C hasta su

analisis. Por otra parte, muestras de raices y hojas de plantas de cafiamo del genotipo
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CANO0221 (fenotipo droga) y del cultivar Delta-llosa (fenotipo fibra), crecidas
durante 3 semanas en cultivo hidropénico en tubos de ensayo sirvieron como
controles. Las hojas y raices (lavadas abundantemente con agua destilada para
eliminar los restos de vermiculita) se prepararon de la misma manera descrita para
las raices transformadas. El experimento se repitidé al menos una vez, llevandose a

cabo las determinaciones que siguen:

* Determinacion de cannabinoides: THC, CBD y CBN

* Determinacion de alcaloides: atropina, colina y muscarina.

IV.4.2 Aplicacion de elicitores para incrementar la produccion de alcaloides

En base a los resultados previamente obtenidos en la primera fase del
trabajo (apartado anterior), las lineas C1801 y CABC de raices transformadas se
seleccionaron para llevar a cabo los experimentos de elicitacion. Los elicitores
ensayados en el presente estudio se eligieron en base a su eficiencia en incrementar
la produccion de varias clases de alcaloides en un gran rango de especies vegetales.
Asimismo se opto por usar el metiljasmonato (MeJa) como elicitor abidtico y como
elicitor biodtico el hongo Fusarium oxysporum conocido por su alta virulencia frente a

las raices de C. sativa (McPartland, 1996).

IV.4.2.1. Preparacion de los elicitores

Preparacion del metiljasmonato

Una solucién concentrada de MeJa (Aldrich Chemical Co.) se prepard en
etanol absoluto (grado analitico) y se uso para preparar las diluciones requeridas de
manera a suministrar, a todos los cultivos, volumenes minimos e iguales de etanol (7
uL a cada matraz). Finalmente las soluciones de MelJa preparadas se esterilizaron por
filtracion a través de un filtro de nitrocelulosa de 0.22 pm (Millipore) y se

almacenaron a 4°C hasta su uso.
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Preparacion del filtrado del hongo

Los cultivos de Fusarium oxysporum se mantuvieron en medio PDA sélido
a temperatura ambiente y sirvieron para iniciar nuevos cultivos utilizados en los
tratamientos de elicitacion. Asi, 4 a 6 fragmentos de aproximadamente 1 cm’ de
micelio se transfirieron a matraces de 250 mL con 100 mL de caldo de CZAPEK-
DOX y los cultivos se mantuvieron a 25°C sin agitacion durante 20 dias. Al cabo de
este periodo, que se corresponde con la fase de crecimiento estacionaria del hongo,
los cultivos se esterilizaron en autoclave a 120°C durante 20 min, se filtré el medio
de cultivo con el hongo a través de papel de Wattman y finalmente el filtrado

recuperado asépticamente se guardd a 4 °C hasta su uso.

IV.4.2.2. Adicion de elicitores

Se usaron raices cultivadas, durante 3 semanas, en las condiciones descritas
en el apartado V.4.1 (final de la fase de crecimiento lineal). Tras este periodo las
raices se subcultivaron a medio fresco adicionado con las concentraciones apropiadas
de cada elicitor y se mantuvieron en incubacion en el mismo durante 96 h. El filtrado
del medio (FM) de Fusarium oxysporum se adicion6 al medio a las concentraciones
1, 3y 5% (v/v) las cuales se eligieron a base de trabajos realizados anteriormente
sobre material parecido de otras especies (Bais et al., 2000; Savitha et al., 2005). De
la misma manera, se eligieron las concentraciones 1 y 10 uM de Mela (Zabetakis et
al., 1999; Bais et al., 2002). Para ambas lineas de raices, se recuperaron cultivos de
raices no elicitadas al mismo tiempo que las raices tratadas (24 dias) y se usaron
como control. Al cabo del periodo de incubacion los cultivos de raices procedentes
de un minimo de 6 matraces por tratamiento y linea se recuperaron, se lavaron
abundantemente con agua destilada y se secaron con papel de filtro para determinar
su peso fresco. Finalmente las raices de cada tratamiento se mezclaron y se
congelaron en nitrogeno liquido antes de su liofilizacion. La extraccion y analisis de
alcaloides mediante electroforesis capilar se llevd a cabo como se describe en la
seccion V.5. Para cada tratamiento y linea 6 (biomasa) y 3 (contenido en alcaloides)

repeticiones procedentes de dos experimentos independientes.
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IV.5. Estudio de la capacidad de regeneracion a partir de tejidos transformados
y no transformados de C. sativa

IV.5.1. Regeneracion a partir de raices transformadas

Por falta de informacién relacionada con la regeneracion a partir de raices
transformadas de C. sativa los estudios de callogénesis y organogénesis, en este
material, se llevaron a cabo usando una serie de combinaciones hormonales elegidas
inicialmente en base a trabajos realizados en raices transformadas de Lotus japonicus
(Stiller et al., 1997), Catharanthus roseus (Choi et al., 2004) y Populus deltoides
(Han et al., 1997) o en tejidos no transformados de canamo (Hemphill et al., 1978;
Mandolino y Ranalli, 1999). A partir de alli se variaron las concentraciones de las
fitohormonas usando como auxinas el ANA, AIA y 2,4-D y como citoquininas la BA
y la Kinetina, a las concentraciones que figuran en la Tabla 5. Como medios base se
usaron el BS y el MB (macro y micronutrientes del medio MS y vitaminas del Bs)
solidificados con 0.6% (p/v) de agar. En un primer tiempo se estudio6 la respuesta de
varias lineas de raices transformadas procedentes de diferentes combinaciones
cepa/genotipo  (A4/CAN0221, ARI10/CAN0221, RI16/CAN0221, LBA-
rolABC/CAN0221, A4/Futura77 y AR10/Futura77), con distintas morfologias, en el
medio de regeneracion n° 1 (Tabla 5) usando un numero total de 60 explantos por
tratamiento y linea y los experimentos se repitieron 4 veces. Para ello fragmentos
terminales de raices de 1 cm se cortaron cuidadosamente a partir de cultivos axénicos
de 3 semanas, realizados en medio MS solido (3% de sacarosa y 0.6% de agar, pH
5.8), y se cultivaron en el medio n° 1. En base a los resultados obtenidos se
selecciond la linea procedente de la combinacion A4/CANO0221 para estudiar el
efecto de los demas medios de regeneracion. Asi, los explantos se cultivaron en los
distintos medios de regeneracion presentes en la Tabla 5 a razéon de 10 por placa
usando 6 placas para cada tratamiento. Las placas se mantuvieron en las condiciones
de la camara de cultivo y se subcultivaron a medio fresco de igual composicion cada
15 dias. Los experimentos se repitieron al menos 4 veces realizando, al cabo de 6

semanas de cultivo, las determinaciones que se describen a continuacion:
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» Frecuencia de callogénesis (nimero de explantos que forman callos)

» Frecuencia de callos con “Memoria hairy roots” (MHR) que representa el
nimero de callos que exhiben una proliferacién incontrolada de raices
plagiotropicas

» Frecuencia de caulogénesis que representa el nimero de callos que
desarrollan yemas o tallos

» Tamafio del callo (midiendo el diametro medio del callo)

= Peso fresco y peso seco.

En otro experimento, al objeto de investigar el efecto del cambio de la
composicion hormonal del medio y de los sucesivos subcultivos sobre la habilidad
organogénica de los callos, fragmentos de 0.5 cm de callos no rizogénicos, inducidos
a partir de explantos de raices transformadas en el medio n° 3 (Tabla 5) y cultivados
en le mismo durante 6 semanas, se subcultivaron al mismo medio y a los medios n°
7,16 y 17 (Tabla 5) en los cuales se mantuvieron durante 12 semanas. A cada medio
se subsultivaron 60 fragmentos de callo (10/placa) los cuales se mantuvieron en las
condiciones de la camara de cultivo realizando, cada 15 dias, subcultivos a medio

fresco de igual composicion. Finalmente el experimento se repitid 3 veces.

IV.5.2. Efecto del antiauxinas sobre la organogénesis

Para investigar las causas de la excesiva formacion de raices en los callos
procedentes de raices transformadas, se incorpord el inhibidor de la accion de
auxinas acido p-clorofenoxiisobutirico (PCIB) (Aldrich), desde el principio del
cultivo, al medio de regeneracion n° 2 (Tabla 5) libre de auxinas. En este medio se
cultivaron explantos terminales de 1 cm de raices, procedentes de un cultivo axénico
de 3 semanas de la linea C55, en presencia de varias concentraciones de PCIB: 0, 10,
20, 40, 70 y 100 uM. Los cultivos se mantuvieron durante 6 semanas en la cdmara de
cultivo realizandose subcultivos a medio fresco de igual composicién cada 15 dias.
En cada tratamiento se usaron 60 explantos y el experimento se repitidé 4 veces. Al

cabo del periodo de cultivo, los pardmetros determinados fueron:
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» Frecuencia de callogénesis (nimero de explantos que forman callos)

» Frecuencia de callos con “Memoria hairy roots” (MHR)

» Frecuencia de callos que forman yemas o tallos

= Tamafio de los callos formados

» Numero y tamafio de raices formadas en cada callo.

Tabla 5. Combinaciones y concentraciones de fitohormonas utilizadas para la induccion de
callos y la regeneracion a partir de raices transformadas de C. sativa. Kin: Kinetina.

N° de

Medio

Sacarosa

medio base (%) pH Fitohormonas ( ug.mL'l)
1 B5 2 55 BA 0.5 ANA 0.05
2 B5 2 55 BA 1.0 ANA 0.05
3 B5 2 5.5 BA 1.5 ANA 0.05
4 BS 2 55 BA 2.0 ANA 0.05
5 BS 2 55 BA 4.0 ANA 0.05
6 BS 2 5.5 BA 0.5 ANA 0.0
7 BS 2 5.5 BA 0.5 ANA 0.025
8 B5 2 55 BA 0.5 ANA 0.1
9 B5 2 55 BA 0.5 ANA 0.2
10 B5 2 5.5 BA 0.5 ANA 0.5
11 B5 2 55 BA 0.5 ANA 1.0
12 BS 2 55 BA 0.5 ANA 3.0
13 B5 2 55 Kin 0.5 ANA 0.025
14 B5 2 55 Kin 1.0 ANA 0.05
15 B5 2 55 Kin 1.5 ANA 0.05
16 MB 3 5.8 BA 0.1 2,4-D 3.0
17 MB 3 5.8 BA 0.1 2,4-D 5.0
18 MB 3 5.8 Kin 1.0 AIA 1.0
19 MB 3 5.8 Kin 1.0 AIA 0.25
ANA 0.25
2,4-D0.2
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IV.5.3. Regeneracion a partir de explantos de hipocotilo transformados con
A. tumefaciens

IV.5.3.1. Cocultivo e induccion de callogénesis

Para la transformacion se utilizo la cepa EHA105 (Hood et al., 1993) de A.
tumefaciens (Tabla 3) que lleva como vector auxiliar el plasmido pTiBo542, y como
vector binario pMOG410 que porta el gen quimérico nos.nptll que confiere
resistencia a kanamicina, y como gen informador, el gen CaMV35Sgus.INT. Como
material vegetal se usaron explantos de hipocotilo procedentes de plantulas de
canamo del genotipo CANO0221 cultivadas in vitro durante 7 a 10, y se siguio, para la
transformacion, el protocolo descrito por Horlemann et al. (2003) para transformar el
lapulo (Humulus Lupulus, Cannabaceas). Asi, a partir de una colonia bacteriana
individual, se inici6 un nuevo cultivo de la cepa EHA105 en medio YEM adicionado
con Kanamicina'” y Rifampicina'® y se permaneci6 a 27° C durante 48 h. Los genes
de virulencia se activaron con acetosiringona 20 uM 5 horas antes del cocultico, y
entonces las agrobacterias se resuspendieron en el medio de cultivo n° 5 liquido
(Tabla 6) y se diluyeron en el mismo hasta una densidad optica DOggy de 0.5. Este
medio se repartid en placas de Perti de 9 cm y se uso para cultivar fragmentos de
hipocotilo de 1 cm cortados a partir de las plantulas en condiciones asépticas. Los
cultivos se mantuvieron primero en agitacion suave a temperatura ambiente durante
30 min y se subcultivaron a continuacion al medio n°® 5 solidificado con el 0.6% (p/v)
de agar para el cocultivo durante 48 h en las condiciones de la camara de cultivo
(Figura 8). Tras este tiempo, los explantos se recolectaron y se lavaron 5 veces con
agua destilada estéril incorporando en los 2 ultimos lavados 500 pg.mL™’ de
Cefotaxima y después se cultivaron (a razon de diez explantos por placa) en placas
de Petri con diferentes medios para la induccion del tallo (Tabla 6). Como medio
base se uso el medio MB (pH 5.8) adicionado con 2% de glucosa, 0.6% de agar, 50
mg.L" de Kanamicina y 500 mg.L™' de Cefotaxima que se elimin6 del medio en el

segundo subcultivo (después de 4 semanas del inicio del cultivo).

Como citoquinina se utilizd el Tidiazuréon (conocido por su accion

inhibidora de la rizogénesis) y como auxina el acido indolacético AIA, a las
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concentraciones que figuran el la Tabla 6. Para cada tratamiento se usaron 60
explantos de hipocotilo transformados y como control se cultivaron explantos de
hipocotilo no transformados (60 explantos) en medio n° 5. Los subcultivos a medio

fresco se realizaron cada 15 dias y los experimentos se repitieron al menos 4 veces.

Tabla 6. Concentraciones de fitohormonas utilizadas para la regeneracion a partir de
explantos de hipocotilo de C. sativa transformados con la cepa EHA105 de A. tumefaciens.
TDZ: Tidiazuron.

N° de medio Fitohormonas ( ug.mL'l)
1 TDZ 0.99 AIA 0.00
2 TDZ 0.99 AIA 0.15
3 TDZ 0.99 AIA 0.25
4 TDZ 1.50 AIA 0.12
5 TDZ 1.90 AlIA 0.25

Para determinar la concentracion de Kanamicina que asegura una seleccion
fiable de los explantos transformados sin inducir la muerte celular, se ensayaron
varias concentraciones del antibiotico: 0, 25, 50 y 75 mg.L™" en el medio de cultivo n°
5 (Tabla 6). Para cada tratamiento se usaron 60 explantos de hipocotilo inoculados
con la cepa EHA105 de A. tumefaciens y 60 explantos de hipocotilo no tratados,
usados como control. Los experimentos se repitieron 4 veces y al cabo del periodo de
cultivo (4 semanas) se determind la frecuencia de formaciéon de callos en cada

tratamiento.
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Figura 8. Etapas desde la infeccion de los explantos de hipocotilo de C. sativa con la cepa
EHA105 de A. tumefaciens portadora del gen de resistencia a la Kanamicina, hasta la
obtencion de los callos transformados.
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La evaluacion de la respuesta de los explantos al método de transformacion

y regeneracion empleado se basé sobre las siguientes determinaciones:

* Frecuencia de transformacion (numero de explantos que desarrollan callos
en presencia de Kanamicina)

= Frecuencia de callos que desarrollan raices

= Frecuencia de callos que desarrollan yemas o tallos

» Tamafio de los callos.

IV.5.3.2. Determinacion de la naturaleza transformada de los callos

Amplificacion del gen gusA por PCR

La presencia del gen gusA en los callos se determiné mediante PCR como se
describe en el apartado V.2. Para ello se usaron callos desarrollados en explantos de
hipocotilo cocultivados con A. tumefaciens EHA 105, los cuales se cultivaron durante
mas de 4 semanas en los distintos medios de regeneracion en presencia de
Kanamicina. Como controles se usaron callos desarrollados en explantos de

hipocotilo no tratados

Tincién histoquimica GUS

La expresion del gen gusA en los callos transformados se averigud
incubando fragmentos de aproximadamente 5 mm aislados a partir de 6 callos de 4
semanas (escogidos al azar) en el sustrato cromogénico X-glu siguiendo la
metodologia descrita en la seccion V.1. Como controles negativos se usaron
fragmentos (de 5 mm) procedentes, por una parte de callos no transformados
desarrollados en explantos de hipocotilo en el medio n° 5, y por otra de tumores,
procedentes de un cultivo axénico, inducidos con la cepa C58 de A. tumefaciens.

Para cada tipo de tejido se consideraron 10 repeticiones.
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IV.5.4. Regeneracion a partir de tejidos no transformados

IV.5.4.1. Induccion de callogénesis y organogénesis

Esta parte del trabajo se llevo a cabo basandonos sobre los datos de la
literatura relativa a los programas de morfogénesis in Vvitro para varias especies
vegetales (Han et al., 1997, Stiller et al., 1997; Horlemann et al., 2003) dado que la
informacion disponible para el caso del cafiamo era muy limitada y poco relevante
(Fisse et al., 1981; Mandolino y Ranalli, 1999; Feeney y Punja, 2003). Asi pues, se
usaron fragmentos de hipocotilo y de raiz de aproximadamente 1 cm procedentes de
plantulas de canamo, genotipo CANO0221, crecidas axénicamente durante 7 a 10 dias.
Los explantos se cultivaron en los distintos medios de regeneracion que se recogen
en la Tabla 7, adicionados con el 1% (p/v) de agar. Los cultivos se mantuvieron en la
camara de cultivo en las condiciones previamente descritas (II1.4). Todos los
experimentos se repitieron al menos 4 veces utilizando en cada uno entre 40 y 60
explantos por tratamiento y tipo de explanto. Tras cinco semanas de cultivo se

registro:

» Frecuencia de formacion de callos
* Frecuencia de formacion de raices
* Frecuencia de formacién de yemas o tallos

» Tamafio de los callos.

En otro experimento con el proposito de mejorar la frecuencia de
regeneracion se planted estudiar el efecto del cambio de la composicion y
concentracion hormonal sobre la frecuencia de obtencion de callos caulogénicos.
Para ello se indujeron, a partir de explantos de hipocotilo, callos en medio n® 10
(Tabla 7) y tras 15 dias de cultivo se subcultivaron al mismo medio o a los medios n°
4y 5 (Tabla 7). En el medio n° 4 se eligié probar una relacion auxina/citoquinina <1
usando la misma concentracion de BA y bajando 10 veces la del ANA, mientras que
en el medio n°® 5 se usé una relacidon auxina/citoquinina >1 incluyendo el 2,4-D como

auxina (Tabla 7). Los callos se subcultivaron periddicamente, cada 2 semanas, a
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medio fresco de igual composicion. Para cada medio se usaron 60 explantos y el
experimento se repitid 4 veces. Al cabo de los periodos de cultivo, las

determinaciones realizadas fueron las siguientes:

= Numero de callos que forman raices
= Numero de callos que forman hojas o tallo
» Tamaio de los callos

* Peso fresco de los callos.

Tabla 7. Combinaciones y concentraciones de fitohormonas utilizadas para inducir
callogénesis y organogénesis en explantos de hipocotilo y raiz de C. sativa. El pH de los
medios se ajusto a 5.8.

Tipo de medio 112;;1;') 1\32;120 Sazf;l/: ;) % Fitohormonas ( pg.mL™")
1 B5 2 BA 0.5 ANA 0.05
2 B5 2 BA 1.0 ANA 0.05
3 B5 2 BA 1.0 ANA 1.0
4 B5 2 BA 2.0 ANA 0.05
5 MB 2 BA 0.1 2,4-D 3.0
6 MB 2 BA 0.1 2,4-D5.0
Medios para 7 MB 2 BAO.I 2,4-D 10
callogénesis y
organogénesis 8 MS 3 BAIO ANA 1.0
9 MS 3 BA 1.0 ANA 2.0
10 MS 3 BA 2.0 ANA 0.5
11 MS 3 BA 3.0 ANA 0.5
12 MS 3 BA 1.0 2,4-D 1.0
13 MS 3 BA 1.0 2,4-D2.0
14 MS 3 TDZ 1.9 AIA 0.25
Medio para
elongacion de 15 B5 2 BA 0.5 ANA 0.025
tallo
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IV.5.4.2. Elongacion y enraizamiento de los tallos regenerados

Los tallos regenerados de aproximadamente 1 cm se transfirieron, con un
pequenio fragmento de tejido organogenico basal, a Jarras Magenta con 50 mL de
medio n° 15 (Tabla 7) para elongacion del tallo (Stiller et al., 1997), solidificado con
0.6% (p/v) de agar. Después de 1 semana, se eliminaron los restos de callo y se
subcultivaron solo los tallos a medio fresco de composicion igual donde
permanecieron durante 3 semanas. Cabe mencionar que la aparicion y elongacion de

las raices en el medio n° 15 no hizo necesario el uso de medio apropiado para ello.

IV.5.4.3. Aclimatacion

Los tallos enraizados (4 semanas tras su apariciébn), se arrancaron
cuidadosamente del medio de cultivo y las raices se sumergieron durante unos
minutos en agua estéril templada para le descomposicion del agar. A continuacion las
raices se enjuagaron con agua destilada estéril antes de transferir las plantulas a jarras
Magenta con vermiculita esterilizada y humedecida con solucién nutritiva estéril. Las
jarras se taparon con una pelicula de plastico perforada y se dispusieron en la cdmara
de cultivo durante 1 semana. Finalmente las plantulas se traspasaron a macetas con

turba/perlita humedecida para seguir su desarrollo.

V. METODOLOGIA EMPLEADA

V.1. Determinacion de la actividad GUS

La actividad de la enzima B-glucoronidasa se demostré6 mediante tincion
histoquimica siguiendo el protocolo de Jefferson (1987) y usando el sustrato
cromogénico X-Glu (5-bromo-4-chloro-3-indolil  B-D-glucorénido) que, al
hidrolizarse, produce un precipitado de color azul. Asi, 5 mg de X-Glu se disolvieron
en 50 pL de dimetilformamida (Sigma) y se llevaron a 50 mL con tampdn fosfato

sodico NaPO4 100 mM, pH 7.0. Los fragmentos de tejidos transformados y no
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transformados (controles) se sumergieron en la mezcla de tincion en recipientes de
300 pL de capacidad (placa ELISA) durante 12 h a una temperatura de 37°C.

Finalmente los tejidos se lavaron con etanol 70% (v/v).

V.2. Reaccion en cadena de polimerasa

V.2.1. Extraccion del ADN genémico

El protocolo de extraccion usado fue el descrito en el Kit de purificacion de
ADN (PUREGENE, Gentra Systems, Inc.) con algunas modificaciones seleccionadas
durante la fase de optimizacion del método. Asi pues, se trituraron muestras de
tejidos de 80 mg de peso fresco, en morteros de porcelana esterilizados, en presencia
de nitrégeno liquido y de 40 mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP) para eliminar los
fenoles vegetales. A continuacion se adicionaron 600 pL del tampon de lisis celular
(PUREGENE, Gentra Systems, Inc.) a los extractos antes de congelarlos a -40°C y
descongelarlos, a temperatura ambiente, dos veces. Los extractos se cargaron
entonces en tubos Eppendorf de 1.5 mL, se les adicionaron 200 pL del tampdn para
la precipitacion de proteinas (PUREGENE, Gentra Systems, Inc.), se agitaron bien
en un vortex y se incubaron en hielo durante 10 min. Al cabo de este tiempo, los
tubos se centrifugaron a 13.000 g durante 3 min y el sobrenadante se recuperd
cuidadosamente en un nuevo tubo con 600 pL de isopropanol (2-propanol) al 100%
para precipitar el ADN. Para ello los tubos se agitaron 50 veces por inversion suave y
se guardaron a -20 °C durante 30 min. Transcurrido este tiempo, los tubos se
volvieron a centrifugar durante 1 min (13.000 g) y el sedimento se lavo
despegandolo suavemente de la pared del tubo y agitdindolo en 600 uL de etanol 70%
(v/v) con el cuidado de no disolverlo. Después los tubos se centrifugaron durante 2
min (13.000 g) y el sedimento se dejé a temperatura ambiente durante 45-60 min
para que se seque. Una vez secado, el ADN se rehidrato con 50 pL de agua
bidestilada esterilizada y se calent6 en un bafio maria a 65°C durante 2 min para
facilitar su disolucion. Finalmente las muestras de ADN se guardaron durante una
noche a 4°C. Al dia siguiente los tubos se centrifugaron durante 3 min (13.000 g)

para precipitar las impurezas que puedan haber quedado en el extracto y el ADN
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extraido se recuper6 en un tubo Eppendorf de 0.5 mL pipeteando cuidadosamente el
sobrenadante, para no romper las cadenas de ADN. El ADN extraido se almaceno a

4°C hasta su analisis.

V.2.2. Cuantificacion del ADN

La determinacion de la concentracion del ADN por fluorimetria se llevé a
cabo usando un fluorimetro Hoefer® DyNA Quant” 200 de Amersham, Pharmacia
Biotech. Para ello, se prepard el tampon TNE 1 x (0.2 M NaCl, 10 mM Tris-Cl, 1
mM EDTA, pH 7.4) y se guardo a 4 °C. En este tampon se prepard una solucion
estock de 1mg/mL del colorante Hoechst dye H33258 (Pharmacia Biotech.) y se
almaceno a 4°C en oscuridad. Para la calibracion del fluorimetro se us6 una dilucion
1:10 (100 pg/mL) de una solucion estock 1 mg/mL de ADN de Calf Thymus
(Pharmacia Biotech.) preparada en tampon TNE 10 x. Justo antes de la
cuantificacion el ADN templado se agitd y se centrifugd durante 2 min a 13.000 x g
y entonces se adicionaron 2 pL del templado a 2 mL de la soluciéon de ensayo
preparada diariamente y que consistio en 10 pL de la solucion estock del H33258, 10

mL de TNE 10 x y 90 mL de agua destilada filtrada.

V.2.3. Amplificacion por PCR

Se utilizaron unos 100 ng de ADN templado, 50 pmol de cada cebador, 0.2
mM de dNTPs y 0.5 U de Taq ADN polimerasa (Amersham Biosciences) en un
volumen final de 50 mM del tampdn de reaccion (50 mM KCl, 1.5 mM MgCl,, 10
mM Tris-HCI, pH 9.0).

Las condiciones de la reacciéon, en un termociclador GeneAmp 2400
(Applied Biosystem) fueron: precalentamiento 95°C (5 min), adicion de la Tag-

polimerasa, 35 ciclos a 94°C (30s), 55°C (1 min) y 72°C (1 min). Los cebadores
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utilizados para la amplificacion de los diferentes fragmentos de ADN se describen en

la Tabla 8.

Tabla 8. Cebadores utilizados para la amplificacion de fragmentos de los genes analizados

por PCR.

Genes Cebadores (pb)

Referencias

rolB-1: 5" AGTTCAAGTCGGCTTTAGGC 3’

rolB , 780
rolB-2: 5 TCCACGATTTCAACCAG TAG3

Celma et al., 2000

rolC-1:5 TAACATGGCTGAAGACGACC 3’

rolC , o540
rolC-2:5" AAACTTGCACTCGCCATGCC 3

Celma et al., 2000

CYT-5'GATCG(G/OGTCCAATG(C/DTGT 3"
PL CYT-2: 5"GATATCCATCGATC(T/C)CTT 3°

Haas et al., 1995

VirG1: 5'CGATGACGATGTCGCTATGC S
VIrG  irG2: 5'CAGCACCTCTTGCAGTCTTG 3

Stiller et al., 1997

A gus 5: 5"CCATCGCAGCGTAATGCTCT 3’ 570
gus
gus 6: 5"GCCGACAGCAGCAGTTTCAT 3".

Stiller et al., 1997

Los productos de la PCR se analizaron en geles de agarosa al 2%, en

tampon TAE 1x (0.04 M Tris/acetato, 0.001 M Na,EDTA, pH 8.3), conteniendo 0.5

pg.mL™" de bromuro de etidio y se visualizaron bajo luz ultravioleta.

V.3. Medida de etileno mediante cromatografia de gases

La tasa de produccién de etileno por las raices se determind siguiendo la

metodologia habitualmente usada en nuestro laboratorio (Caba et al., 1999 y Ligero

et al., 1999), realizando ensayos previos para optimizar varios parametros como el

tiempo de incubacién y las condiciones del cromatdgrafo. Finalmente se han usado

las condiciones descritas a continuacion. Raices transformadas recuperadas de 4
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matraces para cada linea se mezclaron suavemente y se repartieron en cantidades
aproximadamente iguales en viales herméticos de 9 mL de capacidad con tapén
perforable (vacutainers, Becton-Dikinson). Dentro de los tubos se colocé un trozo de
papel de filtro como soporte para las raices y se afiadié 1 mL de medio de MS liquido
(para las raices control se adicion6 1 mL de solucién nutritiva). Una vez tapados
herméticamente, los tubos se incubaron 2h30" a 25°C en oscuridad. Transcurrido este
tiempo se extrajeron de los viales, con jeringas de gases, alicuotas de 1 mL de la
atmosfera interna, que posteriormente se inyectaron en el cromatdgrafo de gases para
determinar el etileno librado por el material vegetal. A continuacion se midi6 el
volumen libre de cada vial por desplazamiento con agua y se pesaron las raices
después de secarlas durante 24 horas a 75°C en estufa con corriente forzada da aire.
En este trabajo la produccion de etileno se expresa en pmol C,H, (g PS)”! h'. Para la
cuantificacion de etileno se utilizd un patron preparado a partir de etileno puro

(AirLiquide) por dilucién hasta una concentracion de 100 pmol.mL™".

Las medidas se realizaron en un cromatografo Perkin Elmer, modelo
Autosustem XL, equipado con un detector de ionizacion de llama (FID) y una
columna de acero inoxidable (2 m x 2 mm) rellena con un polimero poroso (Porapark
R, 80-100 mesh). Se utiliz6 el nitrogeno como gas portador (fase movil) con un flujo
de 33 mL.min"'. Para la llama, el flujo del hidrégeno y aire se mantuvo a 30 y 300

| .
mL.min", respectivamente.

V.4. Medida de la actividad nitrato reductasa

La determinacion de la actividad nitrato reductasa en las raices
transformadas de C. sativa se llevo a cabo siguiendo la metodologia habitualmente
usada por nuestro grupo de investigacion para diversas leguminosas (Ligero et al.,
1987; Caba et al., 1990, 1991; Hervas et al., 1991) habiéndose optimizado, para el
presente estudio, varios parametros como la concentracion de NADH (0.05, 0.1,

0.15, 0.2 mM), volumen del extracto (0.2-0.6 mL) asi como el tiempo de incubacion
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del extracto con el sustrato (20, 40, 60, 80, 100 y 120 min). Finalmente se usoé el

procedimiento descrito a continuacion.

V.4.1. Extraccion

El medio de extraccion estuvo basado en el propuesto por Kaiser y Lewis
(1984), con algunas modificaciones y consta de tampon fosfato 50 mM pH 7.5, Na,-
EDTA 2 Mm, DTT (dietilaminoetil) 2 mM y caseina soluble 1.5% (p/v). Para cada
linea, se emplearon raices de cuatro cultivos independientes, las cuales fueron
recuperadas al cabo del periodo de cultivo, lavadas con agua destilada, mezcladas y
secadas con papel de filtro. Dos g de raices se extrajeron en un mortero sobre bano
de hielo picado utilizando una relacion peso de muestra: volumen de medio de 1:5.
En todos los casos, al objeto de eliminar fenoles, se adicion6 PVPP insoluble
inmediatamente antes de la extraccion, en una cantidad equivalente a la mitad del
peso de la muestra de raices utilizada. Tras la maceracion, el homogenizado se filtr6
a través de 4 capas de gasa y se centrifugé a 25.000 g 5 min (4°C) para eliminar los
residuos celulares. El sobrenadante se volvié a centrifugar a 30000 g durante 20 min,
utilizando este nuevo sobrenadante para la determinacion de la actividad. La
centrifuga utilizada fue una Sorvall Superspreed RC-5B (Du Pont Instrument)

refrigerada.

V.4.2. Medida de la actividad

La nitrato reductasa (EC 1.6.6.1) se valor6 siguiendo la aparicion de nitrito
en el medio de reaccion, segun la técnica empleada por Kaiser y Lewis (1984) y
Caba et al. (1990). La mezcla de reaccion contenia, en un volumen total de 2 mL,
tampon fosfato potasico 50 mM pH 7.5, KNO; 10 mM, cisteina 1 Mm, NADH 0.2
mM y 0.4 mL del extracto. La reaccion se inicia con la adicion del extracto,
manteniéndose en bafio termostatizado a 30 °C durante 30 min, y se detiene por la

adicion de 0.1 mL de acetato de zinc 1 M y posterior agitacion para asegurar la
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completa oxidacion del NADH residual. Tras centrifugar las mezclas a 35.000 g

durante 5 min se procedi6 a valorar el nitrito formado en alicuotas del sobrenadante.

Para corregir la actividad se emplearon dos controles: un blanco, en el que
se sustituye la enzima por medio de extraccién y un control a tiempo cero, obtenido
deteniendo la reaccion inmediatamente antes de la incubacion. Finalmente la

actividad se expresé en pmol NO,". (g PF)". h™".
V.4.3. Valoracion del nitrito formado

Para la valoracion de los nitritos se emple6 la reaccion de diazotacion de
Griess-Ylosway, segtn el método descrito por Snell y Snell (1949) y por Hageman y
Hucklesby (1971). Asi, a alicuotas de 1 mL, diluidas en caso necesario, se les afiadid
1 mL de reactivo de sulfanilamida y 1 mL de NNEDA. La mezcla se completa con 2
mL de agua destilada y tras agitar se dejo desarrollar el color durante 20 min.
Finalmente se midi6 la absorbancia debida al color desarrollado a 540 nm en un
espectrofotometro (Hitachi 100-80 o Beckman DU-70). Para la cuantificacion del
nitrito se confecciond una curva patron con concentraciones conocidas de KNO, en

tampon fosfato potdsico 50 mM pH 7.5.

El reactivo de sulfanilamida se prepar6 disolviendo 5 g de sulfanilamida en
100 mL de HCI concentrado en caliente, diluyendo posteriormente hasta 500 mL con
agua destilada. El NNEDA se prepar6 disolviendo 100 mg de este producto en 500
mL de agua destilada. Ambas soluciones deben mantenerse refrigeradas y en frascos

topacio protegidas de la luz.
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V.5. Determinacion de cannabinoides mediante HPLC y GC/NPD

V.5.1. Estandares y soluciones de trabajo

El metanol de grado HPLC fue suministrado por Merck (Damstadt,
Alemania). Los demas reactivos fueron de grado analitico. Como patrones se usaron
muestras de Tetrahidrocannabinol (THC), Cannabinol (CBN) y Cannabidiol (CBD)

obtenidos a partir de resina de haschis.

V.5.2. Extraccion

El anélisis de THC, CBD y CBN se llevaron a cabo en el laboratorio de
Toxicologia (Departamento de Medicina Legal de la facultad de Medicina,
Universidad de Granada) mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
y cromatografia de gases con detector nitrogeno/fosforo (GC/NPD), siguiendo el
protocolo que rutinariamente se usa para la deteccion y cuantificacion de
cannabinoides, en dicho laboratorio. Asi, muestras de 1 a 3 g de raices liofilizadas se
extrajeron con 20 mL de éter de petrdleo, en tubo de vidrio de 25 mL con tapon de
rosca, manteniéndolas en agitacion durante 15 min en agitador rotatorio. Tras
centrifugar a 1000-1500 rpm durante 10 min se filtré el sobrenadante sobre sulfato
sodico anhidro recogiendo el filtrado en un tubo de vidrio de fondo conico y se
evaporo6 a sequedad en bano de agua a 40 °C, en corriente de nitrogeno. Finalmente
el residuo seco se redisolvid en 0.5 mL de etanol. En ambos andlisis se consideraron

3 repeticiones procedentes de 2 experimentos independientes.
V.5.3. Analisis
Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
El sistema usado consistié en una bomba binaria modelo LC-250 Perkin
Elmer, con un detector de diodo a array (LC-235 Perkin Elmer) y un integrador-

registrador (LCI-100, Perkin Elmer) conectado con un computador Epson PC AX2

para el manejo y almacenamiento de los espectros. Se uso una columna de fase
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reversa modelo RP-8 LiChrocart 125-4 (Merck). La fase movil consistié en una
solucion de acetonitrilo (ACN)/acético 2% la cual fue desgasificada pasandola por un
papel de filtro orgéanico:acuoso (Millipore FH VP 04700) primado con metanol. El
tiempo total de corrida fue 20 min y la tasa de flujo se fij6 en 1.0 m L/min. El eluente
fue monitorizado a 240 nm. Las muestras se prepararon en metanol y se inyectaron

volumenes de 10 pl.

Cromatografia de gases con detector nitrégeno/fésforo (GC/NPD)

Se uso un cromatégrafo de gases Perkin Elmer 8310 equipado con un
detector de nitrégeno/fosforo (sistema GH de Clarke, 1986), y una columna capilar
SPB1 (15 m x 0.53 mm) de silice fundida (pelicula de 0.5 um) y una fase
estacionaria de dimetilpolisiloxano. Las temperaturas del inyector y del detector
fueron 270 y 300 °C respectivamente mientras que la del horno de de 210°C. Para la
inyeccion de las muestras se utilizo un sistema split-splitless seleccionando el modo
split (1:25). Como gas portador se uso helio a un flujo de 1 mL/min. Las muestras

fueron preparadas en metanol y el volumen de inyeccion fue 1 pL.

V.6. Analisis de alcaloides mediante electroforésis capilar

V.6.1. Extraccion

La extraccion de los alcaloides se llevo a cabo siguiendo basicamente el
método de Zhang et al. (2004) con algunas modificaciones (Figura 9). Muestras de 1
g de muestras liofilizadas y pulverizadas, en un mortero de porcelana, se extrajeron
en un sistema de reflujo en 150 mL de etanol 70% (v/v) durante 16 horas. El sistema
de reflujo se montd sobre una fuente de calor plana poniendo en cada matraz 20
bolitas de vidrio para homogeneizar la ebullicion del alcohol. Después de enfriarse,
el extracto se filtré al vacio, primero a través de un disco de papel de filtro y a
continuacion con filtro de nitrocelulosa de 0.45 pm. El residuo se lavo dos veces con

10 mL de etanol 70% (v/v) y las soluciones de lavado se filtraron y se mezclaron con
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Liofilizar (24h) I

Pulverizar y homogeneizar
en morter

v

Extraer con etanol 70% en I
reflujo 16 h

Filtrar primero en papel de filtro
y después en filtro de 0.45 pm

Concentrar en el rotavapor hasta l
un volumen de 6 mL
Centrifugar a 13.000 g
10 min

Sedimento l Sobrenadante I
Filtrar con filtro de 0.22 pm I

Figura 9. Proceso de extraccion de alcaloides a partir de raices transformadas, raices no
transformadas y hojas de C. sativa.
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el extracto. Posteriormente las fracciones resultantes se concentraron en un rotavapor
(BUCHI R 110) hasta un volumen de 6 mL. Finalmente los extractos se
centrifugaron durante 5 min a 13.000 g, se filtraron a través de filtros de

nitrocelulosa (0.22 um) y se guardaron en congelador (-20°C) hasta su analisis.

V.6.2. Separacion por electroforesis capilar

V.6.2.1. Instrumentacion

Los andlisis se llevaron a cabo mediante CE-ESI-MS utilizando un equipo
de electroforesis capilar PPACE™ System MDQ (Beckman Instruments, Fullerton,
CA, USA) equipado con un detector de luz ultravioleta visible (UV-Vis), que trabaja
a 200 nm y acoplado mediante, una interfase ortogonal de ionizacion por
electroespray o electronebulizacion (ESI) (G1607A, Agilent Technologies, Palo
Alto, CA, USA), a un espectrometro de masas con analizador de iones (Burker
Daltonik Esquire 2000™ Bremen, Alemania), usando una interfase coaxial con flujo
adicional. El capilar de silice fundida sin recubrimiento con 50 um de didmetro
interno fue suministrado por Composite Metal Services (Worcester, Inglaterra),
usando una longitud total de 100 cm. El contacto eléctrico en el extremo de la aguja
del electroespray se establecido mediante un liquido adicional suministrado con una
bomba Cole Palmer 74900-00-05 (Vernon Hills, Illinois, USA). El espectrometro de
masa trabajo a una polaridad positiva empleando un voltaje del capilar de -4000V.
La trampa de iones escaned a un rango de 50-350 m/z a 13000 u/s durante la

separacion y la deteccion.

El acondicionamiento del capilar se llevd a cabo mediante un lavado de las
columnas primero con agua durante 2 min y después con el tampon de separacion
durante 5 min. Antes del primer uso, los capilares sin recubrimiento se
acondicionaron usando un lavado con NaOH (Panreac, Barcelona, Espafia) 0.1 M
durante 20 min seguido por un aclarado con agua durante 10 min. Al final del dia, el

capilar se enjuago6 pasandole un flujo de agua durante 10 min y de aire durante 5 min.
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El acoplamiento de un detector tan selectivo como el MS a una técnica
analitica tan versatil y que proporciona eficacias tan elevadas como CE da como
resultado una potente herramienta de analisis. La CE-MS proporciona, de este modo,
una elevada rapidez de analisis, altas eficacias, es aplicable a un amplio intervalo de
compuestos, requiere volumenes de muestra pequefios y permite la determinacion

estructural de los compuestos de estudio mediante MS.

V.6.2.2. Estandares y soluciones de trabajo

Todos los reactivos fueron de grado analitico y las soluciones estandares de
colina (choline chloride), atropina y muscarina (Sigma, St. Louis, MO, USA) se
prepararon con agua bidestilada Milli-Q (Millipore, MA, USA). Los tampones de
corrida se prepararon con acetato amonico (Panreac, Barcelona, Espafia) usando el
hidroxido de amonio 0.5 M (Merck, Darmsadt, Alemania) para ajustar el pH. Una
vez preparados, los tampones se almacenaron a 4°C, y antes de su uso se sacaron
para que alcancen la temperatura ambiente. El liquido adicional se prepard con acido
formico (Aldrich, Steinheim, Alemania), 2-propanol ambos de grado HPLC y agua
bidestilada. Todas las soluciones se filtraron a través de filtros Millipore de 0.45 y

0.22 pm (Bedford, MA, USA) antes de su inyeccion en el capilar.

Las soluciones madre de los estandares, para cada compuesto, se prepararon
en agua (1000 mg/L) y se diluyeron con la misma hasta las concentraciones

requeridas, preparando las soluciones de trabajo diariamente.

V.6.2.3. Optimizacion de las condiciones experimentales

Previo a los andlisis, las condiciones elecroforéticas se optimizaron para la
separacion de los tres compuestos analizados en base al comportamiento de las
moléculas a lo largo de la migracion, sensibilidad, tiempo de analisis y forma de los
picos. Asi pues, en un primer paso se estudio el efecto del tipo de tampdn de corrida

(acido formico, acido acético y acetato amonico) a varias concentraciones (10-60
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mM) y pHs (8-11 en incrementos de 0.5 unidades) sobre la separacion. El voltaje
aplicado fue, a su vez, variado entre 10 y 30 kV. Finalmente las inyecciones se

hicieron en la extremidad anodica usando N; a una presion de 0.5 psi. durante 10 s (1

psi.=6894.76 Pa).

Por otra parte, se optimizaron varios parametros de la ESI-MS como el tipo
y concentracion del liquido adicional, presion de nebulizacion junto con la velocidad

de emision del gas de secado.

V.6.2.4. Analisis de alcaloides

Para la separacion simultanea de colina, atropina y muscarina, se usaron las
condiciones Optimas de CE-ESI-MS, que se describen a continuacion: acetato de
amonio 20 mM, pH 8.5 como tampon de corrida, voltaje 30 kV, tiempo de inyeccion
de 10 s, mezcla de 2-propanol/agua 50:50 con 0.5 % (v/v) de &cido férmico como
liquido adicional liberado con un flujo de 0.18 mL/h, el gas de secado a un flujo de 6
L/min a 350 °C y una presion del gas nebulizador de 4 psi. La longitud del capilar fue
100 cm. El espectrometro de masas fue llevado a polaridad positiva y el voltaje del
capilar se fij6 a -4000 kV. El tiempo de acumulacion maximo para la trampa de iones
se fij6 a 5.00 ms y el nivel de impulsion de la trampa al 100%. Para cada linea se

consideraron tres repeticiones procedentes de dos experimentos independientes.
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I. OPTIMIZACION DEL CULTIVO IN VIVO DEL CANAMO

El primer punto del trabajo fue la caracterizacion del crecimiento de las
plantas de los diferentes genotipos de Cannabis sativa reunidos, al objeto de tener un
cierto conocimiento previo de su comportamiento en las condiciones experimentales
disponibles en nuestro laboratorio, necesario para la realizacion de los diferentes
experimentos y determinaciones programadas a lo largo del presente trabajo. A tal
fin hemos establecido un seguimiento, por planta y genotipo, para evaluar la
morfologia de las plantas desarrolladas en las condiciones de cultivo seleccionadas
junto con algunos parametros relacionados con el crecimiento. Pues por una parte se
estudiaron parametros relacionados con la fase vegetativa como la cinética de
aparicion de los cuatro primeros pares de hojas (hojas opuestas) y el tamafio y
velocidad de desarrollo de los tres primeros entrenudos, y por otra, parametros

asociados con la fase reproductora como la floracion.

I.1. Crecimiento y morfologia de las plantas

El estudio del crecimiento y morfologia de las plantas de cafiamo cultivadas
in vivo en las condiciones de la camara de cultivo mostro que, al igual a lo que se
describe para el cultivo de cafiamo realizado en el campo (Clarke, 1997; Mediavilla
et al., 1998), las plantas tuvieron una primera fase de crecimiento vegetativo cuya
duracién vari6 generalmente entre 20 y 30 dias y que se caracteriz6 por crecimiento
lento y presencia de 4 a 5 pares de hojas con filotaxia opuesta. A partir del estadio

vegetativo Il (crecimiento del tercer entrenudo estabilizado), se noté una apreciable
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aceleracion del crecimiento acompanada con el paso a la filotaxia alterna, lo que
indica el inicio de la fase reproductora de acuerdo con la descripcion de Bdcsa y
Karus (1997). En este estadio las plantas presentaban entre 7 y 9 entrenudos
desiguales en longitud (Figura 10) tal y como fue descrito para las plantas crecidas
en el campo (Mediavilla et al., 1998).

Figura 10. Plantas de cafiamo del genotipo CAN0221 en fase de floracién después de 25
dias de crecimiento en las condiciones de la camara de cultivo.

El tamafio de las hojas formadas aumentaba rapidamente alcanzando la
longitud méxima (12 cm) entre el cuarto y sexto par de hojas y volvia a disminuir
hasta llegar a menos de 1 cm en las inflorescencias. El primer par de hojas era
unifoliar y en los siguientes pares de hojas el nimero de foliolos subia de forma
impar hasta llegar a 9 foliolos en las octavas hojas de algunos genotipos. Es
importante mencionar que las plantas procedentes de las accesiones de droga

exhibieron una velocidad de crecimiento mayor con respecto a aquellas
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pertenecientes a los cultivares de fibra o a la accesion silvestre como se va a ver mas
adelante (Tabla 11).

La morfologia de las plantas fue otro indicador del desarrollo normal que
tuvieron en las condiciones elegidas, asi de acuerdo con lo sabido, las accesiones con
fenotipo droga se caracterizaron con hojas de color verde intenso, foliolos estrechos
y olor caracteristico del género (debido a los terpenofenoles), mientras que en los
cultivares de fibra las hojas, distribuidas en un tallo notablemente méas grueso,
tuvieron un olor menos intenso y foliolos més anchos. En cuanto a la accesion
silvestre, las plantas fueron mucho méas cortas que aquellas pertenecientes a los
demas fenotipos y se caracterizaron con hojas pequefias (longitud méxima de 5 a 6

cm) formadas por 3 a 5 foliolos que carecian del olor caracteristico del género.

Como es sabido, el caiiamo es una planta de dia corto cuyo ciclo de vida
estd fuertemente controlado por el fotoperiodo. Por lo que pueden notarse cambios
fenoldgicos en la planta en funcion de la longitud de dia de la zona donde crece
(Huhnke et al., 1951; Bredemann et al., 1957; Hoffmann, 1961; Dempsey, 1975;
Lisson et al., 2000). Dichos cambios afectan, entre otros parametros de crecimiento
de la planta, a la floracion que ocurre generalmente entre 50 y 90 dias tras la
germinacion, pero este periodo puede extenderse hasta 270 dias dependiendo
principalmente de las condiciones de cultivo, como temperatura y fotoperiodo (Small
et al., 1975; de Meijer y Keiser, 1994; Moliterni et al., 2004). En el sistema de
cultivo elegido para el presente trabajo, pese al corto ciclo de vida notado (floracién
entre 21 y 33 dias), las plantas obtenidas coincidieron en términos de crecimiento y

morfologia con aquellas crecidas en otras condiciones de cultivo.
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1.2. Estudio de algunos parametros de la cinética de desarrollo de la planta

Aparicion de hojas

Como se ha descrito previamente en el apartado V.1 de Material y Métodos
la aparicion del primer par de hojas verdaderas se considero el tiempo de inicio de
todas las medidas relacionadas con la cinética de crecimiento de las plantas. Asi, el
estudio de los cuatro primeros plastocronos (tiempo que separa la aparicién de dos
pares de hojas consecutivos) permitié ver que en las hembras el P1 fue un 26%
mayor con respecto a las plantas que expresaron el sexo masculino al llegar al
estadio reproductor (Tabla 9), siendo la diferencia significativa (p<0.05, analisis de
la varianza). Lo que indica que el segundo par de hojas aparecié en los machos antes
que en las hembras. Por otra parte, el P1 estuvo significativamente determinado por
el fenotipo (p<0.05, analisis de la varianza) siendo un 33% mayor en los cultivares
de fibra con respecto a las accesiones de droga (Tabla 9). El analisis multifactorial de
la varianza (Tabla 10) revel6 que el P1 estuvo mas influido por el sexo (62%) que
por el fenotipo de la planta (30%).

En cuanto al P2 que delimita el segundo y tercer par de hojas, no se notaron
diferencias significativas entre los dos sexos, mientras que los cultivares de fibra
siguieron mostrando un plastocrono significativamente mayor (24%, p<0.05, analisis
de la varianza) respecto de las accesiones de droga (Tabla 9). Esto se reflejo también
en los resultados de la Tabla 10 que muestran que el P2 estuvo mayoritariamente
influido por el fenotipo (76%), con s6lo una influencia minima (2%) del sexo de la
planta.

A nivel del P3, que refleja la velocidad de aparicién del cuarto par de hojas,
la influencia del sexo (57%) fue ligeramente mayor frente al fenotipo (39%) como
muestra la Tabla 10. Este parametro fue un 19% mayor en los machos respecto de las
hembras, lo que indica que estas Gltimas formaron el cuatro par de hojas antes que
los machos (Tabla 9). En lo que se refiere a la comparacion de los fenotipos, el P3 no

mostrd diferencias significativas entre los cultivares de fibra y las accesiones de
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droga. Por dltimo, llegando al quinto par de hojas no se notaron diferencias
significativas en el P4 registrado en hembras y machos ni entre los fenotipos fibra y
droga (Tabla 9).

El andlisis de la varianza resalt una adecuada influencia de los plastocronos
P1 y P3 sobre la determinacion del sexo (89 y 82% respectivamente, p<0.05)
apuntando a su posible uso en el reconocimiento del sexo de las plantas a un estadio
de crecimiento precoz. Por otra parte, los plastocronos P1 y P2 estuvieron influidos
al 90 y 82% (analisis de la varianza, p<0.05), respectivamente, por el fenotipo de la
planta por lo que podrian usarse para la diferenciacion entre los cultivares
establecidos para la produccion de fibra y las accesiones destinadas a la obtencidn

ilicita de la droga del Cannabis.

Tabla 9. Velocidad de aparicion de los cinco primeros pares de hojas expresada como
longitud del plastocrono y evaluada en funcion del sexo y fenotipo de la planta en 12
genotipos de cafiamo.

P1 (dfas) P2 P3 P4
Hembra 3.4 4.1 3.2 3.3
Macho 2.7 4.1 3.8 3.2
Droga 2.7 3.8 3.3 3.5
Fibra 3.6 4.7 3.7 3.0
Silvestre 3.0 4.1 4.1 2.0
MDSg 05 0.3 0.3 0.2 0.5
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Tabla 10. Analisis multifactorial de la varianza del impacto de los factores “sexo” y
“fenotipo” sobre los diferentes parametros de crecimiento evaluados.

Parametro Influencia del Sexo Influencia del Fenotipo

(%) (%)
P1 62 30
P2 2 76
P3 57 39
P4 1 57
EN1 15 72
EN2 41 51
ENS 5) 67
VE1 12 68
VE2 52 38
VE3 36 59
Estabilizacion del EN3 6 74
Floracion 78 20
Aparicion del sexo 70 27

Desarrollo de los entrenudos

Como primer entrenudo, se consideré aquel que delimita el primer y
segundo par de hojas verdaderas. Asi, el estudio del crecimiento de los tres primeros
entrenudos, que marcan a madurez el fin de la fase vegetativa (Merzouki et al.,
1997), mostré que la longitud del EN1 (a madurez) no vario significativamente entre
plantas de los dos sexos, mientras que los EN2 y EN3 fueron més largos (13 y 22%
respectivamente) en los machos que en las hembras (Tabla 11). Por otra parte, se
puede apreciar que la longitud de los mencionados entrenudos fue significativamente
mayor en las accesiones de droga en comparacion con los cultivares de fibra (92, 46
y 26%, respectivamente). Las plantas con fenotipo silvestre tuvieron también

entrenudos notablemente menos largos que las plantas de droga pero parecidos, en
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cuando a longitud, a los desarrollados en los cultivares de fibra (Tabla 11). La Tabla
10 muestra que la longitud de los tres primeros entrenudos estuvo mas determinada

por el fenotipo que por el sexo de la planta.

Los resultados de la Tabla 11 indican también que la velocidad de
crecimiento de los entrenudos de los machos fue aproximadamente un 23% mayor
que las hembras. En cuanto a la comparacion de la VE entre los diferentes fenotipos,
se puede ver que las plantas con fenotipo droga tuvieron un crecimiento mas
acelerado (VE), durante la fase vegetativa, con respecto a las plantas para fibra (64,
53 y 42% mayor para VE1, VE2 y VE3 respectivamente). Estas ultimas mostraron
velocidades de crecimiento de los entrenudos parecidas a las plantas de la variedad
silvestre. El analisis multifactorial de la varianza (Tabla 10) reveld que el fenotipo de
la planta ha tenido generalmente més influencia, que el sexo de la misma, sobre la
velocidad de desarrollo de los tres primeros entrenudos y por ello sobre la velocidad

de crecimiento de la planta durante la fase vegetativa.

Tabla 11. Tamafio (cm) y velocidad de crecimiento (cm./dia) de los tres primeros
entrenudos, en funcién del sexo y fenotipo de la planta, en 12 genotipos de cafiamo.

EN1(cm) EN2 EN3 VEl(cmJ/dia) VE2  VE3

Hembra 1.9 3.2 3.2 0.13 0.23 0.29
Macho 2.1 3.6 3.9 0.16 0.28 0.36
Droga 2.5 3.8 3.9 0.18 0.29 0.37
Fibra 1.3 2.6 3.1 0.11 0.19 0.26
Silvestre 1.2 2.2 2.9 0.09 0.16 0.28
MDSg 05 0.2 0.3 0.4 0.02 0.03 0.03
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Floracién

En las condiciones de cultivo elegidas, las yemas florales aparecieron a
partir del cuarto nudo distribuyéndose en los subsiguientes nudos hasta alcanzar la
densidad maxima en la zona apical. Resultados parecidos se relataron por Moliterni
et al. (2004) quienes mediante andlisis microscopico encontraron que, en
fotoperiodos largos (16h de luz), la formacion de meristemas florales en C. sativa
empieza en el cuarto nudo. Hemos visto que la floracion ocurria entre el dia 21 y 33
del ciclo vital de la planta segun el genotipo y sexo de la misma, teniendo algunos
genotipos un tiempo de floracion mas corto que otros. Los machos florecian 2 a 7
dias antes que las hembras (Tabla 12), este intervalo es menor respecto del notado en
otras condiciones de cultivo, por ejemplo, Clarke (1997) describié un periodo de
aproximadamente 2 semanas entre la floracion de los machos y de las hembras. Por
otra parte, la Tabla 10 muestra que el tiempo de floracion estd mayoritariamente

determinado por el sexo de la planta.

La estabilizacion del tercer entrenudo (EN3), se utiliz6 previamente en
plantas de cafiamo como indicador del inicio de la fase reproductora, y por ello la
floracién (Merzouki et al., 1997). En nuestras condiciones de cultivo, el EN3 se
estabiliz6 entre el dia 26 y 28 del ciclo de vida de la planta independientemente del
sexo de la misma, en cambio las plantas con fenotipo fibra mostraron un tiempo de
estabilizacion del EN3 algo mayor que los fenotipos droga y silvestre (Tabla 12). El
analisis por regresion simple (p<0.01) revel6 la existencia de una relacion
estadisticamente significativa entre la floracion y la estabilizacion del EN3 con un
coeficiente de correlacion de 0.5.

El sexo de las yemas florales se diferenciaba 3 a 7 dias tras la aparicion de las
mismas, diferenciando plantas hembra y macho junto a pies monoicos muy
frecuentes en los cultivares de fibra, y no observadas en el fenotipo silvestre y droga.
A madurez, las plantas estaminadas fueron mas largas y delgadas que las carpeladas,

siendo estas mas frondosas.
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Tabla 12. Relacién entre algunos parametros asociados con la fase reproductora como la
estabilizacién del EN3 y la floracién. Los datos son la media obtenida en plantas de 12
genotipos de cafiamo.

Estabilizacion ., , Discriminacion del
Floracion (dias)

del EN3 (dias) sexo (dias)
Hembra 27 27 32
Macho 27 24 30
Droga 26 25 31
Fibra 28 27 32
Silvestre 26 25 29
MDSg 05 0.9 0.7 0.8

Las flores estaminadas se disponian en paniculas terminales mostrando un
periantio constituido por 5 piezas y un androceo de 3 estambres mientras que las
flores femeninas aparecieron en glomérulo sentado y presentaron un periantio
integrado por 6 tepalos libres y un ovario stpero y unilocular con 2 estigmas. La
inflorescencia macho fue muy ramificada con un gran nimero de flores en diferentes
estadios de maduracion, mientras que la inflorescencia hembra fue frondosa y no
ramificada coincidiendo con las descripciones existentes, de esta planta, en otras
condiciones de cultivo (Clarke, 1997; Mediavilla et al., 1998). Finalmente, tras la
fecundacidn se formé el fruto que es un aquenio llevando en su interior una semilla
que madurdé 3 a 4 semanas después de la fecundacion. En lo que respecta a la
senescencia, los machos se marchitaron poco tiempo tras soltar el polen mientras que
las hembras sobrevivieron hasta la madurez de las semillas. Las semillas o frutos
(aquenios) fueron morfologicamente diferentes segun el fenotipo; de 2 a 3 mm de
color marrén o gris oscuro en las accesiones con fenotipo droga, grandes (3 a 5 mm)
de color marrén oscuro en los cultivares para fibra y pequefias (1mm) de color gris

oscuro en el fenotipo silvestre.
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Por ultimo cabe sefialar que, en las condiciones de cultivo elegidas para el
presente trabajo, las plantas superaron 1 m de altura a madurez cumpliendo la
descripcion existente para plantas cultivadas en el campo (Breedman, 1957
Cherniak, 1982; Small y Marcus, 2000) e indicando un crecimiento normal de las
mismas. Todos estos resultados nos llevaron a concluir que las condiciones
experimentales elegidas no influyeron sobre la morfologia y el desarrollo de las
plantas. Ademas, el estudio realizado nos permitié evaluar el vigor de las plantulas
cultivadas in vitro para la infeccion con Agrobacterium tanto como aquellas

obtenidas en los experimentos de regeneracion.
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II. ESTUDIQ DE LA RESPUESTA DEL CANAMO A LA
INOCULACION CON Agrobacterium

I1.1. Optimizacion de las condiciones experimentales

Al abordar este estudio nos encontramos con la casi total ausencia de
informacion previa, al respecto, para el caso del cafiamo al menos hasta donde hemos
podido comprobar. Factores como el crecimiento y desarrollo de las plantas a
infectar, sitio u 6rgano a infectar (inoculacion in vivo de plantas), tipo de explanto
(inoculacion in vitro), protocolo de infeccion, tipo de inoculo usado, virulencia y
cepas bacterianas etc., que son determinantes en una interacciéon compatible planta-
Agrobacterium no han sido estudiados aun en C. sativa y obviamente encontrar las
condiciones experimentales idoneas para estos factores en nuestro material de

estudio era el primer paso.
Inoculacion in vivo de plantulas de cafiamo

El cultivo axénico de plantulas de cafiamo se llevd a cabo en placas de agar
inclinado usando medio BS5, elegido tras ensayar tres medios (MS, B5 /2 y B5) sin
grandes diferencias, en cuanto a crecimiento, entre ellos. En este sistema las
plantulas de canamo crecieron rapidamente mostrando un aspecto y desarrollo muy
adecuados a los fines perseguidos (Figura 10), inoculacion in vivo de plantulas
(Figura 10A) u obtencion de explantos para infeccion in vitro. Asimismo el sistema
permite mantener las plantas en buen estado por un periodo superior a 30 dias, mas
que suficiente para obtener un buen desarrollo de raices transformadas (A.

rhizogenes) o tumores (A. tumefaciens). Diferencias entre genotipos de cafiamo en
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cuanto a viabilidad y vigor de las semillas y plantulas, contaminacion endogena de
semillas (responsable de la pérdida por muerte de muchas plantulas) ademas de en la
respuesta a la infeccion fueron también patentes en el germoplasma de nuestra

coleccion.

Para el cultivo de Agrobacterium se uso el medio YEM solido, en placa
Petri, que result6 Optimo tanto para el mantenimiento rutinario de las diferentes cepas
usadas en este trabajo como para su reactivacion (cultivo de 48 horas) antes de la
inoculacién. Las plantulas se inocularon en hipocotilo mediante puncion (dos sitios)

con jeringuilla estéril como se describe en Material y Métodos.

Figura 10. Plantulas de canamo (genotipo CAN0221) de 12 dias crecidas axénicamente en
placas Petri de agar inclinado con medio B3, inoculada en hipocotilo con la cepa R1601 de
A. rhizogenes (A) o no inoculada (B).

La mejor respuesta a la inoculacion con Agrobacterium se obtuvo en
plantulas de 5-7 dias, hojas cotiledonares y primer par de hojas expandidos pero aun
en desarrollo (Figura 10A). Plantulas mas pequenas (3-4 dias) morian rapidamente
posiblemente por el mayor dafio impuesto en proporcion a la planta, mientras que las

plantas de mas edad no mejoraron la respuesta. En cambio en plantulas inoculadas de
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igual forma pero con agua estéril (usadas como control) no se observé ningun tipo de
respuesta. Una secuencia comun en la respuesta de las plantulas de cafiamo a la
inoculacion con A. rhizogenes fue como sigue, hinchazén del hipocotilo entorno al
sitio de infeccion (3 dias después de la inoculacion), proliferacion, en la herida, de un
pequeiio callo blanco (2-5 mm) de células prerizogenéticas (4-5 dias tras
inoculacion) como se describe en varios trabajos (Bercetche et al., 1987; Grima-
Pettenati et al., 1989; Chriqui et al., 1996) y emergencia de raices abundantes a partir

del callo entre 7 y 9 dias después de la inoculacion (Figura 11).

Figura 11. Plantulas de canamo, accesion CANO0221, crecidas axénicamente en placa de
agar inclinado con medio B5 17 dias después de la inoculacion en hipocotilo (dos sitios) con
la cepa R1601 de A. rhizogenes mostrando abundantes raices emergiendo de los sitios de
infeccion.

Estimulacion de la virulencia de las agrobacterias

Diversos tratamientos han sido ensayados para aumentar la virulencia en
cepas de Agrobacterium y mejorar la respuesta (nimero y tamafio de las raices y
tumores formados) de la planta a la infeccion en diversas especies (Alt-Morbe et al.,
1989; Ankenbauer y Nester, 1990) incluyendo el uso de cepas supervirulentas

portadoras o no de genes de virulencia duplicados (Jin et al., 1987). En el presente
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trabajo esto se ha llevado a cabo mediante el precultivo de Agrobacterium en
diferentes medios de induccion como se explicé en Material y Métodos. Los
resultados para la cepa R1601 de A. rhizogenes se recogen en la Tabla 13. Aunque la
cepa R1601 es una cepa supervirulenta (Pythoud et al., 1987), el preculvito de la
misma durante 5 horas en los diferentes medios de induccidon incrementd la
frecuencia media (un 23%) con la que las plantas inoculadas respondieron con el
caracteristico sindrome de raices pilosas o en cabellera, es decir pequefias raices
emergiendo de las heridas. El menor efecto se obtuvo con el medio MI1 (10%) y el
mayor con acetosiringona 20 uM (28%) comparado con el agua estéril (control). De
los otros parametros de respuesta estudiados (Tabla 13) solo el tamafo de las raices
result6 afectado el cual incrementd con la concentracion de acetosiringona (solucion
acuosa) en cambio en medios complejos (MIl y MI2) el mismo nivel de
acetosiringona no afectd el tamafio de las raices. De acuerdo con estos resultados se
eligi6 acetosiringona 20 uM para induccion de las agrobacterias en los restantes

experimentos.

Tabla 13. Respuesta de plantulas de cafiamo, CAN0221, a la inoculacién con A. rhizogenes
R1601. Efecto del pretratamiento de la bacteria con diferentes medios de induccién, 5 horas
antes de la inoculacion. Los resultados son la media = EE de 2 experimentos independientes.
AS: acetosiringona. EE: Error Estandar, MI1 y MI2: medios de induccién complejos.

Frecuencia® Tiempo® Raices® Tamaifio® Vida

Tratamiento (%) (dias) (mimero) (mm)  media‘
Agua estéril 70+3 9.1:0.4  88tl.4  7+0.6  8.8+0.4
(control)

20 98+2 9.1£0.4 10.3£1.8 8+0.7 9.3+0.5
AS (uM) 100 90+2 9.7£0.4 9.1+0.3 10£0.8  8.5+0.5

200 93+3 9.1+0.3 8.6+0.5 12+0.9  9.3+0.3
MI1 80+5 9.7+0.4 7.8+0.7 8+0.5 9.0+0.2
MI2 92+4 9.4+0.5 7.9+0.6 8+0.2 8.7+0.5

* Porcentaje de sitios inoculados (dos sitios por plantula, 30 a 45 plantulas) que han
desarrollado respuesta positiva.

® Tiempo desde la inoculacion hasta la aparicion de raices en los sitios de infeccion.

“ Numero de raices emergentes por sitio infectado.

¢ Longitud media del conjunto de raices emergentes en un sitio de infeccion.

¢ Tiempo (dias) desde la aparicion de las raices en el sitio de infeccion hasta la muerte de las
mismas.
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Tipo de indculo

La influencia que sobre la frecuencia de respuesta podia tener el tipo de
indculo aplicado se estudid6 ensayando diferentes inoculos: indculo solido
(directamente de la placa de cultivo después del periodo de induccidon) vs
suspensiones celulares en diferentes medios. La Tabla 14 muestra que suspensiones
celulares preparadas en agua o medio YEM a partir de cultivos frescos (48h) en
medio so6lido dieron las mayores frecuencias (97+5% y 92+2% respectivamente) de
induccion de raices en hipocotilos de las plantulas de cafiamo seguidas del indculo
solido y las suspensiones celulares en medios LB o B5. En consecuencia en este
trabajo se ha usado el procedimiento mas simple: suspensiones celulares en agua
obtenidas tras la induccion del Agrobacterium por arrastre y dilucion, con agua

estéril, del cultivo hasta apariencia lechosa de la suspension bacteriana.

Tabla 14. Efecto del tipo de inoculo sobre la frecuencia de induccidon de raices en
hipocotilos de plantulas de cafiamo CANO0221 infectadas con la cepa R1601 de A.
rhizogenes. Los resultados son la mediatEE de 2 experimentos independientes. Otros
detalles como en la Tabla 13.

Tipo de Medio Frecuencia Tiempo Raices Tamafo Vida
indculo usado (%) (dias) (niimero) (mm) media
H,O 9745 10.2+0.5 6.5+0.9 8+1.1  7.240.5
LB 7843 10.2+0.4  9.0+1.8 8+0.6  8.2+0.4
Liquido
B5 77+7 10.3+0.6  5.6+0.6 6+0.7 7.4+0.4
YEM 92+2 9.4+0.5  7.9£0.6 8+0.2  8.7+0.5
Solido 82+5 10.2+0.3  8.7+0.8 8+0.9  7.4+0.3

Respuesta de diferentes érganos/tejidos a la inoculacion in vivo e in vitro

Para estudiar la respuesta de diferentes organos/tejidos de plantulas de
cafiamo a la inoculacion in vivo con A. rhizogenes cada 6rgano/tejido se inocula por
separado (evitando asi un excesivo estrés por dafios) como se describe en Material y

Meétodos. De los cuatro 6rganos inoculados, hipocotilo, nudo cotiledonar, cotiledon y
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hoja, los dos primeros mostraron respuesta variable a Agrobacterium mientras que en
los dos ultimos no se observd ninguna respuesta (Tabla 15). El hipocotilo con una
frecuencia del 98+5% (porcentaje de sitios inoculados que desarrollaron raices)
resultd ser el mas susceptible a la infeccion seguido del nudo cotiledonar con una
frecuencia del 57+2%. Los cotiledones (hojas cotiledonares) y hojas (primer par de
hojas) infectados en la zona vascular central, no desarrollaron ningun tipo de

respuesta (hinchazén, callo o raices) como se ha dicho anteriormente.

Tabla 15. Respuesta (Porcentaje de sitios inoculados que dieron respuesta positiva) de
diferentes organos/tejidos de plantulas de cafiamo, CANO0221, a la infecciéon con A.
rhizogenes R1601. Los resultados son media de 3 experimentos independientes. (+++):
Frecuencia de respuesta mayor del 80%, (++): entre 50 y 80% y (-): ausencia de respuesta.

(')rgano inoculado Respuesta
Hipocotilo +++
Nudo cotiledonar ++
Cotiledon -
Hoja -

Para la inoculacion in vitro, segmentos de hipocotilo (=1cm), hojas (=0.5
cm?) y cotiledones (hojas cotiledonares) cortados fueron cocultivados con la cepa
R1601 y subcultivados en medio B5% con Cefotaxima. Como se muestra en la Tabla
16, los explantos de hipocotilo fueron los tinicos que desarrollaron raices, con una
frecuencia del 77+£5%, las hojas y cotiledones tampoco respondieron a la inoculacion
in vitro. La respuesta de los segmentos de hipocotilo (aparicion de raices en los
extremos cortados) fue algo mas rapida comparada con la inoculacién in Vvivo,
posiblemente porque no se observo la fase de formacion de callo previa a la
aparicion de raices en estos explantos. El nimero de raices (1-3 por explanto) y el
tamafio medio de las mismas (1-4 mm) fueron sin embargo apreciablemente menores
que los obtenidos para la inoculacion in vivo de explantos. En consecuencia, para el

posterior estudio de susceptibilidad del cafiamo a la infeccion por cepas de
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Agrobacterium se adoptd el protocolo de inoculacion in vivo, en hipocotilo (dos

sitios), de plantulas axénicas de 5-7 dias en placas de agar inclinado.

Tabla 16. Respuesta (Porcentaje de sitios inoculados que dieron respuesta positiva) de
explantos de canamo, CAN0221, al cocultivo con A. rhizogenes R1601. Los resultados son
media de 3 experimentos independientes. Otros detalles como el Tabla 15.

Explanto Respuesta
Hipocotilo +++
Cotiledon -
Hoja -

I1.2. Respuesta del cafiamo a diferentes cepas de A. rhizogenes

Efecto de diferentes cepas en la induccion de raices

Se ensayo la virulencia de ocho cepas de A. rhizogenes en plantulas de
canamo de la accesion CANO0221, crecidas axénicamente, mediante inoculacion en
hipocotilo (dos sitios por planta) y usando las condiciones experimentales
previamente optimizadas. En la Tabla 17 se muestran los datos de virulencia o
infectividad (como frecuencia de induccion de raices) de las distintas cepas usadas,
en plantulas de la accesion CAN0221 de cafiamo junto a otros parametros de
intensidad de respuesta. Todas las cepas usadas fueron capaces de inducir raices
adventicias en los sitios de infeccion en un corto periodo de tiempo (9-11 dias),
elevado ntimero (ca 7-10 por sitio o sistema de raices), de tamafo considerable (ca
6.7-9 mm), alta viabilidad en el sistema de raices en cabellera (ca 9-14 dias) y con un
patron de respuesta similar al descrito para la cepa R1601 en los experimentos de

optimizacion.

La variabilidad entre las diferentes cepas fue patente no solo en la magnitud
sino también en el patron de respuesta, pues para cada parametro considerado (Tabla
17) las distintas cepas se pueden agrupar de forma diferente. La mayor variabilidad

entre cepas se observo para la frecuencia de induccion de raices (hasta un 50% entre
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la maxima y la minima) y la viabilidad de los sistemas de raices en cabellera (hasta
un 40%) con una cierta relacion inversa entre ambos parametros. Asi la cepa R1601
inducia formacion de raices con mayor frecuencia (98+5% de los sitios infectados)
pero estas tenian una vida media, en la planta, mas corta en comparacién con las
demas cepas (Tabla 17). Por el contrario, las cepas A424, AR10 y ARI0GUS
inducen raices en los sitios de infeccion con una frecuencia media de tan solo un
49+7% pero estas raices se mantenian activas por un periodo de tiempo mayor (=14
dias). Por otra parte también se puede observar que la presencia del plasmido
p35S::gus en la cepa AR10GUS no afect6 significativamente su virulencia, al menos

en plantulas de cafiamo.

En conjunto los datos de la Tabla 17 muestran que C. sativa es una especie
con una susceptibilidad media alta a la infeccion con A. rhizogenes y desarrollo del

sindrome de raices en cabellera.

Tabla 17. Induccién de raices en hipocotilo de plantulas canamo, CANO0221, crecidas
axénicamente por diferentes cepas de A. rhizogenes. Los resultados son la media+EE de 2
experimentos independientes. EE: Error Estandar.

Cepa de _ Frecuencia® Tiempo” Raices Tamaiio® Vida
Agrobacterium (dias) (nimero)  (mm) media‘
Ar77 64+8 8.8+0.4 8.8+0.7 8.0+0.7 12.9+0.8
Ar76 60+8 10.4+0.4 7.3+0.7 6.4+0.7 10.2+0.7
A424 5249 11.3+0.4 6.7+0.7 6.9+0.7 13.4+0.8
AR10GUS 43+8 10.6+0.5 7.6x£1.0 7.4+1.0 13.3+1.0
A4 63+3 9.8+0.3 8.6+0.7 9.0+0.5 13.4+0.7
Ar78 67+8 9.4+0.3 9.7+1.0 8.5+0.7 14.0+0.8
AR10 53+4 10.3+0.4 9.1+0.9 7.8+£0.5 14.94+0.8
R1601 98+5 9.4+0.5 7.9+0.6 7.9+0.2 8.7+0.5

* Porcentaje de sitios inoculados que han desarrollado respuesta positiva.

® Tiempo desde la inoculacion hasta la aparicion de raices en los sitios de infeccion.

“ Numero de raices emergentes por sitio infectado.

¢ Longitud media del conjunto de raices emergentes en un sitio de infeccion.

¢ Tiempo (dias) desde la aparicion de las raices en el sitio de infeccion hasta la muerte de las
mismas.
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Efecto de los genes rol en la induccidn de raices

Cuando se usaron para la infeccion cepas de Agrobacterium tumefaciens
desarmadas llevando los diferentes genes rol por separado (rolA, rolB, rolA+rolB,
rolC, rolA+rolB+rolC y rolD), hemos visto que 15 dias después de la inoculacion, el
rolC fue el tinico capaz de inducir el desarrollo de un pequefio callo en la mayoria de
los sitios de infeccidon seguido por la aparicion de 2 a 3 raices en cada sitio infectado
con respuesta positiva. Con los demas genes rol (A, B, AB y D) una a 2 raices muy
finas se formaron directamente en el sitio de inoculacion, mientras que la
combinacion de los tres genes rolA, rolB y rolC restablecio la respuesta normal de
las plantulas dando lugar al desarrollo de callos prerizogenéticos en la mayoria de los
sitios infectados y aparicion de 6 a 8 raices por sitio infectado después de 7 al0 dias
tras la inoculacion. Hay que mencionar que todos los genes rol utilizados por
separado dieron una frecuencia de respuesta muy baja (Tabla 18), al mismo tiempo la
combinacion de los genes rolA, B y C resultdé en un porcentaje de respuesta del
73.5+£5% el cual fue parecido al encontrado en la mayoria de las cepas de

Agrobacterium usadas (Tabla 17) e incluso mayor.

Tabla 18. Frecuencia de respuesta de plantulas de cafiamo de la accesion CAN0221 a la
infeccion con cepas de A. tumefaciens desarmadas llevando diferentes combinaciones de
genes rol. Los resultados se expresan como porcentaje de sitios inoculados que han
desarrollado respuesta positiva y son la media+EE de 2 experimentos independientes.

Genes rol Frecuencia (%)
rolA 6.4+0.4
rolB 7.5+0.3
rolC 3.4+04
rolD 6.8+0.1
rolA+rolB 9.2+1.5
rolA+rolB+rolC 73.5+4.5
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Todas las raices emergentes de los sitios de infeccion se aislaron y se
cultivaron en medio MS so6lido sin fitohormonas de la misma manera que se describe
para las demas raices transformadas. Desafortunadamente, solo algunas raices
inducidas por la cepa portadora del gen rolB fueron capaces de desarrollarse durante
4 semanas en este medio. Estas raices eran muy finas y murieron después de este
periodo de cultivo mientras que los demas clones murieron después de la segunda
semana de cultivo. Cuando las raices procedentes de la infeccion con la cepa
potadora los tres genes rol (A, B y C) se cultivaron en medio MS sin fitohormonas,
mostraron un desarrollo satisfactorio siguiendo un patron de crecimiento parecido al
notado para las raices transformadas con cepas completas y se usaron para

seleccionar lineas de raices transformadas que llevan solo los tres genes rol AB C.

I1.3. Variabilidad genotipica del caiamo a la infeccion por Agrobacterium

La infeccion con cepas de A. rhizogenes y A. tumefaciens se utilizo para
estudiar la respuesta de varios genotipos de cdnamo incluyendo cultivares de fibra
(Futura77, Delta-llosa y Delta 405) y accesiones de droga (CANO111 y CAN0221) a
este patogeno, lo que permitié ver una apreciable variabilidad en la respuesta tanto a

nivel intra como interfenotipico.

Infeccion con diferentes cepas de A. rhizogenes

En base a los estudios de la infectividad de distintas cepas de A. rhizogenes
en plantulas de canamo (Tabla 17), se eligieron usar las cepas A4 y AR10 debido al
alto vigor de las raices que inducen. La comparacion de las frecuencias de respuesta
(porcentaje de sitios inoculados que han desarrollado respuesta positiva) inducidas
por la cepa A4 en los diferentes genotipos ha mostrado que dentro de los cultivares
de fibra, Futura77 fue el mas susceptible a la infecciéon con una frecuencia de
respuesta del 60% en comparacion con los otros genotipos (49% y 41% para los
cultivares Delta-405 y Delta-1losa respectivamente). En cambio, el uso de la cepa
ARI10 no produjo diferencias apreciables en la respuesta de estos tres genotipos. En

lo que respecta a las accesiones de droga, la accesion CAN0221 (con frecuencias de
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respuesta del 63 y 76% con las cepas A4 y AR10 respectivamente) se mostré6 mucho
mas susceptible a las dos cepas respecto de la accesion CANO111 (con frecuencias

de respuesta del 38 y 26% con la A4 y AR10 respectivamente) (Figura 12).
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Figura 12. Respuesta (expresada en porcentaje de sitios inoculados que han desarrollado
raices) de cinco genotipos de canamo (tres cultivares de fibra: Futura77, A-llosa y A-405 y
dos accesiones de droga: CANO111 y CAN0221) a la inoculaciéon con las cepas A4 y AR10
de A. rhizogenes. Los datos son la media de 2 experimentos independientes y las barras
verticales representan el Error Estandar.

La evaluacion de los parametros de respuesta fijados en el presente estudio
(Tabla 19) no mostré diferencias apreciables en el tiempo de aparicion de respuesta
ni el nimero de raices entre los diferentes cultivares de fibra cuando la infeccion se
hizo con la cepa A4, mientras que el tamafio de las raices y la vida media de las
mismas fueron significativamente mayores en plantulas del cultivar Futura77. Con la
cepa AR10 no se notaron mayores diferencias entre estos cultivares, lo que viene a
apoyar los resultados de las frecuencias de respuesta expuestos en la Figura 13. En lo
que respecta a las accesiones de droga, a parte de la vida media de las raices

inducidas por la cepa A4 que fue mayor en la accesion CANO111, los demas
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parametros de respuesta no variaron significativamente (Tabla 19). Este genotipo
presentd una respuesta mas intensa frente a la accesion CAN0221 en respuesta a la
cepa AR10, desarrollando los sitios de infeccion mayor ntimero de raices que ademas
tuvieron una vida media mas larga. Estos resultados muestran la influencia tanto de
la frecuencia de respuesta como de la intensidad de la misma (ntimero, tamafio y vida
media de las raices) sobre la evaluacion de la susceptibilidad a la infeccion. Por otra
parte, vemos que la respuesta estuvo principalmente determinada, al menos en
nuestras condiciones experimentales, por la cepa de A. rhizogenes usada para la
infeccion y por el genotipo de la planta. En cambio no se pudieron destacar

diferencias atribuibles al fenotipo.

Tabla 19. Evaluacion de la variabilidad genotipica en la respuesta de plantulas de cafiamo de
cinco genotipos con fenotipo fibra (Futura77, A-llosa y A-405) y droga (CANOI111 y
CANO0221) a las cepas AR10 y A4 de A. rhizogenes. Los resultados son la media+EE de 2
experimentos independientes. EE: Error Estandar.

Cepas de A.  Genotipos Tiempo® Raices”  Tamaiio Vida

rhizogenes de caiiamo (dias) (nimero) (mm) media
CANO111 10.0+0.8 9.2+1.1 9.1+£0.8 15.7+£0.8
CANO0221 9.8+0.3 8.6:0.7 9.0+£0.5 11.4+0.7

A4 Futura7z7 11.1£0.6 8.5+0.8 10.2+0.8  16.4+0.8
Delta-405 9.2+0.3 7.2+1.0 8.1£1.0  9.0+0.6

Delta-llosa 10.1+£0.4 6.8+0.7 6.8+0.3 11.4+0.4

CANO111 10.3+0.4 9.1+0.9 7.8+0.5 14.9+0.8
CANO0221 11.7+£0.5 6.2+0.8 6.7+0.7 11.7+£0.7
AR10 Futura7z7 11.2+0.5 7.2+0.6 13.4£1.6 13.2+0.6
Delta-405 11.7+0.5 6.4+0.8 10.8+0.9  13.0+0.5
Delta-llosa 11.8+0.5 5.9+1.1 5.9+0.7 11.2+0.7

* Tiempo desde la inoculacion hasta la aparicion de raices en los sitios con respuesta
positiva.

b Ny ] e
Numero de raices emergentes por sitio infectado.

¢ Longitud media del conjunto de raices emergentes en un sitio de infeccion.

4 Tiempo (dias) desde la aparicion de las raices en el sitio de infeccion hasta la muerte de
las mismas.
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Infeccion con diferentes cepas de A. tumefaciens

La infeccion con cepas de Agrobacterium llevando el plasmido Ti resultd en
la formacion, entre 4 a 7 dias tras la inoculacion, de agallas o tumores de color verde
y textura compacta en el sitio de infeccion (Figura 13). Por cada sitio inoculado se
desarrollé6 un tumor Unico cuyo tamafio oscildé entre 3 y 10 mm y que exhibio.
Contrariamente a las raices en cabellera, los tumores presentaron una vida media
larga y permanecieron activos (buena apariencia ) durante todo el periodo de cultivo

de las plantas.

Figura 13. Tumores de 10 dias desarrollados en los sitios de infeccion de plantulas de
cafiamo, CAN0221, inoculadas con la cepa C58 de A. tumefaciens.

La frecuencia de respuesta de los cinco genotipos de cafiamo a las dos cepas
de A. tumefaciens fue muy variable, de manera que dentro del fenotipo droga, ambas
accesiones tuvieron frecuencias de respuestas parecidas cuando se usé la cepa C58
para la infeccion (Figura 14) mientras que en los cultivares de fibra la Futura77 fue la
mas sensible a esta cepa. En cambio, el uso de la cepa 1251 resultdé en una
variabilidad de la respuesta dentro del fenotipo droga siendo la CANOI111 la mas

sensible mientras que los cultivares de fibra respondieron de manera semejante.
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Figura 14. Respuesta (expresada como porcentaje de sitios infectados que han desarrollado
tumores) de 5 genotipos de canamo (tres cultivares de fibra: Futura77, A-llosa y A-405 y dos
accesiones de droga: CANO111 y CAN0221) a la infeccion con las cepas C58 y 1251 de A.
tumefaciens. Los resultados, expresados como porcentaje de sitios inoculados que han
desarrollado tumores, son la media de 2 experimentos. Las barras verticales representan el
Error Estandar.

En la Tabla 20 se observa que el tiempo requerido para la aparicion de los
tumores dependid del genotipo mas que de la cepa bacteriana usada para la infeccion,
siendo el cultivar Futura77 el primero en desarrollar respuesta con respecto a los
demas genotipos. También es importante resaltar que el uso de la cepa 1251 para la
infeccion, indujo tumores con mayor peso en las plantulas de las accesiones de droga
respecto del cafiamo industrial (Figura 15). Este parametro fue el nico, dentro de
todos los estudiados, que permitié ver variabilidad a nivel fenotipico en los genotipos
de canamo estudiados. Cabe mencionar, por ultimo, que algunos tumores
procedentes de la infeccion de plantulas de canamo, CANO0221, con las cepas C58 e
1251 de A. tumefaciens se cultivaron en medio MS sin fitohormonas en presencia de

Cefotaxima durante 6 semanas con el fin de establecer cultivos axénicos. Todos los
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tumores cultivados en dicho medio mostraron buen crecimiento, y se establecieron 2

lineas de tumores, una por cepa, para determinacion de su naturaleza transformada.

Tabla 20. Evaluacion de la variabilidad genotipica en la respuesta de cinco genotipos de
cafiamo a las cepas C58 y 1251 de A. tumefaciens. Los datos representan la media+EE de 2
experimentos independientes. EE: Error Estandar.

Cepasde A.  Genotipode Tiempo® PF" PS* Tamaiio’
tumefaciens cafiamo (dias) (mg) (mg) (mm)
CANO111 7.4+0.2 65.4+7.9 6.2+0.8 5.5+0.4
CANO0221 5.9+0.2 60.5+£5.2 4.9+0.5 5.8+0.3
C58 Futurars7 5.1£0.1 60.5+£5.3 4.5+0.4 4.5+0.3
Delta-405 6.7+0.3 25.443.3 2.1+0.3 3.9+0.4
Delta-llosa 7.3+1.4 49.9+6.9  43+0.6  54+04
CANO111 7.94+0.2 76.4+11.7  6.9£1.1 5.9+0.6
CANO0221 6.5+£0.5 90.0+20.7 9.4+1.9 6.4+0.6
1251 Futura7z7 5.6+0.2 63.1£7.1 5.240.5 4.7+0.3
Delta-405 6.7+0.4 27.4+5.7 3.2+0.6 4.1+£0.5

Delta-llosa 7.1+0.2 41.3+4.4 4.14+0.5 4.6+0.4

* Tiempo entre la inoculacion y la aparicion del tumor.
P¢ Peso fresco y peso seco de los tumores 10 dias después de su aparicion.
4 Tamafio del tumor 10 dias después de su aparicion.
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Peso seco de los tumores (mg)

CANO111  CANO0221 A-405 Futura77 A-llosa

Figura 15. Peso seco (mg) de tumores inducidos en plantulas de cafiamo de cinco genotipos
con la cepa 1251 de A. tumefaciens, 10 dias después de su aparicion. Las barras verticales
representan el Error Estandar.
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I1.4. Comparacion de la respuesta de C. sativa y N. tabacum

Después de estudiar de respuesta de C. sativa a la infeccion con
Agrobacterium, se plante6 comparar dicha respuesta con una especie conocida por su
alta susceptibilidad a este patogeno, como es el caso del tabaco (Nicotiana tabacum,
Clemente, 2006). A tal fin se inocularon plantulas de cafiamo y tabaco con 10 de las
cepas de Agrobacterium incluidas en el presente trabajo. La respuesta de las
plantulas de canamo a la infeccion fue mas rapida (9 a 11 dias entre la inoculacion y
la aparicion de respuesta) respecto de las plantulas de tabaco (2 a 3 semanas).
Ademas las raices formadas en tabaco eran pequefias (en la mayoria de los casos no
superaban 1 cm de longitud) y menos abundantes (5 a 10 raices por sitio infectado)
en comparacion con las raices desarrolladas en cafiamo (Figura 16A). Como se puede
desprender de la Figura 17, el 38% de las cepas de A. rhizogenes ensayadas
indujeron mayor frecuencia de respuesta en plantulas de cafiamo frente a un 50% de
las cepas que dieron mayor frecuencia de respuesta en tabaco, las cepas restantes
(12%) indujeron respuestas parecidas en ambas cepas. Con cepas de A. tumefaciens
las frecuencias de respuesta de las dos especies fueron parecidas (Figura 17), no

obstante, los tumores formados en plantulas de tabaco eran mas pequefios (=4 mm)

como muestra la Figura 16B.

Figura 16. Respuesta de plantulas de C. sativa y N. tabacum a Agrobacterium. (A)
Induccion de raices por A. rhizogenes A4. (B) Induccion de tumores por A. tumefaciens C58.
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Figura 17. Respuesta de plantulas de C. sativa y N. tabacum a ocho cepas de A. rhizogenes y
dos de A. tumefaciens. Los resultados se expresan en porcentaje de sitios inoculados que han
desarrollado respuesta positiva, y las barras verticales representan el Error Estandar.

I1.5. Obtencion de cultivos estabilizados de raices

Cuando las raices emergentes en los sitios de infeccion se transfirieron a
medio de cultivo, sin aporte exdgeno de reguladores de crecimiento, el 90%
siguieron desarrollandose mostrando crecimiento rapido, geotropismo alterado
(plagiotropismo) e intensa ramificacion cumpliendo con la descripcion que
generalmente se conoce para las raices transformada (David et al., 1984; Tepfer,
1984; Cardarelli et al., 1987). Previo a la seleccion de los clones de raices, se
procedio a la eliminacion de Agrobacterium de las raices para la obtencion de
cultivos axénicos. Asimismo las concentraciones de Cefotaxima empleadas
resultaron eficientes y se obtuvieron cultivos totalmente libres de Agrobacterium tras

6 semanas de cultivo en presencia del antibiotico.

A lo lago de los experimentos realizados en esta parte del trabajo, un gran

nimero de clones de raices con diferentes procedencias (combinacién genotipo de
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cafiamo/cepa de Agrobacterium), morfologias y potencial de crecimiento han sido
obtenidos. A partir de dichos clones varias lineas de de raices se han estabilizado,
principalmente en cuanto a caracteristicas morfoldgicas, durante méas de 4 meses,
periodo tras el cual las lineas de raices establecidas mostraron alta estabilidad

fenotipica que permaneci6 durante mas de 5 afios.

I1.6. Analisis de la transformacion

El crecimiento de los diferentes clones y lineas de raices en medio sin
fitohormonas fue la primera evidencia de su caracter transformado. Estos tejidos por
haber insertado los oncogenes situados en el T-DNA: aux y rol (Akiyoshi et al.,
1984; Thomashow et al., 1986, Depicker et al., 1988; Capone et al., 1989) no
requirieron ninglin aporte exdgeno de reguladores del crecimiento durante todo el

periodo de cultivo y mantenimiento.

La incorporacion y expresion del gen quimérico gus, como indicador de la
transformacion, se comprobd en raices inducidas con la cepa AR10GUS de A.
rhizogenes portadora de dicho gen. Una de las lineas de raices estabilizadas (AR10)
se obtuvo tras la infeccion de plantulas de C. sativa con la cepa AR10GUS, esta linea
de raices mostré una coloracién azul intensa principalmente en las regiones con
crecimiento activo. Por otra parte, en raices emergentes del sitio de infeccion,
inducidas con la misma cepa, se notd coloracion azul en el cilindro central y las
regiones apicales, ambas caracterizadas por la existencia de un meristema con células
en division activa (Figura 18). En cambio, en raices no transformadas usadas como

control no se desarroll6 cloracion ninguna.

136



Resultados

Figura 18. Tincion histoquimica GUS de raices transformadas emergentes del sitio de
infeccion de una plantula de canamo perteneciente al genotipo CAN0221 e inoculada con la
cepa AR10GUS de A. rhizogenes.

Por otra parte, para su funcionalidad, el cultivo transgénico debe incorporar
en su genoma el transgen y posteriormente expresarlo. Para verificar estos
requerimientos, se estudid por PCR, a partir de un extracto de ADN genomico, la
presencia de los genes rolB y rolC en 10 lineas de raices, y del gen ipt en dos lineas
de tumores. El andlisis demostr6 la integracion del T-DNA en el genoma de los
tejidos transformados mediante la amplificacion de dos fragmentos de 780 pb y 540
pb con los cebadores rolB y rolC respectivamente (Figura 19A, B). El cebador del
gen ipt genero a su vez un fragmento de 427 pb determinado en el genoma de las dos
lineas de tumores (Figura 20A). La ausencia de la banda del gen virG de unos 620 pb
en todos los tejidos transformados incluidos en este estudio descartd la posibilidad de

contaminacion bacteriana (Figura 19C, 20B).

137



Aproximaciones biotecnoldgicas tendentes a la mejora del canamo (Cannabis sativa)

1 roIB (780 pb)

rolC (540 pb)

virG (620 pb)

Figura 19. Analisis por PCR del ADN gendmico de raices transgénicas de C. sativa.
Deteccion de los genes rolB de 780 pb (A) y rolC de 540 pb (B) en todas las lineas de raices
transformadas ensayadas (carriles 1-10: C55, C70, CABC, CAR10, C1601, C1602, C1701,
C1801, C1901 y C2701 respectivamente), estos genes fueron ausentes en las raices no
transformadas usadas como control negativo (C). El carril 11 representa el ADN bacteriano
usado como control positivo. La presencia de la banda del virG (C) de 620 pb en las raices
transformadas indicaria la contaminacion de estos tejidos con Agrobacterium.
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Figura 20. Analisis por PCR del ADN de tumores inducidos con A. tumefaciens. (A) La
amplificacion de una secuencia de 427 pb correspondiente al gen ipt en ambas lineas de
tumores procedentes de la infeccion con las cepas C58 y 1251 (carriles 1 y 2
respectivamente) confirma la transformacion de estos tejidos. La misma banda fue ausente
en el ADN de hojas de cafiamo usadas como control negativo (C). Los carriles 3 y 4
representan los controles positivos (ADN de las cepas C58 y 1251 respectivamente). (B)
Ausencia del gen virG en los tejidos transformados.
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III. CULTIVO Y CARACTERIZACION DE LAS RAICES
TRANSFORMADAS DE C. sativa

El presente estudio se centrd en las raices transformadas de C. sativa como
material de trabajo y se estructuré en dos bloques de experimentos principales:
primero se determinaron las condiciones Optimas para el crecimiento de las raices y
la obtencibn de biomasa y a continuacion se llevaron a cabo algunas

determinaciones fisioldgicas y bioguimicas a nivel de estas raices.

II1.1. Caracteristicas de las raices transformadas

Como se ha mencionado anteriormente, varios clones y lineas de raices
transformadas de C. sativa se han podido seleccionar a lo largo de los experimentos
anteriores. A partir de esta coleccion de raices se eligieron 10 lineas (las mismas
usadas para el andlisis de la transformacion), debido a su alto crecimiento y
estabilidad fenotipica, para llevar a cabo las determinaciones programadas en la
mayoria de los experimentos del presente estudio. Las lineas seleccionadas fueron
procedentes de los dos fenotipos de cafiamo; fibra (tres cultivares) y droga (dos
accesiones), cuatro cepas de A. rhizogenes y las dos morfologias que, a lo largo de la
fase de estabilizacion, se han podido diferenciar (Tabla 21). Las dos morfologias,
identificadas tras mantenerse estables en varios subcultivos durante mas de 4 meses,
consistieron en lineas con raices finas y otras con raices gruesas. En el primer caso
las raices fueron finas, largas y muy ramificadas presentando la morfologia tipica de
las raices transformadas con A. rhizogenes (Figura 21A), mientras que la otra

morfologia consistidé en raices mas gruesas, menos largas y con abundantes pelos
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radicales (Figura 21B). Es importante sefialar que las lineas de raices con morfologia
fina fueron mas frecuentes en todas las combinaciones planta-bacteria ensayadas, en
cambio, s6lo pocas lineas con morfologia gruesa pudieron ser seleccionadas. Los
resultados del estudio del crecimiento de estas lineas, mostraron que la biomasa
acumulada, expresada en peso fresco de las raices después de 4 semanas de cultivo
en medio MS sélido, fue 2 veces mayor en lineas de raices gruesas con respecto a
aquellas con morfologia fina: 403 y 214 mg (p<0.01) respectivamente, notando un
incremento del peso fresco con un factor de 100 y 53 para las raices con morfologia

gruesa y fina respectivamente.

Tabla 21. Raices transformadas de cafiamo (C. sativa) inducidas en plantulas de 5 genotipos
(incluyendo variedades de fibra y de droga) con diferentes cepas de A. rhizogenes.

Fenotipo de la Genotipo dela Cepas de Lineas de Morfologia
planta planta Agrobacterium raices de raices
C55 Fina
Ad
C70 Gruesa
C1601 Gruesa
CANO0221 R1601
Droga C1602 Fina
AR10 CAR10 Gruesa
LBA4404 CABC Fina
CANO0237 A4 C2701 Gruesa
Futura77 C1801 Fina
Fibra Delta-405 A4 C1701 Gruesa
Delta-llosa C1901 Fina
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Figura 21. Raices transformadas de cafiamo cultivadas en medio MS solido durante cuatro
semanas. (A) raices con morfologia fina, (B) raices con morfologia gruesa.

I11.2. Influencia de algunos factores del medio de cultivo sobre el crecimiento de
las raices transformadas

El hecho conocido de que, en los cultivos in vitro de células y tejidos
vegetales, el crecimiento se ve afectado por la composicién del medio de cultivo
(Constabel y Shyluk, 1994), llevé a realizar un estudio del efecto de la concentracion
de sales y de sacarosa en el medio sobre el crecimiento de las raices transformadas
cultivadas en medio solido. Para ello se cultivaron explantos de raices obtenidos de
60 clones distintos, procedentes de varias combinaciones cepa/genotipo, primero en
medio con distintas concentraciones de sales y luego se ensayaron varias

concentraciones de sacarosa.

I11.2.1. Efecto de la concentracion de sales

Los resultados obtenidos (expresados en peso seco de las raices en cada
semana durante 5 semanas de cultivo) indican poca diferencia en la cinética de
crecimiento de las raices en las distintas concentraciones de sales ensayadas durante
las tres primeras semanas de cultivo (Figura 22). Sin embargo, a partir de alli se noté
un mejor crecimiento de las raices en medios con altas concentraciones de sales (MS

y B5) obteniéndose, al cabo del periodo de cultivo, la méxima biomasa (28 mg) en
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la mayor concentracion de sales ensayada siendo la correspondiente al medio MS
(segun la composicion de los medios presente en la Tabla 4 de Material y Métodos
el orden de los medios del mas al menos concentrado es MS, B5, MS 2y B5 %). En
los deméas medios, el crecimiento de las raices se vio significativamente reducido

con la disminucion de la concentracion de sales en el medio (Figura 22).

En las condiciones de cultivo elegidas, el cultivo de raices transformadas de
cafiamo pasé por una fase de adaptacion al medio de cultivo o fase de latencia que
durd generalmente una semana, extendiéndose hasta 2 semanas en la menor
concentracion de sales ensayada (MS %). En este medio se inici0 a continuacion
una fase de crecimiento lineal que durd hasta la quita semana de cultivo. En cambio,
en los demés medios se observo, al final de la tercera semana de cultivo, una fase de
crecimiento acelerado cuya intensidad estuvo proporcional a la concentraciéon de
sales usada. Sin embargo esta fase no durd0 mas de una semana empezandose a

ralentizar el crecimiento de las raices después de cuatro semanas de cultivo.
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Figura 22. Crecimiento de raices transformadas de cafiamo en cuatro concentraciones de
sales durante cinco semanas. Los datos se expresan en mg de peso seco (PS) por cultivo.
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A partir de los datos de biomasa obtenidos se calcularon dos parametros de
crecimiento que son el indice de crecimiento (Ic) que representa el aumento total de
la biomasa final con respecto a la inicial después de cinco semanas de cultivo, y la
tasa de crecimiento que indica la velocidad de acumulacién de la biomasa a lo largo
el periodo de cultivo (Tc= PS¢PSi/T¢T;). Esto permitié ver que el maximo Ic se
alcanzo en presencia de la mayor concentracion de sales ensayada (medio MS), con
un descenso del 43, 63 y 54% en los medio B5, MS % y B5 % respectivamente con
respecto al medio MS (Tabla 22).

Tabla 22. indice de crecimiento (Ic) de raices transformadas de cafiamo después de cinco
semanas de cultivo en diferentes concentraciones de sales. PS; (peso seco del in6culo) = 0.3
mg.

Medio Ic
MS 93
B5 53
MS %2 34
B5 % 43

La Figura 23 muestra que la maxima tasa de crecimiento durante la fase de
crecimiento acelerado (entre la tercera y cuarta semana de cultivo) se observd
cuando las raices se cultivaron en medio MS, con una disminucion de la Tc
proporcional a la concentracion de sales en el medio. También es de destacar el
drastico descenso en la velocidad de crecimiento de las raices en los medios MS, B5
y B5 % después de cuatro semanas, lo que indica el inicio de la fase estacionaria. En
cambio, en medio MS %2 no se not6 descenso de la Tc quizas debido al bajo ritmo de
crecimiento que han tenido las raices en este medio causando menor agotamiento del
medio. Debido a todo esto, no se consideraron periodos de cultivo superiores a 5

semanas en los subsiguientes experimentos.
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Figura 23. Tasa de crecimiento de raices transformadas de cafiamo cultivadas en diferentes
concentraciones de sales durante cinco semanas. Los datos se expresan en mg de PS
acumulado semanalmente por cultivo.

111.2.2. Efecto de la concentracion de sacarosa

La concentracion de sacarosa, usada como fuente de carbono en el medio
de cultivo, afectd también el crecimiento de las raices transformadas de modo que en
presencia de la minima concentracion ensayada (1% p/v) la biomasa acumulada no
excedid los 8 mg de PS tras cinco semanas de cultivo (Figura 24). En cambio, en
medio sin sacarosa las raices no mostraron crecimiento ninguno, y tras 5 a 10 dias de
cultivo, en dicho medio, empezd a notarse oscurecimiento del tejido indicando la

senescencia del mismo.

Los resultados de la biomasa acumulada y de la tasa de crecimiento
(Figuras 24, 25) indican la ausencia de diferencias significativas en el crecimiento de
las raices en las distintas concentraciones de sacarosa en la primera semana de
cultivo. A partir de alli se noté un mejor crecimiento en presencia del 3% de
sacarosa llevando a la mayor biomasa al cabo del periodo de cultivo. Las demas

concentraciones de sacarosa inhibieron significativamente el crecimiento de las
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raices resultando en biomasas 2 (con 5% de sacarosa) y 3 veces (con 1y 7%)
menores respecto del 3% de sacarosa (Figura 24). Esto mismo se tradujo en indices

de crecimiento 72, 50 y 62% menores en presencia de 1, 5y 7% de sacarosa (Tabla

23).

Tabla 23. indice de crecimiento (Ic) de las raices transformadas de cafiamo en cuatro
concentraciones de sacarosa después de cinco semanas de cultivo. PS;= 0.3 mg.

Concentracion Ic
de sacarosa (%)
1 27
3 95
5 48
7 34
35 roe
—.— 3%
MDS 0.05 = T I I a5,
30 7%
25 +
‘TQ
>
E 20
=
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=T)]
g
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5 |
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Figura 24. Crecimiento de raices transformadas de cafiamo en medio MS en presencia de
cuatro concentraciones de sacarosa durante cinco semanas. Los datos se expresan en mg de
PS por cultivo.
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Figura 25. Tasa de crecimiento de raices transformadas de cafiamo en presencia de cuatro
concentraciones de sacarosa durante cinco semanas. Los datos se expresan en mg de PS
acumulado por cultivo semanalmente.

I11.2.3. Efecto del tipo de medio

El efecto del tipo de medio de cultivo utilizado (solidificado, o no, con
agar) se investigd eligiendo usar las concentraciones de sales y sacarosa que
resultaron optimas para el crecimiento de las raices, esto es medio MS adicionado
con 3% de sacarosa. El presente experimento se realiz6 con dos lineas de raices
transformadas estabilizadas, que mostraron buen crecimiento y que fueron
procedentes de la infeccion de plantulas de cafiamo del genotipo CAN0221 con una
cepa de Agrobacterium silvestre (linea C55) o con cepa que lleva Gnicamente los
genes rolA, rolB y rolC (linea CABC), siendo las dos lineas de morfologia fina. La
Figura 26A muestra en medio liquido una fase de latencia de 1 semana seguida por
una notable aceleracion del crecimiento que durd todo el periodo de cultivo. En
cambio, los cultivos realizados en medio solido mostraron un crecimiento mas lento
durante las tres primeras semanas, no acelerandose el crecimiento hasta la cuarta

semana de cultivo (Figura 26B). Asi pues, al cabo del periodo de cultivo, la biomasa
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acumulada en medio liquido fue 26 y 25 veces mayor respecto del medio solido para
las lineas C55 y CABC respectivamente. De ello se derivo un indice de crecimiento

de las raices 96% mas elevado en medio liquido (Tabla 24, Figura 27).

A partir de los datos de la tasa de crecimiento expuestos en la Figura 28 se
puede ver una actividad de crecimiento notablemente mas alta en medio liquido
durante todo el periodo de cultivo. En medio sélido la Tc permaneci6 baja hasta la
cuarta semana de cultivo cuando se notd una aceleracion del crecimiento. A
diferencia de ello los cultivos realizados en medio liquido mostraron un crecimiento
acelerado desde la primera semana alcanzandose la maxima Tc después de tres
semanas de cultivo, periodo tras el cual se registré un descenso de la Tc indicando el
comienzo de la fase estacionaria. Por lo tanto, se fijaron periodos de cultivo de 3
semanas, en medio liquido, para el resto de las determinaciones realizadas. Cabe
mencionar también, la ausencia de diferencias apreciables en el crecimiento de las
raices de ambas lineas, deduciendo que la combinacion de los genes rolA, rolB y
rolC fue capaz de inducir raices con crecimiento parecido al obtenido en raices

obtenidas con una cepa de A. rhizogenes silvestre.
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Figura 26. Crecimiento de las lineas C55 y CABC de raices transformadas de cafiamo, en

medio MS liquido (A) y sélido (B) durante cuatro semanas. Los datos se expresan en mg de
PS acumulado por cultivo.

148



Resultados

Tabla 24. indice de crecimiento de las lineas C55 y CABC de raices transformadas de
cafiamo en medio MS liquido y sélido después de 4 semanas de cultivo. PS;=0.3 mg.

Linea de raices Medio de cultivo Ic
C55 Liquido 1733
Sélido 67
Liquido 1663
CABC
Sélido 66

Figura 27. Cultivo de raices transformadas
pertenecientes a la linea C55 realizado en medio
MS liquido (sacarosa 3%) durante 4 semanas.
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Figura 28. Tasa de crecimiento de dos lineas de raices transformadas de cafiamo (C55 y

CABC), cultivadas en medio MS liquido (A) y s6lido (B) durante cuatro semanas. Los datos
se expresan en mg de PS acumulado semanalmente por cultivo.
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I11.2.4. Efecto de la concentracion y fuente de nitrogeno sobre la morfologia y el
crecimiento de las raices

Para evaluar el efecto del nitrégeno del medio (forma y concentracién)
sobre el desarrollo (crecimiento y morfologia) de cultivos de raices transformadas de
cafiamo, dos lineas de raices fueron cultivadas en medio liquido con varias
relaciones amonio: nitrato (sulfato amdnico y nitrato potésico) que representan
desviaciones respecto de sus concentraciones en el medio MS estandar (20.5 mM
NH;" y 39.5 mM NOs , Murashige y Skoog, 1962) tomado como referencia. Tras
tres semanas de cultivo los efectos del amonio y del nitrato sobre el desarrollo de las
raices fueron claramente visibles aun antes de pasarlas. En medio MS estandar (20.5
mM NH;" y 39.5 mM NO3) las dos lineas de raices alcanzaron los mayores valores
de peso fresco (4.26 y 3.75 g) y peso seco (0.34 y 0.36 g), lineas C55 y CABC
respectivamente, con diferencias cuantitativas respecto de los demas tratamientos
(Tabla 25) manteniendo su morfologia tipica descrita como morfologia fina
previamente. Sin embargo una fuerte caida de aproximadamente entre un 48 (peso
fresco) y un 45% (peso seco) fue observada para las dos lineas de raices al aumentar
(2.5 veces) la concentracion del nitrato hasta 98.75 mM manteniendo el amonio al
nivel estandar (Tabla 25). Esto se acompafié de un cambio en la morfologia de las
dos lineas consistente en un aumento del diametro medio de las raices y disminucion
del nimero y longitud de las ramificaciones (morfologia gruesa). En cambio una
disminucion, en la misma proporcién, del nivel de NO3™ en el medio (15.8 mM) sélo
disminuy6 ligeramente, aunque de forma significativa (Tabla 25) el crecimiento de
las dos lineas de raices siendo la linea CABC, con una disminucion del 18% de su

peso seco, algo mas sensible a este cambio respeto de la linea C55.

El amonio como Unica fuente de nitrégeno, aun a la concentracion presente
en el medio estandar no promovio ningin desarrollo apreciable de estas raices, en
las tres semanas que durd el cultivo como se deduce de los datos de peso fresco y
peso seco obtenidos por ambas lineas (Tabla 25). Los indculos formaron algunas
raices que se caracterizaron a parte de por su pequefio nimero y tamafo, por ser
extremadamente finas. Por el contrario el nitrato como Unica fuente de nitrégeno

soport6 un desarrollo significativo en ambas lineas de raices, sin cambio aparente en
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su morfologia, si bien este solo represento entre un 33 y 36% (lineas CABC y C55
respectivamente) de la biomasa maxima acumulada cuando se cultivaron con los
niveles de amonio y nitrato del medio MS estandar. Desviaciones en la
concentracion de amonio del medio (2.5 veces por encima o por debajo) respecto de
la del medio estandar de referencia (20.5 mM) afectaron el crecimiento de las dos
lineas de raices con un patron similar, aunque con alguna mayor intensidad, a lo
descrito para el nitrato. Nuevamente la linea CABC resultd mas afectada que la linea
C55 por estos cambios como se puede deducir de la Tabla 25. Los resultados ponen
de manifiesto que el medio MS estandar adicionado de sacarosa al 3% resultd
Optimo para el cultivo de raices transformadas de cafiamo permitiendo la expresion
de un elevado potencial para la acumulacién de biomasa en estas raices como se
deduce del elevado indice de crecimiento (peso seco final/peso seco del indculo)
obtenido (1200 y 1130, CABC y C55 respectivamente) en las tres semanas que durd

el cultivo.

Tabla 25. Crecimiento (g de peso fresco y peso seco por matraz de cultivo) y morfologia de
lineas de raices transformadas de cafiamo, cultivadas durante tres semanas, en medio liquido
con distintas relaciones amonio (NH,")/nitrato (NO3).

, , NO; NH," Peso fresco Peso seco ,
Linea de raices (mM) (mM) () () Morfologia
00.0 0.09 0.01 Muy finas
15.8 20,5 3.66 0.32 Finas
39.5 4.29 0.34 Finas
98.75 2.14 0.19 Gruesas
C55 00.0 1.53 0.12 Finas
395 08.2 3.12 0.26 Finas
20.5 4.22 0.34 Finas
51.5 2.05 0.20 Finas
00.0 0.07 0.01 Muy finas
15.8 205 3.27 0.30 Finas
39.5 3.74 0.36 Finas
98.75 2.01 0.19 Gruesas
CABC 00.0 1.21 0.12 Finas
395 08.2 2.75 0.24 F?nas
20.5 3.75 0.36 Finas
51.5 1.98 0.18 Finas
MDS o5 0.15 0.02
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I11.3. Estudios fisiologicos a nivel de las raices transgénicas

Previo a los estudios llevados a cabo para evaluar la produccion de
metabolitos secundarios en las raices transgénicas de C. sativa, se procedio al
estudio de la produccion de etileno pudiendo estar relacionado con la produccion de
alcaloides (Palazdn et al., 1998) en material parecido. La determinacion de la
actividad nitrato reductasa en las diez lineas de raices transgénicas, previamente
mencionadas, se llevo también a cabo con el fin de evaluar el funcionamiento del
metabolismo nitrogenado de este tejido.

II1.3.1. Produccion de etileno

El seguimiento de la produccion de etileno en las raices transformadas de la
linea C55 reveld una disminucién importante de la produccion en las dos primeras
semanas de cultivo, tiempo a partir del cual los niveles de etileno se vieron
estabilizados para el resto del periodo de estudio considerado (Figura 29).

Asimismo, se eligid la semana 3 para evaluar la produccion de etileno en todas las
lineas de raices transformadas.
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Figura 29. Produccion de etileno en raices transformadas de cafiamo (linea C55) durante 4
semanas de cultivo. Los datos se expresan en pmol de C,H, por g de PS y por hora.
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Los resultados mostrados en la Tabla 26, indican que el etileno producido
por las diferentes lineas de raices transgénicas fue muy variable siendo las lineas
C1701 y C55 las més productivas mientras que las menos productivas fueron la
C1601, C1602 y C1801. Las demas lineas mostraron niveles intermedios. Las
diferencias encontradas no han podido ser relacionadas con la morfologia de las
raices, no obstante, el fenotipo de las plantas utilizadas para la induccién de raices
ha mostrado un efecto moderado sobre los niveles de etileno, siendo las lineas
procedentes de plantas con fenotipo fibra 1.54 veces mas productivas que las que
provienen de los genotipos de droga (314 y 204 pmol C,Hs (gPS)*h™ en media
respectivamente). Cabe mencionar que las raices transformadas tuvieron una
produccién de etileno significativamente menor en comparacion con las raices no

transformadas usadas como control.

Tabla 26. Produccion de etileno en diez lineas de raices transformadas de céfamo
procedentes de plantas con fenotipo droga (D) y fibra (F). Los datos, tomados tras 20 dias de
cultivo, se expresan en pmol de C,H4por g de PS y por hora.

fz:?ceei;s de pmol C;H,(gPS)".h"  Morfologia de raices Fenotipo
C55 563 Finas D
C70 158 Gruesas D
C1601 70 Gruesas D
C1602 81 Finas D
C1701 637 Gruesas F
C1801 82 Finas F
C1901 225 Finas F
C2701 135 Gruesas D
CABC 179 Finas D
CAR10 242 Gruesas D
Control 880 - D
MDS ¢.05 54
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II1.3.2. Actividad nitrato reductasa NR

La actividad nitrato reductasa en las raices transformadas present6 una alta
variabilidad entre las lineas utilizadas (Tabla 27). Asi, en las lineas C1801 y C1901
la actividad NR llegé a 1 pmol NO,. (g PF)™. h™ indicando por tanto un
metabolismo nitrogenado muy activo mientras que las lineas C1602, C1701, C2701
y CABC presentaron niveles bajos. Generalmente las lineas de raices con
morfologia fina mostraron tener niveles de nitrato reductasa 1.28 veces mayores con
respecto a las raices con morfologia gruesa. Una influencia parecida fue, por otro
lado, debida al fenotipo siendo la actividad de la NR 1.23 veces mayor en las raices
procedentes de plantas con fenotipo fibra (Tabla 27). En comparacién con las raices
normales usadas como control, la actividad NR fue mayor en todas las lineas de
raices transgenicas incluidas en el trabajo. Lo cual indica que el metabolismo

nitrogenado podria haberse acelerado con la transformacion.

Tabla 27. Medida de la actividad nitrato reductasa (NR) en diez lineas de raices
transformadas de cafiamo tras 20 dias de cultivo. Los resultados se expresan en umol NO,’
(g PF)*.h™

Lineas de raices (pm(ﬁgl(‘)ll:'l.?g;;?l.h'l) Morfologia de las raices
C55 0.79 Finas
C70 0.71 Gruesas
C1601 0.77 Gruesas
C1602 0.36 Finas
C1701 0.21 Gruesas
C1801 1.01 Finas
C1901 1.01 Finas
C2701 0.22 Gruesas
CABC 0.45 Finas
CARI10 0.92 Gruesas
Control 0.17

MDS g5 0.08
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II1.4. Niveles de metabolitos secundarios en las raices transformadas de canamo

Concluido el trabajo previsto para una caracterizaciéon preliminar de las
raices transformadas de C. sativa y optimizacion de algunos factores relevantes para
su cultivo in vitro, se ha abordado el estudio de la capacidad de estas raices en
cuanto a sintesis y/o produccién de metabolitos secundarios con implicaciones
farmacéuticas. EIl trabajo se ha centrado en dos de los grupos de metabolitos,
cannabinoides y alcaloides incluidos en una excelente revision publicada por Turner

et al. (1980) sobre constituyentes quimicos de C. sativa.

II1.4.1. Cannabinoides

Los cannabinoides, compuestos terpenofendlicos Unicos de C. sativa, son
caracteristicos de los 6rganos aéreos de la planta. En las raices solo se encontrarian
cantidades trazas. Dada la elevada actividad biosintética que presentan las raices
transformadas por A. rhizogenes, en numerosas especies vegetales se investigo la
posible presencia de cannabinoides (los mas comunes) en cultivos de raices
transformadas de C. sativa. Extractos realizados en éter de petréleo de material
liofilizado fueron analizados mediante cromatografia de gases y cromatografia
liquida de alta precision usando como patrones soluciones estandar de THC, CBD y
CBN (Dr. A. Pla, Departamento de Medicina Legal, Universidad de Granada). En
ninguno de los analisis se detectd sefial alguna que correspondiera a los patrones
utilizados o estructuras quimicas similares por lo que en raices transformadas de C.
sativa no existen niveles detectables de cannabinoides, al menos con las técnicas

analiticas utilizadas.

I11.4.2. Alcaloides

En cuanto a los alcaloides, segundo grupo de constituyentes quimicos del

cafiamo (Turner et al., 1980), la colina, neurina (forma deshidratada de la colina) y
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otras bases cuaternarias han sido identificadas en tejidos de C. sativa incluida la raiz
aunque los informes son escasos y analisis cuantitativos no se han encontrado. La
presencia de sustancias tipo muscarina (otra base cuaternaria) y atropina (alcaloide
tropanico) en preparaciones crudas de diferentes materiales de C. sativa se ha
sugerido a partir del estudio farmacoldgico de estas preparaciones (Gill et al., 1970)
sin embargo resultados confirmatorios adicionales no se han presentado. Mas
recientemente se ha informado que la intoxicacion con especies ricas en atropina
como Datura stramonium o0 en muscarina provoca sintomas parecidos a los notados
tras la ingestion del Cannabis (Stark et al., 2003; Desachy et al., 1997). La
identificacion de estas dos sustancias en C. sativa, especialmente la atropina seria de
relevancia no solo por su interés farmacoldgico sino ademéas porque hasta el
momento no hay constancia de su existencia fuera de las Solanaceae. Por todo ello
nos planteamos abordar la identificacion y cuantificacion de colina, muscarina y
atropina en raices transformadas de C. sativa asi como estudiar su capacidad para la

produccidn de estos metabolitos.

I11.4.2.1.0ptimizacion del método analitico

Para la separacion de extractos vegetales mediante electroforesis capilar,
los tampones cominmente usados son el borato, fosfato y SDS. No obstante estos
tampones no son convenientes para el acoplamiento de la electroforesis capilar (CE)
via interfase ortogonal de ionizacion, con el espectrometro de masa (ESI-MS), pues
de una parte no son volatiles y de otra, implican el riesgo de contaminacién de la
fuente del espectrometro. Otros tampones como el acido férmico, &cido acético,
carbonato amoénico y acetato amonico mostraron ser mas compatibles con la

interfase del CE-MS y/o con el espectrometro de masa (Tanaka et al., 1998).

En una primera fase se optimizaron las condiciones electroforéticas antes
que las del MS para obtener la mejor migracion, sensibilidad, tiempo de analisis y
forma de los picos. Asi, las condiciones ensayadas fueron el tipo, concentracién y

pH del tampdn, voltaje y tiempo de inyeccién. La concentracién del tampon es un
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parametro importante a tener en consideracion durante la optimizacion de las
condiciones del CE-ESI-MS, asi pues, se usaron varios tampones de corrida como el
acido formico, acido aceético y acetato aménico siendo este ultimo el que dio mejores
resultados en la separacion de los estandares de colina y atropina. Seguidamente se
estudio el efecto de la concentracion de dicho tampon en el rango 20 a 60 mM y
como se pude observar en la Figura 30 con 20 mM se consiguié una buena relacion
entre tiempo de analisis y resolucién. A continuacion se ensayo un rango de pH para
el acetato amoénico entre 8 y 11 en incrementos de 0.5 unidades y se eligio, en base a
la alta resolucién y el corto tiempo de anélisis obtenidos para ambos compuestos, el

pH de 8.5 para el tampon de corrida.
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Figura 30. Influencia de la concentracion del tamp6n acetato aménico: 20 mM (A), 40 mM
(B) y 60 mM (C) sobre la separacion entre colina (1) y atropina (2).

En cuanto al voltaje aplicado este vario entre 10 y 30 kV, siendo este Gltimo
el que permitio obtener mejor resolucion y en corto tiempo de analisis. Finalmente,
las muestras se inyectan en el extremo anddico del capilar usando una presion de N,
de 0.5 psi durante 10s (1 psi= 6894.76 Pa).

Con las condiciones establecidas anteriormente para CE se pasé a optimizar

los pardametros de ESI para la obtencion de una sefial 6ptima de cada metabolito en

el MS. Estos parametros se optimizaron en modo “full-scan” (escaneando a partir de
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m/z 50-350) haciendo pasar soluciones estandar de 1000 mg/L de cada uno de los
metabolitos, en el modo positivo, a traves del capilar a una presion de 0.5 psi. Los
parametros estudiados fueron la composicion y flujo del liquido adicional, flujo y
temperatura del gas de secado y presion del gas de nebulizacién. Eligiéndose, en
cada caso, las condiciones que dieron mayor sensibilidad de los picos.

El liquido adicional cierra el circuito eléctrico necesario durante la CZE e
incrementa el flujo de salida en el extremo del capilar. Se ha comprobado que la
naturaleza, composicion y velocidad de flujo del liquido adicional tienen efecto
critico sobre el funcionamiento de la interfase CE-ESI (Geiser et al., 2000). De los
disolventes organicos investigados en este trabajo, metanol e isopropanol, el
segundo dio mejores resultados, estudiandose a continuacion el efecto de diferentes
concentraciones del mismo. Como se observa en la Figura 31 con una mezcla
isopropanol-agua al 50/50 v/v en presencia de acido formico al 0.5% se obtuvo la
mejor sefial (altura de picos) para ambos compuestos colina y atropina. En cuanto al
flujo del liquido adicional, en un rango de 0.15-0.25 mL/h no se observaron
diferencias significativas. Finalmente se selecciond6 como Optimo en términos de
respuesta y estabilidad de la sefial, un valor de 18 mL/h para la velocidad de flujo

del liquido adicional.

Altura de picos
3,OOE+071

2,50E+07
2,00E+0Q7
1,50E+0Q7 1
1,00E+07 1
5,00E+06 1
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Figura 31. Influencia de la concentracion de la mezcla isopropanol-agua en el liquido
adicional sobre la sensibilidad de la sefial para colina y atropina. Los estudios se realizaron
en presencia del 0.5% de acido férmico.
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El gas de nebulizacion tiene un efecto de aspiracion, debido a un aumento
del flujo inducido por presion, que puede afectar considerablemente la separacion de
los analitos (Sheppard et al., 1995). Por ello se ensayaron diferentes presiones de
nebulizaciéon (2-10 psi) del nitrégeno (gas nebulizador) a temperatura ambiente,
observandose que bajas presiones mejoraban la sensibilidad y resolucién entre los
compuestos estudiados y eligiéndose el valor de 4 psi para la presion de

nebulizacién como parametro 6ptimo.

El gas de secado (N2) se usa en el ESI para acelerar la eliminacion del
disolvente y aumentar la sensibilidad (Macié et al., 2004). Este parametro fue usado
a la temperatura 350°C y se ensayaron diferentes flujos (2-8 L/min), eligiendo

6L/min como valor ptimo.

En conclusion la optimizacion metodologica llevada a cabo para la
identificacion y cuantificacion de colina y atropina, por CE-ESI-MS, ha permitido
establecer las siguientes condiciones: tampdn acetato aménico 20 mM a pH 8.5 para
el desarrollo, una diferencia de potencial eléctrico de 30 kV, tiempo de inyeccién de
10s a 0.5 p.s.i., isopropanol-agua (50:50) con acido férmico 0.5% (v/v) como liquido
adicional a un flujo de 0.18 mL/min, 6L/min y 350°C para el gas de secado y una
presion de nebulizacién de 4 psi. Con estas condiciones se obtuvo una buena
resolucion en la separacion de colina y atropina en una mezcla estdndar como
muestra el electroferograma de la Figura 32. Finalmente como muestran los
espectros MS y MS/MS (Figura 33) la forma idnica predominante de cada analito

fue el idbn molecular protonado.
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Figura 32. Separacion de colina (1) y atropina (2) obtenida en las condiciones de CE-MS:
capilar de silice fundida de 50 um de diametreo y 100 cm de longitud total, tampén acetato
amoénico 20 mM a pH 8.5, voltaje: 30 kV, tiempo de inyeccion: 10s a 0.5 psi, liquido
adicional: 2-propanol/agua 50:50 (v/v) con 0.5% de &cido férmico a una intensidad de flujo
de 0.18 mL/h, gas de secado: 6L/min a 350°C, presion del gas de nebulizacion: 4 psi y
escaneo de MS: 50-350 m/z.

161



Aproximaciones biotecnoldgicas tendentes a la mejora del cafiamo (Cannabis sativa)

Intens.
x103
5

104.0 MS (1)

(IR RSV R A E B VRS AT VRN SRR B

307.2
07-2393.1
e e L S e e e

50 100 150 200 250 300 nlllz
Intens. MS/MS (1)

h 74.3

200 7 122.8

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 m/z

x10% ] 200.1 MS (2)

0 ),

Intens. |

x105 MS/MS (2)
124.0

2.5
2.0
1.5
1.0

0.5

Lo oo be vl bv o bovra b

93.0
‘L 150.9 2?0.0'

3

0.0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 m/z

Figura 33. Espectros MS y MS/MS de las soluciones estandar de (1) colina y (2) atropina.
Las condiciones analiticas son las mismas expuestas en la Figura 32.
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La reproducibilidad es un aspecto importante en cualquier método de
analisis. En nuestro trabajo esto se ha estudiado realizando series de analisis con las
condiciones previamente optimizadas en el mismo dia (precision intradiaria) y
durante 5 dias consecutivos (precision interdiaria). Como indice de reproducibilidad
se uso el valor de la desviacidon estandar relativa (para n=5) de los tiempos de
migracion y del area de los picos para cada uno de los compuestos analizados. Para
los tiempos de migracion dichos valores fueron 1.10 y 0.95% (colina y atropina
respectivamente) para los andlisis intradiarios mientras que para los andlisis
interdiarios fueron de 2.37 y 2.01%. Para el area total de los picos los valores de la
desviacion estandar relativa fueron 1.80 y 1.30% (colina y atropina respectivamente)
para las determinaciones intradiarias y para las determinaciones interdiarias fueron
4.78 y 3.98%. Cuando se analizaron extractos de muestras de C. sativa (raices
transformadas, raices y hojas), los valores de reproducibilidad (desviacién estandar
relativa) interdiaria obtenidos fueron 6.1 y 5.9% para los tiempos de migracion

(colina y atropina respectivamente) y 6.8 y 6.4% para el area total de los picos.

Los limites de deteccidn de este método analitico se calcularon para cada
compuesto analizado en base del electroferograma y que resultaron ser de 18 mg/L y
320 pg/L para colina y atropina respectivamente. Las curvas de calibracion (Figura
34) para cada compuesto analizado fueron lineales con altos coeficientes de
correlacion en el rango de concentraciones ensayadas para cada metabolito (25-500

mg/L y 500-1000 pg/L para colina y atropina respectivamente).

Las Figuras 35 y 36 recogen, respectivamente, los electroferogramas y los
espectros MS y MS/MS obtenidos tras el andlisis de colina (1) y atropina (2) en los
extractos de C. sativa (raices transformadas, raices normales y hojas) los cuales
fueron comparados con los espectros MS y MS/MS de ambos analitos en las
soluciones estandar. Lo que permitio caracterizar los metabolitos encontrados en las

muestras de cafiamo.
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Figura 34. Curvas de calibracion de colina (1) y atropina (2).
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Figura 35. Electroferograma de la base de los picos (EBP) y electroferograma de iones extraidos (EIE) de colina (1) y atropina (2) en
extractos de C. sativa. Todas las condiciones analiticas son las mismas expuestas en la Figura 32.
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I11.4.2.2. Niveles de colina, atropina y muscarina en las raices transgénicas

Con los parametros de CE-ESI-MS previamente optimizados fue posible
detectar colina en todas las lineas de raices transgénicas de cafiamo incluidas en este
estudio incluso con niveles elevados que llegaron hasta 3 mg.g PS™* (Tabla 28).
Ademas los niveles de colina detectados fueron significativamente mas elevados, en
la mayoria de las lineas de raices, con respecto a aquellos encontrados en las raices
normales de la planta llegando a ser hasta 4 veces mayores. Por otra parte las
concentraciones de colina fueron notablemente méas elevadas en todas las lineas de
raices transformadas con respecto a las hojas (usadas como control) llegando a ser
hasta 6 veces superiores en las lineas de raices mas productivas. La produccion de
colina fue muy variable segun la linea de raices, notando un importante efecto del
fenotipo de la planta usada para la induccion de raices. Asimismo, las lineas
procedentes de cultivares de fibra mostraron tener niveles de colina
significativamente mayores (49%) en comparacion con lineas que provienen de
genotipos de droga. Por otro lado, la morfologia de las raices mostré también tener
un papel importante en la producciéon de colina de modo que estableciendo una
comparacion general, se pudo ver que las raices con morfologia fina fueron dos
veces mas productivas que las que tienen morfologia gruesa, contrariamente a los
datos de biomasa que muestran que las lineas de morfologia gruesa acumulan una

biomasa 2 veces mayor que las raices finas.

El contenido de atropina en las lineas C1601, CAR10 asi como en las raices
no transformadas estuvo probablemente por debajo de los limites de deteccidn del
método analitico usado. En la mayoria de las lineas de raices los niveles de atropina
detectados fueron parecidos a los encontrados en las hojas de la planta e incluso
superiores en las lineas mas productivas alcanzando 5.46 pg.g PS™ en la linea
C1801. Ademas, la produccion de atropina no estuvo relacionada con el fenotipo de
las plantas y fue ligeramente mayor en las lineas con morfologia fina. Las lineas
C1801 y CABC exhibieron los mayores contenidos de atropina con diferencias

significativas (P<0.01). Asi, la clasificacion de las lineas de raices transformadas de
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C. sativa segun la productividad ha sido la misma para atropina como para colina:
C1801>CABC>C55>C1901>C1602>C70>C1701>C2701>C1601>CAR10

Tabla 28. Contenido de colina (mg.g PS™) y atropina (ug.g PS™) en diez lineas de raices
transformadas de C. sativa cultivadas en medio MS liquido durante 20 dias. Como controles
(a) se usaron raices y hojas de plantas no transformadas.

Lineas de raices biomasa Colina Atropina
transformadas (g PF.matraz’l) (mg.g 'lPS) (ug.g'1 PS)
C55 3.45 2.28 3.90
C70 7.60 1.28 3.36
C1601 7.25 1.00 N.D.
C1602 5.30 1.42 3.66
CAR10 8.25 0.99 N.D.
CABC 3.05 251 4.20
C2701 4.43 0.94 3.06
C1801 4.55 2.92 5.46
C1701 4.66 1.43 3.18
C1901 4.02 2.29 3.90
Controles *

Raices CAN0221 0.60 N.D.
Raices A-llosa 0.95 N.D.
Hojas CAN0221 0.41 3.06
Hojas A-llosa 0.52 3.30
MDSo 05 0.40 0.01 0.04

N.D: no detectado

En las mismas condiciones experimentales previamente optimizadas para la
determinacion de colina y atropina las lineas de raices C1801 y CABC, con los
niveles maximos de ambos metabolitos, fueron usadas para averiguar la presencia de
la muscarina en este material. Asimismo en base a los resultados presentados en la
Figura 37 (electroferograma y espectro MS del patron de muscarina y del extracto)
en ambas lineas de raices ha sido posible identificar muscarina a las concentraciones

de 1.23y 1.02 pg.g PS™ para las lineas C1801 y CABC respectivamente.
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Figura 37. (A) Electroferograma y espectro MS obtenidos tras el analisis del patron de
muscarina. (B) Electroferograma obtenido tras el anélisis de muscarina en extractos de raices
transformadas de C. sativa.
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111.4.2.3. Efecto de los elicitores sobre la produccion de alcaloides

Las lineas de raices C1801 y CABC se seleccionaron para estudiar el efecto
de elicitores bioticos (hongo) y abidticos (MeJa), aplicados al final de la fase de
crecimiento linear (dia 20 del cultivo), sobre la biosintesis (expresada como

acumulacion del producto) de colina y atropina en las raices transgeénicas.

En las condiciones control (sin elicitacion) ambas lineas de raices crecieron
siguiendo el patron de crecimiento destrito anteriormente, presentando la linea
C1801 un peso fresco 50% maés elevado (Figura 38A). La adicion de elicitores, sea el
MelJa o el filtrado del medio (FM) de Fusarium oxysporum, no afectd, en ninguna de
las concentraciones ensayadas y por el periodo de tratamiento elegido, el crecimiento
de las raices (Figura 38A). EI MeJa, usado a una concentracion de 10 pM,
incremento ligeramente el contenido de colina en la linea C1801 respecto al control,
mientras que una concentracion de 1 uM no mostré tener efecto (Figura 38B) sobre
la produccion de este alcaloide. En la linea CABC, el MeJa, en las dos
concentraciones, aumento el contenido de colina mas de dos veces con respecto al
control. El filtrado de medio (FM) de F. oxysporum incrementd también
cuantitativamente la acumulacion de colina en ambas lineas de raices pero con
patrones diferentes. Asimismo, en la linea C1801 el tratamiento con FM 1% y 3%
v/v aumenté ligera pero significativamente el contenido de colina con respecto al
control, mientras que estas concentraciones no tuvieron efecto en el caso de la linea
CABC. El tratamiento con FM 5% v/v fue el méas eficiente en ambas lineas llevando
a un incremente de colina de 1.44 y 2.23 veces para las lineas C1801 y CABC
respectivamente con respecto a las raices no-elicitadas. Finalmente, cabe mencionar
que las raices de la linea C1801 tuvieron una concentracién de colina 2 veces mayor
(condiciones control) y que el maximo nivel de acumulacién de colina (después de la
elicitacion) fue también mayor (26%) en esta linea. No obstante, la elicitacion fue
mucho mas eficiente en la linea CABC para ambos tipos de elicitores ensayados
(Figura 38B).
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Los controles de las dos lineas de raices mostraron niveles similares de
atropina (1g.g™PS), los cuales fueron notablemente incrementados después de cuatro
dias de tratamiento con MeJa o filtrado de medio (FM) de Fusarium oxysporum, con
una gran influencia de la dosis de elicitor aplicada, especialmente para la linea
C1801 (Figura 38C). En esta linea la concentracion de atropina fue incrementada 17
y 607 veces respecto al control con 1 y 10 uM de MeJa respectivamente, mientras
que para la linea CABC la méaxima elicitacion fue alcanzada al usar 1 uM de Mela
(688 veces) con pequefias diferencias en comparacion con el tratamiento con 10 uM
de MeJa (Figura 38C). El filtrado de medio de F. oxysporum fue menos eficiente
desde un punto de vista cuantitativo (en media los niveles fueron 3 veces menores)
en comparacion con el MelJa, en lo que respecta a la estimulacién de la produccién
de atropina en las dos lineas (Figura 38C) contrariamente a lo que fue observado para
la colina (Figura 38B). El efecto maximo fue registrado usando FM 3% v/v en la
linea C1801 mientras que en la linea CABC los tratamientos con FM 1y 3% v/v
dieron mejores resultados sin diferencias significativas entres ellos (Figura 38C). FM
al 5% v/v resultd en una disminucion de los niveles de atropina 45 y 40% (p<0.01
test t Student) con respecto a los niveles maximos alcanzados en las lineas C1801 y
CABC respectivamente. Aun asi, estos niveles permanecen mucho mas elevados en
comparacion con los correspondientes controles. La concentracion de la atropina
(1g.g™*PS) incrementd 5.3, 345 y 186 veces respecto el control el usar 1, 3 'y 5% v/v
de FM respectivamente, mientras que para las mismas concentraciones el incremento
en la linea CABC fue de 198, 186 y 116 veces respectivamente. Ademas, la maxima
acumulacién de atropina en respuesta a F. oxysporum, fue dos veces mayor en la
linea C1801 en comparacién con la linea CABC (1486 y 730 pg.gPS

respectivamente).
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Figura 38. Efecto del MeJa y del filtrado de medio (FM) de F. oxysporum sobre la
acumulacion de biomasa (A) y produccion de alcaloides (colina (B) y atropina (C)) en las
lineas C1801 y CABC de raices transgénicas de C. sativa tras 96 h de elicitacion. Los datos
de atropina estan representados en escala logaritmica y las barras verticales en cada valor
representan el Error Estandar.
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I11.4.2.4. Relacion de la produccion de etileno y actividad NR con el contenido
de alcaloides en las raices transformadas

Con el fin de estudiar la relacion de la produccion de etileno y la actividad
nitrato reductasa en las raices transgénicas de C. sativa con el contenido de
alcaloides en este material, se ha establecido un andlisis de los diferentes variantes
por regresion simple. Asimismo, no se ha notado correlacién significativa del
contenido de atropina con la produccion de etileno (r=0.346, p<0.1) ni con la
actividad nitrato reductasa (r=0.254, p>0.1). En cambio, la sintesis de colina fue
positivamente correlada con la actividad nitrato reductasa (r=0.620, p<0.01) mientras
que la produccion de etileno no mostro tener relacién significativa (r=0.101, p>0.1)

con el contenido de este alcaloide.

173



Aproximaciones biotecnoldgicas tendentes a la mejora del canamo (Cannabis sativa)

IV. ESTUDIO DE TRANSFORMACIQN GENI,E'NI'ICA MEDIADA
POR Agrobacterium Y REGENERACION EN CANAMO

Un objetivo general de este trabajo ha sido la transformacion genética del
cafiamo e identificacion de las condiciones para la regeneracion de plantas
transgénicas de esta especie. La transformacion de plantas usando Agrobacterium
rhizogenes presenta unas caracteristicas que en algunos casos la hacen ventajosa
respecto de la transformacion, mas generalmente usada, mediada por A. tumefaciens.
La mayoria de las células vegetales transformadas con A. rhizogenes desarrollan
raices transgénicas que son aisladas y cultivadas in vitro. En diversas especies
vegetales se ha observado que estas raices transformadas facilmente regeneran
plantas bien espontdneamente o tras la aplicacion de reguladores de crecimiento y a
pesar del sindrome de raices en cabellera que puedan presentar las plantas
regeneradas, esta aproximacion se considera util para especies recalcitrantes (Tepfer,
1984; Mugnier, 1988; Stougaard, 1995). Obtenidos y estabilizados cultivos de raices
transformadas, por cepas de A. rhizogenes, de diferentes genotipos de cafiamo se
investigod su habilidad para la callogénesis y regeneracion de plantas en diferentes

medios de cultivo y con diferentes combinaciones de reguladores de crecimiento.

IV.1. Callogénesis y regeneracion en raices transformadas
Cultivos axénicos de raices de C. sativa (genotipos de fibra y droga)

transformadas con diferentes cepas de A. rhizogenes fueron usados como material de

inicio en los experimentos de regeneracion y los explantos consistieron en segmentos
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Tabla 29. Callogénesis y organogénesis en lineas de raices de caflamo (accesion CAN0221 y ¢v Futura77), transformadas con diferentes cepas de A.
rhizogenes (al menos una linea de cada combinacion). Los explantos, procedentes de cultivos axénicos de las diferentes lineas de raices, se cultivaron en
medio B5 con 0.5y 0.05 pg.mL" de BA y ANA respectivamente. Tras 6 semanas de cultivo se determind, frecuencia de callogénesis, tamafio (diametro
medio) de los callos, coloracion y textura, frecuencia de raices y frecuencia de tallos. F: friable, +: 0.5 a 1 cm de didmetro medio.

Aparicion  Formacion  Formacion  Formacién Textura

! Colorde  Tamafio
de callos de callos? de raices” de tallos® de los

callos de callos

Lineas de raices transformadas
(Bacteria/Genotipo planta)

(semanas) (%) (%) (%) callos
A4/CAN0221 1 100 100 0 F Blanco +
AR10/CAN0221 1 100 100 0 F Blanco +
R1601/CAN0221 1-2 97 100 0 F Blanco +
LBA-rolABC/CAN0221 1 100 100 0 F Blanco +
Ad4/Futura77 1-2 96 98 0 F Blanco +
AR10/Futura77 1-2 97 100 0 F Blanco +
MDSo,05 - 0.93 0.59 - - - -

* Porcentaje de explantos que desarrollan callos
® Porcentaje de callos obtenidos con respuesta MHR.
“Porcentaje de callos que desarrollan yemas o tallos.
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de = 1 cm de longitud de regiones apicales. En el primer experimento los explantos
radicales se cultivaron en medio BS5 sélido y una combinacién hormonal (medio n°® 1
de la Tabla 5, Material y M¢étodos) usada previamente para la regeneracion de
plantas transgénicas de Lotus japonicus (Stiller et al., 1997) y Catharantus roseus
(Choi et al., 2004) a partir de raices transformadas por A. rhizogenes. Entre una y dos
semanas de cultivo, en el citado medio, todas las lineas de raices iniciaron callos
siendo la frecuencia de callogénesis (numero de explantos que forman callos/nlimero
total de explantos cultivados), tras tres semanas de cultivo, muy alta y similar

(alrededor del 100%, Tabla 29) en todas las lineas.

El desarrollo de los callos empez6 en los extremos del explanto y en 2 a 3
dias la callogénesis se extendio6 a toda su superficie. Los callos fueron todos de color
blanco, friables (disgregacion manual facil) y formaron abundantes raices en toda su
superficie. Tras cuatro semanas de cultivo los callos con un diametro medio de entre
0.5 y 1 cm (Tabla 29) aparecian como pequefias masas de tejido enteramente
cubiertas de raices emergentes en todas las direcciones (Figura 39). El fenémeno es
progresivo y acaba con la degeneracion del callo y la reexpresion del caracter de raiz
transformada: raices finas y ramificadas, rapido crecimiento y geotropismo alterado.
Cuando estas raices fueron aisladas y cultivadas en medio sin fitohormonas
mostraron un patron de crecimiento caracteristico de raices inducidas por A.
rhizogenes. A esta proliferacion masiva de raices plagiotropicas en los callos se le
denomind “Memoria hairy root” (MHR). Estas raices neoformadas cultivadas en el
mismo medio de regeneracion volvieron a formar callos del mismo tipo (friables con
respuesta MHR) cuyo patron de crecimiento fue muy similar al del callo inicial. En
ninguno de estos callos, sin embargo, se obtuvo induccion de tallo (Tabla 29) ni

aunque el cultivo se prolongara durante 12 semanas.
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Figura 39. Callos de cuatro semanas derivados de explantos de raices transformadas de
cafiamo, en medio n° 1 exhibiendo respuesta MHR.

Dada la ausencia de diferencias apreciables en los resultados obtenidos con
las diferentes lineas de raices en este primer experimento se decidio elegir la linea
procedente de la combinacion A4/CAN0221 para seguir trabajando en la
identificacion de condiciones para la induccion de tallo en callos derivados de raices
transformadas. Se ensayaron a continuacion diferentes combinaciones de acido
naftalenacético (ANA), como auxina, y 6-bencilaminopurina (BA), como
citoquinina, variando primero BA y manteniendo ANA constante (medios n° 2 a 5,
Tabla 5, Material y Métodos) y variando ANA después, manteniendo BA constante
(medios n° 6 a 12, Tabla 5). En todos estos medios la frecuencia de callogénesis de la
linea de raices ensayada fue del 100% y los callos fueron todos de textura friable
(Tabla 30, medios n° 2-12). Otras caracteristicas de los callos como la frecuencia de
respuesta MHR, tamafio y color tras 6 semanas de cultivo fueron mas dependientes
de la combinacion hormonal utilizada. La frecuencia de callos rizogénicos o con
MHR disminuy6 progresiva y fuertemente con la concentracion de BA en el medio
llegando a 0 en presencia de 2 y 4 pg.mL™', respectivamente (Tabla 30, Figura 40 B y
(). La BA estimul¢ el crecimiento de los callos y tras 6 semanas de cultivo el tamafio
varid entre 0.5 y 1 cm de didmetro, para la concentracién mas baja y mas de 1.5 cm

para la mas alta (Tabla 30). Estos callos, sin embargo, eran muy friables y de color
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marroén indicativo de envejecimiento y degeneracion. Cabe sefialar que en los medios

n°® 2y 3 los callos friables y de color blanco mostraron zonas verdes en la superficie
(Figura 40 A).

Figura 40. Callos no rizogénicos desarrollados en los medios n® 2(A), 4(B), 5(C) tras 4
semanas de cultivo.
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Tabla 30. Callogénesis y regeneracion en raices de cafiamo (C. sativa) transformadas por A.
rhizogenes. Los explantos se cultivaron en los medios listados mas abajo cuya composicion
se recoge en la Tabla 5 (Seccion Material y Métodos). Tras 6 semanas de cultivo se
determino, frecuencia de callogénesis, formacion de raices, tamafio (didmetro medio) de los
callos, coloracion y textura (como indicadores de habilidad de regeneracion). En ningun
medio se observd formacion de yemas o tallos. El tamaiio de los callos se clasifico segun la
siguiente clave: += pequefio (0.5-1.0 cm); ++= mediano (1.0-1.5 ¢cm) y +++= grande (> 1.5
cm). F: friable.

Formacion Formacion Caracteristicas de los callos
Medio  decallos® de raices®
(%) (%) Tamafio Color Textura
1 100 100 + Blanco F
2 100 79 + Blanco/verde F
3 100 25 ++ Blanco/verde F
4 100 0 ++ Marrén F
5) 100 0 +++ Marron F
6 100 89 + Marrén F
7 100 100 -+ Blanco/marrén F
8 100 100 + Blanco F
9 100 89 + Blanco F
10 100 86 + Blanco F
11 100 85 + Marrén F
12 100 31 + Marrén F
13 100 90 + Blanco F
14 100 100 + Blanco F
15 100 100 + Blanco F
16 89 0 + Marrén F
17 94 0 + Marr6n F
18 100 0 + Blanco F
19 100 41 + Marrén F
MDSo 05 0.68 2

* Porcentaje de explantos que formaron callos
® Porcentaje de callos con respuesta MHR.
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Al incrementar la concentracion del acido naftalenacético, como auxina, en
presencia de BA a 0.5 pg.mL" disminuy6 el porcentaje de callos rizogénicos hasta
un 31% en el medio n® 12 (3 |,Lg.mL'1 de ANA) pero estos callos friables eran
pequeios y de color marrén no desarrollando nunca zonas verdes (Tabla 30, Figura
42). Por otra parte en el medio n® 7 con una concentracién muy baja (0.025 pg.mL™)
de ANA se obtuvieron callos friables de gran tamafio, blancos con zonas marrones
pero todos dieron respuesta MHR, lo que segun apuntan los resultados no seria un

signo de buena competencia para regeneracion.

R

Figura 42. Callo rizogénico (A) y no rizogénico (B) derivadas de raices transformadas, tras
4 semanas de cultivo en el medio n° 12. La barra horizontal representa 0.5 cm.

En presencia de Kinetina (medios n° 13-15) también se obtuvo el 100% de
callogénesis formandose callos pequefios, de color blanco, friables y practicamente
todos con MHR (Tabla 32). En medio MB, la combinacién de BA y 2,4-D (medios
n° 16 y 17) o de Kinetina y AIA (medio n° 18) eliminé completamente la MHR en
los callos pero estos eran ademads de friables, pequenos y de color marréon (Tabla 30,

Figura 43), El 2,4-D ademas disminuy6 ligeramente la frecuencia de callogénesis.
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Figura 43. Callo no rizogénico después de 6 semanas de cultivo en el medio n° 16. La barra
horizontal representa 0.5 cm.

Al objeto de investigar el efecto del cambio de medio y los sucesivos
subcultivos sobre la habilidad organogénica de los callos, estrategia con la que se ha
mejorado la respuesta organogénica en otras especies (Hamza y Chupeau, 1993 y
Gurriaran et al., 1999), fragmentos (0.5 cm, ndédulos de crecimiento activo y de color
verde intenso) de callos obtenidos con el medio n° 3 (Tabla 30) se subcultivaron en el
mismo medio y en los medios n° 7, 16 y 17 (ver Tabla 5) para los que se informé una
eficiente regeneracion de tallos a partir de raices transformadas de Lotus japonicus
(Stiller et al., 1997) y ocasionales eventos de regeneracion en explantos no
transformados de C. sativa (Mandolino y Ranalli, 1999). En los medios n° 3 y 7 los
callos crecieron vigorosamente, la mayoria desarrollaron areas nodulares verdes en la
superficie (Figura 41) tras cuatro semanas de cultivo y alcanzaron un tamaio de entre
1.5 y 2 cm de diametro. Este patron se ha mantenido durante todo el periodo de
cultivo que se extendid hasta 12 semanas. Sin embargo en ninguno de los dos medios
estos callos regeneraron yemas o tallos. En los medios n° 16 y 17, por otra parte, los
callos perdieron la coloracidon verde, dejaron de crecer y murieron tras dos semanas

de cultivo.
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Figura 41. Callos obtenidos en el medio n® 7 tras 4 semanas de cultivo de fragmentos de
callos iniciales formados en el medio n° 3. La barra horizontal representa 0.5 cm.

IV.2. Efecto del antiauxinas sobre la expresion de la rizogénesis en los callos
inducidos a partir de raices transgénicas

Un répido y prolifico desarrollo de raices en los callos no es un signo de
buena competencia para regeneracion de yemas y tallos en dichos callos (Batista et
al., 1996; Takahashi et al., 2004). La expresion de los genes rol, y probablemente
otros oncogenes, influencia los niveles hormonales y altera la percepcion de las
hormonas por las células vegetales (Schmiilling et al., 1993). Particularmente rolB
incrementa la sensibilidad a las auxinas en las células donde se expresa (Maurel et
al., 1994), lo que podria explicar, al menos en parte, la actividad rizogénica de los
callos notada en este trabajo. Aunque esta actividad rizogénica ha resultado inhibida
con algunas de las combinaciones de reguladores utilizados, no se observé induccion
de yemas o tallos en esos callos. Como alternativa se planteo ensayar el efecto de un
inhibidor de la accién de auxinas, el PCIB (4cido p-clorofenoxiisobutirico),

adicionado al medio n° 2 de la Tabla 5 (Material y Métodos) libre de auxinas.

Con independencia de la concentracion aplicada, el PCIB disminuy6
apreciablemente (un 34% de media) la formacion de callos en raices transformadas
de cafiamo (Tabla 31) respecto de los controles no tratados. El PCIB también afect6
notablemente el desarrollaron de los callos obteniéndose callos pequefios, que tras 2

semanas de cultivo desarrollan en la superficie unas estructuras a modo de rizoides o
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Tabla 31. Efecto del PCIB sobre la callogénesis y organogénesis en raices transformadas de cafiamo, en medio n° 2 sin auxinas, después de 6 semanas
de cultivo. Se indican como muy rizogénicos (+++) los callos cuya superficie fue totalmente cubierta con rizoides, moderadamente rizogénicos (++)
callos que llevaron rizoides en menos de la mitad de su superficie y ligeramente rizogénicos (+) aquellos que no formaron mas de 5 rizoides. F: friable,

F": muy friable. El didmetro medio de los callos fue de 0.5-1 cm (+).

Formacion Formaciéon Formacién

Caracteristicas de los callos obtenidos

PCIB decallos* de rizoides®  de tallos® ode rizoi = :

(kM) (%) (%) (%) Textura Tamafio Color N° de I’IZ(IJIIdES dTar.na.ndo medio
por callo e rizoides (mm)

0 100 * 0 F + Blanco/marron - -

10 62 100 0 F + Blanco +++ 10-20

20 72 100 0 F + Blanco +++ 10-20

40 68 100 0 F + Blanco/verde ++ 10-20

70 66 100 0 F + Blanco/verde ++ 5-12

100 64 8 0 F' + Marrén/verde + 2-5

MDSo 05 9 23 - - - - - -

* Porcentaje de explantos que desarrollan callos

® Porcentaje de callos que desarrollan raices callosas (rizoides).

€ Porcentaje de callos que desarrollan yemas o tallos.

* En este medio no se desarrollaron rizoides sino que el 89% de los callos expresaron la MHR.



Resultados

raices callosas como muestra la Figura 44. Entre 10 y 70 uM de PCIB el 100% de los
callos formados desarrollaron estas estructuras en superficie frente al 8% con 100
uM. El numero y tamaio de estos rizoides disminuy6 drasticamente al incrementar la
concentracion de PCIB desde callos totalmente cubiertos de tales estructuras de 10-
20 mm de longitud con 10 y 40 uM hasta callos con menos de 5 rizoides < 5 mm con

100 M de PCIB.

-~ ﬁ_ |

Figura 44. Callos derivados de raices transformadas de cafiamo en el medio n° 2 libre de
auxinas con PCIB: (A) 40 uM tras 2 semanas de cultivo, (B) y (C) 10 y 100 uM
respectivamente tras 4 semanas de cultivo. Las barras horizontales representan 1 cm.

En los extremos de estas raices callosas o rizoides obtenidos en presencia de
PCIB 40 y 70 uM empezaron a crecer, en la tercera semana de cultivo, callos
secundarios de textura muy compacta y color verde intenso (Figura 44 A). Dos
semanas después, estos callos (3-6 mm de longitud) fueron aislados y cultivados en

el mismo medio, en el cual mostraron un crecimiento lento (no superando 1 cm de
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diametro), mantuvieron la textura compacta y color verde, si bien al avanzar el
cultivo se desarrollaron areas de color blanco y otras amarillentas en superficie
(Figura 45). A partir de dichas zonas pronto empezaron a desarrollarse nuevas raices
con un patrén similar al observado en ausencia de PCIB. El PCIB ha alterado
notablemente la estructura y apariencia de los callos y raices pero el material se
adaptaria y reaparecen callos de tipologia normal incluyendo expresion de la

respuesta MHR (Figura 45).

Figura 45. Callos derivados de rizoides (Figura 44 A) cultivados durante 4 semanas en el
mismo medio con 40 uM de PCIB. La barra horizontal representa 1 cm.

1V.3. Obtencidn de callos transformados con A. tumefaciens

Dado que la estrategia de transformacion genética mediante regeneracion a
partir de raices transformadas por A. rhizogenes no resulté en la obtencion de plantas
transgénicas de cafamo, alternativamente se ha ensayado la aproximacion mas
clasica de transformacion mediada por A. tumefaciens. Solo dos informes se han
encontrado en la bibliografia sobre la aplicacion de esta aproximacion en C. sativa, la
transformacion de apices de tallo (Mackinnon et al., 2000) sin que se aportara una
clara confirmacion de la naturaleza transgénica de las plantas obtenidas, y la

transformacion de cultivos en suspension (Fenney y Punja, 2003) que formaron
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callos transformados que nunca regeneraron plantas. En nuestro trabajo se ha usado
la cepa EHA105 de A. tumefaciens (Tabla 3, Material y Métodos) para infectar
numerosos explantos (1 cm) de hipocotilo procedente de plantulas del genotipo
CANO0221 cultivadas in vitro. Tras el cocultivo los segmentos de hipocotilo fueron
transferidos a medio de seleccion con diferentes combinaciones de reguladores de
crecimiento (Tabla 6, Material y Métodos) y 50 mg.L™" de Kanamicina. Previamente
se puso de manifiesto que esta concentracion de Kanamicina era letal para explantos
control que murieron tras una semana de cultivo, mientras que practicamente no
afecto la callogénesis en los explantos transformados (Tabla 32). El transgen nptll
conlleva la inactivacion de la Kanamicina, confiriendo a las células vegetales que lo

expresan, resistencia a este antibiotico.

Tabla 32. Efecto de la concentracion de Kanamicina usada para la seleccion de
transformantes, sobre el desarrollo de callos en explantos de hipocotilo transformados y no
transformados (control) después de 4 semanas de cultivo.

Formacion de callos® (%)

Kanamicina (ug.mL™
(Mg ) Explantos Explantos control
transformados

5 o7 100

o5 65 15

50 63 0

75 18 0
MDSg05 12 14

* Porcentaje de explantos que formaron callos.

En todos los medios de regeneracion ensayados se observo formacion de
callo en los extremos cortados del explanto, tras una semana de cultivo,
extendiéndose después a toda la superficie. En seis semanas se obtuvieron callos
resistentes a Kanamicina, grandes, friables de color verde-claro con areas nodulares
en la superficie (Tabla 33, Figura 46). La frecuencia de formacion de callos
resistentes al antibidtico varid entre 35% y 63% dependiendo de los niveles de
fitohormonas en los diferentes medios de regeneracion, si bien se observaron dos

grupos netamente diferenciados. Los medios 1 y 2 con un promedio del 40% de
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callogénesis frente a los medios 3, 4 y 5 con un 60% de callogénesis. También
resultd evidente que el Agrobacterium pudo reducir la callogénesis en un 30%
respecto de los explantos control (Tabla 32). En ninglin caso se observd formacion

de raices y/o yemas/tallos en el periodo de cultivo que se extendi6 hasta 12 semanas.

Figura 46. Callos transformados con la cepa EHA105 (A) y callos no transformados (B)
cultivados en medio de regeneracién n° 5 (TDZ 1.9 pg.mL™" y AIA 0.25 pg.mL™") durante 6
semanas. Las barras horizontales representan 0.5 cm.

Tabla 33. Callogénesis en explantos de hipocotilo transformados con la cepa EHA105 de
Agrobacterium tumefaciens después de 6 semanas de cultivo en los medios indicados cuya
composicion se recoge en la Tabla 6 (Material y Métodos). F: friable

Formacion Formacién Formacion  Caracteristicas de los callos

Medio  decallos® de raices®  de tallos®

(%) (%) (%) Textura Color Tamafio(cm)
1 44 0 0 F Verde 1.0-2.0
2 35 0 0 F Verde 1.5-2.3
3 63 0 0 F Verde 1.2-2.6
4 58 0 0 F Verde 1.1-2.4
5 60 0 0 F Verde 1.5-2.0
MDS0.0s 14 i ; ; ; ;

* Porcentaje de explantos que formaron callos.
® Porcentaje de callos que formaron raices.
¢ Porcentaje de callos que formaron yemas o tallos.
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Para confirmar la naturaleza transformada de los callos se determino la
expresion del gen gusA en este material y su integracion en el genoma. La expresion
de la actividlad GUS fue analizada mediante ensayo histoquimico en callos
seleccionados en medio de regeneracion con Kanamicina, en callos obtenidos de
explantos no inoculados con Agrobacterium y en tumores inducidos por la cepa
silvestre C58 de A. tumefaciens. Todos los callos resistentes a Kanamicina dieron
positivo en la tincion histoquimica sin que se observaran centros o nddulos no
tefiidos en ninguno de los callos (Figura 47A) indicando que todos los callos se han
desarrollado a partir de células transformadas con el T-DNA binario de la cepa
EHA105 que incluye los genes gus y nptll, por el contrario los callos no
transformados (controles) y los tumores inducidos por la cepa silvestre no portadora
del gen gusA dieron negativo en dicho ensayo histoquimico (Figura 47B y C).
Adicionalmente la integracion del gen gusA en el genoma de las células de callos
resistentes a Kanamicina fue confirmada mediante analisis por PCR utilizando
cebadores especificos para dicho gen (Figura 48A) los cuales amplificaron la
esperada banda gus de aproximadamente 570 pb (Stiller et al., 1997). Dicha banda
también se identifico en el ADN plasmidico de la bacteria pero no en el ADN
genomico callos no transformados. La ausencia de una banda de 620 pb, amplificada
por cebadores especificos del gen virG, en los callos transformados y no

transformados (Figura 48B) indica que el material esta libre de Agrobacterium.

v:

Figura 47. Tincion histoquimica GUS positiva en callos transformados con la cepa EHA105
portadora del gen gus (A). Los callos no transformados (B) y tumores inducidos por la cepa
C58 de A. tumefaciens (C) dieron negativo en la tincion.
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Figura 48. Analisis por PCR del ADN de los callos transformados con la cepa EHA105 de
A. tumefaciens. (A) Deteccion del gen gusA (570 pb) en callos transformados (1) y en el
ADN bacteriano (3) y ausencia de dicho gen en el ADN de callos no transformados (2). (B)
Ausencia, en callos transformados (1) y no transformados (2), de una banda de 620 pb (virG)
especifica de la bacteria (3). M: marcadores de peso molecular.

V1.4. Callogénesis y regeneracion de plantas in vitro a partir de tejidos no
transformados

Los resultados anteriores han puesto claramente de manifiesto que el
cafiamo muestra adecuada susceptibilidad al Agrobacterium (plasmido Ri o Ti) como
vector de genes obteniéndose facilmente material establemente transformado y alto
vigor de crecimiento como organos diferenciados (caso de las raices en cabellera) o
tejidos indiferenciados (caso de los callos de raices o hipocotilos transformados) o
incluso como tipicas agallas de cuello o tumores (masas desorganizadas de células
relativamente indiferenciadas). Algunos de estos materiales también han integrado y
expresado adecuadamente transgenes (gusA, nptll) incluidos en el T-DNA de
vectores binarios introducidos en Agrobacterium. Sin embargo ninguno de ellos
mostré habilidad alguna para regenerar yemas y/o tallos y por consiguiente plantas
transgénicas de canamo. Como siguiente paso en nuestro trabajo se planted
investigar la habilidad, para regenerar en cultivo in vitro, de tejidos de canamo
equivalentes a los usados en el trabajo precedente, esto es explantos de raiz e

hipocotilo no transformados. A tal fin se han elegido los medios y combinaciones de

189



Aproximaciones biotecnoldgicas tendentes a la mejora del cafiamo (Cannabis sativa)

reguladores del crecimiento recopilados en la Tabla 7 (Material y Métodos) en base a
la investigacion anterior y los escasos informes que sobre este particular se han
encontrado. Seglin bibliografia, los explantos de Cannabis responderian

favorablemente tanto en medio B5 como en el medio MS.

En todos los medios ensayados se observd induccion de callo, en ambos
tipos de explantos, siendo visibles en los extremos del explanto en 7-8 dias de cultivo
y extendiéndose por todo el explanto después. La respuesta de callogénesis fue
también muy alta y similar para los dos tipos de tejidos (excepto en los medios que
incluyen altos niveles de 2,4-D) los cuales tras 15-18 dias de cultivo mostraron una
frecuencia media del 93% (75-100%) y 91% (68-100%), respectivamente, de
explantos que han producido callo de buen aspecto y crecimiento (Tabla 34, Figura

49), sin que se observaron variaciones posteriores de estos datos.

Figura 49. Callos inducidos a partir de explantos de hipocotilo (A) y raiz (B) tras 5 semanas
de cultivo en el medio n° 1 (Tabla 7).

Niveles de entre 3 y 10 pg.mL" de 2,4-D, con los que se informé por
primera vez regeneracion de tallos a partir de explantos de Cannabis, inhibieron
fuertemente la callogénesis en los explantos de céafiamo resultando la raiz

considerablemente mas sensible que los explantos de hipocotilo (Tabla 34). Estos
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callos friables y de coloracion blanco-marrén crecieron mal alcanzando un tamatfio,
tras 5 semanas de cultivo, de tan solo 1-1.5 cm de didmetro (Tabla 35). Sin embargo
niveles mas bajos de 2,4-D combinados con BA para tener una relacion auxina
citoquinina de 1 y 2 (medios n® 12 y 13 respectivamente) promovieron una alta
respuesta callogénica y un buen crecimiento (1.6-2.5 cm de diametro en 5 semanas
de cultivo) de callos friables o muy friables y coloracion verde claro para la
concentracion mas baja de 2,4-D o blanco con zonas amarillentas para la més alta, en
ambos tipos de explantos (Tabla 35). La inclusion de TDZ y AIA, a las
concentraciones indicadas en la Tabla 7 (medio n° 14) en medio MS con 3% de
sacarosa estimul6 el 100% de callogénesis y los callos friables y verdes mostraron un

crecimiento muy vigoroso (Tablas 34, 35, Figura 50).

Figura 50. Callos derivados de explantos de hipocotilo (A) y raiz (B) tras 5 semanas de
cultivo en presencia de TDZ y AIA como citoquinina y auxina respectivamente (medio n°
14, Tabla 7).

La combinacion de BA y ANA (1 y 0.05 pg.mL™” respectivamente) en
medio B5 con 2% de sacarosa anteriormente usado para explantos de raices
transformadas (medio n° 2, Tabla 5) también favorecio el 100% de callogénesis en

ambos tipos de explanto dando callos friables de color verde (hipocotilo) o blanco
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con nddulos verdes en la superficie (explantos de raiz) y de gran tamafo en 5

semanas de cultivo (Tablas 34, 35 medio n° 2).

Tabla 34. Formacion de callos, raices y tallos en explantos de hipocotilo (H) y raiz (R) del
genotipo CANO0221 de C. sativa después de 5 semanas de cultivo en los medios indicados
cuya composicion se recoge en la Tabla 7.

Formacionde  Formacionde  Formacién de

Medio  Explanto ., (%) raices” (%) tallos® (%)
H 75 - -
1
R 68 - -
) H 100 - -
R 100 - -
H 90 - -
3 R 96 - -
H 36 - -
> R 16 - -
H 27 - -
6 R 13 - -
H 45 - -
! R 19 - -
8 H 98 22 3.8
R 93 50 -
9 H 99 13 3.1
R 99 48 -
H 97 21 5.2
10 R 90 56 -
H 95 29 2.3
1 R 98 42 -
H 95 - -
12 R 86 - -
H 92 - -
13 R 88 - -
H 99 - -
14 R 100 - -
MDSg o5 - 2.5 4.9 0.4

* Porcentaje de explantos cultivados que formaron callos.
® Porcentaje de callos que formaron raices.
¢ Porcentaje de callos que formaron yemas o tallos.
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Tabla 35. Caracteristicas de los callos formados a partir de explantos de hipocotilo (H) y
raiz (R) en los medios indicados cuya composicion se recoge en la Tabla 7 después de 5
semanas de cultivo. Se registrd el tamafio (diametro medio), coloracion y textura de los
callos. El tamafio se expresa segln la clave: += 1-1.5 cm; ++= 1.6-2.5 cm; +++=>2.5 cm. F:
friable, F": muy friable, C: compactos, F/C: friable con zonas compactas.

) Caracteristicas de los callos
Medio  Explanto

Tamano Color Textura

1 H ++ verde F
R ++ verde F
) H +++ Verde F
R +++ Blanco/verde F
3 H ++ Blanco/verde F
R ++ Blanco/verde F
H + Blanco/marréon F
> R + Blanco/marréon F
6 H + Blanco/marréon F
R + Blanco/marréon F
7 H + Blanco/marréon F
R + Blanco/marréon F

g H +++ Verde/blanco F/C
R +++ Verde/blanco F
9 H +++ Verde/blanco F

R +++ Verde/ blanco F/C

10 H +++ Verde F/C
R +++ Verde/blanco F

1 H +++ Verde F/C

R +++ Verde/blanco F/C
1 H ++ Verde claro F"
R ++ Verde claro F"
13 H ++ Blanco/amarillento F
R ++ Blanco/amarillento F"
14 H +++ Verde F
R -+ Verde F

Como muestra la Tabla 34 ninguna de las concentraciones de 2,4-D como
auxina con BA como citoquinina (medios n° 5-7, 12 y 13) o AIA con TDZ (medio n°
14) promovieron la formacion de raices en estos callos del genotipo CAN0221 de
cafiamo usado. Tampoco se observdo formacion de raices con diferentes

combinaciones de ANA y BA en medio B5 con 2% de sacarosa (medios n° 1-3). Es
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de destacar sin embargo que cuando alguna de estas combinaciones (medio n° 3) se
incluy6 en el medio MS con 3% de sacarosa (medio n°® 8), el crecimiento de los
callos fue muy vigoroso. Todos mostraron areas verdes en la superficie en
aproximadamente 15 dias y el 50 y 22% de los callos derivados de raiz e hipocotilo,
respectivamente, desarrollaron raices en 15-18 dias de cultivo. Més notablemente, el
3.8% de los callos derivados de explantos de hipocotilo regeneraron ademas tallo en
el mismo tiempo (Tabla 34) lo que también apoyaria un papel clave del medio base
en la habilidad organogénica de los explantos de canamo usados en este trabajo. En
este mismo medio otras combinaciones de BA y ANA (medios n° 9-11) también
promovieron callos vigorosos con zonas verdes compactas y desarrollo de raices en
ambos tipos de explantos en el mismo tiempo y con frecuencias muy similares a las
mencionadas para el medio n° 8 (Tabla 34). En estos tres medios los callos derivados
de explantos de hipocotilo también regeneraron tallos pero con distinta frecuencia
dependiendo del medio (Tabla 34), siendo siempre la frecuencia de -callos
caulogénicos muy inferior (2.3-5.2%) respecto a los callos rizogénicos (13-29%) y
no observandose correlacion entre la actividad rizogénica y la habilidad para
regenerar yemas o tallos en estos callos. Hay que decir también que en ningun caso

se observo desarrollo de tallos o raices directamente del explanto.

La mayor tasa de regeneracion de tallo (5.2%) se obtuvo con la combinacion
de 2 y 0.5 ug.mL™" de BA y ANA respectivamente (Tabla 34, medio n° 10) mientras
que la respuesta mas baja (2.3%) se obtuvo con el medio n® 11 (3 y 0.5 pg.mL™). El
nimero de tallos en cada callo vario entre 1 y 2 desarrolldndose a partir de areas
nodulares de color verde intenso y compactas en la parte superior del callo (Figura
51A), mientras que el nimero de raices fue algo mayor (2-5 por callo) formandose a
partir de areas friables y no clorofilicas. Dichas raices crecieron muy lentamente,
presentaron geotropismo positivo y eran independientes de los tallos (Figura 51D).
Como se ha dicho tallos y raices se desarrollaron de manera practicamente
simultanea en el callo (tercera semana de cultivo) no apareciendo mas tallos después
de dicho periodo, en cambio si emergieron algunas raices mas. Tampoco se observo
posterior regeneracion cuando, tras aislar los tallos, los callos o fragmentos de estos

fueron subcultivados a medio fresco, por un periodo minimo de 12 semanas.
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Figura 51. Induccion de tallos en callos inducidos a partir de explantos de hipocotilo de
cafiamo. (A) Plantula de 4 dias iniciada sobre un callo de 16 dias inducido en medio n° 10.
(B, C) Plantulas de 19 dias cultivadas en medio de elongacion durante 1 semana. (D) Raiz de
10 dias desarrollada en callo caulogénico recién transferido a medio de elongacion. (E)
Plantula de 19 dias presentando sintomas de vitrificacion. (F) Hojas deformadas 4 dias tras
su aparicion en un callo de 2 semanas. (G) Tallo deformado, con tnica hoja unifoliar y
demas hojas no desplegadas, 19 dias tras su aparicion.
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En algunos experimentos se registro el crecimiento (peso fresco y didmetro
medio) de estos callos tras 5 semanas de cultivo en los correspondientes medios y los
datos se muestran en la Figura 52. Como se puede observar las diferentes
combinaciones de reguladores utilizadas no afectaron de forma importante el
crecimiento de estos callos, hecho también puesto de manifiesto por la escasa
variacion en la relacion PF/tamaiio (0.026-0.034) de los mismos. El mayor diametro
medio correspondi6 a los callos cultivados en el medio 10 mientras que el mayor

peso fresco se obtuvo en los medios 8 y 10.
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Figura 52. Subcultivo de callos organogénicos de hipocotilo, tras aislar los tallos
regenerados, en los mismos medios de regeneracion. Crecimiento de los callos después de 5
semanas de cultivo; peso fresco en g (A) y didmetro medio en mm (B).
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Ante la baja respuesta organogénica obtenida se intentd la regeneracion a
partir de callos preexistentes derivados de explantos de hipocotilo. El medio elegido
para inducir los callos fue el medio n° 10, con el que se obtuvo mayor respuesta
organogénica (Tabla 34). Los callos formados fueron subcultivados en el mismo
medio, en el medio n° 5 (con el que se informaron ocasionales eventos de
regeneracion en Cannabis por Mandolino y Ranalli, (1999) o en medio n® 4 cuya
composicion se recoge en la Tabla 7. Cuando se cultivaron en el mismo medio, los
callos mostraron el mismo patréon de desarrollo descrito anteriormente (Tablas 34,
35). En el medio n°® 5 (2,4-D como auxina, 3 pg.mL™) los callos se volvieron de color
amarillento (Figura 53A), muy friables y murieron después de cuatro semanas de
cultivo. Sin embargo en medio n° 4 el crecimiento fue muy vigoroso obteniendo en 4
semanas de cultivo callos con un peso fresco medio de aproximadamente 1.8 g, color
verde intenso y textura bastante compacta (Figura 53B). No obstante estos callos
tampoco regeneraron tallos o raices aun manteniéndolos 12 semanas en cultivo. Los
resultados parecen sugerir que en el cafiamo la regeneracion in vitro requiere que los

callos sean iniciados desde el principio en los medios que la favorecen.

t,,
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Figura 53. Callos procedentes de callos iniciados en medio n° 10, tras 4 semanas de cultivo
en los medios n° 5 (A) y 4 (B).

Cuando los tallos regenerados alcanzaron 1 cm de longitud (= 15 dias) se
transfirieron a medio de elongacion (medio n® 15, Tabla 7) en jarras Magenta y se
subcultivaron unidos a un fragmento de callo base (Figura 51B, C) durante 1 semana

antes de aislarlos y transferirlos a medio fresco donde continuaron desarrollandose y
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empezaron a enraizar en 6-7 dias prolongandose el cultivo dos semanas antes de la

aclimatacion.

De un total de 28 plantulas regeneradas 8 mostraron un desarrollo
totalmente anormal (tallos deformados, hojas no desplegadas, hojas unifoliadas muy
grandes, (Figura 51F y G) y fueron descartadas. Por lo que al medio de elongacion se
transfirieron solo 20 plantulas. De estas, 6 mostraron una acusada hiperhidricidad
manifestada por un aspecto muy vitrificado o translucido de tallo y hojas como
indice, de acuerdo con George et al. (1996), del elevado contenido hidrico en estos
tejidos. Dichas plantulas manifestaron estos sintomas durante toda esta fase de
cultivo en medio de elongacion (Figura 51E) y aunque alcanzaron un cierto
desarrollo en dicho periodo se murieron en la fase de aclimatacion. Finalmente 13

plantulas fueron aclimatadas y transferidas a macetas.

En 16-18 dias de cultivo en medio de elongacién las plantas alcanzaron 4
cm de altura sin que se notara crecimiento posterior en los restantes 8-10 dias de esta
fase hasta la aclimatacion. En cambio las raices continuaron creciendo y alcanzaron 5
cm de longitud al final de dicho periodo. La detencion del crecimiento del tallo
podria deberse al inicio del crecimiento reproductor ya que en este periodo tuvo lugar
la floracion de estas vitroplantas. Se observd la aparicion de flores masculinas y
femeninas normales en plantas (pies) separadas (Figura 54) manteniéndose por tanto
el caracter dioico del genotipo de cafiamo usado para iniciar el cultivo in vitro. Las
plantas macho desarrollaron de 4 a 6 anteras grandes de =2 mm (Figura 54A) que
tras 5 a 6 dias se abrieron liberando el polen, mientras que en las plantas hembra
aparecieron flores sentadas (2-4 mm) localizadas en la region apical (Figura 54B). En
plantas de diferentes genotipos de cafiamo crecidas en jarras Magenta con
vermiculita en cdmara de cultivo, y exhibiendo un desarrollo adecuado, la floracién
se inicio en la 5° semanas de cultivo (apartado 1.2, Resultados) coincidiendo con la
floracion in vitro por lo que las plantas regeneradas de cafiamo presentaron una

morfologia y habito de desarrollo relativamente normales.
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Figura 54. Floracién y aclimatacion de las plantulas regeneradas de cafiamo. (A, B)
Desarrollo de flores masculinas (A) y femeninas (B) en plantulas separadas tras 13 y 17 dias
de cultivo en el medio n® 15 respectivamente. (C) plantas de 8 semanas aclimatadas en
maceta. (D) sistema radical desarrollado de una planta aclimatada. Las barras verticales
representan: 2 mm (A), 5 mm (B), 20 mm (C) y (D).

Las plantas aclimatadas se transfirieron a macetas y se mantuvieron en
camara de cultivo hasta senescencia. En este tiempo las plantas mostraron un aspecto
y desarrollo tanto de parte aérea (Figura 54C) como de raiz (Figura 54D) similar al
de plantulas normales transferidas a macetas tras la germinacion; cuatro a cinco
entrenudos, primer par de hojas unifoliadas y las siguientes trifoliadas si bien el
tamafio de estos 6rganos fue algo menor y no aparecieron hojas con mas de tres

foliolos. Siguieron apareciendo algunas flores y en algunas plantas se formaron
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aquenios que resultaron estar vacios quizds porque en estas condiciones la
polinizacion seria improbable. La Figura 55 recoge las etapas principales y periodos

requeridos para cada paso de la regeneracion desde la aparicion de yemas hasta la

obtencion de plantas aclimatadas.

Explantos de
Hipocotilo
§ 9-12 dias
Formacion
de callos
i 7-10 dias
Induccion
de tallos
1 10-15 dias

Elongécién
de tallo
Floracion Lo

2532 dias ; 6-7 dias

+Formacion y
elongacion de | 28 dias
raices ]

Aclimatacion en
Vermiculita

i 7 dias

Aclimatacion en
turba/perlita

Figura 55. Diagrama de flujo de regeneracién de cafnamo. Etapas y tiempos requeridos
desde el cultivo de explantos de hipocotilo hasta la obtencion de plantas aclimatadas.
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DISCUSION



Discusion

En muchas especies vegetales, el uso de Agrobacterium como agente de
transformacion genética, se considera la técnica mas eficiente y menos laboriosa para
la mejora biotecnologica de los cultivos (Gheysen et al., 1998). Asimismo, la relativa
facilidad con la se que pueden obtener raices transgénicas o “hairy root” en muchas
especies vegetales, junto con su capacidad de producir metabolitos secundarios
existentes en la planta de origen, han hecho de este material una fuente irremplazable
para la produccion de varios compuestos de interés industrial. En relacién con este
tema, los avances logrados en el cultivo y aplicaciones de las raices transformadas
han pasado de ser una metodologia experimentada en los laboratorios de
investigacion a ser una técnica Ultimamente adaptada para la produccion de varios
metabolitos a nivel industrial (Guillon et al., 2006). Por otra parte, y como ha sido ya
explicado en el apartado I1.2.6 de la Introduccion, la posibilidad de usar las raices
transformadas como alterativa a otros sistemas de transformacion genética se esta
incluyendo cada vez mas en los programas de mejora de los cultivos (Christey, 1997,

Miranda y Campos, 1998).

La literatura cientifica recoge ya bastantes trabajos que abordan tanto la
transformacion de varias especies vegetales con Agrobacterium como las
aplicaciones que tienen los cultivos de raices transgénicas. Asi, en varias centenas de
especies (principalmente dicotiledoneas) se ha conseguido inducir formacion de
raices transformadas (Bourgaud et al., 1997), de las cuales mas de 80 han mostrado
ser capaces de producir metabolitos secundarios de interés farmacéutico, alimentario
o cosmético (Giri y Narasu, 2000). Desde esta perspectiva, la susceptibilidad a la
infeccion con Agrobacterium puede considerarse, para una especie, el primer paso

hacia nuevas aplicaciones biotecnologicas para la mejora de su cultivo.
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Cultivo y caracterizacion de las raices transformadas

La idea de estudiar detalladamente la interaccion del cafiamo con
Agrobacterium, y de usar tejidos transformados, principalmente raices, para el
estudio de su crecimiento y capacidad biosintética y regeneradora, ha surgido de la
funcionalidad demostrada en plantas de esta técnica de transformacion. Aspecto que

ha estado, a nuestro conocimiento, aun sin abordar en el género Cannabis.

Por todo ello, se decidio utilizar, en el presente trabajo, variedades de
canamo cultivadas para la produccion de droga y otras seleccionadas para la
obtencion de fibra con el propdsito de estudiar su interaccion con varias cepas de
Agrobacterium rhizogenes y A. tumefaciens. El primer paso del trabajo ha sido
averiguar la susceptibilidad a la infeccion. En este sentido, al alcanzar un porcentaje
de respuesta superior al 90 %, en las condiciones experimentales Optimas, el cafiamo
puede considerarse altamente susceptible a este patdogeno tomando como referencia
otras plantas conocidas por su alta susceptibilidad a Agrobacterium como es el caso
de Lotus japonicus, Lycopersicon esculentum, Arabidopsis y Nicotiana (Stiller et al.,
1997; Escobar et al., 2001; Clemente, 2006). La respuesta del canamo a
Agrobacterium resultd estrechamente ligada a de varios factores, destacando de
forma especial, el tipo de tejido usado para la infeccion. Asimismo las hojas y
cotiledones no mostraron ningtn tipo de respuesta en las condiciones usadas en el
presente trabajo. Parecidos efectos criticos del tejido inoculado sobre la respuesta se
observaron previamente observados en varias especies vegetales (Chriqui et al.,

1988; 1991; 1996).

La cepa de Agrobacterium usada para la infeccion representd otro
componente importante de la respuesta encontrandose diferencias significativas en la
infectividad de las cepas probadas aunque todas fueron capaces de inducir respuesta,
como minimo adecuada, en cafiamo. En el plasmido Ri de A. rhizogenes, y como es
sabido, el ADN transferido codifica al menos por tres genes rol (A, B y C) cuya
accion sinérgica es capaz de inducir la formacion de raices transgénicas en el sitio de

infeccion (Cardarelli et al., 1987; Jouanin et al., 1987; Spena et al., 1987; Altabella
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et al., 1995). Ademas varios trabajos mostraron que incluso estos loci usados
individualmente, pueden inducir la formacion de raices en muchas especies (Spena et
al., 1987; Vilaine et al., 1987; Capone et al., 1989; Lambert y Tepfer, 1991). De
acuerdo con esto hemos constatado que en C. sativa tanto los genes rolA, rolB, rolC
y rolD usados por separado como la combinacion de los loci rolA+rolB provocaron
el desarrollo de raices en los sitios de infeccion siendo el rolB mas efectivo que los
genes rolA y rolC en la estimulacion de la formacion de raices. Spena et al. (1987)
habian notado efectos parecidos del rolB en plantas de tabaco mientras que en hojas
de kalanchoe dicho gen fue el unico, entre todos los demas genes rol probados
individualmente, capaz de inducir raices. Esta accion diferente de los mismos genes
rolA, rolB y rolC en varias especies indica que los productos de estos loci no son
unicamente sinérgicos entre ellos sino que interfieren con factores de la propia planta

implicados en la diferenciacion celular (Spena et al., 1987).

Ha sido comentado que la combinacion de varios genes rol puede mejorar la
respuesta a la infeccion, de modo que en tabaco y kalanchoe el uso de los genes
rolA+rolB mejor6 significativamente la respuesta con respecto al rolB solo (Spena et
al., 1987), cosa que no hemos podido observar en ¢l caso del canamo. En cambio
usando una combinaciéon de los genes rolA+rolB+rolC se ha constatado el
restablecimiento de la respuesta normal de la planta a la infeccion con un porcentaje
de respuesta igualable al obtenido tras la infeccion, con cepas que portan el Ri
completo, de acuerdo con las constataciones presentadas por varios autores en otras
especies vegetales (Cardarelli et al., 1987; Jouanin et al., 1987; Spena et al., 1987).
Cabe mencionar que cuando las raices inducidas por los genes rolA, rolB, rolC, rolD
y rolA+rolB fueron aisladas y cultivadas en medio sin fitohormonas s6lo aquellas
procedentes de la infeccion con el rolB consiguieron crecer in Vitro y que solo en las
lineas procedentes de la combinacion de los genes rolA, rolB y rolC se obtuvieron
raices con un crecimiento rapido y una apariencia tipica de las raices inducidas con el

Ri completo como ha sido observado en Nicotiana tabacum (Palazon et al., 1997b).

A partir de los resultados obtenidos en esta parte del trabajo, se puede

desprender también una adecuada influencia del genotipo de cafiamo usado para la
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infeccion sobre la respuesta, siendo algunos genotipos mas susceptibles a
Agrobacterium que otros. Por otra parte si la infeccion con Agrobacterium
rhizogenes no permitié concluir sobre la existencia de diferencias atribuibles al
fenotipo expresado por la planta infectada, el uso de la cepa 1251 de A. tumefaciens
permitid ver que el peso seco de los tumores formados en los genotipos de droga fue
significativamente mayor con respecto a los cultivare de fibra. Este mismo criterio se

us6 previamente por Owens y Cress (1985) para la clasificacion de genotipos de soja.

Como se indicé en el apartado III de Resultados, las raices transformadas se
eligieron como principal material de trabajo en el presente estudio. Para ello, varias
lineas de raices, procedentes de la infeccion de plantulas de varios genotipos (con
fenotipo droga y fibra) con diferentes cepas de A. rhizogenes, fueron establecidas y
seleccionadas en funcion de su capacidad de crecimiento y de su morfologia. Como
resultado de ello, hemos obtenido, por un lado, lineas de raices transformadas por un
lado con distintas combinaciones cepa-genotipo, y por otro, dos tipos de morfologia.
Asi pues, las dos morfologias obtenidas difieren en el tipo y grosor de las raices,
destacando la existencia de raices finas o normales y otras mas gruesas. Cabe
mencionar que no hemos observado lineas con capacidad de diferenciacion
resultando en la morfologia parecida a callos o “callus like morohology” descrita en
las raices trangénicas de algunas Solanaceas (Moyano et al., 1999) y de Panax
gingseng (Mallol et al., 2001). La variabilidad notada entre las diferentes lineas
incluso las resultantes de la misma combinacién cepa/genotipo (C55/C70,
C1601/C1602) podria estar debida por una parte al origen clonico de las raices
transformadas (Tempé y Casse-Delbart, 1989; Giri y Narasu, 2000) y por otra a la
variabilidad del numero de copias y emplazamiento del T-DNA en el genoma vegetal

a lo largo de la infeccion (Bourgaud et al., 1997).

En general, los cultivos de raices transformadas muestran una gran
dependencia a las condiciones de cultivo como la composicion del medio de cultivo,
concentracion de sacarosa, frecuencia de subcultivos asi como la concentracion y
fuente de nitrégeno usadas (Giri y Narasu, 2000; Bensaddek et al., 2001; Krolicka et

al., 2001; Lourengo et al., 2002). Por todo ello y por la ausencia de datos relativos al
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cultivo de las raices transformadas de C. sativa, fue imprescindible llevar a cabo una
primera fase de optimizacion de las condiciones de cultivo. Asimismo hemos
constatado que tanto la concentracion de sales como de sacarosa en el medio de
cultivo fueron determinantes para el crecimiento de las raices transformadas sin
haberse notado efecto ninguno sobre la morfologia. De este modo hemos obtenido
mejor crecimiento de las raices en las mayores concentraciones de sales ensayadas
(medios MS y BS5 respectivamente) (Figura 22) de acuerdo con los resultados
obtenidos en raices transformadas de Artemisia annua (Jaziri et al., 1995). En
cambio el crecimiento de raices transgénicas de Datura quercifolia estuvo reprimido
al usar altas concentraciones de sales en el medio de cultivo (Dupraz et al., 1994). Es
importante mencionar que en bajas concentraciones de sales (medios MS'2 y B5 %)
hemos notado una considerable multiplicacion bacteriana resultando en una alta
frecuencia de contaminacién con Agrobacterium en las primeras semanas de cultivo
aun en presencia de Cefotaxima, lo que se observd previamente en cultivos de raices

transformadas de otras especies (Giri y Narasu, 2000).

Las raices transgénicas de cafiamo crecen en oscuridad y no son autdtrofas
por lo que s6lo un aporte externo de carbono cubrird sus necesidades metabolicas.
Asi pues, el mejor crecimiento se alcanzé usando el 3% (p/v) de sacarosa mientras
que concentraciones mayores reprimieron significativamente el crecimiento de las
raices (Figura 24). Esto contrasta con los resultados obtenidos por Yu et al. (1996) y
Lourengo et al. (2002) en cultivos de raices transgénicas de Solanum aviculare y
Centaurea calcitrapa, respectivamente, que mostraron mejor crecimiento en
concentraciones de sacarosa del rango 3 a 7% (p/v). Por otra parte, el crecimiento de
las raices requiere una minima concentracion de sacarosa variable seglin la especie,
en caso de las raices transformadas de C. sativa el crecimiento fue lento pero posible
en presencia de la minima concentracion de sacarosa ensayada en el presente trabajo
(1% p/v), mientras que la misma concentracion no fue capaz de inducir un
crecimiento significativo en raices transformadas de Centaurea calcitrapa (Lourengo
et al., 2002). Ademas en cultivos de raices transformadas de Ipomea aquatica y
Nicotiana tabacum la disminucion de la concentracion de sacarosa al 2.5% resulto

ser la causante de la supresion del crecimiento de las raices sin pérdida de viabilidad
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(Nagatome et al., 2000). Como se conoce, el coste del metabolismo energético puede
estar asegurado dividiendo la utilizacion de las fuentes de carbono para la produccion
de masa celular y el mantenimiento de células preexistentes (Pirt, 1965). De este
modo, a bajas concentraciones de azucar la energia disponible no es suficiente para
la sintesis de masa celular y las células entran en una fase en la que la energia es
solamente consumida para el mantenimiento del metabolismo. Por ultimo, es
importante indicar que la influencia de la sacarosa sobre el crecimiento de las raices
parece no tener mucho interés si no se aprecia su efecto como sustrato metabdlico,
sus actividades fisiologicas y su funcion como modulador de la expresion génica (Yu

etal., 1996; Sturm y Tang, 1999).

Los efectos del medio de cultivo (concentracion de sales y de sacarosa)
pueden diferir de un clon de raices a otro, hecho que complica bastante la
optimizacion de las condiciones de cultivo como ha sido previamente comentado por
Aoki et al. (1997). Para paliar este problema, hemos optado por usar, a lo largo de
los primeros experimentos de optimizacion, un elevado nimero de colones de raices

transformadas (60 clones).

Los resultados referidos al andlisis del crecimiento (Figura 26) indican que,
en las condiciones de cultivo optimizadas, las raices transformadas de cafamo
mostraron un alto potencial de crecimiento tanto en medio so6lido como liquido. En
este ultimo medio, y al cabo de 4 semanas de cultivo, se obtuvieron indices de
crecimiento (Ic=PS final/PS inicial) de 1733 y 1663 en las lineas C55 y CABC
respectivamente, los cuales fueron notablemente superiores a los indices de
crecimiento obtenidos en raices transformadas de Atropa belladonna Ic=5.4
(Bensaddek et al., 2001) y dos lineas de raices de Duboisia Ic=5.7 y 46.3 (Celma et
al., 2001). De este modo vemos que el crecimiento de las raices transformadas de C.
sativa en las condiciones elegidas fue mayor que otras especies incluyendo el tabaco
(Palazon et al., 1997b), Catharanthus roseus (Palazon et al., 1998), Datura metel y
Duboisia hyrbid (Moyano et al., 1999), Atropa belladona (Kamada et al., 1986),
Ammi majus (Krolicka et al., 2001), Brugmansia candida (Pitta-Alvarez y Giulietti,
2001) y Salvia miltiorrhiza (Chen et al., 2001).
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De forma general, en la literatura cientifica no hemos podiso encontrar
explicacion ninguna sobre la determinacion del ciclo de subcultivos para las raices
transformadas, aunque el tiempo de subcultivo ha mostrado tener una gran influencia
sobre el crecimiento de este material (Rijhwani y Shanks, 1998). Asi, los intervalos
de subcultivo de las raices transformadas de C. sativa a medio fresco no superaron
los 7 dias en medio sélido y 10 dias en caso de los cultivos liquidos, principalmente
durante las primeras semanas de cultivo. En cambio con periodos de subcultivo mas
largos las raices empezaban a mostrar sintomas de senescencia manifestandose en el
ralentizamiento y, mas tarde, después la detencion del crecimiento, el amarillamiento
de las raices, etc. De hecho, se puede ver que esta frecuencia de subcultivo es corta
en comparacion con otras especies donde se usaron intervalos de subcultivo de 2 a 3
semanas (Kroélicka et al., 2001; Lourengo et al., 2002) y llegando hasta 4 semanas en
algunas especies (Celma et al., 2000). Lo que podria explicarse por ¢l alto potencial
de crecimiento que han mostrado las raices transformadas de cafiamo en
comparacion con otras especies o, probablemente, por una elevada liberacion de

exudados radicales toxicos en el medio.

Por otra parte, hemos constatado también que la identidad y cantidad de
nitrégeno en el medio de cultivo afectd de forma muy significativa el crecimiento y
la morfologia de las raices transformadas de cafiamo de forma semejante a la descrita
para otras especies (Bensaddek et al., 2001; Lourengo et al., 2002). Asi, el uso de
altas concentraciones de nitrato o de amonio en el medio de cultivo afectd
negativamente el crecimiento de las raices con una disminucion de la biomasa
entorno al 50%, de la misma manera observada en raices transformadas de Atropa
belladona por Bensaddek et al. (2001). Por otra parte, la disminucion de los niveles
de nitrégeno por debajo de los encontrados en el medio MS (usado como control)
tuvo también un efecto negativo sobre la acumulacion de la biomasa pero de forma
menos acentuada, contrariamente a lo que se notd en las Solanaceas, donde la
reduccion de la concentracion de nitrégeno favorecio el crecimiento de las raices
transformadas (Payne et al., 1987; Parr et al., 1990). El uso del nitrato como tnica

fuente de nitrégeno ralentizo el crecimiento de las raices transformadas de cafnamo
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sin reprimirlo completamente debido a la disminucion de la concentracion de
nitrogeno en el medio, mientras que el uso exclusivo del amonio no fue capaz de
soportar crecimiento ninguno. Hecho que fue previamente observado en los cultivos
de raices transformadas de Hoyoscyamus muticus (Oksman-Caldentey et al., 1994) y
Centaurea calcitrapa (Lourengo et al., 2002). En todo caso, resulta logico el
comportamiento de las raices en presencia del amonio como tunica fuente de
nitrégeno ya que ademads del efecto letal de la acidificacion del medio durante la
absorcion del amonio, el incremento de la concentracion intracelular del amonio
puede explicar también este hecho (Loyola-Vargas y Jiménez, 1986; Oksman-

Calendenty et al., 1994).

La variacion de la fuente y concentracion de nitrégeno en el medio de
cultivo influyd también sobre la morfologia de las raices transformadas de C. sativa.
Asimismo, hemos podido constatar que en altas concentraciones de nitrato las raices
tuvieron una morfologia gruesa, mientras que tras la eliminacion de ese compuesto
del medio, las raices formadas fueron muy finas. Por otra parte, la variacion de la
concentracion del amonio no parecid afectar la morfologia de las raices. A partir de
estos resultados se puede desprender una influencia del nitrato sobre la morfologia de
las raices mientras que el amonio parece influir mas sobre la actividad de crecimiento
y division celular. Por todo ello, se puede concluir que tanto el amonio como el
nitrato tienen que ser presentes a concentraciones adecuadas visto que el nitrato en
todas sus formas es un elemento esencial para la sintesis de muchas macromoléculas;
acidos nucleicos, proteinas, etc., el nitrato, por su parte, parece estar involucrado en
la sefializacion del crecimiento vegetal y la modulacion de la expresion génica

(Crawford y Glass, 1998; Stitt, 1999).

Cabe destacar también, que a lo largo de este experimento no hemos podido
constatar diferencia alguna entre la linea CABC, transformada con una cepa de
Agrobacterium portadora de solo los genes rolABC, y la linea C55, inducida por una
cepa de A. rhizogenes silvestre (A4), en cuanto a morfologia y respuesta fisiologica a

la variacion de la fuente y concentracion de nitrégeno en el medio. Lo que fue
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también notado en raices transformadas de otras especies (Cardarelli et al., 1987,

Spena et al., 1987; Palazon et al., 1997b; Bensaddek et al., 2001).

Cuando se optimizaron los pardmetros primordiales del cultivo y
crecimiento de las raices transformadas de C. sativa, se seleccionaron 10 lineas de
raices con distintas morfologias (fina y gruesa) y procedencias para investigar la
presencia de algunos metabolitos secundarios en este material. Como primer paso, se
evalu6 la presencia de algunos cannabinoides principales como el A” THC, CBD y
CBN, que pese a ser principalmente sintetizados en la parte aérea de la planta
podrian aparecer en las raices transformadas como se comentd en material parecido
de otras especies (Jaziri et al., 1995; Bakkali et al., 1997; Nishikawa y Ishimaru,
1997). No obstante, no hemos podido detectar cantidades cuantificables de ninguno
de los cannabinoides estudiado. De acuerdo con ello, existen indicaciones de la
ausencia de estos metabolitos en las raices de la planta y en callos y suspensiones
celulares procedentes de ellas (Veliky y Genest, 1972). Lo que podria explicarse con
la ausencia, en las raices, de las glandulas epidérmicas donde ocurre la biosintesis de
cannabinoides (Fujita et al., 1967; Fairbain, 1972; Hammond y Mahlberg, 1973;
Malingre et al., 1975; Small et al., 1975; Lanyon et al., 1981). A partir de alli se
desvio nuestro interés hacia la deteccion, en las raices transformadas de cafiamo, de

alcaloides con actividades farmacoldgicas como la atropina, colina y muscarina.

Como se puede ver en el apartado 11.4.2 de Resultados, la colina y atropina
estuvieron presentes en las hojas, raices (la atropina por debajo de los limites de
deteccion) y raices transformadas de C. sativa a niveles cuantitativos. En estas raices
la capacidad de biosintesis de colina fue considerablemente superior a la encontrada
en las raices y hojas de la planta (2 a 4 veces, respectivamente). Ademas, la presencia
de la muscarina que pertenece, al igual que la colina, al grupo de las bases
cuaternarias, fue también demostrada en las raices transformadas de cafiamo. En los
que respecta a la atropina, las diferencias con las raices no transformadas podian ser
incluso mayores puesto que el limite de deteccidon para este metabolito estaba por
debajo de 1 ug por g de peso seco en material de C. sativa (Wahby et al., 2006). Asi

se puede deducir que los cambios genéticos engendrados por la transformacion con
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A. rhizogenes indujeron una mejora en la capacidad biosintética de los alcaloides, por

lo menos aquellos considerados en el presente trabajo.

La colina ha sido previamente identificada en C. sativa en muestras
heterogéneas de diferentes origenes (Turner et al., 1980), raices (Mole y Turner,
1973) y suspensiones celulares (Veliky y Genest, 1972), sin haberse presentado datos
cuantitativos. Por otra parte, basandose sobre estudios farmacoldgicos (Gill et al.,
1970), se sugiri6 la presencia de una sustancia atropinica y dos muscarinicas en
tinturas de C. sativa procedentes de Pakistan. No obstante, no se publicaron datos
adicionales relacionados con ello. En el presente trabajo, las concentraciones de
colina determinadas en las raices transformadas de C. sativa son similares a aquellas
previamente mencionadas en varias plantas medicinales Europeas (Wake et al.,
2000), Dioscorea opposita [Thunb] (Zhang et al., 2004) y Brassica oleracea L.
(Sardi y Tordai, 2005). A nuestro conocimiento, no existen datos de la concentracion
de colina en las raices transformadas. En cambio, las concentraciones de atropina
encontradas en nuestro estudio fueron entre 2 a 3 ordenes de magnitud inferiores a
aquellas halladas en cultivos de raices transformadas de Atropa belladona (Kamada
et al., 1986), en plantas de Hyoscyamus muticus (Eeva et al., 1998) y Flos daturae
(Yeetal., 2001).

A partir de los resultados obtenidos se puede deducir igualmente que el
genotipo de la planta y la cepa bacteriana utilizada para la induccion de las raices
representaron factores importantes en la variabilidad observada entre las lineas de
raices en términos de productividad. El fenotipo de las plantas también contribuy6 en
esta variabilidad siendo las lineas de raices procedentes de cultivares de cafiamo
industrial significativamente mas productivas de ambos alcaloides con respecto a las
accesiones de droga. No obstante, la morfologia de las raices parece ser el factor que
mas afectd a la biosintesis de estos alcaloides siendo las lineas con morfologia gruesa
las menos productivas. (Tabla, 28). En algunos trabajos realizados sobre otras
especies como Catharanthus roseus (Palazon et al., 1998), Nicotiana tabaccun
(Palazon et al., 1997b) y algunas especies de Solanaceas (Moyano et al., 1999), se ha

visto que la morfologia de las raices transformadas puede ser un buen criterio para la
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seleccion de lineas de raices con alta productividad de alcaloides. De acuerdo con
ello, en nuestras lineas de raices transformadas la morfologia fue un importante
factor en la determinacion de la productividad, aun que en algunas lineas de raices
con morfologia gruesa, el alto potencial de crecimiento podria remediar a su baja

productividad de alcaloides.

Junto a los factores previamente citados como la morfologia de las raices y
el fenotipo de la planta madre, otros de tipo fisioldgico pueden estar relacionados con
la produccion de alcaloides en las raices transformadas como la actividad de la
enzima nitrato reductasa NR siendo la enzima clave del metabolismo nitrogenado
(Tischner, 2000). Asimismo la actividad NR en las raices transformadas de C. sativa
mostro estar influida por la morfologia y el fenotipo de las mismas, con niveles
notablemente mayores en comparacion con las raices no transformadas. Lo que
podria estar debido, por una parte a una aceleracion del metabolismo nitrogenado en
las raices transformadas como consecuencia de la transformacion, y por otra, a la alta
concentracion del sustrato disponible (nitrato) en el medio usado para el cultivo de
las lineas de raices transformadas (NOs™ 39.5 mM en medio MS) en comparacion con
la solucion nutritiva (NOs™ 5 mM) empleada durante el crecimiento de las raices no
transformadas, usadas como control. La poca informacion bibliografica que hemos
podido encontrar en relacion con la actividad NR en las raices transformadas nos
permiti6 ver que en raices transformadas de cafamo la actividad NR fue
notablemente mas alta (alcanzando 1.01 pmol NO,". (g PF)". h™") con respecto a los
valores encontrados en material parecido de Datura stramonium (0.15 pmol NO>". (g
PF)". h") (Sikuli y Demeyer, 1997), donde no se encontré correlacioén entre la
actividad NR y la concentraciéon de alcaloides. En cuanto se refiere a nuestro estudio,
la actividad NR mostré estar positivamente correlada con la produccién de colina sin

poder apreciar ninguna correlacion significativa con la biosintesis de atropina.

Por otra parte, hemos procedido a la evaluacion de la produccion de etileno
en las lineas de raices transformadas con el fin de ver su relacion con la produccion
de alcaloides en este material. Asi, con respecto a las raices normales, los niveles de

etileno encontrados en las raices transformadas fueron significativamente menores.
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Lo que podria ser otro aspecto de la alteracion del balance hormonal causado por la
expresion del T-DNA en el tejido transformado. Palazon et al. (1998), trabajando con
raices transformadas de Catharantus roseus, encontraron una significativa relacion
entre la morfologia de las raices y los niveles de etileno encontrados en ellas. No
obstante, en nuestros experimentos esta relacion no ha sido apreciada. Por otra parte,
varios trabajos hablaron del papel importante del etileno en el metabolismo
secundario de las plantas. Asimismo, en cultivos celulares de Vitis vinifera (Chung et
al., 2001; El-kereamy et al., 2003) y Taxus chinensis (Pan et al., 2000) anotaron una
relacion positiva entre la produccion de etileno y la sintesis de metabolitos
secundarios. Mientras que en otros casos, se registro una relacion inversa entre los
niveles de etileno y la concentracion de compuestos secundarios como en el caso de
cultivos celulares de Vaccinium pahalae (Shibli et al., 1997), Catharantus roseus
(Lee y Shuler, 1991; Schlatmann et al., 1993) y raices transformadas de Salvia
miltiorrhiza (Zhang et al., 2004) y Brugmansia candida (Pitta-Alvarez et al., 2000).
Otros autores no apreciaron ninguna relacion entre la produccion etileno y la
biosintesis de alcaloides en cultivos celulares de Eschscholtzia ssp. (Piatti et al.,
1991) y Papaver somniferum (Songstad et al., 1989), como es el caso de nuestro
presente estudio donde el etileno no parece estar relacionado con la produccion de

alcaloides en raices transformadas de C. sativa.

El efecto de la elicitacion sobre la biosintesis de alcaloides en las raices
transformadas de cafiamo fue igualmente investigado. Asi, como se puede ver en los
resultados obtenidos (Figura,38), las raices mostraron una buena habilidad para
incrementar los niveles de los alcaloides estudiados tras la adicion de elicitores. El
metiljasmonato (MelJa), como elicitor abiotico, y el filtrado de medio (FM) de
Fusarium oxysporum, como elicitor bidtico, se eligieron para elicitar dos linecas de
raices, seleccionadas por su alto contenido en alcaloides, durante un periodo de 4
dias aplicando los tratamientos al final de la fase de crecimiento linear. En la
bibliografia se ha descrito que ambos elicitores han sido usados para incrementar la
produccion de alcaloides, incluyendo los tropanicos, junto con otros metabolitos
secundarios en las raices transformadas de muchas especies (Gundlach et al., 1992;

Zabetakis et al., 1999; Bais et al., 2000; Stojakowska et al., 2002; Palazon et al.,
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2003; Suresh et al., 2004; Savitha et al., 2005). En estos trabajos, se relataron efectos
estimulantes o, al contrario, perjudiciales sobre la biosintesis de metabolitos
secundarios dependiendo de la especie vegetal, del hongo utilizado, concentracion
del elicitor y del estadio de crecimiento en el cual se aplican los tratamientos de

elicitacion.

En los experimentos llevados a cabo durante el presente trabajo, ninguno de
los elicitores probados afect6 el crecimiento de las raices transformadas de C. sativa,
por ello, no se observo el efecto negativo que ha tenido el MeJa sobre el crecimiento
de las raices transformadas de otras especies (Suresh et al., 2004; Savitha et al.,
2005). Esto se podria explicarse, al menos parcialmente, con la aplicacion del
tratamiento de elicitacion en la fase de crecimiento ralentizado, clasicamente
asociada con la produccidén de metabolitos secundarios, cuando la biomasa méaxima
ya se habia alcanzado. Constataciones parecidas fueron obtenidas en raices
transformadas de Panax ginseng (Palazéon et al.,, 2003) y Solanum tuberosum
(Komaraiah et al., 2003).

Los dos elicitores ensayados provocaron un aumento del contenido de
colina en las dos lineas de raices siguiendo patrones parecidos, pero con efectividad
variable segln la linea (Figura, 38) siendo la linea menos productiva (comparando
las raices no elicitadas) la que mostrd mayor respuesta a la elicitacion. Holden et al.
(1988) encontrd que diferentes lineas celulares responden de distintas maneras a un
tratamiento de elicitacion. De ello, la variabilidad observada en la respuesta de las
lineas de raices transformadas a los elicitores ensayados podria explicarse con el
origen clonico de cada linea de raices (Tempé y Casse-Delbart, 1989). Finalmente, es
de suma importancia mencionar que los niveles de colina obtenidos con los
tratamientos de elicitacion ensayados superaron considerablemente el contenido

mencionado en muchas plantas medicinales (Wake et al., 2000).
Al igual que la colina, los niveles de atropina alcanzados con los dos

elicitores fueron notablemente superiores en ambas lineas con respecto a los

controles (607 y 688 veces con MeJa y 345 y 198 veces con FM en la méaxima

215



Aproximaciones biotecnoldgicas tendentes a la mejora del canamo (Cannabis sativa)

estimulacion obtenida en las lineas C1801 y CABC respectivamente). Estas lineas
respondieron de manera diferente a cada elicitor, mostrando la linea CABC mayor
sensibilidad a los tratamientos visto que se obtuvieron respuestas elevadas con bajas
concentraciones de elicitores (Figura, 38). La linea C1801 mostr6 tener niveles de
atropina parecidos (2698 y 2622 ng.g”' PS) y hasta dos veces mas altos (1486 y 730
ng.g” PS) con respecto a la linea CABC con el MeJa y el FM respectivamente. No
obstante, requirid mayores concentraciones de ambos elicitores para ello. Deberia
destacarse el hecho de que el contenido de atropina encontrado en las raices
transformadas de C. sativa en nuestras condiciones de elicitacion, fue similar al
encontrado, por otros autores, en raices transformadas y no transformadas de Atropa
belladona (Kamada et al., 1986) y extractos vegetales de Hyoscyamus muticus (Eeva
etal., 1998) y Flos Daturae (Ye et al., 2001).

Asi, como se indico anteriormente, ninguno de los tratamientos de
elicitacion empleados afectd el crecimiento de las raices en los cultivos llevados a
cabo en el presente trabajo, descartando la posibilidad de que el cambio en el
contenido de alcaloides podria ser el resultado de a una fototoxicidad inespecifica.
Generalmente, la respuesta de las raices transformadas de C. sativa a los tratamientos
de elicitacion aplicados dependié mdas de la concentracion que del tipo de elicitor
elegido, no notandose diferencias apreciables entre los niveles de alcaloides
alcanzados usando el MeJa o el FM de F. oxysporum. Cabe mencionar que otros
trabajos realizados, previamente sobre otras plantas, demostraron que la elicitacién
con hongos induce la produccion de MeJa (Reinbothe et al., 1994; Szabo et al.,

1999) lo que justificaria probablemente los resultados obtenidos.

Como se indicdé con anterioridad, y segin nuestros conocimientos, no
existen, hasta la fecha, datos cuantitativos sobre los alcaloides en C. sativa. Hemos
constatado que alcaloides con importantes aplicaciones farmacoldgicas como la
colina, atropina y muscarina estan presentes a niveles cuantitativos en germoplasmas
de C. sativa y que podrian incrementarse, mediante procesos biotecnologicos, a
niveles superiores (colina) o similares (atropina) a aquellos encontrados en las

fuentes naturales frecuentemente usadas. La contribucién de compuestos, otros que
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los cannabinoides, en la actividad de la planta de Cannabis ha sido previamente
sugerida por diversos autores (Yamamoto et al., 1988; Yamamoto et al., 1991;
Williamson y Evans, 2000). Por lo que la determinacion de colina, atropina y
muscarina en C. sativa apunta a su posible implicacion en la fitotoxicidad de la
planta. Del mismo modo, cabe destacar que estos compuestos fueron hallados a
niveles parecidos e incluso mayores en los cultivares de canamo industrial con

respecto a los genotipos de droga.

Transformacién genética y regeneracion in vitro

Como otro objetivo del presente trabajo, se abordd la posibilidad de
regeneracion a partir de las raices transformadas usando varias combinaciones y
concentraciones de fitohormonas. Asimismo, en presencia de BA y ANA (Tabla 30)
se notd una alta capacidad de callogénesis en este material, alcanzando el 100% en la
mayoria de los medios usados. Desafortunadamente la excesiva friabilidad de los
callos y la expresion de la “Memoria hairy root” notadas en la mayoria de los callos
inducidos a partir de raices transformadas apuntan a un desequilibrio hormonal en
estos callos, probablemente debido a la transformacion. Por lo que la variacion de las
concentraciones de BA y ANA en el medio no mejoré significativamente la calidad
de los callos obtenidos. A partir de alli se incorporaron al medio de cultivo otras

fitohormonas conocidas por su efecto inhibidor sobre la rizogénesis.

Existen evidencias de que el 2,4-D inhibe la formacion de raices en callos y
explantos no transformados de C. sativa (Hemphill et al., 1978; Mandolino y Ranalli,
1999; Feeney y Punja, 2003) al igual que en otras especies vegetales. De acuerdo con
ello, hemos constatado que la presencia de esta auxina suprimo totalmente la
expresion de la “Memoria hairy root” en los callos transformados pero bajo
drasticamente la calidad de los mismos. Por otra parte Jasik et al. (1997) notaron que
el uso de la kinetina bloque6 la formacion de raices en tejidos transformados,

llevando los genes rolABC, de Solanum aviculare. No obstante, el uso de esta
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citoquinina, en nuestros experimentos, no afect6 el desarrollo de la “Memoria hairy

root” notada en los callos regenerados en nuestros experimentos.

En tejidos transformados de tabaco que expresan el rolB, se constatd un
incremento significativo en los niveles de auxinas endoégenas por varios autores
(Nilsson et al., 1993; Schmiilling et al., 1993). Todo esto podria explicar, tal vez, la
formacion de algunas raices en los tejidos transformados en ausencia de auxinas
exdgenas pero no justifica la excesiva expresion de la “Memoria hairy root” en la
mayoria de los callos obtenidos a lo largo del presente estudio. Otros estudios habian
sugerido que los efectos morfogénicos de la expresion del rolB se deben a una alta
sensibilidad de las células transformadas a las auxinas debido a alteraciones en la
ruta de percepcion y transduccion de dichas hormonas (Delbarre et al., 1994; Maurel
et al., 1994). Asimismo, para estudiar posibles alteraciones en los receptores de
auxinas en callos transformados de canamo hemos usado el antiauxinas PCIB que
actia compitiendo con las auxinas para sus receptores (De Klerk et al., 1995).
Resultado de ello, hemos constatado que la presencia de bajas y moderadas
concentraciones de PCIB (10, 40, 70 uM) no afecta la rizogénesis mientras que en
altas concentraciones (100uM) una importante limitacion de la incidencia de la
“Memoria hairy root” pudo ser obtenida al igual que el numero de rizoides formados
en cada callo (Tabla 31). No obstante, y de forma paralela a ello, la calidad de los
callos fue dréasticamente afectada obteniendo callos de color marrén y friabilidad
acentuada. Este efecto débil del PCIB sobre la rizogénesis fue previamente notado en

tejidos de Solanum aviculare que expresan los genes rolABC (Jasik et al., 1997).

Cabe mencionar que pese al problema de la “Memoria hairy root” expresada
en los callos regenerados a partir de raices transformadas, se ha podido obtener hasta
un 75% (medio n® 3, Tabla 30) de callos transformados que escaparon a este
fenomeno y que siguieron creciendo durante todo el periodo experimental. Estos
callos presentaron las caracteristicas tipicas de los callos caulogénicos (callos friables
con areas verdes compactas como signo del desarrollo de yemas) descritas en C.
sativa (Mandolino y Ranalli, 1999) y H. lupulus (Batista et al., 1996; Gurriaran et

al., 1999). No obstante, no se observo durante el periodo de cultivo considerado (mas
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de 4 meses), regeneracion de parte aérea en estos callos. Finalmente, y pese a la
resistencia de estos callos a la regeneracion, es la primera vez que se consiguen, en
canamo, callos transformados con A. rhizogenes y que muestran ademas buen
crecimiento y adecuada calidad. Por otra parte, el uso de lineas de raices
previamente establecidas para la obtencion de callos transformados tiene la ventaja,
entre otras, de evitar el efecto nefasto que pueden tener los agentes de seleccion,
principalmente los antibioticos, sobre los tejidos cultivados in vitro como ha sido
previamente observado en diversas especies (Pollock et al., 1983; Holford y

Newbury, 1992; Lin et al., 1995).

Frente a la dificultad de regenerar a partir de callos transformados con el Ri
debido a la expresion de la “Memoria hairy root”, como consecuencia de la presencia
de los genes rol en los callos transformados, se recurridé a la obtencion de callos
transformados con una cepa desarmada de A. tumefacians siguiendo el protocolo
optimizado para la transformacion de Humulus lupulus, Cannabaceae (Horlemann et
al., 2003). El otro motivo de la eleccion de este protocolo fue el uso del TDZ que es
una citoquinina conocida por su promociéon de la regeneracion en el lupulo
(Huetteman y Preece, 1993; Murthy et al., 1998). Asi pues, hemos obtenido un
porcentaje de transformacion que alcanzd el 63% superando de esta forma la
frecuencia de transformacion (31.2%) obtenida por Feeney y Punja (2003) que
obtuvieron callos a partir de suspensiones celulares transformadas con A.
tumefaciens. Los callos transformados obtenidos en el presente trabajo se
caracterizaron por su alta friabilidad, color verde claro y ausencia de todo tipo de
organogénesis tanto tratdndose de raices como de tallos lo que podria estar debido a

un efecto inhibidor del TDZ sobre la organogénesis.

Vistas todas las dificultades previamente comentadas se presentd la
necesitad de evaluar la capacidad de regeneracion de los mismos tejidos usados para
la obtencion de callos transformados, esto es explantos de raiz y de hipocotilo no
transformados. Estos tejidos mostraron una alta tendencia callogénica (nimero de
explantos cultivados que desarrollan callos) que super6 el 90% en la mayoria de los

medios ensayados después de 2 semanas de cultivo de acuerdo con constataciones
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previas relatadas en varios trabajos realizados sobre C. sativa (Zottini et al., 1996;
Mandolino y Ranalli, 1999). Los callos formados tuvieron un tamafio minimo de 1
cm y alcanzaron hasta 3 cm en muchos medios al cabo de 4 semanas de cultivo. En
la bibliografia el unico dato cuantitativo del tamafio de los callos de C. sativa hace

referencia a callos de 6.8 a 7.8 mm (Feeney y Punja, 2003).

La tendencia rizogénica de los callos de C. sativa descrita por varios autores
(Hemphill et al., 1978; Fisse et al., 1981; Feeney y Punja, 2003) se notd unicamente
en los medios n° 8-11 (Tabla 34) siendo inhibida por el 2,4-D como fue previamente
comentado en los escasos trabajos realizados sobre esta planta (Hemphill et al.,
1978; Feeney y Punja, 2003). Esta auxina mostré también tener un efecto positivo
sobre la caulogénesis en callos inducidos a partir de hojas de C. sativa (Mandolino y
Ranalli, 1999; Slusarkiewicz-Jarzina et al., 2005). No obstante, a las concentraciones
de 2,4-D usadas en el presente trabajo no se consiguié la induccioén de tallos de
acuerdo con los resultados notados en otros sistemas de cultivo de C. sativa
(suspensiones celulares), donde se sugirié que el 2,4-D alter6 el mecanismo genético
de la organogénesis (Veliky y Genest, 1972; Hemphill et al., 1978). Ademas la
posible contribucion del 2,4-D en la formacion de anomalias a nivel cromosémico,
previamente mencionada (Singh y Harvey, 1975), podria explicar los resultados
obtenidos. Por otra parte, el efecto positivo del TDZ sobre la caulogénesis junto con
su accion inhibidora de la rizogénesis fueron previamente mostrados en explantos de
Humulus lupulus (Gurriaran et al., 1999; Horlenmann et al., 2003). En nuestros
experimentos, la presencia de esta citoquinina en el medio de regeneracion (medio n°
14, Tabla 34) gener6 callos grandes, friables y clorofilicos tanto en explantos de
hipocotilo como de raiz, sin llegar a formarse ningln tipo de 6érganos (tallos o raices)

en los callos formados.

Contrariamente a lo que se describi6 en trabajos anteriores de callogénesis
en cafiamo (Fisse et al., 1981; Mandolino y Ranalli, 1999), en el presente estudio los
callos desarrollados a partir de explantos de raiz mostraron una calidad comparable a
aquellos procedentes de hipocotilo en términos de tamafio, color, peso y consistencia

(Figura 52). La unica diferencia a resaltar fue que en los medios donde se formaron
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callos organogénicos (medios n° 8-11, Tabla 34) los callos originarios de raiz
mostraron porcentajes de rizogénesis (nimero de callos que desarrollan raices)
significativamente mayores con respecto a los callos formados a partir de hipocotilo,
lo que podria explicarse con un mayor contenido de auxinas en los callos originarios

de raices.

En los trabajos existentes referentes a la regeneracion en C. sativa, la
caulogénesis ha sido calificada como imposible en varias ocasiones (Veliky y
Genest; Hemphill et al., 1978; Fenney y Punja, 2003), ocasional (Mandolino y
Ranalli, 1999) o dificilmente asequible (Slusarkiewicz-Jarzina et al., 2005). En el
presente estudio, pese al bajo porcentaje de callos caulogénicos obtenidos (5%), este
resultado representa, a nuestro conocimiento, el mayor porcentaje de regeneracion
alcanzado con resultados cuantitativos y reproducibles. El tnico dato cuantitativo
encontrado en la bibliografia sobre la caulogénesis en C. sativa habla de un
porcentaje de regeneracion del 1.4% (Slusarkiewicz-Jarzina et al., 2005). Por otra
parte, en Humulus lupulus (especia de la misma familia que C. sativa) solo se
consiguio regenerar plantulas en un 3.3% de los callos (Guirriaran et al., 1999) lo
que apunta a una posible resistencia de ambos géneros a la formacion de novo de
tallos. Cabe senalar que un alto nimero de callos no lleg6 a desarrollar tallos a pesar
de tener la apariencia tipica de los callos caulogénicos (callos friables con areas
verdes compactas como signo del desarrollo de yemas) descrita en C. sativa
(Mandolino y Ranalli, 1999) y H. lupulus (Batista et al., 1996; Gurriaran et al.,
1999). En los callos caulogénicos obtenidos en nuestros experimentos, la formacion
de tallo empieza con el desarrollo de callos friables con zonas compactas de color
verde donde ocurre la aparicion de yemas, de la misma forma descrita previamente
por Mandolino y Ranalli (1999). Los tallos formados se desarrollaron a razén de 1 a
2 tallos por callo durante de la tercera semana de cultivo. En el trabajo de
Slusarkiewicz-Jarzina et al. (2005) el periodo requerido para la aparicion de yemas
fue mas largo (6 semanas). Cuando se separaron los tallos neo-formados de los callos
y se subcultivaron a medio de elongacion, no se not6 el desarrollo de nuevas yemas
en los callos, contrariamente a lo que se describid en callos caulogénicos de Humulus

lupulus (Gurriaran et al., 1999).
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La hiperidricidad denominada también vitrificacion, translucidez,
transformacion hiperhidrica o vitrosidad representa uno de los mayores problemas de
la regeneracion in vitro, causando la aparicion de caracteristicas atipicas de las
plantas a nivel anatomico, morfologico y fisiologico (George et al., 1996). La
caracteristica principal de las plantas vitrificadas es la enorme cantidad de agua en
los tejidos de las hojas y tallos y que puede estar debida a varios factores como la
saturacion del vapor de agua y la acumulacion de etileno y CO, en los recipientes de
cultivo sellados, a la propia composicion del medio de cultivo o una baja
concentracion de agar en el mismo (Aitken et al., 1981; Debergh y Maene, 1981,
George et al., 1996). Este fendmeno se produjo con una frecuencias del 30% en las
condiciones de cultivo usadas en el presente trabajo notando la muerte de las
plantulas vitrificadas en las condiciones ex vitro, tal y como fue observado

previamente por George et al. (1996).

Como se sabe, la aclimatacion consiste en el restablecimiento en el
invernadero de las plantulas cultivadas in vitro. Desafortunadamente, un gran
numero de plantas micropropagadas no sobrevive el paso desde el cultivo in vitro a
condiciones ex vitro, invernadero o campo debido a su desarrollo en un unico
microambiente casi Optimo para el crecimiento durante su cultivo in vitro. De
acuerdo con ello, solo un 63% de plantas de Cannabis sativa se desarrollaron
exitosamente y sobrevivieron en las condiciones de aclimatacion disefiadas en estos
experimentos. En estas plantas las principales variaciones fenotipicas con respecto a
las plantas cultivadas in vivo afectaron el tamafio general de planta (tamafio y numero
de entrenudos y hojas) resultando en plantas con un tamafio maximo de 4 cm, lo que

podria estar debido a un tardio traspaso de las plantulas a las condiciones ex vitro.

Por ultimo hay que mencionar que en cafiamo no se observo organogénesis
directa en ninguno de los tratamientos ensayados de acuerdo con las constataciones
existentes (Fisse et al., 1981; Mandolino y Ranalli, 1999). A partir de nuestros
experimentos pese al éxito y reproducibilidad del protocolo de regeneracion y de

acuerdo con los pocos trabajos publicados sobre la regeneracion in vitro de C. sativa,
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se puede ver que la capacidad de regeneracion de esta planta es muy limitada lo que
implica la necesidad de mejorar el protocolo y probar, probablemente, otras

combinaciones hormonales para incrementar la eficiencia de la regeneracion.
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Conclusiones

1.- Cannabis sativa ha mostrado una respuesta adecuada a Agrobacterium
rhizogenes y A. tumefaciens en todas las combinaciones genotipo/cepa ensayadas.
Dicha respuesta se vio notablemente influida por la cepa usada para la infeccion,
genotipo a infectar y tejido inoculado. Este ultimo tuvo un efecto determinante sobre

la respuesta.

2.- Se ha establecido un gran nimero de lineas de raices transformadas con
diferentes procedencias (genotipo de C. sativa/cepa de A. rhizogenes) que mostraron
una alta variabilidad en cuanto a morfologia y potencial de crecimiento. Estas raices,
en las condiciones de cultivo Optimas, mostraron un apreciable crecimiento, con

elevados indices de crecimiento y alta estabilidad fenotipica.

3.- * Se determind, mediante la metodologia de separacion y caracterizacion
usada, la presencia de colina, atropina y muscarina en las raices transformadas. Los
niveles encontrados fueron superiores que en hojas y raices de la planta para la colina
y parecidos a los encontrados en hojas para la atropina, que no se detectd en las
raices normales.

* Los tratamientos de elicitacion empleados (metiljasmonato y Fusarium
oxusporum) a las concentraciones aplicadas resultaron en incrementos apreciables en
los niveles de alcaloides en las raices transformadas, principalmente en caso de la
atropina.

* Compuestos especificos de la planta de C. sativa como los cannabinoides
(tetrahidrocannabinol, cannabidiol y cannabinol) no se han encontrado en las raices

transformadas por la metodologia y lineas de raices empleadas.
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4.- Los tejidos de C. sativa transformados con A. rhizogenes y A. tumefaciens
mostraron una alta aptitud a formar callos con crecimiento apreciable. No obstante, a
parte de la tendencia rizogénica que han mostrado los callos regenerados a partir de

raices transformadas, no ha sido posible regenerar plantas a partir de esta material.

5.- A partir de tejidos no transformados de C. sativa se ha conseguido por primera
vez regenerar plantas, que ademas fueron viables y tuvieron un patrén de crecimiento
parecido a las plantas cultivadas en macetas. No obstante, debido al bajo porcentaje
de regeneracion obtenido, C. sativa sigue caracterizandose como especie

recalcitrante a las técnicas in vitro.
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