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Resumen

El cultivo in vitro es una técnica muy empleada en investigacion vegetal, siendo uno de
los pilares de la biotecnologia vegetal. Las especies Nicotiana tabacum y Nicotiana
benthamiana son utilizadas como sistemas modelo en la investigacion vegetal. En este
trabajo, se va a establecer un cultivo in vitro de estas dos especies vegetales, bajo las
mismas condiciones de cultivo, con el fin de observar si las diferencias que existen entre
ellas, morfoldgicas y fenotipicas, se traducen en diferencias en el crecimiento bajo
condiciones de cultivo in vitro. Mas concretamente, se busca determinar si estas
condiciones afectan a la velocidad de crecimiento y la cantidad de biomasa producida.
Dentro del tiempo de este trabajo, se podria concluir que no hay diferencias significativas
en cuanto a estos parametros de crecimiento, aunque serian necesarios mas ensayos para
corroborar estos datos preliminares. Con los cultivos obtenidos se pretende, en proximas
investigaciones, realizar los ensayos en biorreactores, y analizar de nuevo si ahi el

crecimiento es semejante o difiere entre las especies.

Abstract

In vitro culture is a technique widely used in plant research, being one of the pillars of
plant biotechnology. Nicotiana tabacum and Nicotiana benthamiana are two species used
as model systems in plant research. In this work, an in vitro culture of these plant species
will be established, under the same culture conditions, in order to observe if the
morphological and phenotypic differences that exist between them result into
differences in growth under in vitro culture conditions. More specifically, the aim is to
identify if these conditions affect the growth rate and the amount of biomass produced
by these plants. Within the timeframe of this work, we concluded that there are no
significant differences regarding these growth parameters, although more trials would
be necessary to corroborate the preliminary data. With the in vitro cultures obtained, it
is intended, in future investigations, to carry out the experiments in bioreactors, in order
to analyse if growth is similar or differs between these two species.



1. Introduccion

1.1.  El cultivo in vitro y la biotecnologia vegetal

Durante la historia de la humanidad, las plantas han jugado un papel importante en
nuestras vidas a diferentes niveles. El uso de las plantas mas notable es el de proveer
alimentos y otros productos para consumo humano. Sin embargo, gracias a los
avances e investigaciones que se han desarrollado con el paso de los afios, se
empiezan a desarrollar nuevos usos y productos provenientes de estos organismos,
asi como nuevos métodos para optimizar la produccion de los que ya se conocian

con anterioridad.

Uno de los desarrollos que ayudé a continuar con los avances en este campo de la
ciencia es el cultivo in vitro, tanto de tejidos vegetales en concreto como de plantas
completas. Este método, proporciona una amplia variedad de posibilidades en
cuanto al ambito de investigacion se refiere. Mediante el cultivo in vitro se pueden
cultivar diferentes tejidos que de forma convencional no podrian crecer; se pueden
producir también clones de una planta madre; se obtienen cultivos libres de
patdgenos; con los cultivos que se generan se pueden hacer transformaciones
genéticas; se pueden hacer simulaciones de diferentes condiciones para ver el efecto
que éstas producen en la planta, etc. Sin embargo, hay diferencias muy significativas
entre especies e incluso entre diferentes genotipos en cuanto al crecimiento en cultivo
in vitro se refiere, y por ello se han de hacer investigaciones para caracterizar cada
especie y genotipo, y ver qué condiciones son las Optimas para su crecimiento.

En este ensayo se han elegido dos especies vegetales de gran importancia en el
ambito de la investigacion para hacer su cultivo in vitro: Nicotiana tabacum y Nicotiana
benthamiana. Ambas son organismos modelo. N. tabacum es un referente en la
biologia molecular vegetal, dado que fue la especie empleada para el estudio de la
organogénesis, asi como para demostrar la totipotencia de las células vegetales
(Budzianowska 2009; Vasil y Hildebrandt 1965). También fue de las primeras
especies en ser modificada genéticamente mediante Agrobacterium tumefaciens
(Hoekema et al. 1983).

Por su parte, Nicotiana benthamiana se ha empleado como modelo en estudios sobre
las relaciones planta-patogeno, gracias a su capacidad de poder ser infectada por una
gran variedad de patdgenos, tanto virus, como bacterias, hongos, entre otros (Goodin
et al. 2008; Pombo et al. 2020). Recientemente, se ha empezado a estudiar su potencial
para la produccién de vacunas (Bolafios-Martinez y Rosales-Mendoza 2020) y para
la producciéon de anticuerpos (Gomes et al. 2019), entre otros. El desarrollo de
vacunas en plantas estd ganando popularidad en estos afios debido a que tienen
menor coste que otros sistemas de expresidon y no presenta tanto riesgo en cuanto a
la propagacion de patdgenos que puedan afectar a humanos, como ocurre con otros
sistemas de expresion que suelen emplearse para estos fines. Ademas, si las plantas



con las que se trabaja son comestibles, se podria incluso pensar en el desarrollo de
vacunas orales, evitando asi problemas relacionados con la administracion de las

vacunas.

Aunque las dos especies pertenecen al género Nicotiana, pertenecen a diferentes
subgéneros y secciones (Aoki y Ito 2000), lo que hace que tengan ciertas
caracteristicas, tanto genéticas como fenotipicas, que difieren entre ambas.

El motivo de haber escogido estas dos especies vegetales es para hacer un analisis
comparativo del crecimiento de ambas bajo las mismas condiciones de cultivo, y
comprobar si las diferencias genotipicas que las hacen pertenecer a diferentes
subgéneros dentro de la misma especie se traducen en diferencias fenotipicas que
afecten a su crecimiento in vitro en dichas condiciones, desde la germinacién de las
semillas hasta el cultivo celular en matraz, pasando por la produccion de callo.

Adicionalmente, se plantea la influencia de la presencia y ausencia de luz en la
produccion de callo in vitro, tanto en la velocidad de aparicién de callo, en la
cantidad de biomasa producida y en la morfologia de los callos que se formen. Se ha
visto en otros estudios que la luz puede afectar a estos pardmetros en N. tabacum
(Siddique y Islam 2018; Seibert, Wetherbee, y Job 1975; Huxter, Reid, y Thorpe 1979),
y se quiere ver si esto también ocurre con la especie N. benthamiana.

1.2.  Biorreactores y biotecnologia vegetal

Una vez conseguido establecer el cultivo in vitro, se puede emplear para el desarrollo
de nuevas investigaciones y proyectos como, por ejemplo, el cultivo de células en
biorreactores. Un biorreactor se define como cualquier recipiente o sistema dentro
del cual se llevan a cabo reacciones bioldgicas, como su propio nombre indica. Estas
reacciones pueden ser llevadas a cabo por organismos, como bacterias, hongos,
células animales y vegetales, o por sustancias bioquimicamente activas, como las
enzimas. Recientemente, el cultivo de células vegetales ha despertado un gran
interés, debido a que son capaces de producir determinadas proteinas que en
organismos procariotas no es posible, ademas de ser resistentes a virus animales y
estar mejor adaptadas que las células de origen animal (Huang et al. 2009; Huang y
McDonald 2012). También destacan por la produccion de metabolitos de origen
vegetal con aplicaciones de gran relevancia, sobre todo en el sector farmacéutico
(Jian-Jiang Zhong 2001).

Originalmente, en esta investigacion se pretendia llegar a realizar ensayos con los
cultivos celulares en biorreactores, pero debido a que los primeros pasos del cultivo
in vitro tuvieron que ser postpuestos por el confinamiento, no se pudieron realizar a
tiempo estos ultimos y se decidio realizarlos mas adelante sin incluirlos dentro de
esta investigacion.

Otra de las razones de escoger en concreto estas dos especies de Nicotiana fue por
este proposito de hacer un cultivo en biorreactor. El presente trabajo se ha realizado
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dentro de la empresa BIONET, que tiene una linea de productos basada en el
desarrollo y comercializado de biorreactores llave en mano. Por lo tanto, el desarrollo
tecnoldgico basado en células de tabaco es importante dado que es un tipo celular
importante en la biotecnologia vegetal. El cultivo en biorreactor de células de N.
tabacum ha sido muy estudiado y empleado, existiendo bastante literatura sobre ello
(Ho, Henderson, y Rorrer 1995; Lee et al. 2004; Lee y Kim 2006; Shibasaki et al. 1992).
Asi se han llevado a cabo importantes trabajos sobre ciclo celular en la variedad
Bright Yellow-2 conocida como BY2, siendo la division celular el componente
principal del crecimiento de células en cultivo en matraces o biorreactores (Sorrell
et al. 1999). Sin embargo, el trabajo con N.benthamiana cada vez es mas importante
dado su potencial para producir proteinas de interés farmacéutico como por ejemplo
proteinas del virus del EBOLA (Phoolcharoen et al. 2011). Ademas, se ha podido
modificar genéticamente como “chasis” para el desarrollo de productos de alto valor
anadido producidos en planta completa o en cultivo in vitro (Li et al. 2016; Strasser
et al. 2008; Nekrasov et al. 2013) . Por lo tanto, se ha decido hacer un cultivo de cada
una de ellas en biorreactores para comparar el crecimiento y optimizar las
condiciones de cultivo de ambas para obtener la mayor cantidad de biomasa,
teniendo en cuenta los resultados obtenidos en estudios anteriores de otros grupos
de investigacion.

2. Objetivos
Los objetivos de este trabajo son:

1. Establecer un cultivo in vitro tanto de N. benthamiana como de N. tabacum,
comenzando con semillas esterilizadas hasta llegar a obtener un cultivo
celular en medio liquido. Estos cultivos en medio liquido se emplearan para
futuros ensayos en biorreactores.

2. Determinar las posibles diferencias y semejanzas en el crecimiento de ambas
especies vegetales en cada etapa del proceso de cultivo in vitro.

3. Medir influencia de la presencia o ausencia de luz en la aparicion de células
indiferenciadas y la cantidad de éstas, asi como su morfologia.

3. Materiales y métodos
3.1. Materiales.
3.1.1. Medios de cultivo.

Para estos experimentos se emplearon medios de cultivo con diferentes
composiciones, dependiendo del propdsito de cada uno de ellos. A continuacidn, se
describe la composicion de cada medio, su cometido y como se prepararon (Tablas
1-3).

- Medio 1. Medio de germinacion. Utilizado para la germinacion de las semillas
y para el posterior desarrollo de las plantulas, asi como para trasplantar y
renovar las plantulas ya crecidas.



Tabla 1. Componentes del Medio 1 con su respectiva concentracion.

Compuesto Concentracion
MS 4.9 g/L
Sacarosa 25 g/L
Gelrite 2.5g/L

- Medio 2. Medio de induccion de callo.

Tabla 2. Componentes del Medio 2 con su respectiva concentracion.

Compuesto Concentracion
MS (Vitaminas) 4.3 g/L
Sacarosa 30 g/L

Inositol 0.1g/L

2,4-D 0.1 mg/L

ANA 2.5 mg/L

6-BA 1 mg/L

Agar 8g/L

- Medio 3. Medio de cultivo celular en matraz.

Tabla 3. Componentes del Medio 3 con su respectiva concentracion.

Compuesto Concentracion
MS (Vitaminas) 43 g/L
Sacarosa 30 g/L

Inositol 0.1g/L

2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) 0.1 mg/L

ANA (4cido naftalenacético) 2.5 mg/L

6-BA (6-bencilaminopurina) 1 mg/L

Para hacer los medios se utilizaron botellas autoclavables, a las que se les afadio
primero agua hasta la mitad del volumen final, después se agregaron los
componentes en las cantidades necesarias y se enrasé con agua hasta llegar al
volumen final deseado. Todos los otros compuestos se pueden autoclavar sin que se
alteren, excepto las hormonas (2,4-D, ANA, 6-BA) que son termolabiles. Por esta
razon, las fitohormonas no se afiadieron hasta alcanzar una temperatura adecuada
tras la esterilizacion mediante autoclave. La esterilizacion, como se ha mencionado
antes, se hizo en todos los casos autoclavando las botellas con el medio de cultivo en

su interior a 121°C durante 20 minutos.

Después de esterilizar el medio de cultivo, cuando se enfri6 lo suficiente, se sirvio en
condiciones asépticas dentro de la cabina de flujo laminar. Dependiendo del tipo de



medio y su uso, se alicuoto en diferentes recipientes: placas redondas/cuadradas,
recipientes, matraces. Si el medio contenia agar o gelrite, se dejaba reposar hasta que
solidificase para guardarlo en el frigorifico, si el medio era liquido, se guardaba
directamente en el frigorifico hasta que se utilizase.

3.1.2. Material vegetal.

Las semillas de N. tabacum fueron cedidas por el Dr. Benito Pineda Chaza de la
Universidad Politécnica de Valencia. La variedad empleada fue Bright Yellow 2 (BY-
2).

Las semillas de N. benthamiana han sido cultivadas en el grupo desde hace cinco afos.

3.2. Métodos.

3.2.1. Esterilizacion semillas.
La esterilizacion de las semillas, tanto de N. tabacum como de N. benthamiana, se hizo
siguiendo un protocolo establecido:

1. Se prepara una bolsa de tela tipo muselina, o0 malla, donde introducir las
semillas.

2. Se introduce la bolsa en una disolucion compuesta por 50% lejia comercial,
50% agua destilada y una gota de Tween 20, aproximadamente 200pL en 200
mL, durante diez minutos.

3. Tras los primeros diez minutos, se procede a realizar los enjuagues con agua
destilada, tres enjuagues cada uno de diez minutos en tres recipientes
diferentes.

4. Una vez hecho el ultimo enjuague, las semillas estaran listas para su cultivo

in vitro.

3.2.2. Cultivo in vitro.

3.2.2.1. Germinacion de semillas.

Tras la esterilizacion de las semillas se procedi¢ al cultivo in vitro de éstas en placas
Petri que contenian el medio de cultivo adecuado para propiciar su germinaciéon
(Medio 1). El cultivo se realiz6 en una cabina de flujo laminar en condiciones estériles
para evitar contaminaciones. Se incubaron las placas en una cadmara de cultivo con
control de temperatura, humedad y luz, hasta que las semillas germinaron y
hubiesen generado plantulas.

3.2.2.2. Crecimiento de las plantulas.

Cuando las plantulas tenian un tamafno adecuado, de cotiledones abiertos, se
trasladan a recipientes con el mismo medio de cultivo (Medio 1) para que pudiesen
seguir desarrollandose. Para ello, se selecciond un determinado nimero de plantulas
de cada variedad y se traspasaron de las placas a contenedores en la cabina de flujo
laminar, dejando espacio suficiente entre ellas para que no inhibiesen su crecimiento
entre si, y se volvieron a incubar en la cAmara de cultivo con control de temperatura,
humedad y luz, con un fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad, durante 65 dias
aproximadamente.



3.2.2.3. Produccion de callo.
Una vez pasado ese tiempo, se observo que las plantulas habian crecido lo suficiente
y se comenzo el procedimiento para la produccion de callo, que es el siguiente:

1. Seleccion de material vegetal a partir del cual se producira el callo. En este
caso fueron las hojas.

2. Diseccion de las hojas de la planta madre con la ayuda de tijeras, pinzas y
bisturi. Este paso y los siguientes se realizan en condiciones asépticas dentro
de la cabina de flujo laminar.

3. Generacion de heridas en las hojas mediante cortes generados con el bisturi
o las tijeras.

4. Deposicion de los fragmentos de hojas en placas de Petri con el medio de
cultivo especifico para promover la produccién de callo (Medio 2).

5. Dependiendo de la especie, dejar el cultivo 2-3 semanas hasta la aparicion de
callo de tamano superior a 3-4 mm.

Cuando se realiz6 el paso de los callos a matraces, también se hizo un refresco de los
callos en recipiente con el Medio 2.

3.2.2.4. Cultivo celular en medio liquido.

Cuando se considerd que los callos tenian el tamafio adecuado (3-4 mm), se paso al
siguiente procedimiento: el cultivo celular en medio liquido. Para ello, de los callos
generados en el paso anterior, se extrajeron porciones y se introdujeron en matraces
con Medio 3, para que siguiesen produciendo células indiferenciadas, pero, en este
caso, en medio liquido. Los matraces empleados fueron de 500mL, con un volumen
de trabajo de 100mL para que hubiese una mayor superficie para el intercambio de
gases y, por consiguiente, una mejor aireacion. Estos matraces se pusieron en un
incubador con agitador orbital a 28°C y con una agitacion de 150rpm.

3.2.3. Andlisis crecimiento celular.
Para analizar el crecimiento celular en medio liquido se emple6 el método de densidad
Optica, ya que este método se ha visto en otros estudios que se correlaciona con otro
parametro empleado para el estudio del crecimiento celular: el peso seco, o en inglés
“Dry Cell Weight” (Godoy-Hernandez y Vazquez-Flota 2005).

Se tomod como blanco el Medio 3 sin inocular. La longitud de onda escogida fue de
600nm. Sin embargo, no se analizd el crecimiento hasta que se decidié que el crecimiento
se podia dar por terminado, debido a que las condiciones del laboratorio no eran las
Optimas y se podian contaminar durante la manipulacién para tomar muestras.

Adicionalmente, los matraces se pesaron cada 2-3 dias en un granatario con precision de
+0.1 gr. para ver y analizar tanto el crecimiento celular como el aumento en la biomasa
dentro de los matraces sin comprometer la viabilidad del cultivo.

3.2.4. Determinacion de la influencia de la luz en la produccion de callo.
Para observar si la luz y la oscuridad eran factores determinantes en la aparicion y
produccion de callo, se incubaron la mitad de las placas que contenian los fragmentos
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de hojas en oscuridad, dentro de una caja en la cdmara de cultivo, mientras que la otra

mitad se mantuvo en condiciones de luz/oscuridad con el fotoperiodo establecido en la

camara de cultivo, mencionado anteriormente.

3.2.5. Andlisis bioinformatico.

Las herramientas que se emplearon para los analisis bioinformaticos llevados a cabo

fueron las siguientes:

Para la busqueda de genes homdlogos se empled el programa BLAST (Altschul
et al. 1990). La base de datos donde se hizo la busqueda fue en Sol Genomics
Network (SGN) (Fernandez-Pozo et al. 2015). En esta base de datos se encuentran
los genomas de N. benthamiana y de N. tabacum, asi como el de otras especies de
la familia de las solanaceas (como Solanum lycopersicum y Capsicum annuum).
También se hizo una busqueda en la base de datos de Phytozome (Goodstein
et al. 2012) y en la del NCBI (NCBI Resource Coordinators et al. 2018). .

Para el alineamiento multiple de las secuencias de los genes se utilizo el
programa denominado Clustal Omega (Larkin et al. 2007; Sievers et al. 2011).
Para el analisis filogenético y la construccion del arbol filogenético se hizo uso de
la pagina web Phylogeny.fr (Dereeper et al. 2008). Esta pagina emplea diferentes
herramientas para hacer los analisis y generar un arbol filogenético, con unas
secuencias dadas. Primero hace un alineamiento, en este caso fue con la
herramienta MUSCLE (Edgar 2004b; 2004a), después se hizo una limpieza con
Gblocks (Castresana 2000), para eliminar las posiciones que no concordasen bien
y las regiones que fuesen muy diferentes. Con los resultados obtenidos se hizo
un analisis filogenético con PhyML (Guindon et al. 2010) y con el resultado se
genero el arbol filogenético con TreeDyn (Chevenet et al. 2006).

4. Resultados y discusion

4.1.

Germinacion semillas.

Tras siete dias de cultivo, se observé que las semillas habian germinado y habian dado

lugar a plantulas con los cotiledones y raices bien desarrollados en su mayoria, tanto en

N. tabacum (figura 1) como N. benthamiana (figura 2).



Figura 2. Semillas germinadas de N. Bethamiana tras siete dias de cultivo.

La germinacion fue favorable en ambos casos, la proporcion de semillas germinadas fue
alta. No hubo contaminaciones en las placas donde fueron cultivadas, asi como tampoco
se dafiaron las semillas por el proceso de esterilizacion. No se vieron diferencias en la
velocidad de germinacion de las semillas de las diferentes especies, aunque si hubo
diferencias en el tamano de los cotiledones y las raices: N. benthamiana tenia unos
cotiledones de mayor tamafio con respecto a los de N. tabacum; mientras que, si nos
fijamos en las raices, las de N. tabacum eran mas grandes.



4.2.  Crecimiento plantulas.
Las plantulas de ambas especies crecieron de forma satisfactoria tras el paso de placa a
recipiente en las condiciones establecidas en la cAmara de cultivo. Se puede apreciar una
mayor diferencia en el crecimiento de estas especies en cuanto a sus fenotipos y su
morfologia.

Por un lado, tenemos a N. benthamiana con un tamano de hojas menor, pero con mayor
cantidad de éstas y un color mas claro. Mientras que las plantulas de N. tabacum tienen
las hojas de mayor tamafo, aunque no tenga un alto niimero de ellas, y presentan un
color verde mas oscuro. En cuanto a la velocidad de crecimiento, no se aprecian
diferencias notables entre las especies.

En la figura 3, se puede observar como se desarrollan las plantulas con el paso del
tiempo, siendo la diferencia de la velocidad de crecimiento entre ambas especies

inapreciable.

Figura 3. Pldntulas de N. benthamiana y N. tabacum crecidas in vitro en recipientes con Medio 1 tras (A) 19 dias,
(B) 26 dias, (C) 37 dias y (D) 65 dias de cultivo.

En la figura 4 se ve la diferencia de tamafo y pigmentacion de las hojas de ambas
especies. Esta diferencia se puede atribuir, como ya se ha mencionado en parrafos
anteriores, al fenotipo y la morfologia propias de cada especie, mas que a una diferencia
en el crecimiento.
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Figura 4. Hojas extraidas de plantas crecidas in vitro de N. benthamiana (arriba) y N. tabacum (abajo).

Aparte de las diferencias nombradas antes, se observaron dos acontecimientos
adicionales que diferian entre las plantulas de estas dos especies. El primero es que
aparecieron flores en algunas de las plantulas de N. benthamiana (figura 5), mientras que
en N. tabacum no aparecié ninguna. Aunque las flores que aparecieron no se llegaban a
desarrollar del todo. La posible explicacion de que en N. tabacum no apareciesen flores
es que debe de cultivarse durante mas tiempo para que las plantas alcancen la etapa de
floracion y sean capaces de desarrollar flores. Aunque bien podria ser también debido a
que las condiciones de cultivo no fueron las dptimas para esta especie y por eso no llego6
a producir flores.

Figura 5. Pldntulas de N. benthamiana con botones florales (circulos blancos) sin desarrollarse de forma completa.

La segunda diferencia fue la aparicion de masas de células indiferenciadas en la zona
nodal en las plantulas de N. benthamiana, fenémeno que no ocurrié en N. tabacum de
nuevo. En la figura 6 se pueden ver dos plantas en las que aparecieron las masas de
células mencionadas antes, su aspecto se asemeja al de un callo. El medio de cultivo
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donde crecieron estas plantas no contenia hormonas adicionales, por lo tanto, la
aparicion de estas masas celulares no era a causa de las fitohormonas.

=

\ S s

Figura 6 Aparicion de meristemoides en pedicelos florales (sefialados con los circulos blancos).

La hipétesis planteada para dar una explicacion a este fendmeno es que ha habido una
inhibicion anormal de un gen denominado anantha en tomate, ortdlogo del gen UFO
(Unusual Floral Organs) y ha dado lugar a la generacion de meristemoides ectopicos. La
funcion del gen UFO en Arabidopsis thaliana esta relacionada con el desarrollo de los
organos de la flor, mientras que en la familia de las solandceas (donde se incluye el
tomate y N. benthamiana) este gen coordina la velocidad del desarrollo del meristemo.

Revisando la literatura se ha visto que en plantas de Arabidopsis thaliana con una
mutacion que provoca la sobreexpresion del gen UFO, el fenotipo se asemeja al
observado en las plantas de N. benthamiana (Risseeuw et al. 2013). En otra especie de la
familia de las solandceas, mas concretamente, en el pimiento, también se ha observado
un fenotipo similar, relacionado con mutaciones en el gen anantha (Lippman et al. 2008).

Por otro lado, se hizo un analisis bioinformatico para buscar si este gen estaba presente
en el genoma de N. benthamiana y se encontraron 3 genes con alta similitud con el gen de
tomate (figura 7) y el gen de Arabidopsis (figura 8). Estos 3 genes después se compararon
entre si mediante una herramienta de alineamiento multiple (figura 9) y resultaron ser
el mismo, pero dos de ellos tenian una secuencia de menor longitud, por lo que se deduce
que estos dos son copias parciales del primero. Para validar la hipotesis planteada se
podria extraer tejido tanto de la masa celular, como de otras partes de la planta, y hacer
una PCR cuantitativa, con cebadores para estos genes, y poder analizar asi su expresion.
Si se observase que la expresion de estos genes en la masa celular es diferente comparada
con la expresion de éstos en otros tejidos de la planta, este seria el gen causante de la
malformacion.
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Query length (1406)
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 D%
‘NibEAT0TSCHBAg5CIG00BI ) 8504
Ee ST [ 3T 6 2 1116 5 1)), Emm—m— —— — p—|S—— —— — m— —r FX
Nib ST O T T 84,46

Subjectid id% Aln evalue Score Description

Niben101Scf18395Ctg003 85.04 1171/1377 0.0 1351 Length=10300
Niben101Scf11940Ctg006 84.89 1169/1377 0.0 1341 Length=17851
Niben101Scf03607Ctg016 84.46 1163/1377 0.0 1308 Length=13213

>FJ190668.1 Solanum lycopersicum cultivar M82 ANANTHA (AN) mRNA, partial cds
ATGGAAGCTTTTCATCATCCCCCTATTAGCTTTCACTTTCCCTATGCTTTTCCTATCCCAACACCAACAACCAATTTTCTTGGAACTCCAAATTCATC
ATCAGTTAATGGAATGATCATCAACACTTGGATGGATAGTAGAATTTGGAGTAGACTTCCACATAGGCTTATTGATAGAATCATTGCTTTTCTACCAC
CACCTGCTTTCTTTAGAGCTAGAGTTGTGTGTAAGAGATTCTATGGACTTATTTACTCTACACATTTTCTTGAATTGTACTTGCAAGTTTCACCTAAG
AGGAACTGGTTCATTTTCTTTAAACAAAAAGTACCAAGAAACAACATTTACAAGAACGTGATGAATAGTAGTAACTCAGGAGTTTGTTCTGTTGAAGG
TTACTTGTTTGATCCTGATAATCTTTGTTGGTATAGGCTTTCTTTTGCTTTAATCCCACAAGGGTTTTCTCCTGTTTCATCTTCTGGTGGATTAATTT
GCTTTGTTTCTGATGAATCTGGATCAAAAAACATTCTTTTATGTAATCCACTTGTAGGATCCATAATTCCCCTGCCTCCAACTTTAAGGCCTAGGCTT
TTTCCTTCTATTGGTTTAACTATAACCAACACATCTATTGATATAGCTGTAGCTGGAGATGACTTGATATCACCTTATGCTGTTAAAAACTTAACTAC
AGAGTCATTTCATATTGATGGTAATGGATTTTACTCAATATGGGGTACAACTTCTACACTTCCAAGATTATGCAGTTTTGAATCAGGCAAAATGGTGC
ATGTACAGGGGAGATTTTATTGCATGAATTTTAGTCCTTTTAGTGTGCTTTCTTATGATATAGGGACTAATAACTGGTGCAAGATTCAAGCCCCGATG
CGACGATTCCTACGTTCACCGAGCCTTGTTGAAGGGAATGGTAAGGTTGTTTTAGTTGCAGCAGTTGAAAAGAGTAAACTGAATGTGCCAAGAAGTTT
GAGGCTTTGGGCATTGCAAGATTGTGGTACAATGTGGTTGGAAATAGAAAGAATGCCACAACAATTGTATGTGCAGTTTGCTGAAGTGGAGAATGGAC
AAGGGTTTAGTTGTGTTGGACATGGTGAATATGTGGTGATAATGATTAAGAATAATTCAGATAAGGCATTGTTGTTTGATTTCTGTAAGAAGAGATGG
ATTTGGATACCTCCTTGTCCATTTTTGGGAAATAATTTAGACTATGGTGGTGTTGGTAGTAGTAATAATTATTGTGGAGAATTTGGAGTTGGAGGGGG
AGAGTTGCATGGATTTGGTTATGACCCTAGACTTGCTGCACCTATTGGTGCACTTCTTGATCAGTTGACATTGCCCTTTCAGTCATTCAACTG

Figura 7. Arriba: Resultado del BLAST realizado frente al genoma de N. benthamiana depositado en la base de datos
de SOLGenomics. Abajo: secuencia de Solanum lycopersicum en formato FASTA empleada para hacer el BLAST.

Query length (1546)

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1D%
Niben101Scf03607Ctg016 [ 71.52
Niben101Scf18395Ctg003 [ 71.13
Niben101Scf11940Ctg006 C T I ) I ] 71.10
Subjectld id% Aln evalue Score Description
Niben1015cf03607Ctg016 71.52 339/474 3e-21 110 Length=13213
Niben1015cf18395Ctg003 71.13 335/471 le-19 104 Length=10300
Niben101Scf11940Ctg006 71.10 337/474 le-19 104 Length=17851

>NM_102834.2 Arabidopsis thaliana F-box family protein (UFO), partial mRNA
CACAGAGAAAGACCAAACACTTTTGTCTCTTTCTTCAAAACTTTTACATATGATCTTTGCCTCTTTTCCTACAATGGGTTTTGCATAACTTTCACCAAAACCCTCC
TCAAAAGCCCTTCACATATTCCCAACACAAGAAAATAAACTCTAAATCCACTTTCACCAAATCTTTTCATTTTTCAGCTAAAATGGATTCAACTGTGTTCATCAAT
AACCCATCTTTAACCTTACCTTTCTCTTACACATTTACCAGTAGCAGCAACAGTAGCACAACAACGAGCACCACCACAGACTCAAGCTCCGGTCAATGGATGGACG
GICGGATTTGGAGCAAGCTACCACCTCCTCTTCTTGACCGCGTCATTGCTTTTCTTCCACCTCCGGCGTTTTTCCGGACACGTTGCGTCTGCAAGAGATTCTACAG
TCTACTTTTCTCCAACACCTTCCTCGAGACATATCTACAACTACTTCCTCTCCGACACAACTGTTTCCTCTTCTTCAAACACAAAACCCTAAAGAGTTACATTTAC
AAGAGAGGAGGAACAAACGATGATGATTCCAATAAAGCTGAAGGCTTTTTGTTTGATCCTAATGAGATCCGATGGTACCGTCTCTCTTTTGCTTATATCCCTTCAG
GGITTTATCCTTCAGGATCATCAGGAGGGTTAGTGAGTTGGGTCTCCGAAGAAGCTGGTCTTAAAACCATTCTCTTGTGTAACCCTCTTGTCGGATCCGTGAGTCA
GTTGCCACCAATATCAAGGCCAAGGCTTTTCCCTTCGATAGGTCTCTCGGTAACACCAACCTCTATTGATGTTACTGTCGCTGGAGATGATCTCATATCTCCTTAC
GCTGTGAAAAACCTCTCATCGGAGAGTTTCCATGTCGACGCCGGCGGATTCTTTTCCCTCTGGGCGATGACTTCTTCTTTGCCACGGCTTTGTAGCTTGGAATCTG
GTAAGATGGTTTACGTGCAAGGCAAGTTTTACTGTATGAACTATAGCCCTTTTAGCGTTTTGTCCTATGAAGTTACTGGAAACCGGTGGATCAAGATTCAAGCTCC
GATGAGGAGATTTCTCAGATCTCCAAGCTTGTTAGAGAGCAAAGGGAGGCTTATTCTTGTAGCAGCTGTTGAGAAAAGCAAGTTGAACGTTCCCAAAAGCCTACGA
CTTTGGAGTTTGCAACAAGATAACGCCACATGGGTCGAGATCGAACGGATGCCTCAGCCGCTCTACACACAGTTTGCAGCAGAAGAAGGTGGAAAAGGATTCGAGT
GIGTCGGAAATCAAGAGTTTGTAATGATTGTGTTAAGAGGAACCTCGTTGCAGTTGCTGTTTGATATAGTGAGAAAAAGCTGGCTGTGGGTCCCACCGTGTCCTTA
CTCCGGCAGTGGTGGCGGTAGCTCAGGTGGCGGTTCAGACGGAGAGGTCTTGCAGGGTTTTGCTTATGACCCGGTGCTTACTACACCGGTGGTTAGTCTTICTTGAT
CAGTTAACACTTCCATTTCCTGGAGTICTGTTAG

Figura 8. Arriba: Resultado del BLAST realizado frente al genoma de N. benthamiana depositado en la base de datos
de SOLGenomics. Abajo: secuencia de Arabidopsis thaliana en formato FASTA empleada para hacer el BLAST.
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Este mismo andlisis con la herramienta BLAST se hizo con el genoma de N. tabacum, y
no se encontraron genes con homologia al gen anantha, en la base de datos de
SolGenomics. Se recurrié a la base de datos del NCBI y se hizo un BLAST con la
secuencia de la proteina, obteniendo como resultado dos proteinas con una alta
similitud. Tras hacer un alineamiento entre ellas (figura 10), se determind que poseian

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment
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Figura 10. Alineamiento de las secuencias de las dos proteinas anantha obtenidas como resultado del BLAST

realizado para N. tabacum.

Se decidi¢ realizar mds andlisis con BLAST de proteinas con otras especies vegetales:

Marchantia  polymorpha, Vitis vinifera, Amborella trichopoda, Physcomitrella patens,

Antirrhinum majus, Petunia x hybrida, Sphagnum fallax y con las proteinas resultantes hacer

un arbol filogenético. Sin embargo, de la especie Physcomitrella patens no se obtuvieron

resultados.

Con los genes obtenidos de los andlisis con BLAST y los que se habian visto de la

literatura (tomate y pimiento), se hizo un analisis filogenético generandose el arbol que

aparece en la figura 11. En el andlisis se observa que las proteinas ortologas de anantha,

de las Solanéaceas forman un clado tinico.

Sphagnum_fallax_Sph fabod02 Se0016.1
Amborella_trichopods_evm_27model AmTr_v1.0_scaffoldd0032.19% Am

Vitls vinifera_GSVIV T2 147001 _Vigs_vinifera
1 ————— Antirthinum_majus_AAB31352.1_Ambriata_Anmtimhinum_majus

RE oo Micatiana_benthamiana_Niben 101 5cH(B 60701 006.1_sequence_match_in

Selanum_lycopersicum_MP_{01234215.2_Anantha_Sol anum_lycopersicum
Pemnia_ACAG]TEL]_DOUBLE_TOP Pemnia_x_bybrida

Capsicum_annuum_ME_001311737.1_protein_UNUSUAL FLORAL_ORGANS Cap

Marchantia_polymorpha_ Mapely 001950019 1_Marchantia_polymoerpha

[

Micotiana_tabacum_XP 016449455 1_PREDIC TED_protein_UNUSUAL_FLORA

Figura 11. Arbol filogenético de anantha generado con las proteinas anantha o UFO de las especies Vitis vinifera,
Solanum lycopersicum, Capsicum annuum, Nicotiana benthamiana, Nicotiana tabacum, Petunia x hybrida,

Antirrhinum majus, Sphagnum fallax y Amborella trichopoda.
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43. Produccion de callo.
Los callos empezaron a aparecer a los 7 dias, pero no se consider6 que tenian el tamafio
suficiente hasta que transcurrieron 25 dias. Se pusieron 4 placas de cada especie, con 9
fragmentos de hojas en cada una, todas extraidas de un mismo recipiente. La mitad de
las placas se pusieron en condiciones de oscuridad total, y la otra mitad con un
fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad.

4.3.1. Produccién de callos de Nicotiana benthamiana.

En la figura 12 se pueden ver los callos producidos a partir de hojas de N. Benthamiana,
a la izquierda, tenemos una placa que fue cultivada en oscuridad, por ello el color de las
hojas y el callo es mas claro, no tiene tanta pigmentacion. Mientras que, en la derecha de
la figura, se observa un color mas verdoso, debido a que esta placa fue cultivada con un
fotoperiodo de luz/oscuridad y, por lo tanto, su pigmentacion es mayor. En cuanto a
produccion de biomasa de células indiferenciadas, no se aprecia diferencia entre la placa
de luz/oscuridad y la placa de oscuridad.

En ambos casos los callos que se obtuvieron no eran friables, estaban demasiado

compactos.

Figura 12. Callos producidos en placa con medio de induccion de callo de N. benthamiana cultivados en condiciones
de oscuridad (izquierda) y con un fotoperiodo luz/oscuridad (derecha).

Aparte de haberse generado masas de callo, se pudo observar también que en algunas
hojas aparecieron raices adventicias, como se puede observar en la figura 13. La
aparicion de estos o6rganos diferenciados puede deberse al efecto de las fitohormonas.
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Figura 13. Callos de N. benthamiana donde se han desarrollado raices adventicias (circulo blanco).

Los callos que se refrescaron en recipientes tuvieron resultados diferentes a los obtenidos
de las hojas cultivadas en placa. Estos callos presentaban menor grado de compactacion,
lo que se traduce en una mayor facilidad para su manipulacion y disgregacion en el paso
a medio liquido; es decir, eran callos friables (figura 14). Aparte, la biomasa que se
produjo fue mayor. En este caso solo se incubaron los recipientes en condiciones de
luz/oscuridad.

Figura 14. Imagen de un callo de N. benthamiana refrescado en recipiente.

4.3.2. Produccion de callos de Nicotiana tabacum.
En cuanto a las placas de N. tabacum, todas acabaron contaminadas y se desecharon. Por
esta razon los callos que se habian producido no se consideraron como validos para
continuar con el proceso e inocular los matraces con medio liquido. Se tuvo que repetir
el proceso de produccion de callo con nuevos fragmentos de hojas. Aun asi, en la figura
15 se puede ver una de las placas y los callos que se formaron. Se puede apreciar en
determinadas zonas de las hojas una coloracion marrdén, debida a secrecion de
compuestos fenolicos. Esta secrecién puede haber sido causada por las heridas que se
produjeron en la manipulacién. Esta coloracion se aprecia igualmente en algunas zonas
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de la masa de callo, aunque en su mayoria el color esta entre tonalidades de verde y
amarillo.

Figura 15. Placa con callos producidos en placa de N. tabacum crecidos con un fotoperiodo de luz/oscuridad con una
contaminacion producida por hongo.

A pesar de la contaminacion, de la placa que aparece en la figura anterior se hizo un
refresco de callo también en recipientes, cogiendo masas de callo de las hojas mas
distantes a la contaminacion. Estos callos se pueden observar en la figura 16. A diferencia
de las placas, los recipientes no se contaminaron y el callo pudo crecer sin problemas.

Figura 16. Imagen de un callo de N. tabacum refrescado en recipiente. El callo ha crecido internindose en el medio de
cultivo solido (derecha).

En cuanto al aspecto de los callos, el color sigue siendo algo oscuro en ciertas partes de
la masa celular. Aunque la pigmentacion es un poco mas verdosa con respecto a los
callos crecidos en placa de los que proceden, que tenian un color mas amarillento. Por
otro lado, al cultivarlos en recipientes, con mas cantidad de medio con agar, se vio que
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el callo de esta especie crece adentrandose en el medio, en vez de crecer sobre la
superficie como el callo de N. benthamiana.

Asimismo, se repitio el proceso de produccion de callo a partir de hojas de N. tabacum en
placa, descrito al principio de este apartado. En este caso, las placas no se contaminaron
y se mantuvieron en la cAmara de cultivo durante 27 dias.

Esta vez, se pudo apreciar una diferencia mas clara en la pigmentacion de los callos
formados entre las placas cultivadas en oscuridad y las cultivadas en condiciones de
luz/oscuridad que en las placas de N. benthamiana. En la figura 17 se pueden ver los callos
crecidos en oscuridad. Estos presentan un color blanco, sin pigmentacién, relacionado
con la falta de luz recibida.

Figura 17. Imdgenes de callos de N. tabacum producidos en placa en condiciones de oscuridad total.

Por otra parte, en la figura 18 estan los callos producidos en las condiciones opuestas,
los cuales presentan un color mas verdoso, con algunas zonas con coloraciéon amarilla e
incluso marrondcea. Estos callos se asemejan a los obtenidos en el primer ensayo de
produccién de callo con esta especie que se han descrito antes.
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Figura 18. Imdgenes de callos de N. tabacum crecidos en placa en condiciones de luz/oscuridad.

Viendo los resultados obtenidos, aparte de la diferencia en la coloracion de las masas
celulares producidas, la cantidad de biomasa producida también difiere entre las placas
cultivadas en oscuridad total y aquellas que se cultivaron con un fotoperiodo de
luz/oscuridad. Lo que concuerda con los resultados obtenidos en los ensayos que se
realizaron por otros investigadores anteriormente.

4.3.3. Comparacion directa y resumen general.

Por otra parte, al comparar los callos del refresco en recipientes de ambas especies (figura
19), se pueden ver bastante las diferencias que presentan. Por un lado, tenemos el callo
de N. tabacum, de color oscuro, incluso con zonas de color marrén, y con un alto grado
de compactacion; ademas de que el callo crecio internandose dentro del medio de cultivo
solido. Mientras que, por el contrario, el callo de N. benthamiana visiblemente tiene un
color mas claro, més verde; es menos compacto y se puede manejar mejor; la biomasa se
encuentra creciendo en su totalidad en la superficie del medio de cultivo, sin penetrar
en él, pero estando aun asi en contacto.

La cantidad de biomasa generada también es visiblemente diferente: el callo de N.
benthamiana es de mayor tamano que el de N. tabacum. Aunque se deberia determinar el
peso de cada uno, asi como la diferencia entre el peso inicial y el final, para ver y
cuantificar la diferencia con mayor precision.
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Figura 19. Imagen de un callo de N. tabacum (izquierda) y de un callo de N. benthamiana (derecha), refrescados
ambos en recipientes.

En resumen, por una parte, se observo que las condiciones de luz eran un parametro
importante a tener en cuenta a la hora de producir callo en ambas especies, pero sobre
todo en N. tabacum, ya que, aparte de la coloracion diferente, se produce mayor cantidad
de biomasa cuando las placas son cultivadas en condiciones de luz/oscuridad que en
oscuridad total, lo que se corresponde con los resultados observados en la literatura.

Por otro lado, las condiciones de cultivo, mas concretamente, la composicion del medio,
en cuanto al tipo de fitohormonas empleado y sus concentraciones, parecen haber sido
mas favorables para la especie N. benthamiana que para N. tabacum, dado que la biomasa
de callo producida ha sido mayor en la primera, sobre todo en los refrescos que se
cultivaron en los recipientes. Aunque para validar estos resultados haria falta realizar
otros andlisis mas objetivos, como medir el peso de los callos antes y después de
cultivarlos durante un periodo determinado de tiempo; asi como tener mas réplicas para
poder hacer andlisis estadisticos.

4.4. Cultivo celular en matraz.
Debido a los resultados obtenidos en la formacion de callo, s6lo se pudieron pasar a
matraz los cultivos de la especie N. benthamiana. Se inocularon 4 matraces, pero los callos
no eran friables, por lo que no se llegaron a disgregar bien.

Los matraces se dispusieron uno en cada esquina del incubador, como se puede ver en
el esquema de la figura 20. Dos de ellos recibian el calor de forma directa, mientras que
los otros dos no. Ademas, dos matraces recibian mas luz que los otros dos. Dentro del
incubador se genera un gradiente de temperatura, siendo ésta de 28 grados en el extremo
donde se genera calor para mantener la temperatura constante, y de 26 en el extremo
opuesto.
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Figura 20. Representacion grdfica del incubador empleado para realizar los ensayos. Los matraces estin etiquetados
con letras (A-D) correspondientes al etiquetado que se empled en el ensayo. Las fuentes de calor y luz estdin
representadas con flechas, sefialando la direccion con las que incidian. Las zonas representadas en gris equivalen a
paredes opacas del incubador que no dejaban pasar la luz.

Este gradiente afectd al crecimiento del cultivo celular, ya que los matraces que estaban
en el extremo opuesto, a menor temperatura, no crecieron nada e incluso perdieron la
pigmentacién (Figura 21 C-D). Por otra parte, los dos matraces que recibian el calor de
forma directa tuvieron un mayor crecimiento, y los agregados celulares mantuvieron la
pigmentacion (Figura 21 A-B). Entre estos dos también se aprecié un poco de diferencia
en el crecimiento, que podria deberse a la exposicién a la luz, no recibian la misma

cantidad de luz en las posiciones en las que se encontraban dentro del incubador.

Figura 21. Imdgenes de los matraces donde se cultivaron las células vegetales a los _ dias de la inoculacion. A,B son
los matraces situados cerca de la fuente de calor: A en la zona expuesta a menos luz, B en la zona que recibia mds
cantidad de luz. C,D se corresponden con los matraces situados en el lado opuesto de la fuente de calor: C recibia mis
luz, D estaba en la zona mas oscura del incubador.

En este experimento no se pudo medir la densidad dptica, ya que las masas de células
no se disgregaron correctamente y, por tanto, la medida no iba a ser fiable. Tampoco se
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pudo hacer un seguimiento del peso de los matraces de forma continua. Aun asi, se llegd
a apreciar un aumento en la biomasa de los matraces A y B, que fueron los que tenian
las condiciones de cultivo Optimas de temperatura. Para aumentar la disgregacion de las
células se podria emplear algtin compuesto para degradar las paredes celulares y asi
llegar a tener un cultivo celular mas homogéneo, sin agregados celulares; o bien inocular
los matraces con callo que fuese friable.

Cuando se obtuvieron callos de N. tabacum que se consideraron viables para continuar
con el proceso del cultivo in vitro, se repitid el paso de masas de callo a matraz con medio
liquido, esta vez, con cultivos de las dos especies. Teniendo en cuenta la configuracion y
morfologia del incubador, se decidi6é poner dos matraces de cada especie, uno de ellos
cerca de la fuente de calor, y otro en el otro extremo. Se tom¢ esta decision debido a que
la mayor diferencia en el crecimiento que se aprecid en el anterior experimento fue a
causa de la diferencia en la temperatura. Los matraces determinados como “1” estaban
en el extremo opuesto de la fuente de calor, y los determinados como “2” eran los que
recibian de forma directa el calor. Anadir que los matraces de N. tabacum se dispusieron
en la zona delantera que, seguin los resultados obtenidos anteriormente, recibia mayor
cantidad de luz ambiental. Aunque se modifico la arquitectura del incubador para que,
tedricamente, todos los matraces recibieran la misma cantidad de luz.

En este caso, los callos se disgregaron mejor que en el anterior experimento, aunque no
fue una disgregacion completa y total, como se aprecia en la figura 22. Como los callos
de N. benthamiana estaban menos compactados y se podian manipular mejor, se
disgregaron mas que en el caso de N. tabacum cuando se pasaron a medio liquido. Los
agregados de N. fabacum tenian un color mds oscuro, como los callos de los que
proceden. Mientras que los de N. benthamiana presentaban una coloracién mas verde y

clara, también parecida a la del callo con el que se inocularon los matraces.

Figura 22. Imagen de los matraces empleados para el cultivo de las células vegetales justo después de la inoculacion.
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Tras 5 dias de cultivo en el incubador se observé que un matraz de cada una de las
especies se habia contaminado por hongos, pero se siguieron manteniendo hasta el final
del ensayo. El peso de los matraces decrecio en comparacion con el peso inicial. Aunque
la disminucion no era muy significativa debido a que la balanza no tenia mucha
precision. La biomasa aumentd ligeramente, aunque solo se obtuvieron resultados
visibles. La coloracién de los agregados de N. tabacum adquirié un tono mas marrén.
Mientras tanto, los agregados de N. benthamiana seguian siendo de color verde claro. Los
matraces se muestran en la figura 23.

"
Y . .
N. tabacum

Figura 23. Imagen de los matraces empleados en el cultivo celular, tras 5 dias de cultivo en el incubador.

El aspecto de los matraces una semana después se puede ver en la figura 24. Las
contaminaciones siguieron creciendo en los matraces, inhibiendo el crecimiento de las
células vegetales; los otros dos matraces no se llegaron a contaminar. Con respecto a la
biomasa, se pudo apreciar un ligero aumento en comparacién con la cantidad de
biomasa de la semana anterior, aunque este aumento sdlo se pudo cuantificar de forma
visible. El aspecto de los agregados seguia siendo el mismo: por un lado, los agregados
de N. tabacum tenian la misma coloracion oscura, mientras que el color de los agregados
de N. benthamiana tenia una tonalidad verde clara, algunos de ellos llegando a ser casi
blancos. El peso de los matraces seguia decreciendo, pero la diferencia era casi
inapreciable, debido a la precision de la balanza, como se mencioné anteriormente.
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Figura 24. Imagen de los matraces empleados en el cultivo celular, tras 12 dias de cultivo.

Segun la literatura, los cultivos celulares de lineas transgénicas en medio liquido de N.
benthamiana tienen su pico mas alto de crecimiento sobre los 18 dias de cultivo (Sukenik
et al. 2018). Por otra parte, otros estudios realizados con lineas de N. tabacum realizaban
los subcultivos a los siete dias (Dean, Mohammed, y Fitzpatrick 2005; van Gulik, ten
Hoopen, y Heijnen 1992; Negrel y Javelle 2010) cuando, en teoria, los cultivos estarian
en fase exponencial de crecimiento o en su maximo. Se decidié dejar los cultivos un
tiempo que estuviese entre esos dos rangos, que fueron al final 12 dias.

Sin embargo, tras ver los resultados obtenidos, habria sido mejor seguir con los cultivos
en el incubador durante mas dias, para ver si la produccién de biomasa pudiese alzancar
niveles mas altos. Por ejemplo, en el primer ensayo que se hizo sélo con N. benthamiana,
la biomasa siguié aumentando después de estos 12 dias. Ademads de que las condiciones
de cultivo empleadas no estan optimizadas, y el crecimiento podria estar siendo mas
lento de lo constatado en la literatura.

En la figura 25 aparece una grafica donde se exponen los pesos de cada matraz. Los pesos
aparecen en el eje Y, mientras que las fechas en las que se realizaron las mediciones
aparecen en el eje X. Cada matraz estd representado con un color y un simbolo, como
aparece en la leyenda de la grafica. Con el paso de los dias se observa que los pesos de
los matraces van decreciendo, a pesar de que la biomasa dentro de ellos aumenta, bien
por las células vegetales o por las contaminaciones fungicas. Teniendo en cuenta estos
resultados, se podria afirmar que este método no es el adecuado para la determinacion
de la formacion de biomasa. Se deberia recurrir a métodos mas invasivos, como la
determinacion del peso seco. En ese caso, seria adecuado tener un mayor ntiimero de
réplicas, aunque éstas fuesen de menor tamano. De esta forma, se podrian tomar
medidas cada cierto tiempo y hacer una curva que se pudiese emplear como modelo
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para futuros proyectos. Esta curva se podria correlacionar con una curva de densidad
optica, la cual también se podria emplear como modelo.
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Figura 25. Grifica con los pesos de los matraces en cada fecha de medicién.

En cuanto a la densidad dptica, como sélo se considerd medirla al final del ensayo, para
evitar que hubiese mas contaminaciones, ya que el cultivo de los matraces se hizo en las
instalaciones de BIONET, donde se realizan cultivos de microorganismos (bacterias,
hongos, levaduras). Aunque los callos eran mas friables que en el ensayo anterior, las
masas de células no se llegaron a disgregar del todo y quedaron aun asi agregados
celulares, por lo cual, la densidad éptica tampoco se estim6 como un parametro fiable.
Los valores obtenidos se encuentran en la Tabla 5.

Tabla 4. Densidad dptica medida a una longitud de onda de 600nm de cada matraz.

N. benthamiana N. tabacum
1 2 1 2
I 0OD600 Contaminado 0.03 0.04 Contaminado

5. Conclusiones
Tras analizar exhaustivamente los resultados obtenidos de los ensayos realizados, se

puede concluir que:

1. El protocolo seguido para el establecimiento del cultivo in vitro fue el adecuado
para ambas especies.

2. Se ha conseguido establecer cultivos in vitro de N. benthamiana y de N. tabacum,
llegando hasta el cultivo de células en medio liquido, aunque el paso de callo a
cultivo liquido no se ha conseguido optimizar para tener un cultivo totalmente
homogéneo sin agregados celulares de gran tamario.
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10.

11.

12.

13.

Las plantas producidas en condiciones in vitro tenian aspecto saludable en
ambos casos y las diferencias observadas entre las diferentes especies (color de
la planta, nimero y tamafio de las hojas) se atribuyen a diferencias relacionadas
con el fenotipo propio de cada especie, y no a que las condiciones de cultivo
hayan propiciado dichas diferencias.

Las plantulas de N. benthamiana fueron capaces de producir flores, aunque éstas
no llegaban a su completo desarrollo, mientras que ninguna de las plantulas de
N. tabacum presento flores.

En algunas plantas de la especie N. benthamiana aparecieron meristemoides
ectopicos. Este fendmeno podria estar relacionado con una mutacion o
condiciones de cultivo que alteren la expresion del gen anantha. Tras hacer un
analisis mediante BLAST se han encontrado tres copias de este gen en el genoma
de N. benthamiana, lo que indica que al menos uno de los tres deberia mostrar
expresion diferencial.

Las condiciones de luz afectan a la produccion de callo: en N. benthamiana los
callos tenian diferente coloracion. Eran verdes en condiciones de luz/oscuridad
y blancos en condiciones de oscuridad total. En N. tabacum, aparte de que los
callos diferian en el color, la cantidad de biomasa generada también fue desigual.
Asi, en los callos cultivados con luz fue mayor que en los callos cultivados en
oscuridad total.

Las condiciones de cultivo, sobre todo la composicion del medio, resultaron ser
mejores para N. benthamiana que para N. tabacum en el proceso de induccion de
callo. La primera produjo mas cantidad de biomasa y con mejor aspecto, ademas
de que sus callos eran mas friables y su nivel de compactacion era menor.

Los callos de N. tabacum crecieron de forma diferente a los de N. benthamiana: la
masa celular se adentraba en el medio de cultivo en vez de crecer sobre la
superficie.

En ambas especies, el refresco de los callos en recipientes fue mejor que el cultivo
en placas, ya que la biomasa producida fue mayor. Ademas, en el caso de N.
benthamiana los callos eran mas friables.

Se ha observado que la temperatura es un pardmetro clave para el cultivo de
células vegetales en medio liquido. Una diferencia de temperatura de +2°C puede
llegar a suponer la inhibicién o no del crecimiento, como se ha demostrado con
el primer ensayo que se ha realizado con el cultivo de células de N. benthamiana.
Los parametros empleados para el seguimiento del crecimiento de las células en
el cultivo en medio liquido no fueron los adecuados.

No se han apreciado diferencias significativas en cuanto a la velocidad de
crecimiento y la cantidad de biomasa producida en el cultivo in vitro de estas dos
especies vegetales. Mds concretamente en los pasos desde la germinacion de las
semillas hasta el desarrollo de las plantas completas.

En la produccion e induccion de callo se han observado ciertas diferencias
relacionadas con la produccion de biomasa entre N. benthamiana y N. tabacum.
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Estas diferencias también se han podido apreciar en el crecimiento en medio
liquido.

14. Seria aconsejable realizar una mayor cantidad de réplicas en los experimentos
para poder hacer un analisis estadistico y respaldar con él los resultados que se
obtengan.

15. Se deberian establecer parametros objetivos para medir el crecimiento y el
desarrollo de los cultivos. Por ejemplo, la altura de las plantas, el tamafio de la
raiz o de los cotiledones de las semillas germinadas, peso de las masas de callo
producidas. De esta forma, se podrian analizar y comparar los resultados de una
forma mas objetiva.
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