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DESCRIPCION

Métodos in vitro para la induccion y el mantenimiento de lineas celulares vegetales como células en suspension
Unicas con paredes celulares intactas, y su transformacion.

Campo de la invencion

La invencion pertenece en parte al ambito de la propagacion de lineas celulares vegetales, incluyendo los métodos
para la propagacion de células vegetales en suspensiones en forma de células Unicas

Antecedentes de la invencion

Durante las ultimas dos décadas, las técnicas de ingenieria genética vegetal han experimentado grandes avances
acompafiados de grandes mejoras en el desarrollo de los procesos de cultivo de células vegetales a gran escala
para la produccion de metabolitos secundarios utiles. Desde 1995 (Moffat, 1995; Ma et al., 2003), estos cultivos de
células vegetales en suspension se han utilizado de manera creciente como valiosos sistemas de células
hospedadoras para la expresion de proteinas recombinantes.

Las suspensiones o los callos inducidos por auxinas, pese a tener su origen en un Unico tejido, suelen contener
células con diversos fenotipos. Por ese motivo, las lineas transgénicas elaboradas a partir de tales tipos de células
acostumbran a ser muy heterogéneas y a presentar niveles de expresion irregulares. Ello ha hecho necesaria la
obtencion de clones productores de multitud de metabolitos secundarios utiles a partir de un Unico protoplasto, como
por ejemplo un clon celular productor de shikonina en grandes cantidades, preparado a partir de protoplastos de
Lithospermum erythrorhizon (Maeda et al., 1983).

Hasta ahora era preciso formar protoplastos para disgregar las células, no sélo con el fin de seleccionarlas sino
también para posibilitar la transformacion por electroporacion/PEG de las células vegetales cultivadas. La
preparacion de los protoplastos ha sido necesaria para el aislamiento de clones celulares individuales a partir de
tejidos vegetales. Sin embargo, en general resulta dificil que los protoplastos regeneren sus paredes con
normalidad, puesto que los protoplastos aislados suelen permanecer en latencia y no son proclives a dividirse
(Hahne and Hoffmann, 1984). En muchos estudios efectuados con protoplastos cultivados, el primer y mas
importante polisacarido generado es la callosa, compuesto de 1,3-, 8-glucopiranosas (Klein et al., 1981).

Las plantas dafadas o estresadas segregan a menudo grandes cantidades de dicho glucano a los espacios
periplasmicos (Currier, 1957). Durante las primeras etapas de la regeneracion de la pared, la unioén entre la celulosa
y el xiloglucano no es tan fuerte como en las plantas intactas (Hayashi et al., 1986). Dado que la organizacion
macromolecular del xiloglucano y de la celulosa en las paredes celulares primarias parece ser la responsable de la
resistencia y la extensibilidad (Hayashi and Maclachlan, 1984), la acumulacién de xiloglucano y celulosa alrededor
de los protoplastos parece ser esencial para su division y potencial de crecimiento. Este prerrequisito frena la
divisién del protoplasto, dilatando el tiempo que éste necesita para regenerarse en una célula normal, dotada de las
caracteristicas celulares de las lineas parentales.

Por lo tanto, uno de los desafios técnicos en el campo de los cultivos de células vegetales estriba en aislar células
viables Unicas, susceptibles de ser clonadas a partir de tejidos vegetales cultivados (Bourgin, 1983; Tabata et al.,
1976). Los cultivos en suspension siempre generan agregados heterogéneos de células, constituidos por hasta
varios centenares de células. Nada se sabe sobre lo que mantiene unidas a las células agregadas y no existen
publicaciones que sefialen una Unica enzima que pueda disociar los agregados y mantenerlos en forma de células
unicas con la pared celular intacta en condiciones in vitro.

Diversos articulos apuntan a la pectina como parte implicada en las propiedades adhesivas de la célula, pero dicho
vinculo se ha propuesto en tiempos relativamente recientes (Bouton et al., 2002). Ademas, se han descrito fuertes
reducciones de las propiedades adhesivas celulares (Sterling et al., 2006).

Los mutantes qual-1 presentan células radiculares desprendidas y Unicas (Bouton et al., 2002). EI menor contenido
de pectina ha sido corroborado por experimentos de inmunofluorescencia con anticuerpos dirigidos contra epitopos
especificos de la pectina. Tales observaciones apuntan a que la enzima codificada puede estar implicada en la
sintesis de polisacaridos pécticos e indica claramente que la pectina desempefia un cometido en las propiedades
adhesivas de las células vegetales.

Asi pues, la alteracion de la sintesis de pectina con el fin de eliminar las propiedades adhesivas celulares puede
facilitar la separacién de las células. En cultivos en suspension de Taxus se ha descrito el aislamiento de células
Unicas tras un solo tratamiento a base de enzimas degradadoras de pectina aplicado con ese propésito (Naill, 2005).
Tales células Unicas de Taxus fueron seleccionadas para obtener lineas clonales de élite productoras de niveles
elevados de taxol. Sin embargo, dicho método no resulta util para el mantenimiento de células Unicas en suspension
con la presencia continua de enzima en el medio. Por su parte, el rendimiento maximo de células Unicas obtenido
con un tratamiento a base de breves pulsos de enzimas o combinaciones de enzimas fue solo del 17,1% al 34,4%
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(Naill, 2005). El tratamiento continuo de suspensiones de arroz con pectinasa sélo ha dado como fruto pequefios
agregados en suspension a concentraciones del 0,005%, sin que la suspension pudiera mantenerse en forma de
células unicas (Lee et al., 2004). Los tratamientos prolongados con la combinacion de enzimas formada por
pectinasa y celulasa durante mas de 8 horas han acabado provocando la lisis de las células (Naill, 2005).

En cambio, se ha descrito que la separacién de las células en cultivos en suspensién de soja mejora con la
presencia de colquicina (Umetsu et al., 1975). Para la separacion de células, este alcaloide se afiade al medio de
cultivo en concentraciones mas bajas (0,1-1,0 mM) que las empleadas (5-20 mM) para la induccién de la poliploidia
cromosomica. Sin embargo, la colquicina inhibe la mitosis tanto en las células vegetales como animales (Lewin,
1980), dado que se une a la tubulina e impide el ensamblaje de los microtibulos. De ahi que para conseguir la
separacion de las células, la concentracion de colquicina y el tiempo de tratamiento deban ser lo mas bajos y breves
posible.

Los alcaloides derivados de la colquicina han sido utilizados para la sincronizacién del crecimiento en cultivos de
células animales, finalidad para la que normalmente se afiaden en una concentracién de 0,5 mM, resultando las
células detenidas en pocas horas, antes de la mitosis. Aunque el efecto morfogénico es bastante similar al de las
células animales, las células vegetales pueden seguir dividiéndose en presencia de colquicina 0,1 mM (Umetsu et
al.,, 1975). La viabilidad de células de soja disminuy6 después de 4 dias de cultivo en suspension con colquicina 1
mM. Ademas, sélo el 44,8% de las células resultaron viables con tales tratamientos, pero a diferencia de lo que
sucede con las células animales, pudieron mantenerse en division.

Se ha investigado la utilizacion de inhibidores de la despolimerizacién de tubulina y de las oligosacarinas para el
mantenimiento de suspensiones de células Unicas en cultivos vegetales in vitro. La bibliografia ofrece cierta
informacion que se remonta hasta 1975 referente a la utilizacion de colquicinas para la separacién de células; véase
el apartado de Referencias bibliograficas. También se ha investigado la utilizacién de los inhibidores de la tubulina
como herbicidas.

La produccién y la recuperacion de eventos transgénicos de élite dependen en gran medida del desarrollo de
tecnologias factibles. Los métodos actuales para la transformacion de agregados de células en suspension se basan
en Agrobacterium y fibras. El método basado en Agrobacterium presenta una tasa de integracion de fragmentos
superfluos del vector de hasta el 67-90%, lo que lo convierte en un proceso muy ineficiente, mientras que la
transformacion con WHISKERS™ no sirve como proceso de alto rendimiento (HTP). EI método basado en el uso del
PEG se utiliza siempre con protoplastos, pero aunque en el caso de los protoplastos de tabaco se ha demostrado su
facil transformacion, no resulta facil convertirlo en un proceso de transformacion de alto rendimiento por los
problemas de regeneracion de la pared celular.

La técnica parece no pronunciarse en lo referente a protocolos destinados a la transformaciéon de células Unicas
cultivadas en suspension. Existen varios informes sobre protocolos con protoplastos, pero a diferencia de las
suspensiones de células vegetales Unica éstos carecen de pared celular, tal y como se expone a continuacion.

Breve sumario

La presente invencién proporciona métodos sencillos y sistematicos para romper agregados de células en
suspensién y convertirlos en células Unicas con sus paredes celulares primarias intactas. La siguiente descripcion
analiza la separacién celular de agregados de células en suspension inmersos en un medio con enzimas
degradadoras de la pectina o compuestos despolimerizantes de la tubulina tales como la colquicina.

La presente invencion también se refiere a nuevas utilizaciones de compuestos con tales fines.

Un aspecto de la presente invencion se refiere a la transformacion del objeto de interés, esto es, las células unicas.
Tales procesos simplifican e integran los procesos de transformacion y seleccion de las células unicas,
convirtiéndolos en procesos operativos para la creacion de eventos transgénicos y transplastdomicos. La presente
invencién también solventa obstaculos técnicos y genera lineas transgénicas exentas de marcadores que presentan
una expresion uniforme con altos rendimientos, Utiles para satisfacer diversas necesidades en los ambitos de la
salud animal, la biofarmacéutica y la mejora y proteccion de cultivos.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Aislamiento de células Unicas con la pared celular intacta a partir de células JTNT1 en suspension
sometidas a tratamientos continuos con pectoliasa y subcultivadas en el medio durante 7 dias.

A — Suspensién BY2 normal, B — Igual que A, pero con células teiidas con I12KI para mostrar la agregaciéon de
células; C y D — Células separadas después de 6 dias de tratamiento enzimatico continuo; E y F — células Unicas
separadas con y sin tincion con 12KI. Véase la division celular normal en la FIG. 1, panel F.

Figura 2: Viabilidad de células BY2 tras 6 dias de tratamiento continuo con pectoliasa (células tratadas con DAF y
YP) y el rendimiento de células unicas.
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A: Agregados de células BY2; B: BY2 en in6culo de 1 ml con pectoliasa en el medio durante 5 dias; C: inéculo de 6
ml con enzima en el medio, dia 5; D, E y F: fotografias de campos microscopicos de C; G: agrupaciones control
formadas por la variante celular BY2 cultivada con BAP y sacarosa al 12%; H e I: células Unicas resultantes de 5
dias de tratamiento enzimatico continuo de G. Células tefiidas con DAF e YP. Se observan las células muertas
tefiidas de rojo por el YP.

Figura 3: Induccién de células Unicas en suspension a partir de agregados en suspension de células de tabaco BY2
y Xanthi mediante 7 dias de tratamiento con colquicina.

A: agregado en suspension de BY2 normal (tincion con calcofltor); B: Suspension de células BY2 unica en
colquicina 1 mM durante 7 dias; C: Igual que en B, pero aumentado para mostrar células Unicas con las paredes
intactas; D: agregados en suspension de Xanthi; E: agregados en suspension de Xanthi tratados durante 7 dias con
colquicina 0,5 mM. Véase la liberacion parcial de células unicas con 0,5 mM; y F: células separadas de Xanthi en
colquicina 1 mM.

Figura 4: Liberacion de células unicas con la pared celular intacta tras someter a tratamientos con colquicina
diversos agregados en suspensién de tabaco BY2 y Xanthi.

A: agregados en suspensiéon de BY2 normales B: suspensién de células BY2 unica obtenidas con colquicina 1 mM
durante 7 dias; C y D: reversion de las células a agregados tras la retirada de la colquicina (4 dias después del
subcultivo con 1 ciclo de cultivo de tratamiento con colquicina); E: agregados en suspension de Xanthi; F: agregados
en suspension de Xanthi tratados durante 7 dias con colquicina 1 mM. Se aprecian las células Unicas liberadas de
los cultivos de BY2 y de Xanthi y la presencia de la pared celular intacta que revela el blanqueador 6ptico calcofltor
(todas las muestras fueron tratadas con calcofltor al 0,1% y examinadas con un microscopio de fluorescencia
Leica).

Figura 5: Liberacion de células unicas viables con paredes celulares intactas mediante tratamientos con colquicina a
partir de agregados en suspension de tabaco de la variedad BY2 (habituadas en medio EP con sacarosa al 12%) y
de estramonio.

A: agregados en suspension de BY2-V normales B: vision a mas aumentos de los agregados no tratados; C, D y E:
induccién de la suspensién de células unicas BY2 con colquicina 1 mM durante 7 dias (células a 10x, 20x y 40x%
aumentos); F: induccion de células Unicas en una suspension de estramonio con el tratamiento con colquicina 1 mM
durante 7 dias. Todas las muestras fueron tratadas con DAF e YP y examinadas con un microscopio de
fluorescencia Leica. Véase la alta viabilidad de las células que revela la tincion con DAF y el escasisimo numero de
células tefiidas de rojo por el YP.

Figura 6: Efectos sobre el crecimiento de células de tabaco NT1 del DAS-PMTI-1, un derivado del metilindol
patentado por Dow AgroSciences (DAS) y un potente herbicida inhibidor de los microtubulos. Las células se
cultivaron con y sin DAS-PMTI-1 25 o 50 nM en medio NT1B con glicerol al 3% como Uunica fuente de carbono.
Todos los valores de peso fresco representan las medias + 0,18 de muestras duplicadas.

Figura 7: Produccion de células Unicas y de colonias a partir de lineas en suspensiéon DAS GAD1762-034.
Figuras 8A, 8B y 8C: Colonias de 2-6 semanas crecidas a partir de células unicas DAS GAD1762-034.

Figura 9: Muestras recogidas a los 7 y 13 dias durante mas de 4 ciclos de subcultivo y sometidas a analisis de
expresion. Los datos de expresion se representan graficamente.

Figura 10: células unicas BY2 obtenidas con DAS-PMTI-1. Se us6 una concentracion de 20-50 nM para producir
células unicas al cabo de 5 dias de subcultivo. Se aprecia que las células son unicas (la pareja tiene los margenes
solapados); la fotografia se tomd con un microscopio de contraste de interferencia diferencial acoplado a un sistema
de imagen confocal.

Figura 11: Expresion de YFP (plasmido Ubi10-YFP) después de 72 h de tratamiento con PEG. Una de las pequefas
células hijas (en divisién) situada en el plano de enfoque muestra expresion de GFP, lo que indica que la expresion
puede ser estable.

Figura 12: Izquierda: tejido control sin tratar inhibido por la kanamicina 100 mg/l. Derecha: supuesto aislado
transplastomico derivado de célula unica creciendo en el medio selectivo.

Figura 13: Produccion de lineas clonales a partir de suspensiones de células Unicas de zanahoria. Crecimiento en
tapiz en medio M sembrado con agregados de suspension sin tratar (panel A). Crecimiento de colonias discretas en
el medio sembrado con las células Unicas (panel B).

Figura 14: Tratamiento con colquicina 0,5-1 mM en medio liquido y cultivos analizados 14 dias después del inicio
del subcultivo (final del segundo ciclo de subcultivo). A: células Unicas desprendidas de los aglomerados; B:

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2406 087 T3

Agregado muy compacto de células coloreado con la tincion vital DAF; C y D: células unicas tefiidas con DAF
desprendidas tras el tratamiento con 1 y 0,5 mM respectivamente, después de filtrar la suspension (filiros con poros
de 100 um de diametro); E y F: Imagen a mas aumentos de las células unicas de D.

Figura 15: Curva de crecimiento de células JTNT1 Unicas en respuesta a MTI.
Descripcion detallada

La capacidad para aislar y cultivar células unicas tiene numerosas aplicaciones potenciales. Por ejemplo, los
métodos presentados en la presente memoria son Utiles para mejorar procesos relacionados con la productividad de
cultivos de células vegetales destinados a aplicaciones en salud animal.

Asi pues, los métodos de la presente invencién son utiles para mejorar la eficiencia de procesos relacionados con
productos de salud animal y biofarmacia fabricados a partir de células vegetales. Las formas de realizacién de la
presente invencion pueden ser de ayuda tanto en la seleccién de clones de élite de lineas celulares transgénicas,
como en la iniciacién de cultivos celulares en minisuspensién con el fin de minimizar la variacién entre lotes, o
desarrollar un Protocolo normalizado de trabajo (PNT) para sistemas de transformacion basados en células Unicas
con el fin de minimizar o eliminar las células no transgénicas de los agregados celulares. En resumen, aspectos de
esta invencion resultan Utiles en la seleccion de alto rendimiento HTP (proceso de alto rendimiento) en salud animal
y en programas de mejora de lineas de células hospedadoras.

La presente invencion también ejemplifica y posibilita nuevos desarrollos de ensayos basados en células Unicas y
procesos de clasificacién de células para identificar células con expresion estable a partir de la expresién de ARN
combinada con sondas fluorescentes celulares con atenuacion.

Estas células unicas también son utiles para la seleccion transitoria por recombinacion homdloga dirigida, como
sustituta del actual sistema transitorio basado en protoplastos. Por ejemplo, las suspensiones de maiz dulce
mexicano negro (BMS) y de colza, pueden proporcionar sistemas de células Unicas para tales aplicaciones. Asi
pues, la recombinacion homéloga dirigida, por ejemplo, puede ser utilizada en formas de realizacion de la presente
invencion. Este tipo de tecnologia es el objeto de, por ejemplo, el documento WO 03/080809 A2 y la correspondiente
solicitud estadounidense publicada (US 20030232410), referente a la utilizacion de dedos de cinc para la
recombinacién dirigida. La utilizacion de recombinasas (cre-lox y flp-frt, por ejemplo) también es conocido en la
técnica.

Los sistemas de expresion vegetal in vitro pueden ser utilizados para producir proteinas recombinantes Utiles en
farmacia y salud animal. Una ventaja clave de estos sistemas de expresion vegetal es que son de naturaleza
eucariota — poseen un sistema de endomembranas y de vias secretoras similar a las de las células de mamifero.
Ello hace que, en general, las proteinas complejas se plieguen y ensamblen de forma eficiente, con las
modificaciones postraduccionales apropiadas.

Otra ventaja de los sistemas de produccion vegetal son las posibilidades de ampliacion. Es posible obtener
cantidades practicamente ilimitadas de proteinas recombinantes en tejido verde contenido o aumentar la escala de
produccién hasta niveles industriales utilizando sistemas de fermentacion o biorreactores después de seleccionar
clones de élite y aumentar tales lineas celulares de expresion homogénea.

En la presente memoria se ejemplifican dos estrategias para la produccion de células Unicas. Ambas consiguieron
separar con éxito células viables Unicas. No obstante, al menos en dos tipos de células en suspension se prefiere el
método de la colquicina frente al método de degradacion enzimatica para obtener un gran volumen de suspension
de células unicas con la pared celular intacta. El método enzimatico no s6lo generd una inhibiciéon del crecimiento
celular, sino un mayor grado de mortalidad. Ademas, la siembra de las células viables en un medio de gel sin
eliminar o lavar previamente el medio utilizado ocasioné su muerte, y no se observé ningin crecimiento de colonias.
Asi pues, la utilizacién de tales suspensiones de células unicas producidas mediante el método de degradacion
enzimatica es factible, pero necesita ser optimizado.

Por su parte, la adicion de inhibidores de la tubulina como la colquicina analizada en este estudio parece resultar
muy util para separar células vegetales y seleccionar células unicas. Este método es sencillo puesto que solo implica
la adicion del volumen apropiado de colquicina al medio liquido durante la fase de subcultivo. Esta sera una
herramienta fundamental de gran significacion para una suspensiéon dada en procesos como la iniciacion de cultivos
en minisuspension con un indculo uniforme de células altamente viables como células iniciadoras. La técnica puede
aumentar la eficiencia de la transformacion por electroporacion, Whiskers™ o Agrobacterium. Tal preparacion de
células Unicas también puede ser utilizada para aislar clones de élite de lineas productoras de proteina
recombinante a partir de agregados transgénicos en suspension.

Pese a que el método de los protoplastos ha sido utilizado para el aislamiento de células unicas, el método de la
colquicina presentado en la presente memoria es mas facil y mas eficiente. Las células Unicas obtenidas con el
método de la colquicina son mas estables que los protoplastos gracias a la presencia de las paredes celulares, y no
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requiere la regeneracion de las mismas. Las células presentan paredes con una red de xiloglucano/celulosa de
composicion normal (Hayashi and Maclachlan, 1984). No producen calosa durante la expansion celular y la
separacion, tal y como se aprecia en las observaciones en que células de plantulas de pino, elongadas en presencia
de colquicina, no mostraron un engrosamiento anormal de la pared sino un agrandamiento radial (Itoh, 1976). El
crecimiento de las células es normal después del subcultivo en un medio sin colquicina, mientras que la mayoria de
protoplastos se detienen y tienden a no dividirse. Las células cultivadas con colquicina pueden presentar cierto
grado de poliploidia, pero las concentraciones de colquicina utilizadas (0,1-1,0 mM) en este estudio fueron del orden
de 10 a 100 veces inferiores a las necesarias (5-20 mM) para inducir la poliploidia. La recuperacion de células
Unicas ha resultado mucho mejor con el método de la colquicina que con los protoplastos. Las células de interés
pueden ser analizadas con citometria de flujo para evaluar el nivel de poliploidia y la estabilidad del genoma.
Ademas, los niveles elevados de ploidia pueden suponer una ventaja adicional, al potenciar el nivel de proteina
recombinante gracias al mayor niumero de copias en las células transformadas.

La actividad del galacturonano ha demostrado cumplir funciones bioldgicas de separacion celular en células de soja
en suspensién y estan descritas como oligosacarinas, porque mostré funciones biolégicas en la separacién de
células (Albersheim and Darvill, 1985). Por consiguiente, el acido galacturénico también es analizado en estas
células en suspension para lograr la separacién de células sin ningun cambio en la ploidia, por si hubiera algun
cambio en la ploidia inducido por la colquicina en las suspensiones de células Unicas descritas en la presente
memoria. Por lo tanto, el uso directo del galacturonano y de otras oligosacarinas similares ha sido evaluado para
comparar la eficiencia en la separacion de células mediante la alteracion de las propiedades adhesivas celulares. La
presente invencién proporciona métodos sencillos que son reproducibles y homogéneos durante varios pases de
células en suspensién, sin que por ello pierdan la estabilidad genémica.

Un compuesto preferido ejemplificado en la presente memoria es el DAS-PMTI-1. Este compuesto parece ser muy
potente (~100-1000 veces mas que la colquicina sobre el crecimiento de los cultivos). Después de 7 dias de
tratamiento se producia una considerable muerte celular a una concentraciéon de 0,5 mM, pero cuando estos cultivos
se subcultivaron sin DAS-PMTI-1, células PH en suspension se recuperaron en forma de células unicas con una
baja frecuencia al cabo de 2 semanas. Se podria proseguir con la optimizacién para determinar las mejores
concentraciones de este compuesto para cada aplicacion (tipo de célula y similares) destinada a la separacion de
células unicas. Otros inhibidores MTI con funciones similares pueden ser utilizados para las separaciones de células
de interés mediante la alteracion de la sintesis de pectina. A partir de la presente descripcion, se pueden analizar y
seleccionar otros inhibidores MTI y analogos de los mismos para determinar su eficiencia al producir y mantener
células unicas.

La estructura quimica del DAS-PMTI-1, también conocido como etiléster del acido 4-cloro-1,5-difenil-1H-pirazol-3-

iloxi)-acético, es la siguiente:
/S
cl o) (o]

4\

N

Un género preferido de compuestos para la utilizacion segun la presente invencion son los compuestos de tipo DAS-
PMTI-1. Tales compuestos pueden ajustarse a la estructura general presentada anteriormente e incluir derivados
funcionales (para la utilizaciéon segun la presente invencion) y analogos de los mismos.

A continuacion se muestra una férmula quimica genérica de algunos inhibidores de microtubulina conocidos para la
utilizacion la presente invencion. Si bien el DAS-PMTI-1 es una forma de realizacion preferida, en otras formas de
realizacién preferidas se utilizan uno o varios miembros del siguiente género de diarilpirazol conjuntamente con
colquicina:

en la cual
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- X = CO2R, CH2CO2R, CH2CH2CO2R, (CH2)3CO2R, OCH2CO2R, OCH(CH3)CO2R, OC(CH3)2CO2R,
CH20CH2CO2R, CH2CH(CO2CH2CH3)CO2R, OCH(CO2CH2CH3)CO2R

- Y =CN, CI, Br, F, NO2

- Ar1 = fenilo no sustituido, piridina no sustituida, 1-3 fenilo sustituido, 1-3 piridina sustituida, sustituido con
halégeno o CN

- Ar2 = fenilo no sustituido, piridina no sustituida, 1-3 fenilo sustituido, 1-3 piridina sustituida, sustituido con
halégeno o CN

- R = H o éster lineal o ramificado con 1-5 carbonos

Asi pues, con inhibidores de microtubulos se han conseguido producir cultivos en suspension de células vegetales,
que pueden mantenerse en cultivo durante al menos 2 ciclos de subcultivo. Estas suspensiones de células Unicas
son unicas en el sentido de que poseen la pared celular intacta, pese a lo cual viven separadas entre si.

Una planta, célula vegetal o similar “transgénica” es (a menos que se especifique de otra manera) una planta entera,
célula vegetal, cultivo de células vegetales, linea de células vegetales, cultivo de tejido vegetal, planta inferior, cultivo
de células de plantas monocotileddneas, cultivo de células de plantas dicotiledoneas, o progenie de las mismas
derivada de una célula vegetal transformada (o protoplasto o similar) que contiene ADN exdgeno introducido
mediante técnicas de laboratorio y que no estaba originalmente presente en una célula vegetal no transgénica nativa
de la misma especie. Los términos “planta transgénica” y “planta transformada” son utilizados a veces en la técnica
como términos sindnimos para definir una planta cuyo ADN contiene una molécula exdégena de ADN. Una planta
transgénica puede ser transformada de forma estable para contener ADN exdgeno que funcione dentro y que se
incorpore en el ADN gendmico de la planta o es una planta transgénica que ha sido transformada mediante vectores
virales y que expresa de forma transitoria el ADN exdgeno.

“Aislado” y “purificado” implican la “mano del hombre” y pueden aplicarse a los polinucledtidos y las proteinas. Un
polinucledtido clonado es un polinucleétido aislado, por ejemplo.

Métodos de transformacién. Las células Unicas han sido analizadas para averiguar si la transformacién nuclear y
plastidica es factible, empleando Agrobacterium y el polietilenglicol (PEG) como técnicas de transformacion nuclear
y el bombardeo biolistico para la transformacion plastidica. En las tentativas de transformacién nuclear, se ha
demostrado la introduccion del ADN plasmidico y la expresion transitoria de la proteina fluorescente amarilla. La
recuperacion de células sometidas a transformacion plastidica y su analisis con PCR han permitido demostrar su
transformacion estable. Los aislados de callos transplastdomicos se agruparon y estan siendo analizados para
detectar el marcador seleccionable, la expresion del gen nptll mediante ELISA.

La metodologia de transformacién descrita en la presente memoria se puede aplicar a procesos de salud animal. No
obstante, la transformacién de células Unicas mediante métodos novedosos como las nanoparticulas también puede
proporcionar abordajes Unicos para transformar plantas agricolas, combinados con la multitud de tipos celulares
disponibles para la produccion de proteinas recombinantes.

El desarrollo de la transformacion de células unicas de interés mediante los métodos del PEG y/o la electroporacion
convierte a las células unicas con pared intacta en algo tan flexible como los sistemas de células bacterianas/de
mamifero, resultando también utiles en los sistemas de transformacién de alto rendimiento para tales tipos celulares.

La capacidad de transformar células Unicas tiene numerosas aplicaciones potenciales. Por ejemplo, los métodos
presentados en la presente memoria resultan utiles para mejorar procesos relacionados con la productividad de los
cultivos de células vegetales destinados a aplicaciones en salud animal. De nuevo, los procesos de la presente
invencioén son utiles para mejorar la eficiencia de procesos relacionados con productos de salud animal y biofarmacia
fabricados a partir de células vegetales. Los procesos de interés también pueden ser de ayuda en la seleccion de
clones de élite de lineas celulares transgénicas. Tales aplicaciones pueden ser utilizadas para la iniciacién de
cultivos celulares en minisuspension con el fin de minimizar la variacion de la expresion entre lotes, y desarrollar un
PNT con el fin de minimizar o eliminar las células no transgénicas o la presencia de multiples eventos en agregados.

Tal y como se expone en el apartado de Antecedentes, los métodos basados en Agrobacterium son muy
ineficientes, y la transformaciéon con WHISKERS™ no sirve como proceso de alto rendimiento. EI método basado en
el PEG se utiliza con los protoplastos, y aunque los protoplastos de tabaco son faciles de transformar, no pueden
convertirse facilmente en un proceso de transformacion de alto rendimiento debido a los problemas con la
regeneracion de la pared celular.

En cambio, el método de interés proporciona una célula vegetal con una pared celular intacta. El proceso con PEG
es el primer informe de una célula Unica con su pared celular intacta. Los métodos de interés también son altamente
eficientes. Asimismo, este proceso elimina la integracion de fragmentos superfluos del vector puesto que utiliza
plasmidos purificados de fragmentos para la transfeccion. Un protocolo de transformacion rapida con células
vegetales Unica basado en procesos como la separacion de células activadas por fluorescencia (FACS) seria ideal
para la miniaturizacion y la automatizacién de los procesos destinados a seleccionar eventos adecuados con un
coste menor, menos recursos y en un tiempo mas breve. Ello podria mejorar drasticamente el actual proceso de
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seleccion de agregados en suspension o de callos gracias a la seleccion de las células transformadas por medio de
citbmetros y a la determinacién de los eventos de élite con una expresion homogénea, lo que supondria un avance
en su aplicabilidad a escala industrial y en su incorporacion en procesos de produccion.

Asi pues, los presentes procesos proporcionan bases fundamentales para la investigacion y el desarrollo de nuevos
bioprocesos, para la seleccion HTP en el campo de la salud animal y de las mejoras en las lineas de células
hospedadoras, por ejemplo.

La presente invencion permite el desarrollo de ensayos basados en células unicas y procesos de clasificacion de
células destinados a identificar las células con expresion estable a partir de la expresion de ARN combinada con
sondas fluorescentes celulares con atenuacion.

Estas células Unicas también resultan de utilidad en la seleccion de la expresion transitoria y/o estable del Gen de
Interés (GOI) en plataformas de mejora y proteccién de cultivos.

A menos que se indique especificamente o resulte implicito, los términos “un/una” y “el/la” significan “al menos
uno/una” tal y como se utilizan en la presente memoria.

Ejemplo 1 — Materiales y métodos

De la empresa Japan Tobacco se obtuvieron células BY2 en suspension que se mantuvieron en medio LSBY2
durante un ciclo de 7 dias. Por su parte, se iniciaron una suspensiéon de estramonio y suspensiones de tabaco Pettite
Havana a partir de callos iniciados en DAS y se adquirieron suspensiones de Xanthi en forma de muestra facilitada
por el profesor Jack Widholm, de la UIUC, Il.. Las células JT-NT1 en suspensién, adquiridas de la Washington
University y mantenidas en medio NT1B en un ciclo de 7 dias, se utilizaron Unicamente para el estudio de
degradacion enzimatica de la pectina para separar las células en células individuales. Las células se cultivaron en
frascos de agitacion a 25-28°C y a oscuras en agitadores orbitales a 150 rpm. La colquicina se adquirié a Fluka, el
DAS-PMTI-1 (Martin et. al, 2001; Smith et al., 2001) de DAS CRS, y las enzimas degradadoras de pectina
(pectoliasa Y y pectinasa) se adquirieron en Sigma. Las soluciones madre de los dos inhibidores de la polimerizacion
de la tubulina utilizados en esta investigacion se disolvieron con DMSO para preparar una solucién madre 0,5 M. Las
concentraciones utilizadas de las enzimas pectinasa y pectoliasa se situaban entre 0,0005% y 0,005%. Las lineas
celulares en suspension de tabaco NT-1 y BY-2, por ejemplo, son adecuadas para la puesta en practica de la
presente invencion. Las células BY-2 pueden adquirirse comercialmente y es posible disponer de ellas siguiendo las
indicaciones de Nagata et al, por ejemplo (Nagata, T., Nemoto, Y., and Hasezawa, S. [1992], Tobacco BY-2 cell line
as the “HelLa” cell in the cell biology of higher plants. Int. Rev. Cytol. 132: 1-30). Las células NT-1 se desarrollaron
originalmente a partir de Nicotiana tabacum L. cv. bright yellow 2. La linea celular NT-1 se utiliza comiunmente y es
muy accesible; pero cualquier linea de células en suspension de tabaco es valida para la puesta en practica de la
invencion. Cabe destacar que los origenes de la linea celular NT-1 no estan claros. Es mas, esta linea celular
parece ser variable y proclive a cambiar como respuesta a las condiciones de cultivo. Las células NT-1 adecuadas
para la utilizacion que se indican en los ejemplos siguientes estan disponibles en la American Type Culture
Collection con el niumero de acceso ATCC Num. 74840. Véase también la Patente US n°® 6.140.075.

Ejemplo 2 — Observaciones microscépicas

La expansioén y la separaciéon de las células fueron observadas con un microscopio éptico (6pticas de Nomarski y
campo oscuro). Las células esféricas y las células Unicas se contaron con un hemocitémetro para determinar el
grado de expansién y de separacion celular, respectivamente. El numero de células de los agregados se determind
tratandolos con tridxido de cromo al 5% (p/v) durante 16 horas y recontando las células (Henshaw et. al, 1966). La
viabilidad celular se determin¢ tifiendo las células con diacetato de fluoresceina (DAF) y yoduro de propidio (YP) con
un microscopio de fluorescencia (Zeiss Photomicroscope). Con el fin de determinar la presencia de la pared celular
en estos cultivos de células unicas se utilizé un blanqueador 6ptico. El calcofluor, adquirido a Sigma, es un colorante
fluorescente especifico para la celulosa utilizado en este estudio, y el complejo formado por el mismo con la celulosa
se observo con microscopia de fluorescencia (Zeiss Photomicroscope). El calcofltor (Sigma Chemical Co., St. Louis,
Mo.) se preparé en forma de solucidon al 0,1% (p/v) con tampdén PBS, conservandose a oscuras y temperatura
ambiente. Antes de usarla, la tincién de calcoflior se centrifugd a 15.000 g durante 2 min para eliminar los
precipitados. A las células separadas se les afiadieron una o dos gotas de la solucion de calcofltor. Al cabode 2 6 3
minutos a temperatura ambiente, la suspension de células se lavo con agua y se sometio a tincion de contraste con
azul de Evans al 0,1% (Sigma; E-2129) en TBS (pH 7,2) durante 1 minuto a temperatura ambiente, y se observo
después con un microscopio de luz UV a una longitud de onda de 395 a 415 nm (luz de observacion 455 nm). La
pared celular aparecié en forma de halos ovalados de tonalidad blanquiazulada o turquesa.

Ejemplo 3 — Resultados de los tratamientos continuos con pectinasa y pectoliasa en el medio
Se investig6 el efecto de enzimas degradadoras de pectina, a saber, pectinasa y pectoliasa, a diferentes

concentraciones en suspensiones de tabaco Petite Havana, BY2 y NT1. Las suspensiones de JT-NT1 respondieron
mejor a los tratamientos con pectinasa y la suspension de BY2 respondidé mejor a los tratamientos con la enzima
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pectoliasa que con la otra enzima. No obstante, se produjo mortalidad celular tal y como revelan las tinciones vitales
y la inhibicién del crecimiento de los tipos celulares. EI aumento hasta en 12 veces del volumen del indculo de
células en el estadio de subcultivo permitid obtener un rendimiento razonable de células Unicas. Las células PH y
BY2 pudieron cultivarse durante al menos 7 dias en presencia de pectoliasa. El cultivo continuo de estas células con
bajas concentraciones de la enzima pectoliasa (3 unidades activas) parece tener efectos perjudiciales. Las células
en el sexto dia de cultivo ofrecieron altos recuentos de células unicas cuando el volumen del inéculo fue de 6 ml
(volumen de inéculo iniciador en fase estacionaria) y se cultivaron en 50 ml de medio fresco junto con la enzima. El
analisis de estas células con DAF e YP al cabo de 6 dias de cultivo revel6 un mayor grado de células unicas viables
(Figuras 1 y 2). El crecimiento del cultivo en suspension resulté drasticamente afectado por los tratamientos
enzimaticos y el subcultivo de las células en el mismo medio con enzima parecié tener un efecto perjudicial. Asi
pues, es aconsejable que las células sean tratadas como maximo durante 7 dias y que después sean transferidas a
un medio sin enzima para reanudar el crecimiento. En el mejor de los casos, este método puede ser utilizado para
seleccionar clones transgénicos de élite en los agregados heterogéneos o para iniciar cultivos en suspensién de alto
rendimiento con un volumen de células uniforme.

Figura 1: Aislamiento de células Unicas a partir de células JTNT1 en suspension con la pared celular intacta a base
de tratamientos continuos con pectoliasa y subcultivo en el medio durante 7 dias.

A: Suspension de BY2 normal; B: Igual que A, pero las células estan tefidas con 12Kl para mostrar la agregacion de
células; C y D: Células separadas después de 6 dias de tratamiento enzimatico continuo; E y F: células unicas
separadas con y sin tincion con 12KI. Obsérvese la division normal de las células (F).

Figura 2: Viabilidad de las células BY2 tras 6 dias de de tratamiento continuo con pectoliasa (células tratadas con
DAF e YP) y el rendimiento de células unicas.

A: Agregados de células BY2; B: BY2 en indculo de 1 ml expuestas a un medio con pectoliasa durante 5 dias; C:
indculo de 6 ml con enzima en el medio durante 5 dias; D, E y F: fotografias de campos microscépicos de C; G:
agrupaciones control de la variante celular BY2 cultivada con BAP y sacarosa al 12%; H e I: células Unicas tras el
tratamiento enzimatico continuo durante 5 dias de G. Células tefiidas con DAF e YP. Obsérvense las células
muertas tefiidas de rojo por el YP.

Ejemplo 4 — Efectos de las colquicinas sobre el crecimiento de suspensiones de células BY2, NT1, Petite
Havana (PH) y Xanthi (Xan), y estramonio (JM)

Tras 7 dias de cultivo, el nUmero de células BY2, Xan y JM respondié a una concentracién de 0,5 mM y 1 mM de
colquicinas (Figuras 3, 4 y 5). No obstante, se observo un alto grado de células Unicas en suspension con 1 mM en
las células BY2 y JM. Resulta destacable que el crecimiento de las células JM resultara drasticamente afectado
incluso por la concentracion de 0,5 mM de colquicina y que el crecimiento no pudiera recuperarse ni siquiera
después de permanecer otra semana mas en el mismo medio. Ello indica que la divisién celular de las células JM es
inhibida por la colquicina y que es necesario probar con concentraciones inferiores para optimizar la separacion de
las células sin reducir la densidad o el crecimiento del cultivo. Es interesante que tal inhibicion del crecimiento no se
observara en las células BY2 en suspension, las cuales pudieron crecer continuamente durante al menos 14 dias en
presencia de colquicina 1 mM. Las células BY2 comenzaron a aumentar de tamafio el tercer dia y adquirieron forma
esférica a medida que proseguia el cultivo en suspension. Dado que las células esféricas se fueron desprendiendo
gradualmente de los agregados, es de suponer que la separacién celular es acompafada por la expansién de las
células. Al cabo de 7 dias, el medio con colquicina 1 mM contenia aproximadamente la misma cantidad de células
BY2 que los cultivos de control. Cuando las células se cultivaron durante 7 dias con colquicina 1 mM y después se
subcultivaron en un medio sin colquicina, no recuperaron completamente la capacidad para crecer en forma de
agregados y aproximadamente 90% de las células en suspension permanecieron como células Unicas intactas. En
los agregados de células en suspension de las demas suspensiones celulares expuestas a colquicina 0,5 mM
también se produjo una expansién y separacion parcial de las células. En las suspensiones de células JT-NT1 y JM
se observo inhibicién del crecimiento celular. Las células NT1 en suspension registraron una reduccion del
crecimiento de casi el 50% con colquicina 1 mM.

En estas células se observaron grandes células separadas similares a las células epidérmicas radiculares separadas
descritas en los mutantes de pectina qual-1 (Bouton, 2002). En todos los tipos de suspensiones celulares expuestos
al DAS-PMTI-1 se observé una segregacion parcial similar de las células, con una forma generalmente esférica. No
obstante, en la suspension tratada con una concentracion de DAS-PMTI-1 de 0,5 mM el crecimiento celular resulté
afectado de manera muy significativa. Se pueden llevar a cabo nuevos experimentos para optimizar las condiciones
de separacion celular con dicho compuesto y minimizar la inhibiciéon del crecimiento celular. Tal y como demuestran
las pruebas de tincién con DAF e YP, las suspensiones de células BY2 y JM analizadas presentan un alto grado de
viabilidad celular. Las células estaban muy redondeadas y muchas lucian una proyeccién en forma de pico indicativa
de la extension de la pared celular en las células activas, posiblemente antes de la division celular. Las células
separadas eran grandes, expandidas y presentaban una forma esférica que es tipica de protoplasto. Se usé la
tincion con calcofldor para determinar la presencia o ausencia de las paredes celulares intactas. Figura 4. Se
observa con claridad la presencia de la pared celular alrededor de estas células redondas. La observacion de estas
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células bajo el condensador de campo oscuro del microscopio revela una gruesa pared celular que circunda la célula
(Figura 3, panel C). Estas células unicas demostraron su resiliencia en los cultivos en agitacion, ya que no se
observaron células muertas debido a la ausencia de la pectina y la prueba de tincion vital demostré la presencia de
células grandes (Figura 5). En este panel se observé un porcentaje muy elevado de células vivas y sanas. Por tanto,
es posible utilizar estas células en cultivos en agitacién con placas de micropocillos sembrando un niumero preciso
de células en ellos.

Figura 3: Induccién de suspensiones de células unicas mediante tratamientos de 7 dias con colquicina en el medio a
partir de suspensiones de agregados celulares de tabaco BY2 y Xanthi.

A: Agregado en suspension de BY2 normal (tefiido con calcofltor); B: Suspension de células BY2 Unica tratadas
con colquicina 1 mM durante 7 dias; C: Igual que B, pero agrandado para mostrar células Unicas con las paredes
intactas; D: Agregados en suspension de Xanthi; E: Agregados en suspension de Xanthi tratados durante 7 dias con
colquicina 0,5 mM. Obsérvese la liberacion parcial de células Unicas con 0,5 mM; y F: células de Xanthi Unica
separadas con colquicina 1 mM.

Figura 4: Liberacion de células unicas con las paredes celulares intactas a partir de agregados en suspensién de
células de tabaco BY2 y Xanthi sometidos a tratamientos con colquicina.

A: Agregados en suspension de BY2 normales B: Suspension de células BY2 Unica con colquicina 1 mM durante 7
dias; C y D: Reversion de las células en agregados tras la retirada de la colquicina (4 dias después del subcultivo
con 1 ciclo de cultivo de tratamiento con colquicina); E: Agregados en suspension de Xanthi; F: Agregados en
suspensién de Xanthi tratados durante 7 dias con colquicina 1 mM. Obsérvense las células unicas liberadas en los
cultivos de BY2 y Xanthi y la presencia de la pared celular intacta como revela el blanqueante 6ptico calcofluor.
(Todas las muestras fueron tratadas con calcofltor al 0,1% y se examinaron con un microscopio de fluorescencia
Leica).

Figura 5: Liberacidon de células Unicas viables con las paredes celulares intactas a partir de agregados en
suspensién de células de tabaco BY2 (habituadas en medio EPcon sacarosa al 12%) y estramonio sometidos a
tratamientos con colquicina.

A: Agregados en suspension de BY2-V normales B: vista aumentada de los agregados sin tratar; C, D y E:
Induccion de suspension de células BY2 Unica con colquicina 1 mM durante 7 dias (células a 10x, 20x y 40x%
aumentos); F: Induccion de células unicas en una suspensién de estramonio con un tratamiento con colquicina 1
mM durante 7 dias. Todas las muestras fueron tratadas con DAF e YP y se examinaron con un microscopio de
fluorescencia Leica. Obsérvese la elevada viabilidad de las células que revela la tincion con DAF y el escasisimo
numero de células tefiidas de rojo por el YP.

Ejemplo 5 — Produccion de células unicas e influencia del DAS-PMTI-1 en medio con glicerol como unica
fuente de carbono

El ejemplo proporciona otra discusion acerca del medio de crecimiento con glicerol y el efecto de la baja
concentracion de DAS-PMTI-1, asi como de las caracteristicas del crecimiento. Los resultados son muy
significativos, puesto que comentarios previos recogidos en la bibliografia afirmaban que el glicerol mitiga los efectos
de la colquicina, consistentes en alterar los microtubulos de la soja, razén por la que los expertos rechazaran el uso
del glicerol en los medios destinados a las aplicaciones de interés. Véase por ejemplo Hayashi and Yoshida, 85
PNAS 2618-22 (1988). Asimismo, los datos sobre el glicerol presentados en la presente memoria son inéditos en las
células vegetales, no habiéndose descrito tales resultados con anterioridad. Durante varios meses se han podido
cultivar con éxito tres genotipos distintos de tabaco de cultivo répido utilizando glicerol al 3% como unica fuente de
carbono.

Este ejemplo también aporta una grafica con la curva de crecimiento que refleja el comportamiento del cultivo con
dos concentraciones distintas de DAS-PMTI-1 en comparacion con el tratamiento nulo.

Varias clases de compuestos que alteran los microtubulos producen células uUnicas. Tales compuestos incluyen
disruptores o inhibidores de los microtubulos (compuestos que se unen a la a- y la B-tubulina) clasificados como (i)
dinitroanilinas (orizalina, trifluaralina, cloralina) y (ii) N-fenilcarbamatos como la benzamida, pronamida, la amida
fosforica, amiprofosmetil (Akashi et al., 1988), asi como los fungicidas benzamida zarilamida, (iii) los farmacos contra
el cancer paclitaxel, vincristina y vinblastina, y (iv) otros compuestos que alteran los microtubulos y/o las propiedades
de la pared tales como inhibidores de la sintesis de celulosa y los inhibidores del citoesqueleto como aluminio y
cumarina, también se probaron para determinar su capacidad para producir células Unicas con una escasa o nula
formacion de micronucleos. Los microtubulos corticales y los microtibulos mitoticos tienen sensibilidades diferentes
y la combinacién de compuestos pertenecientes a diferentes clases entre las mencionadas anteriormente o a una de
ellas que alteren selectivamente los tubulos de modo que la divisidon celular no resulte afectada pero si las
propiedades adhesivas de la célula en el grado suficiente para alcanzar y mantener las células en el estado de
célula unica con una escasa o nula inestabilidad gendmica.
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Se examinaron los efectos de inhibidores de microtubulos (MTI) sobre el crecimiento de células de tabaco cultivadas
en suspension. El séptimo dia células en fase estacionaria (1 ml) se transfirieron a un medio (50 ml) contenido en
frascos de agitacion de 250 ml que alojaban diferentes concentraciones (25 a 1000 nM) de MTI y fueron cultivadas
durante 7 dias a oscuras y a 25°C. Tanto los frascos control como los que contenian MTI alojaban DMSO en una
concentracion final de 0,5-0,1% (v/v). El crecimiento con estas sustancias quimicas se evalué en medio EP12 con
células BY2 y en medio NT1B con células BTI-NT1 en los que la fuente de carbono se sustituy6 por glicerol al 3%.
La respuesta de estas células se comparo con la observada en un medio de igual composicion pero con sacarosa al
3% como fuente de carbono. Se uso6 el medio con glicerol porque es conocido que éste es un estabilizador de los
microtubulos y que las células de tabaco habituadas al glicerol 3% no presentan compuestos fendlicos en
condiciones de estrés.

A intervalos de un dia se centrifugaron brevemente muestras de células por triplicado (0,5 ml) para sedimentarlas en
tubos de microcentrifuga tarados con el fin de determinar el peso fresco. Los resultados presentados en la figura 6
muestran que después de una fase de latencia de 2 dias, las células de control crecieron rapidamente durante el dia
4 y entraron en fase estacionaria en el dia 6. Las células de tabaco cultivadas con DAS-PMTI-1 25 nM mostraron
una cinética de crecimiento similar a las del cultivo control. Con todo, los pesos frescos de estos cultivos fueron
ligeramente mayores que los de los controles durante la fase estacionaria, lo cual apunta a que el DAS-PMTI-1 50
nM fomenta el crecimiento. Las células cultivadas con DAS-PMTI-1 0,5-1,0 mM exhibieron una inhibicién completa y
muerte celular en los 3 dias posteriores al inicio del cultivo cuando se examinaron células tratadas con DAF y yoduro
de propidio bajo el microscopio de fluorescencia. Los datos demuestran que el crecimiento de las células de tabaco
resultd inhibido proximo al umbral de 50 nM, pero que las concentraciones superiores a 100 nM inhibieron la mitosis
y causaron muerte celular.

A diferencia de la colquicina en la produccion de células uUnicas, donde la concentracion de 0,25-0,5 mM es eficaz, el
DAS-PMTI-1 resulta muy eficaz a concentraciones sumamente bajas del orden de 5-25 nM, incluso en presencia de
glicerol como Unica fuente de carbono, tanto en células NT1 como BY2. El intervalo de concentracién de 25 nM no
s6lo resulta eficaz para liberar células Unicas, sino que también es muy eficiente porque no reduce el ritmo de
crecimiento de las células a lo largo de un periodo de 10 dias (Figura. 6). De hecho, se observa un ligero aumento
de la biomasa en la fase estacionaria del crecimiento debido a la expansién de estas células Unicas. No obstante, las
observaciones microscépicas no revelaron la presencia de micronucleos en ellas.

Figura 6: Efectos del DAS-PMTI-1 sobre el crecimiento de células de tabaco NT1. Las células se cultivaron con y sin
DAS-PMTI-1 25 6 50 nM en medio NT1B con glicerol al 3% como unica fuente de carbono. Todos los valores de
peso fresco representan las medias + 0,18 obtenidas de muestras duplicadas.

El estado de células unicas de las células expuestas al DAS-PMTI-1 se analizé6 con un microscopio confocal, y
quedé claramente confirmado puesto que no se hallaron células adheridas.

Ejemplo 6 — Disgregacion de lineas transgénicas en suspension y produccion de lineas clonales

Las suspensiones de tabaco suelen contener células en agregados o pequefios grupos que son muy heterogéneos.
Las células del cultivo pueden ser genéticamente idénticas (poblacion homogénea) o pueden mostrar cierta
variacion genética (poblacion heterogénea). Una poblacion homogénea de células descendiente de una Unica célula
progenitora se denomina clon. Por consiguiente, todas las células de una poblaciéon clonal son genéticamente
idénticas y muy homogéneas en términos de las caracteristicas celulares. Las suspensiones de células de tabaco
BY2 y NT1 se utilizan habitualmente como sistemas modelo en numerosos laboratorios.

Estas células son transformadas con facilidad cuando se les extrae la pared celular, bien directamente mediante el
bombardeo con particulas, bien por cocultivo con Agrobacterium tumefaciens. Pero a pesar de que la transformacion
de BY-2 con A. tumefaciens es una técnica habitual en muchos laboratorios, la eficiencia en la obtencion de callos
transgénicos varia de un experimento a otro y depende principalmente de la calidad del cultivo de células BY-2. La
sincronizacion es esencial: las células BY-2 en fase M y en fase G1 temprana son 10 veces mas susceptibles de
consumar la transformacion estable con A. tumefaciens que las células que permanecen en G2. Ademas, la cepa de
Agrobacterium LBA4404 que expresa constitutivamente el gen virG es entre 2 y 5 veces mas eficaz en la generacion
de callos transgénicos. Normalmente, se pueden obtener aproximadamente 500 callos transgénicos a partir de 4 ml
de células BY-2 cocultivadas con esta cepa de Agrobacterium, lo cual permite la realizacién de programas de
cribado fenotipico. No obstante, los grupos o agregados de las lineas transformadas en suspension parecen
contener multiples eventos transgénicos heterégonos. En consecuencia, los distintos lotes de cultivo presentan una
expresion irregular. El método de células unicas se emplea para disgregar la mezcla quimérica de células del grupo
y separarla en células individuales para identificar eventos clonales. A partir de lineas en suspension de tabaco NT1
quiméricas y transgénicas (GAD1762-034) transformadas con el gen marcador seleccionable PAT (Figuras 7 y 8) se
produjeron células unicas.

Figura 7: Produccion de células Unicas y de colonias a partir de lineas en suspensién de GAD1762-034 de DAS.
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Figuras 8A, 8B y 8C: colonias de 2-6 semanas de crecimiento surgidas a partir de células Unicas GAD1762-034 de
DAS.

Se recogieron al azar unas 20 colonias discretas y se agruparon en un medio de seleccion fresco. A partir de dichas
colonias se produjeron lineas en suspension y se obtuvieron lineas de rapido crecimiento mediante 6 ciclos de
subcultivo de 7 dias cada uno. La produccién de biomasa de dichas colonias resulté bastante uniforme en todas las
lineas y proporcioné 19 lineas para el posterior analisis de proteinas.

Se recogieron muestras a los 7 y 13 dias durante mas de 4 ciclos de subcultivo y se efectuaron analisis de
expresion. Los datos de expresion obtenidos se representaron graficamente (Figura 9).

El analisis de los datos no deja lugar a dudas de que habia varias lineas clonales con expresion coherente que
podian obtenerse durante varios ciclos de subcultivo en comparacién con la linea de agregados en suspensién num.
34 empleada como control. Ademas, la sublinea 17 super6 a la linea control en los niveles de expresién, lo cual
indica que este proceso comprenderia la linea de élite clonal en la poblacién y una nueva disgregacién reformada
ayudaria a obtener lineas de élite dotadas de una expresién uniforme.

Ejemplo 7 - Transformaciones de cultivos en suspension de células Unicas
Material y métodos

Preparacion del material de células vegetales: Tres o cuatro dias antes de la transformacién, se subcultiva un
cultivo en suspensiéon de 1 semana en medio fresco transfiriendo 2 ml de cultivo de NT1 o BY2 a 40 ml de medio
NT1B o LSBY2 en un matraz de 250 ml. Los inhibidores de microtubulos (MTI) se afiadieron en las concentraciones
indicadas anteriormente para producir células Unicas. Las células Unicas se recogieron a los 4 o a los 7 dias
después del tratamiento con MTI.

Figura 10: Célula unica de células BY2 aisladas con DAS-PMTI-1, un derivado metilinddlico patentado por Dow
AgroScience y un potente herbicida inhibidor de microtibulos. Se usé una concentraciéon de 20-50 nM para producir
células unicas después de 5 dias de subcultivo. Obsérvese que las células son células unicas (la pareja tiene los
margenes solapados); la fotografia se tomd6 con un microscopio de contraste con interferencia diferencial acoplado a
un sistema de imagen confocal.

Las células BY2 Unica se procesaron con un citdmetro de flujo Beckman Flow, que ofrecié un valor de 658 250
células viables/ml de medio, con un diametro medio de 10,43 ym y un volumen de 593,8 pm3.

Preparacion de Agrobacterium: La cepa de Agrobacterium tumefaciens LBA4404 portadora del gen YFP
(pDAB4613) se conserva en glicerol al 50% a —80°C. Una alicuota de 20-500 pl del cultivo madre, portador del
vector de expresion se utiliza para iniciar directamente un cultivo liquido afadiendo 20-500 pl a 30 ml de medio
liqguido YEP, el cual contiene extracto de levadura 10 g/l, peptona 10 g/l, NaCl 5 g/l, sacarosa 10 g/l y
espectinomicina 50 mg/l. Después se incuba durante 18-20 h en la oscuridad a 28°C y se centrifuga a 150-200 rpm
hasta que el cultivo alcanza una densidad que ofrece una lectura a DO600 de 1,5 aproximadamente.

Cocultivo de células unicas para la transformacion nuclear: en el momento de la transformacion, se afade 1,0
ml de suspension de Agrobacterium a un frasco que contiene 40 ml de suspensién de células Unicas de tabaco de 4
o 7 dias (prelavada en el medio para eliminar el MTI) y se mezcla pipeteando arriba y abajo 5 veces con una pipeta
de punta ancha de 10 ml. La suspensién uniformizada se transfiere después en alicuotas de 250 pl a placas de 24
pocillos envueltas con parafilm que se cultivan en oscuridad a 25°C sin agitacion durante 3 dias. Se analiza una
alicuota de unos 50 pl de suspension colocandola en un portaobjetos y buscando la expresion transitoria de la
proteina fluorescente amarilla (YFP).

Tratamiento con PEG/ADN para la transformacion nuclear de células Unicas: suspensiones de agregados de células
JT-NT1 fueron tratadas con una concentracién final de colquicina de 1 mM (Fluka) en medio NT1B al iniciar el
subcultivo y se cultivaron durante 7 dias en un agitador orbital a 125 rpm. Las suspensiones se cultivaron a 25°C. Al
final del séptimo dia se recogié 1 ml (DO600 0,6) de células Unicas del frasco y se depositd en un tubo estéril de 14
ml. Se afiaden 10 ml de medio MaMg (ver composicién en la Tabla 1) y se centrifuga 5 min a ~1000 rpm.

TABLA 1. Composicién del medio MaMg (trasformacién mediada por PEG)

Medio MaMg

Volumen total de medio Conc. madre 100 ml
MES 0,1 g
Manitol 7,3 g
MgCI2 15 mM 1,5 ml
PH 5,5
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El liquido se decanta y las células se resuspenden en 300 pl de MaMg y se afiaden ~50 ug de ADN plasmidico. A
esta mezcla de células unicas y ADN se le afiaden lentamente 300 pl de PEG 3350 (PEG 3350 40% p/v, manitol
0,4 M, Ca(NO3), 0,1 M, pH final 5-6) y se mezcla con suavidad. La mezcla de células unicas, ADN y PEG se incuba
a temperatura ambiente durante 20 minutos y después se afiaden 10 ml de W5 (medio de lavado) y se centrifuga 5
min a ~1000 rpm. El liquido se decanta, se afiaden 2 ml de medio liquido base (NT1B) y la suspension de células se
transfiere a una placa de multiples pocillos. De este modo se pueden transferir varias réplicas a los pocillos de
placas de 24 pocillos. Al cabo de 20-24 horas, se analizan para detectar la expresion transitoria de la YFP
depositando un volumen de 50 ul de suspensién celular en un portaobjetos para examinarlo con un microscopio de
fluorescencia dotado de un filtro apropiado (Excitacion 500/20 nm, diacrémico, emisién 535/30 nm).

Bombardeo biolistico de células unicas para la transformacion plastidial: Las células BY2 fueron tratadas con
DAS-PMTI-1 20-50 nM en medio EP12% para aumentar el niumero de plastidios, y bien sin 2,4-D o bien con BAP
para aumentar el tamafio de los mismos durante 7 dias. Al final del séptimo dia las células Unicas se recogieron y se
transfirieron 2 ml de suspension a un papel de filtro. Las células se mantuvieron en medio gelificado LS BY2 durante
2 horas para desecarlas. Se sometieron al bombardeo cinco placas de lineas de células Unicas deficientes en 2,4-D
y otras cinco de lineas celulares tratadas con BAP. Estas células fueron tratadas con DAS-PMTI-1 50 nM durante
dos semanas y la tercera semana con DAS-PMTI-1 20 nm. Las células estaban bien y relativamente sanas.

Las células fueron bombardeadas con pDAB3969 incorporado en particulas de oro de 0,6 pm siguiendo el protocolo
estandar con una pistola biolistica (BioRad). Se transfirieron a un medio selectivo constituido por LS-BY2 con
sacarosa al 12% + kanamicina 100 mg/l después de 2 dias de recuperacion en medio sin el agente de seleccion.

Resultados y discusion

Intentos de transformacion nuclear: los intentos de transformacion con PEG (Figura 11) y con Agrobacterium
(Figura 3) evidencian con claridad la similar frecuencia de expresién obtenida con ambos métodos. En una alicuota
de 50 pl de células se observaron 2-3 células que expresaban la YFP. Ello equivale a una célula transformada en un
lote de 10.970 células unicas, lo cual indica que el proceso podria no ser muy eficiente. Es probable que las células
no se desprendieran totalmente de la colquicina residual y, en un experimento paralelo, las células se
reconstituyeron en colonias con mas rapidez y con mejor estado de salud, logrando una frecuencia superior de
colonias. Esto indica que una etapa de lavado aumenta la frecuencia de transformacién en los experimentos de
optimizacién. Si sé6lo se recogiera un evento de una célula Unica, habria al menos 50-60 células transformadas por
ml de células uUnicas en una placa de micropocillos con ambos métodos de transformacién. No obstante, las
condiciones de transformacion se pueden optimizar aun mas, siendo posible aislar mas colonias transformadas de
manera estable.

Figura 11: expresion de la YFP (plasmido Ubi10-YFP) después de 72 horas de tratamiento con PEG. Una de las
pequefias células hija (divididas) situada en el plano de enfoque expresa la GFP, lo cual indica que la expresion
puede ser estable.

Transformacion plastidial: Después de 6 semanas de cultivo, en el medio de seleccion se identificaron 5 colonias en
crecimiento activo. Por su parte, las células control sin tratar murieron por efecto de la kanamicina 100 mg/l (Figura
12). De las colonias en crecimiento activo se extrajeron muestras que fueron analizadas con PCR para determinar la
integracion de los plasmidos. Dos de las 5 colonias mostraron claramente un producto de PCR, lo que indicaba que
el transgén estaba integrado en los plastidios.

Figura 12: Izquierda: tejido control sin tratar inhibido por kanamicina 100 mg/l. Derecha: supuesto aislado
transplastomico derivado de célula unica creciendo en el medio selectivo.

Se estan llevando a cabo mas experimentos de transformacion para desarrollar protocolos de transformacion
nuclear y plastidica de alto rendimiento.

Se estan llevando a cabo otros experimentos de transformacién para optimizar el protocolo con el fin de desarrollar
un protocolo de transformacion HTP y exento de fragmentos superfluos del vector (mediante plasmidos purificados
de fragmentos) para nuevas labores de investigacion y desarrollo de bioprocesos.

Ejemplo 8 — Habituacion de cultivos en suspension en medio con glicerol
Material y métodos.

Acondicionamiento de los cultivos para su sincronizacion. Para mejorar la sincronizacion, todos los cultivos se
siguieron cultivando durante 2 semanas sin subcultivarlos, y después se diluyé 1 ml del cultivo viejo con 50 ml de
medio fresco. Dos dias después de este subcultivo se contaron células indiferenciadas y en division (se observé un
indice amitético de hasta el 40%), y después de 10 dias de cultivo se observaron células diferenciadas que no
estaban dividiéndose. Para los procedimientos con espécimenes enteros se utilizaron muestras de 0,5 ml de
suspension.
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Cultivos celulares.

Los cultivos fueron los siguientes: Cultivo prolongado de células Bright Yellow-2 (BY-2) en medio LSGS-BY2 (Anexo
1), cultivo de células NT1 y cultivo en suspensién de células jévenes de tabaco Petite Havana (PHL) en medio LSG-
BY-2 (Anexo Il) o en medio G-NT1 (Anexo Ill). Todos los medios contenian glicerol como fuente de carbono en
sustitucion de la sacarosa, salvo en el caso de los cultivos regulares de BY2 en los que el medio contenia sacarosa
al 1% ademas de glicerol. Los cultivos en suspension se diluyeron a intervalos semanales (1 ml de cultivo viejo con
50 ml de medio fresco) en matraces Erlenmeyer de 250 ml. La suspension de células se agité en un agitador
giratorio a 100 rpm y se mantuvo a 25 °C en la oscuridad. Vos et al., “Microtubules become more dynamic but not
shorter during preprophase band formation: a possible ‘Search-and-Capture’ mechanism for microtubule
translocation,” Cell Motil Cytoskeleton 57:246-258, 2004).

Caracteristicas de los cultivos celulares cultivados en medio con glicerol.

En general, el crecimiento de los cultivos fue menor en comparacién con los cultivos control que disponian del
azucar. Con todo, se obtuvieron velocidades de crecimiento normales cuando se sembraron indculos iniciales
elevados. Las células estaban sanas y se pudieron seguir cultivando hasta 2 semanas sin el caracteristico
amarronamiento observado en las células de los cultivos de control con azucar. Las células cultivadas con glicerol
presentaban una mayor agregacion de células en las unidades en suspension que las cultivadas con azucar. Estas
células se usaron en los experimentos para analizar los compuestos MTI que alteran las propiedades adhesivas de
las células de las subunidades agregadas, ya que el glicerol reduce la estabilidad de las membranas.

Anexo |.

El medio LSGS-BY2 consiste en sales de macro y micronutrientes de Murashige y Skoog, complementadas con 30
ml de glicerol (v/v) y 10 g de sacarosa (p/v), mioinositol 100 mg/l, KH,PO4 200 mg/l, tiamina 1 mg/l y acido 2,4-
diclorofenoxiacético 0,2 ug/l. El medio se ajusta a pH 5,8 antes de introducirlo en el autoclave.

Anexo Il.

El medio LSGS-BY2 consiste en sales de macro y micronutrientes de Murashige y Skoog (Murashige and Skoog
1962), complementadas con 30 ml de glicerol (v/v), mioinositol 100 mg/l, KH,PO4 200 mg/l, tiamina 1 mg/l y acido
2,4-diclorofenoxiacético 0,2 pg/l. El medio se ajusta a pH 5,8 antes de introducirlo en el autoclave.

Anexo lll.

El medio G-NT1 consiste en sales de macro y micronutrientes de Murashige y Skoog (Murashige and Skoog 1962),
complementadas con 30 ml de glicerol (v/v), mioinositol 100 mg/l, KH.PO4 180 mg/l, tiamina 1 mg/l y acido 2,4-
diclorofenoxiacético 2 mg/l. El medio se ajusta a pH 5,8 antes de introducirlo en el autoclave.

Ejemplo 9 — Produccion de células unicas a partir de cultivos en suspensiéon de dicotiledoneas [Tabaco
(BY2, NT1, Petite Havana y Xanthi), y zanahoria (Daucus carota L. ssp. sativus cv Sativa)]

Cultivos en suspensioén de zanahoria.

Los cultivos de callos de zanahoria se iniciaron a partir de plantas de Daucus carota L. ssp. sativus cv Sativa
mantenidas in vitro. Unos explantes de peciolo foliar aislados se cultivaron en medio semisélido. Los cultivos en
suspensioén se iniciaron a partir del callo transfiriendo 50 mg de callo friable a 1,5 ml de medio LSBY2 (Anexo |) en
una placa de 24 micropocillos. Las suspensiones que crecian mas rapido se transfirieron a frascos, a razén de 1 ml
de suspension y 35 ml de medio liquido LSBY2. Los cultivos se mantuvieron bajo luz difusa en un ciclo de subcultivo
de 7 dias. Estos cultivos resultaron regenerables y las unidades de suspension eran grandes, con células
compactadas. Tratadas con colquicina 0,5 mM a 1 mM o con DAS-PMTI-1 (etiléster del acido 4-cloro-1,5-difenil-1H-
pirazol-3-iloxi)-acético) 25 nM a 0,5 mM en el estadio de iniciacion de la suspension del subcultivo, las células de las
unidades se separaron y se liberaron al medio durante el tercer dia posterior al inicio del cultivo. Los cultivos
celulares tratados con colquicina manifestaron una produccion homogénea de células unicas, pero los tratados con
DAS-PMTI-1 produjeron células unicas con una morfologia diversa en lugar de redonda. La tincién con calcofltor y
la observacion con un microscopio de fluorescencia revelaron que las células conservaban las paredes celulares
intactas.

Produccion de una linea clonal a partir de suspensiones de células unicas de zanahoria.
La suspension de células Unicas en fase estacionaria de crecimiento, siete dias después del inicio del cultivo con
tratamientos de colquicina 0,5 M, se diluyé con medio fresco LSBY2 hasta alcanzar una DO660 de 0,6. Unos

alicuotas de 1,5 ml del cultivo de células unicas diluidos con medio M (Anexo Il) se sembraron en placas de Petri
15%x100 y se extendieron con un asa de siembra. De forma paralela, agregados en suspensiéon de zanahoria sin

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2406 087 T3

tratar también se diluyeron hasta la misma densidad y se sembraron de manera similar para comparar las
respuestas de crecimiento de ambos cultivos. Después de 4 semanas de crecimiento a oscuras, las placas con las
células unicas produjeron varias colonias discretas, lo cual indica que era posible obtener lineas clonales de estas
células. Sin embargo, la suspension sin tratar mostré un crecimiento en tapiz del callo sobre la superficie de la placa
(Figura 13). Asi pues, es posible demostrar que las células aisladas de zanahoria pueden producir colonias
descendientes de una sola célula para producir lineas clonales.

Figura 13: Produccién de lineas clonales a partir de suspensiones de células uUnicas de zanahoria. Crecimiento en
tapiz en medio M sembrado con agregados en suspension sin tratar (Panel A). Crecimiento de colonias discretas
sobre el medio sembrado con las células Unicas (Panel B).

Ejemplo 10 — Produccion de células Unicas a partir de cultivos en suspension de monocotiledéneas [maiz,
arroz (T309), dactilo, trigo (Anza)]

Cultivos de células de maiz clorofilicas totipotentes.

Los cultivos fotoautétrofos de maiz se iniciaron y se mantuvieron en ciclos de cultivo de 7 dias. Los cultivos se
trataron en el momento del subcultivo con DAS-PMTI-1 (etiléster del acido (4-cloro-1,5 difenil-1H-pirazol-3 iloxi)-
acético) 25 nM a 0,5 mM o con frifluralina 10 nM a 0,5 mM para separar células Unicas de los agregados. La
colquicina solamente fue activa en concentraciones superiores a 0,5 mM hasta el intervalo de 1 mM y liberé células
Unicas (Figura 14). Las unidades en suspension de maiz aparecen fuertemente compactadas en agregados
celulares duros cuando se comparan con las células de dicotiledoneas analizadas. No obstante, la suspension de
células de maiz verde presentd las unidades de suspension mas duras y los tratamientos lograron una liberacién de
hasta el 50% de células Unicas viables en 7 dias, que pudieron ser separadas mediante breves centrifugaciones a
100 rpm o haciéndolas pasar a través de filtros con poros de 75-100 pM de diametro.

Figura 14: Tratamiento con colquicina 0,5-1 mM en medio liquido y cultivos analizados 14 dias después del inicio del
subcultivo (final del segundo ciclo de subcultivo). A: Las células unicas se liberan de los grupos; B: agregado celular
muy compacto coloreado con la tincién vital DAF; C y D: células Unicas tefidas con DAF liberadas tras el tratamiento
con 1y 0,5 mM respectivamente, después de filtrar la suspension (filtros con poros de 100 um de diametro); E y F:
visiébn a mas aumentos de las células unicas de D.

Cultivo en suspension de dactilo y arroz (T309).

Callos de dactilo y de T309 se iniciaron a partir de semillas maduras (coleccion de semillas de DAS) en medio
semisdlido. Los cultivos en suspension se iniciaron a partir de estos callos derivados de semillas. Los cultivos de
células en suspension se mantuvieron en un ciclo de subcultivo de 7 dias en frascos en agitacién a 150 rpm y a
oscuras. Se utilizaron compuestos MTI parecidos a los descritos en el caso del maiz (anteriormente) y en
concentraciones similares. Las células unicas de dactilo y de arroz se desprendieron 3-5 dias después del inicio del
cultivo.

Cultivo en suspension de trigo (cv. Anza).

Los callos de trigo Anza se iniciaron con medio semisdlido MS2-D para trigo (Anexo Ill) a partir de tejido del
escutelo. Dichos tejidos se obtuvieron de tejidos esterilizados y empapados y el callo inducido a partir de diferentes
tejidos se transfirio a medio liquido MS-2D para trigo (Anexo Ill). Se aislo una linea de células en suspension que
crecia rapidamente y después se subcultivd durante 7 afos en un ciclo de subcultivo de 7 dias con medio liquido
MS2D y mantenida a largo plazo (7 afios). Para la produccion de células unicas, los cultivos se habituaron primero
en medio liquido NB con dicamba (Anexo V). Los cultivos de trigo Anza pueden acondicionarse en este medio para
producir suspensiones finas con unidades de agregados celulares de tamafio uniforme. Los indculos fueron
expuestos desde el inicio del subcultivo a colquicina, trifluaralina o DAS-PMTI-1 en concentraciones comprendidas
entre 25 nM y 1 mM. La suspension liberé células Unicas al medio a partir del tercer dia del inicio del cultivo. Las
células unicas eran pequeias y uniformes.

Anexo |.

El medio LSBY2 consiste en sales de macro y micronutrientes de Murashige y Skoog, complementadas con 30 g de
sacarosa (p/v), mioinositol 100 mg/l, KH2PO4 200 mg/l, tiamina 1 mg/l y acido 2,4-diclorofenoxiacético 0,2 pg/l. El
medio se ajusta a pH 5,8 antes de introducirlo en el autoclave a 120°C. Para iniciar los cultivos se empleé el
volumen de suspension del séptimo dia de cultivo, en fase estacionaria. Se transfieren volimenes de 1 ml de inéculo
en suspension de zanahoria a 50 ml de medio LSBY2 y después los cultivos se colocan en agitadores a 150 rpm, a
oscuras y 28°C. Los compuestos MTI usados se afiaden junto con el medio fresco en el ciclo de iniciacion del
cultivo.
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Anexo Il.

El medio M consiste en sales basales LS y vitamina B5, 30 g de glucosa, 1 uM de 2,4-D y otro tanto de cinetina, y el
pH del medio se ajusta a 5,8 antes de afiadirle agar de Noble 8 g/l. A continuacion el medio se esteriliza en el
autoclave y después se vierte en placas de Petri 15%100.

Anexo Il

El medio MS2D consiste en sales MS (Murashige y Skoog) y en vitaminas de Eriksson, complementadas con 2 mg
de 2,4-D, 0,5 mg de tiamina, 30 g de sacarosa, 400 mg de mioinositol y 400 mg de hidrolizado de caseina (ECH).
Los cultivos se esterilizaron en autoclave después de ajustar el pH del medio a 5,8. Los cultivos en suspension se
subcultivaron a intervalos de 7 dias (inéculos iniciales de 6 ml de la suspension en 54 ml de medio fresco) y se
mantuvieron en agitacion a 150 rpm, a oscuras y 28°C. En estas condiciones, las poblaciones de células
mantuvieron siempre un crecimiento exponencial entre el segundo y el sexto dia posterior a la siembra. Por lo que
respecta al medio gelificado para inducir el callo a partir del escutelo de semillas maduras, el medio MS2D contenia
un componente adicional, Gelrite 2,5 g/l, afadido tras ajustar el pH.

Anexo IV.

El medio NB con dicamba consiste en sales basales NB, sacarosa 30 g/I, mioinositol 100 mg/l, hidrolizado de
caseina ECH (ECH) 300 mg/l, L-prolina (2,5 M) 1,7 ml/l, L-glutamina 500 mg/l y dicamba 6,6 mg/I. El pH del medio se
ajusta a 5,8 antes de proceder a su esterilizacion por filtracién.

Ejemplo 11 — Producciéon de células Unicas de zanahoria y transformacion genética mediante fibras de
carburo de silicio de cultivos en suspensién de células unicas de zanahoria

Iniciacion de las suspensiones de células Unicas de zanahoria.

Una linea regenerable de zanahoria criopreservada (D2-40-018) se descongel6 y se cultivd con medio de Linsmeier-
Skoog (LS) (Nagata, T., Nemoto, Y., and Hasezawa, S. (1992) Int. Rev. Cyto 132, 1-30). Las sales del medio se
adquirieron a PhytoTechnology Laboratories, nim. de catalogo L689. En una semana se establecié una linea en
suspension que crecia activamente, y la linea de mantenimiento se subcultivd transfiriendo 2 ml de concentrado
celular (PCV) a 58 ml de medio de suspension LS BY2 a 28°C en un agitador orbital (Innova-3300) a 125 rpm con
luz difusa en un ciclo de cultivo de 7 dias. Para la produccién de las células Unicas, se introdujo 1 ml de PCV de la
suspension de zanahoria en fase estacionaria en 30 ml de medio de suspension LS con colquicina 1 mM (Sigma,
ndm. de catalogo C3915) y se cultivd durante 7 dias. Las células Unicas aparecieron a partir de 3-7 dias de cultivo y
quedaron listas para los experimentos de transformacién. Las células Unicas de zanahoria pueden mantenerse en
fase estacionaria hasta 28 dias diluyendo los cultivos a los 14 dias con 60 ml de medio liquido LS BY2 nuevo.

Transformacién genética de células Unicas de zanahoria mediante WHISKERS ™,

En medio LSBY2 tratado con colquicina 1 mM aparecieron células Unicas a los 4 y a los 11 dias después de iniciar el
cultivo. Las células Unicas eran muy activas y viables a juzgar por los resultados de la tincién con diacetato de
fluoresceina. Entre 10 y 25 dias después de la seleccién en placas con glufosinato amoénico, en colonias derivadas
de las células Unicas se observaron eventos de callos que expresaban la proteina fluorescente amarilla.

Transformacion genética de células unicas de zanahoria.

Para el experimento de transformacion se utilizd un protocolo de transformacion con WHISKERS™ modificado
[Petolino, Welter and Cai (2003) Molecular Methods of Plant Analysis, Vol. 23, 147-158, Chapter 9, Genetic
Transformation of Plants, ISBN 3540002928]. Los experimentos se iniciaron transfiriendo 25 ml de suspension de
células unicas de zanahoria 4 y 11 dias después del tratamiento para obtener células Unicas y del inicio del cultivo a
frascos de centrifuga IEC estériles de 250 ml (Fisher Scientific, nim. de catalogo 05-433B). Las transformaciones se
llevaron a cabo afiadiendo 8,1 ml de una suspension recién preparada de fibras al 5% (Silar SC-9, Advanced
Composit Materials Corp, Greer, SC) y 170 yg de pDAB3831 portador del promotor AtUbi10 que regulaba el gen
PAT y del promotor CSVMS que controlaba el gen YFP. Cada transformacién se llevé a cabo en un frasco colocado
en un mezclador de pintura modificado (Red Devil Equipment Co, Minneapolis, MN) y agitado a alta velocidad
durante 10 segundos; después las células se devolvieron a un frasco de recuperacion de 500 ml al que se afiadieron
100 ml de medio liquido fresco LSBY2. Las células se dejaron recuperar durante 1 hora en un agitador giratorio a
125 rpmy 28°C.

Finalizado el periodo de recuperacion, se esparcieron uniformemente alicuotas de 3 ml de la suspensién celular
sobre discos estériles de papel de filtro nim. 44 de 55 mm (Whatman International Ltd.) colocados en un embudo
Buchner y se aspird el medio liquido. Los papeles de filtro con las células se colocaron en placas de Petri de 60x20
mm que contenian medio semisolido LSBY2-B15 con glufosinato aménico 15 mg/l y agar TC al 0,8% como
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gelificante. Las placas se incubaron a 28°C a oscuras. Al cabo de 10 dias, los eventos que expresaban la GFP se
sacaron del papel de filiro y se depositaron en placas individuales con LSBY2-B15 semisolido. Los filtros y las
células restantes se transfirieron a medio fresco semisélido LSBY2-B15 y se incubaron a oscuras a 28°C.

Analisis de los eventos de colonias surgidas a partir de células unicas.

Los supuestos eventos transgénicos que mostraban una fluorescencia uniforme en un microscopio de fluorescencia
invertido Leica 25 dias después del inicio de los experimentos de transformacion fueron analizados para detectar la
proteina marcadora seleccionable PAT con un ensayo ELISA sensible por medio del kit “EnviroLogix LibertyLink®
PAT/pat Plate Kit.” Este kit es un ensayo de enzimoinmunoabsorcién en “sandwich” (ELISA). El tejido de callo se
colocé en un tubo de microcentrifuga y se afiadieron 250 pl de tampdn de extraccion. El tampdn de extraccion era
PBS (Fisher, num. de catdlogo BP665-1) y Tween-20 0,05% (Sigma-Aldrich, nim. de catalogo P1379). El tejido se
tritur6 con una pequefia mano de mortero en el mismo tubo de la microcentrifuga. El extracto de la muestra se
centrifugé a 11.000 rcf durante un minuto, y el sobrenadante se analizé con el ELISA a las siguientes diluciones 1:1,
1:2,1:4, 1:8, 1:16, 1:32 y 1:64. Los ELISA se llevaron a cabo siguiendo las instrucciones del kit Envirologix, niumero
de catalogo APO14. En la prueba, los extractos de muestras se afiaden a los pocillos problema tapizados con
anticuerpos frente a la PAT del gen pat. Cualquier resto presente en el extracto de muestra permanece unido a los
anticuerpos y es detectado después por la adicion de anticuerpo contra PAT/pat marcado con enzima (peroxidasa
de rabano). Tras una sola etapa de lavado, los resultados de la prueba se visualizan por colorimetria; el color
desarrollado es proporcional a la concentracién de PAT/pat presente en el extracto de muestra.

El resultado demostrd que el tejido de control negativo, a una proporcion de muestra de 143 mg/250 pl de tampon de
extraccion, no producia un valor en el ELISA de PAT. El evento 001B, a una proporcién de muestra de 63 mg/250 pl,
arrojé un valor de ELISA de 83 ng/ml, lo que equivale a 330 pg de PAT por mg de callo e indica un evento
fluorescente que esta transformado tanto con la PhiYFP fluorescente en el rango esperado como con el gen
marcador seleccionable PAT.

Ejemplo 12 - Clase quimica de inhibidores de microtubulos y produccion de células unicas vegetales

El paralelismo entre los microtubulos y las microfibrillas representa una respuesta correlacionada con un principio
polarizador desconocido antes que una relacion causal (Emons et al., 1992). Este punto de vista esta respaldado por
varios ejemplos en los que la mayoria de las células situadas en la zona de maduracién de la raiz de maiz estresada
por agua (Zea mays) presentaban microtubulos organizados en hélices dextrogiras y, en cambio, microfibrillas
dispuestas en hélices levogiras (Baskin et al., 1999). De modo similar, el mutante de Arabidopsis (Arabidopsis
thaliana) microtubule organization 1 (mor1), presenta estructuras aberrantes de microtubulos pero aparentemente
una alineacién inalterada de las microfibrillas (Himmelspach et al., 2003; Sugimoto et al., 2003). En los
experimentos, la suspensiéon de células Unicas presentaba una respuesta de crecimiento similar a la del control, en
el cual los incrementos de peso seco a lo largo del ciclo de subcultivo indican que las células se dividen en presencia
de concentraciones bajas de inhibidores de la microtubulina (MTI), pese a que presenta células en crecimiento
isotropico con expansién radial. Asimismo, alterando la composicidon del medio es posible ver la placa celular en
tales células unicas con crecimiento isotropico, lo que respalda el hecho de que puedan estar dividiéndose en
presencia de bajas concentraciones de MTI. Por consiguiente, las células vegetales tratadas con bajas
concentraciones de un inhibidor de microtibulos y mantenidas en niveles 6ptimos en el medio pueden conservar una
cantidad sustancial de microtubulos corticales inalterados. Esto permitiria a las células Unicas llevar a cabo el
proceso normal de construccion de la pared celular, incluida la construccion del fragmoplasto, que es un importante
prerrequisito para la division celular.

Con el propésito de inhibir parcialmente la funcion de los microtubulos y seleccionar compuestos que sean selectivos
en cuanto a la alteracion de los mismos con bajas concentraciones, se estudiaron distintas clases de compuestos.
La interaccion de los MTI con la tubulina vegetal ha sido bien caracterizada (Hugdahl and Morejohn, 1993). No
obstante, tal y como sucede con cualquier inhibidor, existen efectos inespecificos (Vaughn and Lehnen, 1991). Por
tanto, en este ejemplo se hizo una comparacién con inhibidores de microtubulos de diversa composiciéon quimica
para averiguar qué compuestos podrian mantener el crecimiento de las células Unicas sin causar efectos
inespecificos. Existen compuestos como el clorprofam que inhiben la elongacién a concentraciones mas bajas de las
necesarias para estimular la expansién radial, puesto que afectan mas a los microtubulos mitéticos que a los
corticales (Hoffman and Vaughn, 1994). Asi pues, un objetivo de este trabajo consistid en seleccionar compuestos
que con una baja concentracion Optima conservaran los suficientes microtubulos corticales para asegurar las
funciones normales de la célula manteniendo el crecimiento isotropico, pero al mismo tiempo sin causar un efecto
inhibitorio inespecifico apreciable.

La colquicina es un derivado de la tropolona, cuyos estructura estereoquimica y mecanismo de acciéon son bien
conocidos (Keats and Mason, 1981; Margolis and Wilson, 1977; Raugh and Wilson, 1980), Murgulis, 1974), que
impide la formaciéon de microtibulos a partir de los dimeros de tubulina. La propizamida y las otras benzamidas
actian sobre el huso nuclear en las células vegetales (Akashi et. al., 1988; Bartels P G and Hilton J L., 1973;
Carlson et. al., 1975) y fueron desarrolladas como eficaces herbicidas en preemergencia contra hierbas anuales y
malezas de hoja ancha (Aya et. al., 1975). Las utilizaciones de las amidas fosféricas son similares a las de los
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herbicidas dinitroanilinicos tales como la orizalina (Surflan) y la trifluralina (Treflan) (Ashton and Crafts, 1981). La
trifluralina es uno de los representantes mas conocidos de la familia de herbicidas de las dinitroanilinas; destruye los
microtubulos vegetales pero es ineficaz en células animales (Hess and Bayer, 1974; Hess and Bayer, 1977). Las
piridinas poseen un anillo bencénico en el que uno de los carbonos esta sustituido por un atomo de nitrégeno. Varias
piridinas sustituidas son empleadas como herbicidas. En este grupo se encuentran ditiopir (Dimension®) y thiazopyr
(Visor®). El ditiopir es un herbicida selectivo en pre- y postemergencia, que se aplica exclusivamente al césped para
controlar una amplia variedad de gramineas indeseadas; a menudo se formula con otros herbicidas y también en
fertilizantes. El tiazopir es un compuesto selectivo en preemergencia que funciona bien con la practica totalidad de
las gramineas arvenses y en un amplia variedad de cultivos, tales como citricos, algodén, maiz, cacahuetes, soja o
patatas. En definitiva, las piridinas parecen actuar como inhibidores del ensamblaje de los microtubulos.

Materiales y métodos

Cultivos en suspension de tabaco JTNT1. Los cultivos en suspension de células de tabaco JTNT1 se mantuvieron
subcultivando 1 ml de concentrado celular (PCV) en 20 ml de medio de tabaco (sales MS, mioinositol, tiamina HCI (1
mg/ml), fosfato de potasio dibasico (anhidro), MES, 2,4-D (10 mg/ml) y glicerol al 3% (medio NT1B). La linea celular
se subcultivd cada 7 dias y se agrup6 si fue necesario para los analisis. La sacarosa 1 M inhibié tanto la velocidad
como la magnitud de la polimerizacién de la tubulina vegetal inducida por el taxol (Bokros et al., 1993). El analisis de
la polimerizacion de la tubulina vegetal en presencia de sacarosa 1 M (con APM, amiprofosmetil, y con orizalina) ha
constatado una reduccién de la longitud de los microtubulos vegetales dependiente de la concentracién (Morejohn
and Fosket, 1984; Morejohn et al., 1987). Ademas, la sacarosa estabiliza los microtubulos preformados, lo cual
impide examinar los efectos de los MTI sobre tales microtubulos. La sacarosa también aumenta sustancialmente la
viscosidad de la solucién, y la polimerizacion de la tubulina resulta alterada al menos en parte por la menor velocidad
de difusion de los dimeros y los polimeros. Por todo ello, era importante que el medio destinado a la produccion de
células unicas contuviera la menor cantidad de sacarosa, o mejor ninguna. Con ese fin, para este estudio se
desarrollé una nueva linea JTNT1 habituada al glicerol.

Las lineas en suspension a tratar se prepararon con 1 ml de PCV en 20 ml de medio, agitando con frecuencia para
asegurar una buena distribucion de las células (los agregados en suspension tienden a precipitar) y después se
transfirieron a placas de microtitulacion de 24 pocillos, a razén de 1 ml de suspension de JTNT1 en cada uno de los
24 pocillos. Las placas se mantuvieron en un agitador Innova 4900 Multi Environmental Shaker con pinzas y arneses
especiales para poder apilarlas hasta una altura de seis placas. Se aplicé una velocidad de giro de 130 rpm, a 25°C
y a oscuras.

Produccion de células uUnicas. Cada compuesto se disolvio con dimetilsulféxido (DMSO) para disponer de
soluciones madre de una concentracién 0,5 M. A cada pocillo de las placas de 24 pocillos se le afiadié un mililitro de
suspension de JTNT1 (1 ml de PCV/20 ml de medio para tabaco). A continuacion, se afadié un solo producto
quimico a cada uno de los pocillos hasta alcanzar las concentraciones deseadas (1 pM, 3 uM y 10 uM). Los cultivos
se dejaron crecer durante 7 dias en el agitador Innova. Cada dia se midié la turbidez de cada pocillo con un aparato
SpectraMax M2° de Molecular Devices (ajustado a una absorbancia de 600, con 5 lecturas por pocillo). El dia 7, las
células se examinaron con un microscopio confocal invertido Leica 5000 para determinar la formacién de células
Unicas y la viabilidad celular.
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Produccion de evento de callo clonal mediante el cultivo de células BY2 unica en medio LSBY2 con glicerol.
Células de tabaco BY-2 (Nagata et al., 1992) fueron transformadas con pDAB1590 mediante un protocolo
modificado descrito por Shaul et. al., 1996 y fueron seleccionadas con medio LSBY15 después de 4 dias de
cocultivo. Se recuperé el evento de callo que expresaba la proteina fluorescente verde y el callo se mantuvo en
medio LSBY2 B15. En un mes, un evento de callo creci6 hasta adquirir varios centimetros de didmetro, y un pedazo
pequefio (~2 a 5 mm2) pero muy fluorescente se transfiri6 a un medio sdlido fresco para suministrar a las células
nutrientes y un agente de seleccién fresco que seleccionaria a los callos que expresasen homogéneamente la GFP.
Un pedazo de 500 mg del callo se transfirio a 50 ml de LSBY2-Gly-B15, un medio liquido LSBY2 modificado con
glicerol al 3% y sacarosa al 1% como fuentes de carbono en un matraz de agitacién de 250 ml (130 rpm a 25°C en la
oscuridad). Cada semana se inicié un cultivo en suspension con un volumen concentrado de células (PCV) de 0,5
ml. De ese modo, los callos y los agregados en suspension que expresaban la proteina fluorescente verde (GFP) se
mantuvieron en un ciclo mensual y de 7 dias, respectivamente.

Produccion de células unicas que expresan la GFP. Las células Unicas se produjeron afiadiendo el compuesto
DDP (difenilpirazol) hasta alcanzar una concentracién de 1 yM durante el inicio del ciclo de cultivo de 7 dias en
medio LSBY2-Gly-B15 junto con 0,5 ml de concentrado celular (PCV) de agregados en suspension que expresaban
la GFP en la fase estacionaria. Alternativamente, se transfirieron 25 ml de agregados en suspensién a 25 ml de
medio de suspension fresco LSBY2-Gly-B15 afiadiendo 50 pl de solucion madre de difenilpirazol 1 M disuelta con
DMSO hasta obtener una concentracién final de 1 uM en la suspensién. De ese modo se pueden producir células
Unicas con un ciclo mucho mas breve de sélo 3,5 dias. El medio LSBY215 siempre contiene glufosinato aménico 15
mg/l para la seleccion.

La GFP se expres6 como una proteina quimérica en células Unicas a lo largo de los ciclos de cultivo de 3,5 o 7 dias
y estaba presente en localizaciones subcelulares puesto que la expresion de la GFP de los constructos quiméricos
se observd en células vivas con epifluorescencia convencional con un microscopio Leica y también con un
microscopio confocal laser de barrido Zeiss Axiovision. La expresion se observé en muchos compartimientos
celulares, entre ellos el nucleo y las fibras citoplasmaticas.

Resultados y discusion.

Las células presentes en el medio de cultivo de tabaco dotado de glicerol presentaban un aspecto muy sano y las
agrupaciones de células eran muy evidentes. Las células manifestaron un buen incremento de la biomasa durante
un periodo de 7 dias, aunque hubo una reducciéon ~50% en la biomasa en comparacion con el control cultivado con
azucar. Los cultivos de control también contenian DMSO al 0,1% para asegurarse de que no existia ningun efecto
inducido por el DMSO. La adicion del etiléster del acido 4-clor-1,5-difenil-1H-pirazol-3-iloxi)-acético (difenilpirazol) 1
UM tanto al medio de sacarosa como al de glicerol no redujo significativamente la biomasa de las células respecto a
los controles correspondientes, lo cual indica que en presencia del difenilpirazol existe un crecimiento activo de
células unicas similar al del control. La curva de crecimiento fue similar cuando los cultivos se hicieron pasar por 2
subciclos o 3,5 dias. La produccién de células unicas en medio con glicerol también muestra un alto numero de
células viables en comparacion con el control.

Otros compuestos como trifluralina, orizalina y compuestos pertenecientes a la clase de los estabilizadores de

microtubulina como el taxol, han sido estudiados para determinar su eficacia en la producciéon de células unicas a
partir de cultivos en suspensién de tabaco JTNT1 con medio NT1B y glicerol al 3% como unica fuente de carbono.
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Dichos compuestos fueron: colquicina, N-(1,1-dimetilpropinil)3-clorobenzamida, propizamida vy trifluralina. En estos
estudios, los compuestos difirieron en su capacidad para producir células Unicas y en la inclinacién de la curva dosis-
respuesta. La orizalina, como los demas compuestos analizados, cuadruplic6 como minimo el diametro de las
células unicas y presentd una concentracion de saturaciéon en torno a 10 veces el valor umbral. La colquicina
quintuplicé el didmetro y presenté una curva dosis-respuesta mas inclinada, lo que indica que estos dos compuestos
podrian ser preferidos para trabajar con dosis altas.

Las concentraciones necesarias para producir células unicas se situaron en el intervalo de 50 uM y 2 mM en el caso
de la colquicina, y entre 10 nM y 100 uM en el de la propizamida, N-(1,1-dimetilpropinil)3-clorobenzamida. En
cambio, las concentraciones de orizalina y trifluralina para la produccién éptima de células uUnicas oscilaron entre 100
nM y 1 mM. No obstante, en altas concentraciones estos compuestos aumentaron la sintesis de proteinas y
produjeron la divisién de los plastidios y las mitocondrias en las células tratadas, lo que llevé a la formacion de
células gigantes de hasta 300 ym de didmetro con poliploidia nuclear, como se observa en células de zanahoria
cultivadas durante 21 dias. Esto resultados sugieren que la inhibicion de la mitosis es el efecto fundamental de estos
compuestos en las altas concentraciones estudiadas. Asi pues, no soélo parece importante mantener la
concentracion optima de MTI, sino también la quimica del compuesto (que tendra una funcién muy selectiva sobre
los tubulos y no la funcién no selectiva similar a la funciéon en la division celular). En linea con un objetivo, se
describen a continuacién otros compuestos aparte del difenilpirazol descrito anteriormente.

Se observaron agregados en suspension de BY2: en medio LSBY2 con azucar; células Unicas BY2 en division
producidas en difenilpirazol 1 uM muestran la placa celular en un medio LSBY2 modificado; células BY2
transgénicas para la GFP disgregadas y evento colonial clonal suelto en el medio gelificado LSBY2-15.

Resumen de la produccion de células unicas de tabaco BY2 con medio LSBY2 con glicerol. Las células tUnicas
producidas con difenilpirazol 1 uM a partir de una suspension de agregados muestran un solo nucleo con uno o dos
nucleolos en el 90% de las células tras 3,5 dias de cultivo. Estas células pueden sembrarse en una placa con gel
LSBY2 con agar TC al 0,8% y glufosinato aménico 15 mg/l como agente de seleccion ya que el plasmido pDAB1590
utilizado para transformar la suspension de agregados contaba con PAT como marcador seleccionable. Las células
se diluyeron con el medio liquido en una dilucion 1:4 y se sembraron en el medio gelificado, seleccionando el evento
clonal 21 dias después de la siembra.

Por lo que respecta al amiprofosmetil (APM) cuando se afiadié a las suspensiones JTNT1, se formaron células
unicas con las concentraciones de 1-10 uM; a concentraciones mas altas se produce una notable reduccién del
crecimiento e inhibicion de la divisién celular. En las fotografias correspondientes a APM 1 uM y 3 uyM se pueden
observar células separadas redondas en comparacion con el control, que sélo contaba con DMSO. Las células de
tabaco JTNT1 presentaban un saludable color amarillo y crecieron bien en presencia de APM 1 uM y 3 uM. La
viabilidad celular, valorada con las tinciones de diacetato de fluoresceina y yoduro de propidio, resulté de hasta el
70%.

De nuevo se observo la produccion de células Unicas inducida por APM a partir de células de tabaco JTNT1
cultivadas en un medio con glicerol. El agregado en suspensiéon de JTNT1 empleado como control se cultivaba en un
medio con glicerol y DMSO al 0,1%; se observaron células JTNT1 unica en los medios NT1B con glicerol que
contenian APM a 1, 3y 10 pM.

El ditiopir pertenece a la clase de herbicidas de las piridinas sustituidas, que alteran los microtibulos. Su adicién a
las suspensiones de JTNT1 en concentraciones de 1 uM, 3 uM y 10 uM, propici6 la formacién de células Unicas con
las dos primeras concentraciones (fotografias E y F), pero la concentracion de 10 uM tenia células unicas (y la
concentracion de células era baja). Las células de tabaco estaban sanas, crecian y presentaban un color amarillo
con todas las concentraciones de ditiopir probadas. La viabilidad celular después del tratamiento con ditiopir 1 uM y
3 UM se situd entre 70-80%, una viabilidad elevada.

Un mimético de la colquicina (Evans et al.,, 2003), el (t)-4S,5R-4-nitro-5-(2,3,4-trimetoxifenil)-ciclohexeno
(trimetoxifenilciclohexeno), se analizé en cultivos de tabaco JTNT1 para determinar su eficiencia en la produccién de
células unicas. A pesar de la leve decoloracion de las células (presentaban un amarillo ligeramente mas palido),
estas crecieron muy bien en la placa. Dicha sustancia quimica promovié la formacién de células unicas a 1 yM, 3 uM
y 10 uM. Las células eran redondas y la viabilidad celular oscilé en todas las concentraciones entre 80-90%. La
inhibicion del crecimiento celular resulté bastante similar con todas las concentraciones analizadas y las células
estaban sanas con una alta viabilidad y menos citotoxicidad.

Asi pues, la concentracion de 10 uM de trimetoxifenilciclohexeno indujo la produccion de células unicas en células
de tabaco JTNT1 cultivadas en un medio con glicerol.

Supercélulas Unicas. Los agregados en suspension de zanahoria pueden ser cultivados con colquicina 1 mM en 60
ml de medio liquido LSBY2 y mantenidos en el mismo medio hasta 28 dias. El crecimiento después del segundo
subcultivo declina al cabo de 14 dias, pero las células siguen creciendo hasta formar supercélulas Gnica que estan
vivas y sanas (pero que muestran grandes nucleos lobulados, lo cual indica la existencia de poliploidia nuclear). Las
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supercélulas unica de zanahoria multinucleadas se observaron en células de 21 dias de edad tratadas de forma
continua con colquicina 1 mM en medio LSBY2.

Conclusion. El crecimiento celular en las concentraciones analizadas se determind por observacion visual, peso
seco (registrado unicamente el dia 7) y turbidez. La Figura 15 muestra los valores de turbidez tomados en un
periodo de 7 dias. Los valores de turbidez son relativos respecto a las placas que sdélo contenian el medio (con
glicerol al 3%) y el inhibidor de microtubulos en concentraciones 1 yM, 3 uM y 10 pM. Si bien los controles
presentaron los mejores patrones de crecimiento, tal y como era previsible, ninguna de las sustancias quimicas
analizadas provoco la muerte de las lineas celulares en las concentraciones de 1 uM y 3 pyM. Todas las células,
independientemente del tratamiento al que fueron expuestas, experimentaron un aumento del ritmo de crecimiento
aproximadamente en el mismo momento (dia 3), y el volumen de células seguia aumentando todavia el dia 7. Esto
demuestra que las células tratadas con los productos quimicos seguian siendo viables al menos al cabo de 7 dias.

Ejemplo 12 Referencias:

. Akashi et. al., (1988). Plant Cell Physiol 29(6) :1053-1062

. Aya, et. al., (1975). Fifth Asian-Pacific Weed Science Society Conference, pp 138-141
. Bartels P G and Hilton J L (1973). Pestic Biochem Physiol 3 : 462-472

. Carlson et. al., (1975). Weed Sci 23 : 155-161

. Emons et. al., (1992) Physiol Plant 84: 486-493

. Evans et. al., (2003). Tetrahedron, 59, 2223-2229),

. Hess F D and Bayer D E (1974). Acala 4-42"). J Cell Sci 15 :429-441

. Hess F D and Bayer D E (1977). J Cell Sci 24 : 351-360

. Himmelspach et. al., (2003). Plant J 36: 565-575

- 10. Hoffman J C, Vaughn K C (1994). Protoplasma 179: 16-25

- 11. Hugdahl J D, Morejohn L C (1993) Plant Physiol 102: 725-740

- 12. Keates R A B and Mason G B (1981). Can J Biochem 59 :361-370

- 13. Margolis R L and Wilson L (1977). Proc Natl Acad Sci USA 74 : 3466-3470

- 14. Murthy, J., et al., (1994). Plant Physiology 105, 309-320).

- 15. Margulis T N (1974). J Am Chem Soc 96 : 899-901

- 16. Nagata, T., Nemoto, Y. & Hasezawa, S. (1992) Int. Rev. Cytol. 132, 1-30.

- 17. Rauch C T and Wilson L (1980). Biochemistry 19 : 5550-5557

- 18. Shaul O, Mironov V, Burssens S, Van Montagu M, Inzé D (1996). Proc Natl Acad Sci USA 93: 4868-4872
- 19. Sugimoto K, et. al., (2003) Plant Cell 15: 1414-1429

- 20. Vaughn, K., (2006). Pesticide Biochemistry and Physiology, vol 84 (2), 63-71)
- 21.Vaughn K C, Lehnen L P Jr (1991). Weed Sci 39: 450-457

1
OONOOOPLWN -

Ejemplo 13 — Estudio comparativo sobre la estructura subcelular, la citogénesis y evaluacion de la
inestabilidad genomica molecular en células unicas producidas con MTI

La estabilidad del genoma en plantas derivadas de cultivos de tejidos ha sido estudiada a nivel citogenético en
varias especies de vegetales (Shoyama et. al. 1995; Zoriniants et. al. 2003). En lo que respecta a la estabilidad de
plantas derivadas de embriones somaticos, los estudios citogenéticos han revelado observaciones contradictorias.
Odake et. al. (1993) describieron la duplicacion de los cromosomas (de diploide a tetraploide) en el 66,7% y 100%
de las plantulas somaticas de Asparagus officinalis L. obtenidas en medio solidificado de goma Gellan y medio
liquido, respectivamente. En cambio, Mamiya et. al. (2001) no describieron cambios en la ploidia durante la
embriogénesis somatica en A. officinalis. Las auxinas sintéticas como el 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) y el
NAA (acido naftalenacético), utilizadas en los medios de cultivo, han sido consideradas como asociadas a la
variacion somaclonal (Karp 1989; Phillips et. al. 1994). Asimismo, se ha descrito una reduccion de la ploidia en
sistemas de embriogénesis somatica en zanahoria (Ronchi et. al. 1992) y alamo (Rugh et. al. 1993) en los que se
utilizé el 2,4-D. Los inhibidores de la microtubulina (MTI) también aumentaron la ploidia en células vegetales. No
obstante, la concentracién y la clase de compuesto MTI determinan la naturaleza de la ploidia o la ausencia de la
misma. Por ejemplo, la orizalina induce poliploidia nuclear en células TBY2, pero no la propazamida en
concentraciones similares (Ehsan et. al., 1999). A semejanza, la exposicion prolongada de células de zanahoria en
suspensioén a la colquicina en concentraciones elevadas induce la poliploidia nuclear. Las células en suspension de
zanahoria manifestaron poliploidia nuclear en cultivos de células unicas tras 14-21 dias de tratamientos continuos
con colquicinas 1 mM. Con todo, la frecuencia de tales grados de ploidia es mucho menor en los cultivos hasta los
14 dias e inferior al 1%, lo que resulta similar al control cuando este se trata de suspensiones cultivadas con auxina
(Karp 1989; Phillips et. al. 1994). No obstante, entre los compuestos analizados en este estudio, el etiléster del acido
4-clor-1,5-difenil-1H-pirazol-3-iloxi)-acético y el 4S,5R-4-nitro-5-(2,3,4-trimetoxifenil) ciclohexeno demostraron su
eficiencia en la produccién de células unicas con un bajo o nulo porcentaje de ploidia en 14 dias de tratamientos
continuos.

En cualquier caso, en los procesos de induccion de células Unicas a partir de agregados celulares con esos MTI de

baja citotoxicidad no se puede descartar la alteraciéon de los patrones de expresion génica de las células unicas con
el resultado de un perfil de expresion distinto. Es sabido que la metilacion del ADN acarrea consecuencias
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indeseables que ocasionan variacion somaclonal in vitro. Ademas, los MTI inducen cambios que pueden causar
variacion molecular o inestabilidades. En tetraploides de Eragrostis curvula generados por la duplicaciéon
cromosomica inducida por la colquicina, se describié un porcentaje de polimoérficos de 1,09% (Mecchia et. al. 2007).
La concentracidon de colquicina con la que se traté a las semillas de E. curvula era del 0,05%. Un objetivo del
presente estudio fue evaluar la estabilidad gendmica en células Unicas JTNT1 producidas en presencia del etiléster
del 4cido 4-clor-1,5-difenil-1H-pirazol-3-iloxi)-acético 1 uM.

Diversas técnicas de genética molecular como AFLP, RAPD (amplificacion rapida de ADN polimérfico) o RFLP
(polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion) han sido utilizadas con el fin de identificar y medir el
nivel de variacion somaclonal en plantas derivadas de cultivos de tejido (Devarumath et. al. 2002; Martins et. al.
2004; Sanchez-Teyer et. al. 2003; Hale and Miller 2005). Pero todas ellas, no importa cuan prolificas sean (en
términos del ndmero de locus que pueden muestrear), sélo permiten analizar un porcentaje muy pequefio del
genoma, muy inferior al 1%. Entre las diversas técnicas disponibles, el analisis de AFLP constituye la técnica mas
versatil, ya que suele permitir analizar 50-100 locus con cada pareja de cebadores. Se cree que estos locus estan
dispersos mas o menos al azar por el genoma y que, por tanto, los AFLP ofrecen la mejor posibilidad de detectar los
cambios inducidos por el cultivo. Ademas, el andlisis de AFLP es una de las técnicas moleculares mas robustas que
existen para la identificacion de cultivares y el analisis de la variabilidad (Hale and Miller 2005). Por tales razones, se
escogid dicho método de evaluacion para este estudio.

Material y métodos.

Iniciacion de células Unicas de tabaco JTNT1 y recogida de muestras. Las células Unicas de tabaco JTNT1 se
iniciaron en dos medios distintos, NT1B con sacarosa al 3% (NT1B-Suc) y NT1B con glicerol al 3% (NT1B-Gly) en un
ciclo de cultivo de 3,5 dias. Los cultivos se iniciaron afiadiendo 12,5 ml de cultivos de agregados en suspension en
fase estacionaria mantenidos con los respectivos medios de cultivo y transfiriéndolos a 12,5 ml de medio de cultivo
fresco en frascos de agitacion de 125 ml que contenian etiléster del acido 4-clor-1,5-difenil-1H-pirazol-3-iloxi)-acético
(difenilpirazol) 1 uM. Los frascos se cerraron con un tapéon de espuma y se cultivaron en un agitador orbital a 130
rpm en oscuridad y a 25-28°C. Los cultivos se subcultivaron cada 3,5 dias hasta un periodo de 14 dias. Cuatro
muestras de los cultivos (células crecidas con Sac/Gli y los cultivos control en medios de Sac/Gli con DMSO al 0,2%)
se recogieron cada 3,5 dias centrifugando la suspension a 3000 rpm durante 5 minutos. Las muestras fueron
liofilizadas inmediatamente para evitar la oxidacion celular con el fin de minimizar cualquier efecto nocivo sobre las
muestras después de la recoleccién. Las células Unicas se tifieron con colorante nuclear Hoechst durante una hora y
se observaron al microscopio para detectar eventuales anomalias nucleares hasta el segundo ciclo de cultivo.

Caracterizacion citologica de células unicas.

Viabilidad celular y pared celular. Las células Unicas JTNT1 establecidas se tifieron con FUN1 (F-7030, Molecular
Probes, Invitrogen Inc.), un compuesto utilizado en pruebas de viabilidad de levaduras y que contiene dos sondas
fluorescentes. El tercero, Calcofluor White M2R, que tifie la pared celular, se usé para tedir las células. A las células
Unicas JTNT1 se les afadieron 20 pm de FUN1 y el cultivo se incubd a temperatura ambiente durante 20 min
afadiendo 1 ml de medio de cultivo fresco para eliminar el exceso de colorante; después se centrifugaron a 3000
rpm y se descarté el sobrenadante. Las células se examinaron y fotografiaron con un microscopio Zeiss ApoTome.

Membrana plasmatica. Las células JTNT1 se incubaron con FM4-64 5 um (colorante estirilico) durante 5 minutos y
se lavaron con medio fresco. El cultivo se centrifugd a 3000 rpm y se le afiadid6 medio fresco. Las células se
visualizaron con un microscopio Zeiss ApoTome.

Nucleo. Las células Unicas se tifieron con colorante nuclear Hoechst durante una hora y se observaron con un
microscopio Zeiss ApoTome para detectar eventuales anomalias nucleares hasta el segundo ciclo de cultivo. Se
utilizé cristal violeta como tincion vital del nucleo para observar la estructura nuclear y caracterizar la ploidia.

Citoesqueleto. Las falotoxinas se unen a los filamentos de actina. Para tefir las células Unicas se uso faloidina con
Alexa Fluor 488 (A12379 Invitrogen Inc.). Se afadieron 6,6 ym de Alexa Fluor a las células Unicas y tras una
incubacién de 30 minutos se observaron con el microscopio.

Evaluacion molecular de la inestabilidad genémica.

Extraccion de ADN. Se extrajo ADN gendmico de muestras representativas a los 3,5, 7, 10,5 y 14 dias. El ADN se
extrajo de los cultivos de Sac y Gli y de los controles (10 muestras) con el protocolo CTAB (véase Anexo-Ejemplo
12) y se cuantificé con el colorante PicoGreen® de Molecular Probes, Inc. (Eugene, Oregon). Todos los pocillos de
la placa de microtitulacion contenian 90 ul de diluciéon 200x de PicoGreen® junto con 10 ul del ADN que se debe
analizar en una dilucién 40x o patrones de ADN de Lambda (0, 2,5, 5y 10 ng/ul). Las placas se agitaron brevemente
con un agitador de placas convencional, y se leyd la fluorescencia (excitacion ~480 nm, emisién ~520 nm) con un
fluorébmetro Spectra Max GeminiXS de Molecular Devices (Sunnyvale, California). Todas las muestras se
cuantificaron por triplicado y la media de los tres resultados se usé en las diluciones posteriores. Las
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concentraciones de ADN que se deben analizar se diluyeron hasta la concentracion de trabajo de 91 ng/ul con agua
estéril.

Analisis de AFLP. Los ensayos de polimorfismos en la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP) se llevaron a
cabo siguiendo una modificacion del protocolo de Vos et. al. (1995), descrita por Bryan et al. (2002). La enzima de
restriccion EcoRI, que reconoce una diana de 6 pb, se us6 conjuntamente con la enzima de restriccion Msel, que
reconoce una diana de 4 pb. Los cebadores para AFLP de EcoRI con marcado fluorescente y los cebadores para
AFLP sin marcar de Msel se pidieron a Applied Biosystems (Foster City, California). El analisis de AFLP se llevo a
cabo utilizando el Protocolo de mapeo vegetal por AFLP de Applied Biosystems mediante la reaccion de
amplificacion selectiva con una modificacion. Dicha modificacion consistia en que las reacciones de
digestidn/ligamiento se incubaron a 37°C hasta el dia siguiente. Los productos amplificados selectivamente se
diluyeron 2x con agua desionizada esterilizada. Se combinaron 0,5 pl del producto diluido con 5 pl de tampon de
carga (5 pl del patron de tamafio GeneScan de 500 bp LIZ mezclados con 500 pl de formamida HiDi de ABI). Las
muestras se analizaron con un secuenciador AB3730XL DNA Analyzer dotado de una matriz espectral G5-RCT en
condiciones estandar. A continuacion, los datos se importaron a GeneMapper® version 4.0 (Applied Biosystems,
2005). A los alelos se les asign6 un valor numérico de acuerdo con el tamafio del fragmento de PCR.

Resultados y discusion.
Citologia y otra evaluacion subcelular de células unicas.

Pared celular y division celular. Durante el cultivo de las células se observo crecimiento y diferenciacion, y la forma y
la estructura de las mismas dependié de la pared celular. Las células Unicas manifestaron crecimiento isotrépico con
un aumento de tamafno de 3-10 veces vy la tipica forma circular. Para discernir la estructura de la pared celular se
empled calcofldor, un blanqueante con afinidad por las celulosas. En las células unicas se observé una pared
claramente circular. La pared celular es una estructura dinamica que cumple un importante cometido en la
determinacion de la morfologia de la célula y que interacciona con factores ambientales. A pesar de que la mayoria
de las células Unicas observadas presentaban una forma esférica, se vieron algunas células en divisién con placa
celular. El aumento del peso seco es otra indicacion de division celular en estas células unicas. Al cabo de 14 dias
de cultivo con MTI, si las células unicas se transfieren a medio sin MTI, vuelven a formar agregados en suspension,
lo cual demuestra la reversibilidad del crecimiento anisotropico.

Membrana plasmética. La membrana plasmatica es uno de los principales componentes de la célula, pues envuelve
todo el contenido celular. Delimita la pared celular y constituye el ultimo filiro entre el interior de la célula y el entorno.
Los colorantes de estirilo FM anfifilicos son utiles para estudiar la organizacion de los organulos y el transito de
vesiculas en las células eucariotas vivas (Bolte et. al., 2004). Inicialmente, los colorantes FM se ubican en la
membrana plasmatica (MP), pero después sufren una endocitosis en vacuolas y viajan hasta los endosomas en
vesiculas. El FM4-64 (un colorante fluorescente selectivo de membrana) tifie la membrana plasmatica pero después
se internaliza y alcanza otros organulos de la célula (Ueda et. al., 2001). A los 5 minutos de la tincién, se observo
fluorescencia en la membrana plasmatica de las células unicas, sin que se evidenciaran defectos estructurales. En
muestras aisladas donde se usé isoxabén 100 nM para eliminar la red de celulosa, el FM4-64 revel6 un gran numero
de vesiculas en la superficie. La membrana presentd endocitosis activa al cabo de 5 minutos.

Nucleo. La organizacién nuclear en la célula vegetal tratada con MTI se considera compleja y se ha demostrado que
la poliploidia nuclear es un fendmeno comun con las concentraciones elevadas. Se examinaron muestras que
habian permanecido expuestas hasta 7 dias a concentraciones 1 uM de difenilpirazol y trimetoxifenilciclohexeno. La
estructura de los organulos nucleares fue analizada con diversas tinciones (Hoechst 3325). Las células JTNT1 Unica
contenian un solo nucleo con un ndcleo o dos nucleolos con concentraciones de difenilpirazol vy
trimetoxifenilciclohexeno de 1 uM en cultivos de 3,5 dias. No obstante, las concentraciones elevadas de ambos
compuestos condujeron a la formaciéon de células gigantes de hasta 150-300 uM de diametro que presentaban
poliploidia, como se habia observado en células de zanahoria cultivadas durante 21 dias. Estos resultados apuntan
a que la inhibicién de la mitosis es el efecto fundamental de dichos compuestos en las altas concentraciones
estudiadas. Por ello, no sélo es importante mantener la concentracion 6ptima de MTI, sino también la quimica del
compuesto, que tendra una funcién muy selectiva en los tubulos y no la funcién no selectiva similar a la funcién de
divisién celular.

Citoesqueleto. El citoesqueleto consta de varias proteinas estructurales como las actinas F y las tubulinas que estan
implicadas en la integridad estructural de la estructura celular. La dinamica in vivo del citoesqueleto se estudio con el
conjugado verde fluorescente de actina y Alexa Fluor 488 (A12373), que es mas brillante y depende menos del pH.
Los microtubulos y los filamentos de actina son estructuras esenciales para el mantenimiento de la estructura del
citoesqueleto en las células vegetales, pues posibilitan su crecimiento y diferenciacion y su supervivencia (Kost et.
al., 2002). Las células unicas tefidas con faloidina revelaron el citoesqueleto de filamentos de actina, y no se aprecio
una disposicién defectuosa de los filamentos puesto que la estructura celular era normal.

Analisis molecular. El analisis de los AFLP se efectué con 10 combinaciones de cebadores y EcoRI, una enzima de
restriccion insensible a la metilacidon. Dos de las parejas de cebadores no consiguieron amplificar (p6 y p10) y otras
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dos parejas no manifestaron diferencias en ninguno de los fragmentos (3p y 8p). El numero de fragmentos
claramente separados por las parejas de cebadores 1p, 2p, 3p, 4p, 5p, 7p, 8p y 9p alcanzé los 47, 39, 31, 42, 47, 32,
7 y 46, respectivamente. No se detectd ningun polimorfismo de AFLP en ninguna de las muestras tratadas con las
combinaciones de cebadores insensibles a la metilacion (EcoRI-Msel) excepto en las muestras de JTNT1 cultivadas
con glicerol durante 14 dias (4° ciclo de subcultivo). En cambio, no se identificaron fragmentos polimérficos en
ninguna de las otras muestras cultivadas con glicerol. Las muestras tratadas con sacarosa no evidenciaron
polimorfismos para ninguno de los fragmentos con ninguna de las combinaciones de cebadores empleadas. Como
cabia esperar, no hubo diferencias en las muestras de células unicas durante al menos 3 ciclos de subcultivo. Pero
en el 4° ciclo de subcultivo, el polimorfismo observado en los cultivos con glicerol pudo deberse a la presencia
continua del compuesto ademas de al estrés impuesto por la falta de sacarosa (que aparentemente desencadend la
inestabilidad). La diferencia en el cultivo de células Unicas JTNT1 que no mostraba polimorfismo apunta a que la
Unica fuente de carbono disponible, el glicerol, aunque es sabido que estabiliza los microtibulos, no seria capaz de
sostener demasiado la funcion celular, sobre todo con la presencia prolongada de un inhibidor de microtubulina
(MTI). En cualquier caso, los tratamientos de células Unicas con difenilpirazol pueden culminar con éxito en el
intervalo de concentracion estudiado durante al menos 4 ciclos de subcultivo, sin causar problemas de inestabilidad
genomica.

Se detectaron 2 polimorfismos con el cebador 5p. El subcultivo 4 presenté una insercion de un fragmento de 130 pb
y una delecién de un fragmento de 131 pb.

Se determinaron los perfiles de AFLP derivados de la utilizacion de las enzimas insensibles a la metilacién EcoRI y
Msel con combinaciones de parejas de cebadores. Todas las muestras recogidas en el cuarto ciclo de subcultivo
resultaron monomorficas, mientras que el perfil del glicerol en ese mismo ciclo de subcultivo resulté polimérfico en
varios loci.

Tabla 2: Contiene datos de las combinaciones de cebadores empleadas para el andlisis de AFLP y los
correspondientes numeros de bandas observados. Sac-X, células Unicas en medio NT1B-Sacarosa; Gli-X, células
Unicas en medio NT1B-Glicerol; Cont-Sac, agregados en suspension de JTNT1 con sacarosa empleados como
control; Cont-Gli, agregados en suspension de JTNT1 con glicerol empleados como control.

Numero de bandas polimorficas

Comb. Secuencia Cont- Cont 3,5d 35d 7d 7d 10,5d 10,5d 14 d 14 d
ceba- del Sac - Sac Gli Sac Gli Sac Gli Sac Gli
dor cebador Gli

(5'a3)
Combinacién de EcoRI/Msel
1p AC/CAG n/a n/a 0 0 0 0 0 0 0 5
2p AGC/CAG n/a n/a 0 0 0 0 0 0 0 10
3p AGC/CTG n/a n/a 0 0 0 0 0 0 0 0
4p ACT/CTT n/a n/a 0 0 0 0 0 0 0 5
5p ACT/CAG n/a n/a 0 0 0 0 0 0 0 3
6p ACT/CTG n/a n/a
7p ACC/CAG n/a n/a 0 0 0 0 0 0 0 4
8p ACC/CTG n/a n/a 0 0 0 0 0 0 0 0
9p ACA/CAG n/a n/a 0 0 0 0 0 0 0 7
10p ACA/ICTG n/a n/a
Total 34
d =dias

Evaluacion genética molecular de la uniformidad. En este estudio se observaron polimorfismos AFLP (en el 4° ciclo
de subcultivo de la suspension de células Unicas cultivadas con glicerol en 9 de las 10 combinaciones de cebadores
utilizadas). Toda la variabilidad observada corresponde a los fragmentos generados con EcoRI/Msel. Anteriormente
se habia descrito un aumento del estado de metilacién durante el cultivo de callos de tomate, en comparacion con
hojas (Smulders et. al. 1995) y plantas de guisante regeneradas en cultivo (Cecchini et. al. 1992). En definitiva, para
evaluar la variacion generada por la metilacion, se puede llevar a cabo una evaluacion con la combinacién sensible a
la metilacion PStl/Msel.

Anexo - Ejemplo 13
Extraccion de ADN de callos/células en suspensién de tabaco con CTAB
1. Pesar ~25 mg de tejido liofilizado en un tubo Eppendorf de 2 ml.
2. Introducir perlas de acero inoxidable en el tubo que contiene el tejido y pulverizar en un homogeneizador o en

un mezclador de pintura durante aprox. 1 minuto (ajustar el homogeneizador a 500 impactos/min). Sacar las
perlas y golpear el tubo suavemente para desapelmazar el tejido.
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3. Afadir 1 ml de tampdén de extraccion y golpear con suavidad el tubo para desapelmazar el tejido y que se
empape con el tampodn, incubar en agitacion suave en posicion horizontal durante 2 horas a 65 °C. Enfriar a
temperatura ambiente (~10 minutos).

Tampédn de extraccion (250 ml)
Tris-HCI 25 ml
NaCl 29,2 g
Na EDTA 12,5 ml
CTAB6,25¢g
PVP 3,75 g
Agua (enrasar hasta un volumen final de 250 ml)

4. Anadir 0,75 ml de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico 25:24:1 y pH 8 al tampoén de extracciéon y balancear
suavemente con la mano durante 5 min. Centrifugar durante 5 minutos a 10.000 rpm para separar las fases.
Transferir con cuidado la fase acuosa a un tubo nuevo.

5. Repetir la etapa 4 utilizando cloroformo/octanol 24:1 en lugar de la mezcla de fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico.

6. Anadir isopropanol al sobrenadante en un volumen igual y dejar reposar durante 1 hora a temperatura ambiente.

7. Centrifugar los tubos durante 10 minutos a 10.000 rpm y desechar el sobrenadante con cuidado para no verter
el sedimento del fondo del tubo.

8. Anadir 0,5 ml de mezcla de etanol al 70% y ARNasa para lavar el sedimento de ADN y centrifugar 1 min a
10.000 rpm. (1:1000 ARNasa/etanol).

9. Decantar con cuidado el sobrenadante y repetir el lavado, esta vez solamente con etanol al 70%. Secar
totalmente el sedimento dejando las muestras a temperatura ambiente 3 horas o bien introduciéndolas en un
rotavapor durante ~5 minutos.

10. Una vez eliminado todo el alcohol, disolver el sedimento en 0,2 ml de tampdn Tris EDTA 1x precalentado a
65°C. Dejar reposar las muestras hasta el dia siguiente a temperatura ambiente antes de resuspenderlas
completamente.

11. A la mafiana siguiente, agitar suavemente los tubos para mezclar su contenido. Procesar las muestras en gel
de agarosa para comprobar la degradacion y la presencia de ARN y cuantificarlo.
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Ejemplo 14 — Trasformacién plastidial en células unicas de tabaco BY2
Iniciacion de células unicas como preparativo para la transformacion plastidial.

Se afiadieron 4 ml de suspension de tabaco BY2 (en fase de crecimiento estacionario mantenidas en un ciclo de 7
dias) a 26 ml de medio fresco compuesto bien por Medio A [sales LS (PhytoTechnology Laboratories, L689),
sacarosa 120 g/l, acido nicotinico 1 mg/l, piridoxina HCI 1 mg/l, tiamina HCI 10 mg/l y difenilpirazol (DPP) 20 nM]
bien por Medio B [sales LS, sacarosa 120 g/I, acido nicotinico 1 mg/l, piridoxina HCI 1 mg/l, tiamina HCI 10 mg/l,
bencilaminopurina (BAP) 2,5 mg/l y DPP 20 nM] en frascos de agitacién de 125 ml con tapon de espuma. Los
frascos se depositaron durante 7 dias en un agitador giratorio a 125 rpm, a oscuras y una temperatura de 28°C.

Experimento de transformacion.

Los experimentos de transformacion se iniciaron diluyendo el cultivo en suspensién de BY2 (cultivado del modo
descrito anteriormente) con medio fresco hasta obtener una DO%° de 1,0. Para cada diana de transformaciéon se
pipetearon 1,5 ml de suspension diluida en un papel de filtro estéril colocado sobre un aparato de filtracion por vacio.
Las células en suspension se esparcieron uniformemente sobre la superficie del papel de filtro. El papel de filtro con
las células se transfirié al medio de bombardeo [sales basales MS, vitamina B5, manitol 18,2 g/l, sorbitol 18,2 g/,
sacarosa 30 g/l, BAP 1 mg/l, acido 1-naftalenacético (NAA) 0,1 mg/l, agar TC 8 g/l (PhytoTechnology Laboratories,
A175).

Constructo plasmidico para la transformacion plastidial de células unicas.
El constructo de ADN utilizado en este ejemplo se design6 pDAB3969. Los elementos del constructo resultaron
flanqueados por las secuencias trnl y trnA de la unidad 16S del genoma del cloroplasto de tabaco. Dos genes, aphA-

6 y nptll, se usaron como marcadores seleccionables regulados por los promotores Prrn mas el gen 10 del T7,y
PpsbA, respectivamente. El gen 10 del T7 también controla el gen de interés, TurboGFP.
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Bombardeo biolistico de células BY2 tnicas.

Las células permanecieron en el medio de bombardeo durante 4 horas antes del mismo. Las dianas preparadas
fueron bombardeadas con un sistema de suministro Bio-Rad PDS-1000/He. Se prepararon particulas de oro (0,4
um, Inbio Gold Melbourne, Australia), y el ADN se hizo precipitar sobre su superficie con métodos estandares.

Las placas diana fueron bombardeadas a 1.100 psi, junto con un vacio de 28 pulgadas de mercurio, y una distancia
de 9 cm hasta la pantalla de parada. A continuacion, las placas se apartaron para un periodo de recuperacion de un
dia. Los papeles de filtro con el tejido se transfirieron entonces a un medio C [sales LS, sacarosa 120 g/l, fosfato
potasico monobasico y anhidro 170 mg/l, tiamina-HCI 0,6 mg/l, 2,4-D 0,2 mg/l, agar TC 8 g/l y kanamicina 100 mg/I]
y se dejaron en la placa original de seleccion hasta que aparecieron colonias resistentes. Cuando las colonias
resistentes crecieron hasta 4-5 mm de diametro, se aislaron en placas individuales con medio C gelificado y se
agruparon hasta que fueron lo suficientemente grandes para obtener muestras para el analisis por PCR.

Resultados y discusion.

Lineas de BY2 en suspension se cultivaron en medio A y medio B durante 7 dias. Se prepararon cinco placas diana
a partir de las células cultivadas en medio A y otras cinco placas de las cultivadas en medio B. Estos dos medios se
disefiaron para producir amiloplastos agrandados aumentando el contenido de sacarosa, eliminando la auxina acido
2 4-diclorofenoxiacético (2,4-D), y, en el medio B, afiadiendo la citocinina BAP (1, 2). Los amiloplastos agrandados
sirvieron como dianas mas grandes para la transformacién biolistica. Ambos medios, que contenian DPP 20 nM,
produjeron células unicas. Las placas bombardeadas produjeron 3 colonias resistentes a la kanamicina a partir de
las células tratadas con medio A y 2 colonias resistentes a partir de las células tratadas con medio B.

Se extrajeron muestras de cada colonia para los analisis moleculares. EI ADN se extrajo con un protocolo DNasey y
las alicuotas se analizaron con PCR utilizando los siguientes juegos de cebadores.

Nombre del cebador Secuencia del cebador

MAS394 TATGCTGCGTTCGGGAAGGATGAA juego 2
MAS395 GATTAAAAGAATAAACATCCGATG

MAS396 TTGCCTAAGAGAGGATGCATCGGA juego 3
MAS397 TTGTCTGTTGTGCCCAGTCATAGC

MAS398 TGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGG juego 4
MAS399 TTGGTGTAGCCGCCGTTGTTGATG

MAS400 TGGAGTACCAGCACGCCTTCAAGC juego 5
MAS401 GGCTATGCCATCCTAAGGTGCTGC

Los cebadores amplificaron segmentos del constructo de transformacion. El cebador MAS401 apareci6 insertado en
el ADN plastidial del tabaco nativo 83 pares de bases mas alla del final del flanco del trnA, lo que demuestra la
integracion en el genoma plastidial.

Las reacciones de PCR con los juegos de cebadores 2, 3, 4 y 5 produjeron reacciones positivas con las cinco
muestras. EI ADN de las células en suspension BY2 de tipo salvaje (sin transformar) y del control de plantas de
tabaco no produjo ninguna banda. En suma, los resultados de la PCR indican la presencia de los tres transgenes y
su integracion en el genoma plastidial.
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REIVINDICACIONES
1. Método para producir una célula vegetal Unica, aislada, que comprende una pared celular intacta, en el que dicho
método comprende el cultivo de células vegetales que comprenden las paredes celulares intactas en un medio que
contiene glicerol y un compuesto despolimerizador de tubulina seleccionado de entre el grupo constituido por las
dinitroanilinas y un compuesto de conformidad con la férmula siguiente:

Y X

en la que

X= COzR, CHCO2R, CH.CH.CO2R, (CH2)3CO2R, OCH2CO2R, OCH(CH3)CO2R, OC(CH3).CO2R,
CH20CH2CO2R, CH2CH(CO2CH2CH3)CO2R, 0 OCH(CO2CH2CH3)CO2R

Y= CN,Cl, Br, F,oNO;

Ary = fenilo no sustituido, piridina no sustituida, fenilo 1-3 sustituido, piridina 1-3 sustituida, o sustituida con
halégeno o CN

Ary = fenilo no sustituido, piridina no sustituida, fenilo 1-3 sustituido, piridina 1-3 sustituida, o sustituida con
halégeno o CN;

y
R = H o éster lineal o ramificado con 1-5 carbonos

2. Método segun la reivindicacién 1, en el que el compuesto de la formula segun la reivindicacién 1 es el éster etilico
del acido (4-cloro-1,5-difenil-1H-pirazol-3-iloxi)-acético.

3. Método segun la reivindicacion 1, en el que el compuesto de la férmula segun la reivindicacion 1 es

cl, o\)*of\

4. Método segun la reivindicacion 1, en el que dicho medio es un medio liquido y dichas células estan en una
suspension.

5. Método segun la reivindicacion 1, en el que dicho medio contiene colquicina ademas de un compuesto de la
férmula segun la reivindicacion 1.

6. Método segun la reivindicacién 1, en el que dicha célula unica, aislada, es seleccionada de entre el grupo
constituido por una célula de alga, una célula de dicotiledénea, una célula de monocotiledénea, una célula de planta
vascular inferior, o una célula de planta no vascular.

7. Método segun la reivindicacion 1, en el que dicha célula aislada es transformada posteriormente con un
polinucledtido heterdlogo, y la célula transformada es seleccionada.

8. Método segun la reivindicacion 7, en el que dicha etapa de seleccién utiliza una seleccién sin marcadores.
9. Método segun la reivindicacién 7, en el que dicha célula transformada es transgénica o transplastémica.

10. Método segun la reivindicacion 7, en el que dicha etapa de transformacioén se lleva a cabo utilizando un método
seleccionado de entre el grupo constituido por polietilenglicol, electroporacion, biolistica y nanoparticulas.
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11. Método segun la reivindicacion 1, en el que dicho método es un método de tratamiento de alto rendimiento.

12. Método segun la reivindicacion 1, en el que dicha célula unica, aislada, es seleccionada de entre el grupo
constituido por una célula de tabaco, una célula de zanahoria, una célula de maiz, o una célula de estramonio.

13. Método segun la reivindicacién 1, en el que dicho medio es seleccionado de entre el grupo constituido por un
medio de gel y semisolido.
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FIG. 4
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Efectos de la concentracion de DAS-PMTI-1 sobre el crecimiento de células de
tabaco BTI-NT1
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Anadir alteradores de MT (25 nM a 1 nM) al medio poco después del inicio de la
suspension

Desprendimiento de células sueltas 3-7 dias después del inicio de la suspension
Obtencidn de un alto porcentaje de células sueltas después de 7 dias de tratamiento

Tamizar las células sueltas con filtros de 100, 75 y 40 uM para eliminar los
agregados de células muertas

Sembrar 1,5 ml de células sueltas a una densidad DO®*® de 0,6 en una placa con LS
BY2 y bialofos 10 mg/l durante 2-4 semanas y después recoger las colonias

FIG. 7

FIG. 8A FIG. 8B
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FIG. 10
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FIG. 11

FIG. 12
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FIG. 13A FIG. 13B
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Turbidez

Curva de crecimiento de células JTNT1 sueltas en respuesta a MTI
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