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1. INTERES Y OBJETIVOS

El melon (Cucumis melo L.) pertenece a la familia Cucurbitaceae vy
presenta unos fruto clasificados como climatéricos, altamente perecederos en
funcion de una elevada proporcion de agua y de la produccion de etileno, baja
acidez y de una estructura celular con grandes vacuolas (Pech y col., 1994). A
su vez, el meldn constituye una de las frutas mas consumidas ya que ocupa el
cuarto lugar en todo el mundo y entre sus principales productores a nivel
mundial destaca Espafa. La mayor parte del meldn producido en Espafia se
destina a mercados del norte y el centro de Europa (Deulofeu, 1997). Por ello,
las empresas distribuidoras solicitan al productor como parametro de calidad
tener el menor numero posible de mermas durante el transporte. Para
controlar la baja durabilidad, la asociacion de técnicas bioquimicas,
moleculares y de cultivos in vitro ha posibilitado la mejora genética buscando
y/o controlando la expresion de genes impicados en la biosintesis de etileno,
posibilitando la obtencion de frutos con maduracion retardada tras la
recoleccion (Silva y col., 2004). En este contexto aparecido el melon tipo
Galia, procedente de un tipo Zuila (muy comdn en la ribera sur del
Mediterraneo pero que presenta una conservacion muy limitada pero una gran
calidad interna) mejorado con un meléon que le aporta una mayor

transportabilidad.

Ademas, el melon es un cultivo que presenta un gran ndmero de
enfermedades y plagas que causan grandes pérdidas en la productividad de los
cultivos. De ahi que uno de los principales objetivos de mejora sea la
introduccion de genes de resistencia. La falta de fuentes de resistencia entre
las lineas y cultivares de C. melo ha dificultado la utilizacion de las técnicas
clasicas de mejora. Sin embargo, si se han utilizado otras especies silvestres
relacionadas para introducir resistencias tales como C. anguria var. longipes
(De Ponti, 1978; Kroon y col., 1979; Lebeda, 1984; Esteva y col., 1988;
Thomas y More, 1990). El uso de esta y otras variedades silvestres de Cucumis
como donadoras de resistencia ha sido un handicap por los problemas de
incompatibilidad sexual con C. melo lo que limita la hibridacién

interespecifica. Por ello, se estan desarrollando técnicas de cultivos in Vitro
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que incrementen la regeneracion y organogénesis y asi permitir la obtencion
de hibridos somaticos y la hibridacién molecular. Se ha descrito métodos de
regeneracion de callos de protoplastos obtenidos en experimentos de
hibridacion en el tipo Charentais y otras lineas de melén (Moreno y col., 1985;
Tabei y col., 1987; Ooasawa y col., 1989; Garcia-Sogo, 1990; Li y col., 1990;
Yamanaka y col., 1990; Bokelmann y col., 1991; Toyoda y col., 1991;
Debeaujon y Branchard, 1992; Jarly col., 1995).

El cultivo de tejidos in vitro encaminado a la regeneracion de plantas
engloba un grupo de técnicas mediante las cuales un explante se cultiva en un
medio de composicion quimica definida y bajo condiciones de incubacion
controladas. Sin embargo, la expresion in vitro de una determinada respuesta
morfogenética, caracterizada por la aparicion de nuevos organos, es la
consecuencia de la interaccion de procesos de induccion, competencia,
determinacion y diferenciacion celular, los cuales estan influenciados por
numerosos factores, tales como el genotipo de la planta donante y su
desarrollo, el tipo de explante, la composicion del medio nutritivo y el
ambiente fisico de cultivo (Ammirato, 1986; Liu y Pijut, 2008). La eleccion del
material vegetal de partida esta determinada por la facilidad de regenerar
plantas a partir de células somaticas de distinto origen, como pueden ser
explantes primarios de raiz, hipocotilo, peciolo, hoja o cotiledon ya que la

capacidad de regeneracion varia por la propia naturaleza del explante.

La transformacion genética se puede definir como la transferencia de
genes foraneos aislados a partir de diferentes organismos (virus, bacterias,
plantas o animales) a un nuevo contexto genético. En la transformacion
genética de plantas se persigue como objetivo la integracion cromosomica,
expresion heredabilidad estable del transgén de interés. La transferencia de
ADN foraneo se puede realizar también aprovechando las propiedades
biologicas de las bacterias Agrobacterium tumefaciens y A. rhizogenes. Este

vector biologico es altamente eficiente para la transferencia de genes.

El objetivo central de este Proyecto Final de Carrera es el desarrollo de

métodos que permitan la introduccion de genes foraneos en el acervo
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genético del melon mediante transformacion genética. Lo que se ha
pretendido es abrir un camino que permita la aplicacion de estrategias
basadas en la ingenieria genética para abordar objetivos de mejora en esta

importante especie horticola.
En concreto los objetivos de este proyecto fin de carrera son:

PRIMERO.- Poner a punto un sistema para la regeneracion in Vitro de
plantas de meldn de diferentes tipos varietales a partir de distintos

tipos de explantes primarios.

SEGUNDO.- Desarrollar un método de transformacion genética mediante

co-cultivo de explantes de meldn con Agrobacterium tumefaciens.

Beatriz Soriano Vicente 4



2. REVISION BIBLIOGRAFICA



Morfogénesisn vitro y obtencién de plantas transgénicas de melén Revision bibliogréafica

2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. EL MELON (Cucumis melo L.)

2.1.1. DESCRIPCION BOTANICA Y ORIGEN

A nivel taxonémico la familia Cucurbitaceae comprende dos sub-
familias (Zanonioiceae y Cucurbitaceae), 8 tribus, 118 géneros y 825 especies
(Jeffrey, 1990). Entre ellas se encuentran el melon (Cucumis melo L.), el
pepino (Cucumis sativus L.), la calabaza (Cucurbita pepo L.), la sandia
(Citrullus lanatus Thunb.), que son las de mayor relevancia econémica, y mas

de 40 especies silvestres (Esquinas-Alcazar y Gulick, 1983).

El origen del meldon se sitia en el sur de Asia donde se pueden
encontrar especies silvestres. Parece ser que procede exactamente de Iran,
desde donde se extendio hacia Egipto. El meldon se cultiva practicamente en
todos los lugares del mundo que posean un clima calido y poco lluvioso. Los
principales productores mundiales son China, Espafa e Iran, entre los
numerosos paises que cultivan la especie. El meldon constituye una de las
frutas mas consumidas ya que ocupa el cuarto lugar entre las frutas
consumidas en todo el mundo, después de las naranjas, los platanos y las

uvas.

A nivel botanico, el melon fue descrito por primera vez por Linneo en
su obra Species plantarum con el nombre de Cucumis melo (Linnaeus, 1753) y
hasta hoy se clasifica con el mismo nombre. Entre las Angiospermas, el meldn

se encuentra dentro de los siguientes taxones (Jeffrey, 1990):

Clase: Dycotyledoneae
Subclase: Dilleiniideae
Superorden: Violanae
Orden: Cucurbitales
Familia: Cucurbitaceae
Subfamilia: Cucurbitoideae
Género: Cucumis

Especie: Cucumis melo L.
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2.1.2. DESCRIPCION MORFOLOGICA

El meldn es una planta anual herbacea, de porte rastrero o trepador (si
se le facilita un entutorado apropiado), propio de cultivos intensivos de
secano y regadio. El tallo principal esta recubierto de formaciones pilosas y
presentan nudos en los que se desarrollan hojas, zarcillos y flores, brotando
nuevos tallos de las axilas de las hojas. El tallo puede llegar a medir hasta 5

metros.

Las hojas tienen el limbo orbicular aovado, reniforme o pentagonal,

dividido en 3-7 lobulos con los margenes dentados y son vellosas por el envés.

Las flores son solitarias, de color amarillo y pueden ser masculinas,
femeninas o hermafroditas. Las masculinas suelen aparecer en primer lugar
sobre los entrenudos mas bajos, mientras que las femeninas y hermafroditas
aparecen mas tarde en las ramificaciones de segunda y tercera generacion,
aunque siempre junto a las masculinas. (Maroto 2002). El nivel de elementos
fertilizantes influye en gran medida sobre el nimero de flores masculinas,
femeninas y hermafroditas asi como sobre el momento de su aparicion. En la
regulacion genética de la expresion de la sexualidad del melon estan
implicados tres genes, A/a, G/g y M/m, cuyas combinaciones alélicas

permiten explicar 5 fenotipos diferentes (Kenisgbuch y Cohen, 1990):

A_G_ _ _ monoico, con flores femeninas y masculinas
A _ggmm ginoico, con flores femeninas
aaG_ _ _ andromonoico, con flores masculinas y hermafroditas

aagg_ _ hermafrodita
A AggM_ ginomonoica, con flores hermafroditas y femeninas

Los genotipos monoico y andromonoico son los mas comunes y la

polinizacion es entomofila.

La forma del fruto es variable (esférica, eliptica, aovada, etc.). La
corteza de color verde, amarillo, anaranjado, blanco, etc., puede ser lisa,
reticulada o estriada. La pulpa puede ser blanca, amarilla, cremosa,
anaranjada, asalmonada o verdosa. La placenta contiene las semillas y puede

ser seca, gelatinosa o acuosa, en funcion de su consistencia. Las semillas se
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presentan en un numero que varia de 200 a 600 unidades por fruto. La
viabilidad o capacidad germinativa media de las semillas de meldn suele ser
de unos 5 anos, siempre y cuando las condiciones de conservacion sean
optimas (Maroto, 2002). Resulta importante que la placenta sea pequena para
que no reste pulpa al fruto y que las semillas estén bien situadas en la misma

para que no se muevan durante el transporte.

2.1.3. TIPOS VARIETALES

Durante muchos afos se ha buscado clarificar la clasificacion botanica
de la especie Cucumis melo L. a nivel subespecifico, pero ninguna recogia
satisfactoriamente todos los tipos varietales y sus hibridaciones. La mas
aceptada es la propuesta por Naudin (1859), que se basa en un sistema
multinivel asentado en la idea de series homologas. Se compone de cuatro
variedades y cada una esta dividida en dos subespecies, cultus (tipos
cultivados) y agreste (tipos salvajes), que a su vez se dividen en diferentes
tipos. La mayoria de las clasificaciones interespecificas de melon son
revisiones y modificaciones de la propuesta por Naudin (1859) (Nuez y col.,
1996; Robinson y Deckeer-Walters, 1997; Pitrat y col., 2000). A continuacion
se detallan los tipos varietales de meléon de que se compone este sistema de

clasificacion:

1. C. melo var. cantalupensis Naud. Melones “cantalitos”. Se caracterizan
por frutos de tamano medio, escriturados, aromaticos y con la carne color

naranja aunque algunas la presentan verde. Comprende los tipos varietales:

. Cantalupo (Fig. 1). Frutos redondos o elipticos. Piel lisa o reticulada
con los meridianos bien marcados en color verde y el casco en verde grisaceo.

La carne es de color anaranjado, dulce y de aroma caracteristico.

. Galia (Fig. 1). Fruto esférico con escriturado fino y denso. La corteza
en la madurez es de color amarillo-anaranjado. La carne es verdosa, con un

contenido en azucares elevado.

. Ogen. Fruto redondeado con corteza verde oscuro, escriturada y

apostillada. La carne es de color verde claro.
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2. C. melo var. reticulatus Naud. En este grupo se encuentran los melones
“italianos” o “muskmelon” (Fig. 1). El tamano del fruto es medio, de forma
eliptica o redondeada y con la corteza muy escriturada. Tiene la carne de

color verde o salmédn, bastante aromatica y de consistencia suave.

Figura 1.- Muestra de diferentes tipos varietales de melon. De izquierda a derecha y de arriba
hacia abajo: Meléon Amarillo, Melén Cantalupo, Melon Charentais, Melon Galia, Melon Honey
Dew, Melon Muskmelon, Melon Piel de Sapo, Melon Rochet y Melon Tendral.

3. C. melo var. saccharinus Naud. Frutos de tamano medio muy
resistentes al transporte debido a su piel gruesa, que puede ser lisa o

moteada. La componen los tipos:

. Ananas. Frutos grandes de forma globosa u ovalada con corteza con un
reticulado fino y color anaranjado. Su carne es de color amarillento, de

agradable sabor y alto contenido en azlcares.
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. Mallorquin. Frutos redondeados y de reticulado manifiesto. La carne es

de color amarillento, de agradable sabor y alto contenido en azlcares.

4. C. melo var. inodorus Naud. En este grupo se encuentran los melones
de invierno. Se cultivan en climas calidos y secos. La forma del fruto es
alargada y no son dehiscentes al madurar. Su maduraciéon es tardia, con
buenas cualidades para la conservacion durante largos periodos. Los tipos mas

conocidos dentro de este grupo varietal son:

. Honey Dew (Fig. 1). Son frutos de piel y carne de color blanco y no
presenta manchas ni reticulado. La forma suele ser redondeada o ligeramente

eliptica.

. Piel de Sapo o Pinyonet (Fig. 1). Los frutos son ovalados y ligeramente
asurcados. La piel es de color verde con manchas en tonalidades mas oscuras.
Algunos cultivares presentan escriturado en la madurez. La carne es de color

blanco, crujiente y tiene un alto contenido en azucar.

. Rochet (Fig. 1). Sus frutos ovalados, con la piel verde clara sin manchas

lisa 0 con muy escasa rugosidad. La carne es blanca, crujiente y muy dulce.

. Tendral (Fig. 1). Frutos ovalados con la piel asurcada, rugosa y de un
grosor destacable, lo que le hace muy apto para la conservacion y el
transporte. La carne es blanca y crujiente con un contenido en azucares

medio-alto.

. Amarillo (Fig. 1). Los frutos son ovalados o redondos, con la corteza lisa
y de color amarillo al madurar, sin escriturado ni manchas. La carne es

blanca, de textura crujiente y dulce.

Estos cuatro tipos se suelen encontrar agrupados bajo el epigrafe “tipo
Espanol”.

4, C. melo var. flexuosus Naud. Los frutos son delgados y largos, pueden
ser rectos o curvados. Se les llama melones “serpientes”. Se clasifican como

pepino porque se suelen utilizar en ensaladas.

5. C. melo var. conomon Makino. Melon de encurtido. Presenta frutos

pequenos con piel lisa. Su carne es blanca, blanda y con muchos azlcares.

Beatriz Soriano Vicente
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6. C. melo var. chito Naud. Frutos lisos del tamano de una naranja y de
sabor acido. Se emplean para conservas y encurtidos y también se cultivan

como ornamentales.

7. C. melo var. dudaim Naud. Los frutos son aplastados, del tamano de
media naranja, con la piel de color amarillento jaspeada de tono oscuro y

pubescente incluso en la madurez. Se utilizan como ornamentales.

8. C. melo var. acidulus Naud. Melones acidos. Aqui se agrupan varios
cultivares monoicos caracterizados por tener frutos pequenos de consistencia

firme, de piel lisa y carne crujiente. Se suelen comer cocinados.

9. C. melo var. agrestes Naud. Son los conocidos como “melones

2”9

silvestres””. Este tipo varietal se caracteriza porque tienen frutos pequenos e

incomestibles.
2.2. CULTIVO DEL MELON
Los diferentes ciclos de cultivo de melon en Espaina son (Canton, 1999):

- Ciclo extratemprano. La siembra en semilleros se hace en diciembre,
el transplante a invernaderos se realiza en febrero y la recoleccion suele
iniciarse a finales del mes de abril. Este ciclo se sigue cuando se utilizan
modernos hibridos, principalmente Cantalupos y Galia, en el cultivo para la
exportacion mas precoz del litoral mediterraneo espanol (principalmente en

Almeria y Murcia).

- Ciclo temprano. La siembra se realiza entre mediados de marzo y
abril y la recoleccion comienza a mediados de junio. Este ciclo es
caracteristico de determinadas zonas del litoral mediterraneo en la
produccion de melones precoces. La siembra suele ser directa, aunque

también se puede hacer en semilleros.

- Ciclo normal-tardio. La siembra se efectia en abril o mayo (en la
época libre de heladas), mediante siembra directa, iniciandose la recoleccion
a partir de mediados de julio. Con variedades tardias y en secano la
recoleccion se prolonga hasta el mes de septiembre. Este es un ciclo tipico de

las regiones del interior peninsular.
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Dependiendo del ciclo de cultivo que se adopte se utilizaran las

variedades mas apropiadas y se le realizaran las labores que correspondan.

El melon es una planta muy exigente en temperatura, de tal forma que
detiene su crecimiento por debajo de los 12°C y es sensible a las heladas. La
temperatura optima del crecimiento vegetativo, aunque es variable segln los
cultivares, se sitla entre 18 y 24°C, siendo fundamental la temperatura del
suelo a nivel radicular, para que haya una adecuada absorcién del agua. Para
que haya una buena polinizacion se requiere que la temperatura no descienda
de 18°C, alcanzando unos valores optimos entre 20-22°C. La maduracion del
fruto requiere un optimo térmico de 25-30°C. Temperaturas excesivamente
altas (superiores a 40°C) pueden producir quemaduras en los frutos, asi como
afectar de forma negativa a la calidad de la produccion. Llegando incluso a

descomponer la carne del fruto.

Es resistente a la sequia y muy exigente en cuanto a la iluminacion,
favoreciendo ésta su desarrollo en todos los sentidos. En cuanto al suelo,
prefiere los suelos ricos, profundos y mullidos, bien aireados y sin
encharcamiento. No le conviene los suelos acidos, adaptandose bien a suelos
con pH neutros o ligeramente alcalinos. Esta considerado como un cultivo

moderadamente resistente a la salinidad.
2.3. COMERCIALIZACION E IMPORTANCIA ECONOMICA DEL MELON

La gran diversidad que presenta el meldn ha contribuido a la obtencion
de multitud de cultivares/variedades adaptadas perfectamente a
determinadas zonas de produccion, y especialmente, a diferentes habitos de
consumo. La constante ha sido el consumo local, utilizando las variedades
propias de esa zona de produccion ya que, aun contando con cierto potencial

de conservacion, no era suficiente para comercializar a grandes distancias.

Con la internacionalizacion del comercio y la mejora de la logistica en
los mercados europeos y de EEUU, comenzaron a conocer el melon, y
actualmente forma parte de sus habitos alimenticios. Esto hizo que dejara de
ser un producto de consumo local para pasar a ser un fruto conocido y

cotizado.
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El primer problema que se plante6 fue encontrar un melén con la
suficiente conservacion para ser transportado desde las zonas de produccion
hasta las de consumo. En principio, esto se solucioné utilizando variedades
con adecuada conservacion natural como es el caso de los melones Tendrales
y Amarillos en Europa, y Cantalupo, Amarillos y Honey Dew en EEUU. Sin
embargo, estas variedades no son las mas apreciadas, puesto que su calidad
organoléptica es inferior a otras variedades de consumo local de mala
conservacion. Este es el caso del tipo Piel de Sapo, el cual tiene suficiente
transportabilidad como para ser consumido en el norte de Europa, pero a
consecuencia de que no muestra un signo exterior de madurez, no es

apreciado en estos mercados.

Actualmente, gran parte del melon de este tipo que se cultiva en
Espaia se destina a mercados del norte y el centro de Europa, con mas poder
adquisitivo (Deulofeu, 1997). En concreto, practicamente el 99% de estos
melones se exportan a Alemania, Reino Unido y Paises Nordicos (Canton,
1999).

Las empresas distribuidoras solicitan al productor una calidad tal que se
tengan el menor ndimero posible de mermas durante el transporte y en sus
estanterias. La calidad es un caracter variable que esta en funcion de la
demanda (Cubero, 2003). Lo que se persigue es un melon de calidad uniforme,
con un signo externo de madurez y con una adecuada conservacion (Navarro,
1997).

Actualmente el meldon se recolecta antes de llegara su madurez
comercial, para que cuando llegue al mercado de destino haya alcanzado la
madurez. El momento de corte depende del tiempo que se tardara en
consumir y de las condiciones en las que se mantenga. Con lo que el corte del
fruto se debe anticipar bastante con respecto al momento 6ptimo de cosecha.
El fruto de melon se deberia recolectar cuando alcanza el contenido maximo
de azlcar, dentro de su madurez fisioldgica, ya que una vez cortado no es
capaz de aumentar el contenido en sacarosa, puesto que ello depende,
principalmente, del transporte desde la parte vegetativa de la planta

(Serrano, 1996). Esta diferencia de tiempo entre el momento de corte real y
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el momento de corte tedrico ocasiona una paridad de calidad del fruto,

puesto que no se alcanzan ni el aroma ni el sabor 6ptimo.

En los Ultimos anos la superficie de meldn ha ido disminuyendo, aunque
la produccion se ha ido manteniendo practicamente igual. Esto indica la
utilizacion de variedades hibridas de mayor rendimiento y una mejora y

especializacion del cultivo.

Para abastecer el mercado de meldn, Europa realiza importaciones
procedentes principalmente de Brasil (41.8%), Costa Rica (22.2%), Israel
(13.5%), Marruecos (11.1%), Honduras (3.6%), Ecuador (1.4%), Guatemala
(1.2%), Africa Del Sur (1.1%), RepUblica Dominicana (0.7%), Venezuela (0.6%) y

el resto de las exportaciones son cubiertas por otros paises (2.9%) (Fig. 2).
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Figura 2.- Principales paises importadores: Principales paises importadores del mundo
expresado en tanto por ciento. Fuente: Infoagro (2011).

La produccidon espanola de meldon se situa en torno a las 1.000.000
toneladas con una superficie sembrada que gira en torno a las 29.500
hectareas. Se concentra en la mitad sur de la Peninsula siendo Castilla-La
Mancha la primera region en superficie y produccion con el 35% del total

nacional (Fig. 3).
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Figura 3.- Evolucion de la superficie de melon cultivada en Espaina (en miles de hectareas) y
evolucion de su produccion (en miles de toneladas). Fuente: M.A.R.M. (2011).

Ciudad Real aporta el grueso productivo con unas 8.400 hectareas y un
volumen comercial que supera las 297.000 toneladas. Tras esta region, le
siguen en importancia Andalucia, Murcia, Extremadura y Comunidad

Valenciana.

Murcia ocupa un lugar de referencia en el negocio de las cucurbitaceas

y su produccion supera las 227.000 toneladas (Fig. 4).

Almeria es la provincia tercera en produccion y la mas precoz siendo la
que marca el inicio de la campana. En el ano 2009 puso en el mercado un
grueso de 166.660 toneladas (Fig. 4).

Del resto de provincias productoras, Sevilla llega a producir hasta
33.000 toneladas de meldn. Alicante supera el umbral de las 31.000
toneladas. La provincia mantiene esta tendencia alcista desde principios de
esta década. Badajoz aporta 65.000 toneladas de melon verde piel de sapo y

blanco, destinadas al consumo local y Portugal (Fig. 4).
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Produccién (miles de toneladas;

Ciudad Real Murcia Almeria Sevilla Alicante Badajoz
Ciudades

Figura 4.- Principales provincias productoras de melon en Espaia, expresado en miles de
toneladas. Fuente: M.A.R.M. (2011).

Como ya hemos comentado, Almeria ocupa uno de los primeros puestos
en produccion. La evolucion en el nUmero de hectareas dedicadas a melén en
la provincia de Almeria ha sido ascendente hasta el afo 1998, que marco un
record de produccion con 266.500 toneladas. En anos posteriores, el niUmero
de hectareas y, por tanto, la produccion han entrado en una linea
descendente (Fig. 5).
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Figura 5.- Evolucion de la superficie (expresada en hectareas) de melon cultivada en Almeria
desde 2004 hasta 2008. Fuente: Consejeria de Agricultura de la Junta de Andalucia (2011).
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La campana 2008 supuso una produccion total de melon de 186.620
toneladas con una disminucion de la superficie cultivada respecto al ano 2007
de 488 hectareas. Esta disminucidon en superficie no lleva consigo implicita
una disminucién en la produccioén, si no que se mantuvo. La superficie total

alcanzé las 4.621 hectareas (Fig. 5).

En cuanto a la exportacion, decir que Espana es el primer exportador
del mundo del melén y dentro de este negocio, Almeria ocupa un lugar de
privilegio en el universo horticola. En la campana 2008, Almeria exportd un
total de 181.152 toneladas de melon. Las exportaciones de melon supusieron
un 6% de las exportaciones almerienses durante la campana 2008. Estos datos

dan una idea del marcado caracter exportador de la produccién almeriense.

‘DAIemania B Reino Unido O Francia OPaises Bajos B Otros ‘

Alemania
22%

Reino Unido
18%

Paises Bajos
16%

Francia
16%

Figura 6.- Principales destinos de las toneladas exportadas de melén en Almeria expresado en
tanto por ciento. Fuente: Fepex (2011).

De los diferentes tipos varietales, el melon Galia es el que mas se
produce en la region andaluza, debido a que las plantaciones son de facil

manejo. Tras el meldon Galia, los tipos Cantalupo y Charentais son los mas
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importantes, dedicandose, principalmente, al mercado francés y a Reino

Unido, Alemania y Paises Bajos (Fig. 6).

2.4. MEJORA GENETICA DEL MELON

2.4.1. EL CARACTER “LARGA VIDA” EN MELON

Con la internacionalizacion del comercio y la mejora de la logistica los
mercados consumidores de frutos y hortalizas del Norte de Europa y EEUU
comenzaron a conocer el meléon y ha incluirlo en sus habitos alimenticios;
deja de ser un producto de consumo local en las areas de produccion para

pasar a ser un fruto conocido y cotizado en el mundo desarrollado.

El primer problema fue encontrar un meldon con la suficiente
conservacion para poder ser transportado desde sus zonas de produccion en el
Sur de Europa y EEUU hasta las de consumo en el Norte de Europa y costa Este
de los EEUU. El problema se resolvio utilizando variedades con suficiente
transportabilidad natural como es el caso de los melones Tendrales y
Amarillos y Honey Dew en EEUU. Curiosamente, no se trataba de las
variedades mas apreciadas en sus mercados de origen, ya que tenian una
calidad organoléptica inferior a aquellas que seguian consumiéndose en sus

zonas de produccion (caso del Charentais en Francia).

Incluso con estas variedades la transportabilidad no es la suficiente en
los mercados mas alejados de los centros de produccion; tal es el caso de los
Cantalupo producidos en América Central y en California, que deben ser
recolectados hasta dos veces al dia, transportados a temperaturas de 2°C, con
preenfriamiento y en algunos casos con atmoésfera controlada. Mencion
especial merece el melon Piel de Sapo, ya que si bien tiene la suficiente
transportabilidad natural como para ser consumido en el Norte de Europa, su
aspecto exterior supone un handicap en estos mercados que precisan de un

signo de madurez externo.

La gran apreciacion que tienen los melones tipos Charentais ha
incentivado su produccion en cultivo de contraestacion o extraprecoces; no

obstante los resultados han sido descorazonadores y sélo una minoria de
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especialistas han sido capaces de producirlos en el Caribe, Norte de Africa y

Espaia con un gran esfuerzo y costes en la recoleccion y el transporte.

En este contexto aparecio el melon Galia, fruto de la genética israelita,
procede sin duda de un tipo Zuila (muy comun en la ribera sur del
Mediterraneo pero que presenta una conservacion muy limitada pero una gran
calidad interna) mejorado con un meldn que le aporta la transportabilidad. El
Galia supuso el primer ejemplo del papel de la distribucion en le comercio del
melodn. Los habitos de consumo estan cambiando; en determinados paises del
Norte de Europa hasta el 80% de las frutas y hortalizas se venden en las
grandes superficies y, lo que éstas piden, aparte de la calidad al mejor

precio, es tener el menor nimero de posible de mermas en sus estanterias.

En otras palabras, no se buscaba el mejor meléon del mundo, sino un
melon de calidad uniforme, con un signo externo de madurez y con el menor
numero posible de mermas en estanterias. De lo anteriormente expuesto se
deduce que el camino estaba abonado para la introduccion de la larga vida en
la especie.

La larga vida es un concepto que esta de moda y como tal es utilizado
errbneamente en muchos casos. Conceptos como la larga vida, larga
conservacion, lenta evolucion, larga transportabilidad se usan a menudo vy, a

menudo, también incorrectamente.

La larga vida es un concepto genético y, por lo tanto, se posee o no se
posee. Otra cosa es que queramos llamar “larga vida” a mejoras de genéticas
tradicionales para la transportabilidad/conservacion. En adelante, cuando nos
refiramos a larga vida, estaremos hablando de una caracteristica aportada a
la planta por un complejo genético concreto.

Sin animo de entrar a definir las implicaciones fisiologicas que este
caracter incorpora a las plantas, si podemos decir que, en definitiva, consiste
en la produccion de etileno en el fruto. Biolégicamente el melén posee un
reloj interno que le indica en que fase de su ciclo se encuentra en cada
momento; la produccion de etileno avisa al melén que ha llegado el momento
de desprenderse del fruto, de no seguir acumulando azlcares prepararse para

servir de vehiculo para la difusion de las semillas. Con el gen de larga vida se
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inhibe pues el desprendimiento de etileno, el despertador no suena para el
melon, de forma que este sigue acumulando azlcares en tanto en cuanto siga

unido a la planta.
Las ventajas que el gen larga vida aporta a la planta son:

- Mejora del contenido en azucar. Las plantas que incorporan el gen larga vida
no sufren el proceso de senescencia de los frutos en los mismos términos que
las otras y siguen recibiendo energia solar y acumulando azlicares en sus
frutos durante mas tiempo. La consecuencia practica es que podemos
recolectar sus frutos con un alto grado de seguridad sobre su contenido en
azucares, si bien sacrificando precocidad respecto a las variedades

tradicionales.

- Buena tolerancia a la vitrescencia. Esta aparece por muy diversas razones y
se traduce en una fermentacion alcoholica de los azlcares del fruto (avinado),
que afecta al sabor y aroma. Las variedades larga vida no producen etileno o
no lo perciben, por lo que la planta retrasa la maduracién y elimina la

vitrescencia.

- Incremento en la produccion. La mayor capacidad de las plantas poseedoras
del gen larga vida para asimilar la energia que reciben en forma de azucares,
hace que sus frutos posean una mayor densidad en comparacién con las

variedades tradicionales, lo que se traduce en una mayor produccion.

Sin embargo la larga vida también lleva unido una serie de efectos

secundarios que pueden disminuir la calidad:

- Disminucion del aroma, puesto que no liberan las sustancias responsables del

aroma en el fruto maduro por la ausencia de etileno.

- Falta de virado o virado irregular, ya que la senal viene marcada por el

desprendimiento de etileno en el fruto.

- Disminucion de la precocidad, pues para acumular mas azucares se deben

mantener los frutos mas tiempo en la planta.
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2.4.2. RESISTENCIAS A ESTRESES BIOTICOS

El oidio en meldn es una enfermedad de importancia en todas las zonas
de cultivo de la especie. Los trabajos de busqueda de resistencia genética en
meldon comenzaron ya en los afos 50, y condujeron a la obtencion en USA de
algunos cultivares (PMR 45) con resistencia a una serie de aislados del hongo
que se agruparon en la raza 1. Sin embargo, hay otros aislados que pueden ser
patogenos en las variedades resistentes a la raza 1; estos aislados se agrupan
en la raza 2, frente a la cual los mejoradores norteamericanos desarrollaron
algunas variedades resistentes (PMR 5, PMR 6). Posteriormente, han ido
apareciendo nuevos genes de resistencia a oidio, la mayoria de material de
origen hind(. También se han encontrado resistencias a S. fuliginea, tanto a
la raza 1 como a raza 2, en material autoctono espanol, lo que puede resultar
de interés para la introduccion de resistencias a la enfermedad en estos tipos,
ya que hasta ahora las resistencias procedian del material hindl de
caracteristicas bastante alejadas de nuestras variedades. Ademas, en el
estado homocigoto, la resistencia a la raza 2 presente en ese material suele
estar ligada a necrosis foliares, que aparecen en condiciones no
determinadas, y que dificultan el cultivo de estas lineas (Floris y Alvarez,
1995).

La fusariosis esta causada por una forma patogénicamente
especializada del hongo del suelo Fusarium oxysporum f. sp. Melonis. La
proteccion mas practica y economicamente eficaz se consigue mediante la
utilizacion de cultivares resistentes al hongo. Se han descrito cuatro razas
fisiologicas de hongo (razas 0, 1, 2 y 1-2) todas identificadas en Espana. Por
ello, los mejoradores intentan combinar en un genotipo adecuado dos genes
dominantes independientes Fom-1, que confiere resistencia a las razas O y 2,
y Fom-2 para resistencia a las razas 0 y 1, con una resistencia a las cepas, es
decir, que proporciona resistencia a las cepas no muy agresivas de Fusarium
oxysporum f. sp. Melonis de todas las razas fisioldgicas (Risser et al., 1976).
En material autdctono espanol se han encontrado resistencia a las razas
fisiologicas 0, 1 y 2, lo que puede resultar de gran utilidad a la hora de

introducir esta resistencia en cultivares del tipo espanol.

Beatriz Soriano Vicente

21



Morfogénesisn vitro y obtencién de plantas transgénicas de melén Revision bibliogréafica

Las enfermedades causadas por virus no tienen tratamiento curativo y
son de dificil prevencion, por lo que la resistencia genética es con frecuencia
el mejor medio de lucha. Mas de 25 virus han sido sefalados como causantes
de enfermedades en especies de la familia de las cucurbitaceas. De entre
ellos solo cinco tienen un impacto econdmico importante sobre los cultivos de

melon en el mundo.

2.4.3. RESISTENCIAS A ESTRESES ABIOTICOS

En el caso de las plantas, se considera como estrés cualquier factor
externo que ejerce una influencia inhibidora sobre el desarrollo vegetal. Los
efectos producidos por un factor estresante se miden en relacion al
crecimiento (acumulacion de biomasa) o a los procesos de asimilacion
primaria (absorcion de CO, y minerales), relacionados a su vez con el
crecimiento en general (Taiz y Zeiger, 1991). A nivel mundial, varios factores
como la salinidad, la sequia, el exceso de agua en los suelos, el pH, las
temperaturas extremas, las carencias minerales y la toxicidad por los metales

se describen como estreses abidticos frecuentes (Ashraf, 1994).

En general, las respuestas o adaptaciones especificas a un determinado
factor ambiental constituyen un pequeio porcentaje frente al gran numero de
repuestas comunes. Asi, casi todas las condiciones de estrés modifican el
patron de crecimiento de la planta, estimulan la senescencia y la abscision de
los organos deteriorados, alteran el funcionamiento de las rutas mas eficaces
de produccion de energia metabdlica, activan la degradacion y la reparacion
de las proteinas desnaturalizadas y refuerzan los mecanismos de eliminacion
de las especies reactivas de oxigeno, que son toxicas para las células. Estas
observaciones sugieren que los estimulos deben activar rutas de transduccion
de la senal idénticas o convergentes hacia un mismo abanico de respuestas
defensivas. Los estreses primarios, tales como la sequia, salinidad, frio, calor
y contaminantes quimicos, estan interconectados y causan estreses

secundarios, tal como el estrés osmético y oxidativo (Vinocur y Altman, 2005)

En el caso particular de las Cucurbitaceas, la sensibilidad de la zona
pedicular a bajas temperaturas es un aspecto a tener en cuenta ya que,
temperaturas inferiores a 15°C limitan la absorcion de agua y causan la
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muerte de la planta por estrés hidrico aunque el suelo esté hUmedo. Junto a
esto, también se produce una disminucidon cuantitativa en la produccion
comercial del cultivo a nivel de cuajado y del tamano del fruto (Wang vy
Adams, 1982).

2.4.4. OBTENCION DE HAPLOIDES (H) Y DOBLE HAPLOIDES (DH)

Un organismo haploide es aquel que presenta en sus células somaticas
un complemento cromosdmico gamético caracteristico de su especie (n).
Debido a la presencia de un solo juego cromosémico, las mutaciones recesivas
seran perfectamente identificables y, debido a la ausencia de dominancia
entre alelos, el fenotipo de una planta haploide se corresponde con su
genotipo. La obtencion de haploides ofrece por tanto la posibilidad Unica de
evaluar la variacion que surge en una poblacion de gametos, como
consecuencia de los procesos de segregacion y recombinacion a lo largo de la
meiosis. En este sentido, la poblacion de plantas haploides derivadas por
ejemplo de un hibrido F1 deberia ser representativa de la poblacion de

gametos que surge a partir de la planta original.

Debido al desequilibrio en su complemento cromosémico, las plantas
haploides son estériles. La duplicacion del complemento cromosémico (n) de
la planta haploide estéril permitira la obtencion de una planta doble haploide
(planta 2n con el complemento cromosémico gamético duplicado),
completamente homocigoto y, generalmente, fértil. La obtencién de dobles
haploides (DHs) a partir de las plantas haploides por diploidizacion inducida
con antimicoticos, como la colchicina, es un método frecuentemente utilizado
en mejora. Las lineas obtenidas, completamente homocigotas, y por tanto
puras, pueden ser utilizadas como parentales para la produccion de hibridos
F1.
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2.5. CULTIVO IN VITRO. ALTERNATIVAS BIOTECNOLOGICAS EN LA MEJORA
DE MELON

2.5.1. REGENERACION DE PLANTAS MEDIANTE CULTIVO DE CELULAS Y
TEJIDOS VEGETALES

El cultivo de tejidos in vitro encaminado a la regeneracion de plantas
engloba un grupo de técnicas mediante las cuales un explante (fragmento de
organo separado de un organismo vegetal) se cultiva en un medio de
composicion quimica definida y bajo condiciones de incubacion controladas.
Sin embargo, la expresion in vitro de una determinada respuesta
morfogenética es la consecuencia de la interaccién de numerosos factores,
tales como el genotipo de la planta donante y su desarrollo, el tipo de
explante, la composicion del medio nutritivo y el ambiente fisico de cultivo
(Ammirato, 1986).

La eleccion del material vegetal de partida esta determinada por la
facilidad de regenerar plantas a partir de células somaticas de distinto origen,
como pueden ser explantes primarios de raiz, hipocotilo, peciolo, hoja o
cotiledon. La capacidad de regeneracion varia por la propia naturaleza del
explante ya que éste es, usualmente, heterogéneo por definicion con respecto
a los tipos de células que lo componen. En un material asi es de esperar que
las células del explante respondan de modo diferente a los estimulos a los que
se hallan expuestos in vitro. El cultivo se puede iniciar también a partir de

callos, células en suspension o protoplastos.

Regeneracion in vitro a partir de yemas preexistentes

En meldn, como en otras plantas, el desarrollo vegetativo es altamente
repetitivo. En la parte apical de la planta, la actividad meristematica del tallo
principal conduce a la formacion de una unidad modular que incluye una hoja,
un meristemo caulinar en la axila de la hoja y un segmento de tallo donde se
inserta la hoja. El conjunto de estas estructuras se denomina fitomero
(Fosket, 1994; Lyndon, 1998).

Una de las técnicas de micropropagacion consiste basicamente en
aprovechar estas estructuras organizadas para mantenerlas y/o reproducirlas
vegetativamente mediante multiplicacion de meristemos caulinares axilares y

terminales. Estas estructuras, cultivadas en condiciones adecuadas, dan lugar
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a plantas enteras en las cuales se volvera a reproducir la misma organizacion
repetitiva en fitdbmeros. Esta técnica, debido a la ausencia de una fase de
crecimiento desorganizado, favorece una cierta estabilidad genética del
material y limita la posible aparicion de variantes somaclones en la poblacion

de regenerantes.

Regeneracion adventicia mediante cultivo de explantes primarios

Las células en cultivo pueden regenerar estructuras adventicias (apices

o embriones) y plantas completas siguiendo dos rutas alternativas:

. Organogénesis, que conduce a la diferenciacion de meristemos
caulinares y/o radiculares (que originan tallos o raices adventicias,

respectivamente).

. Embriogénesis somdtica, que lleva a la formacién de embriones
somaticos adventicios siguiendo las fases del embrion zigotico (globular,

corazon, torpedo, cotiledonario), aunque obviamente sin fecundacion.

En las dos rutas siempre es posible distinguir dos modelos de desarrollo

morfogénico:

. Morfogénesis directa: cuando los organos (o embriones) se originan
directamente del explante en ausencia de proliferacion de callo (masa celular
sin diferenciacion aparente, producida originariamente como un tejido en

respuesta a una lesion, pero mantenida en un medio nutritivo artificial).

. Morfogénesis indirecta: en la que la formaciéon de callo es previa al
desarrollo de estructuras organizadas, de manera que una fase de
proliferacion de células desdiferenciadas y tedricamente idénticas unas de
otras, da lugar a otra con células altamente diferenciadas y especializadas

tanto morfoldgica como fisioldgicamente.

2.5.2. TRANSFORMACION GENETICA DE PLANTAS

La transformacion genética se puede definir como la transferencia de
genes foraneos aislados a partir de diferentes organismos- virus, bacterias,

plantas o animales- a un nuevo contexto genético. En la transformacion
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genética de plantas se persigue como objetivo la integracion cromosomica,

expresion heredabilidad estable del transgén de interés.

Algunos de los requerimientos practicos para aplicar la transformacion

genética a la mejora de una planta horticola son los siguientes:
« Disponibilidad de genes y/o promotores de interés para la mejora.

» Facil acceso a un tejido con células competentes para la regeneracion y la

transformacion.

« Capacidad para obtener plantas transgénicas a partir de genotipos de

interés para la mejora.
» Seleccion inequivoca de las células transgénicas.

e Obtencion de un numero suficiente de transformantes primarios (TG1)
independientes para seleccionar las lineas adecuadas y evitar el manejo de
genotipos con expresion alterada del transgén (varias copias integradas,

efecto posicional, disrupcion genética, silenciamiento génico, etc).

* Método de regeneracion limitando la variacion somaclonal con el fin de
evitar los cambios numéricos (aneuploidia, poliploidia), estructurales
(deleciones, translocaciones, duplicaciones e inversiones) y/o puntuales

(mutacion génica) en el genoma de la planta transformada.

 Herencia y expresion estable de los transgenes a lo largo de las

generaciones siguientes (TG2 y TG3).

Actualmente, existen dos formas basicas de introducir genes foraneos
en el genoma de las plantas. La primera consiste en un método directo de
transferencia sin necesidad de vectores bioldgicos. Entre las distintas técnicas
empleadas destaca el bombardeo de microproyectiles (sobre meristemos,
tejidos, callos o protoplastos), la transferencia de ADN a protoplastos
mediante  tratamientos  quimicos  (quimioporacion) o  eléctricos
(electroporacion), la transferencia de ADN via liposomas, la microinyeccion de
ADN a células y protoplastos, las sonicacion, la transferencia de ADN
aprovechando el crecimiento del tubo polinico o la transformacion de células
madre del polen (método MAGELITR, Touarev el al., 1997).
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La transferencia de ADN foraneo se puede realizar también
aprovechando las propiedades biologicas de las bacterias Agrobacterium
tumefaciens y A. rhizogenes. Este vector bioldgico es altamente eficiente
para la transferencia de genes siempre y cuando existan garantias de que la
célula transformada sea apta para la regeneracion o que la célula que

regenera sea competente para la integracion de transgenes (Potrykus, 1991).

Estructura y mecanismo de infeccion de Agrobacterium

Agrobacterium tumefaciens y A. rhizogenes son bacterias del suelo
capaces de infectar a las plantas en lugares donde hay heridas, la primera
produce la enfermedad de las agallas de la corona y la segunda la enfermedad
de las raices en “cabellera”. Dentro de las especies vegetales susceptibles a
Agrobacterium se incluyen la mayoria de las dicotiledoneas, algunas
gimnospermas (De cleene y De Ley, 1976; 1981) y algunas plantas

monocotiledoneas (Suseelan y col., 1987).

El material genético de Agrobacterium se encuentra localizado en su
cromosoma Yy en varios plasmidos (molécula de ADN circular, no ligada al
cromosoma) (Fig. 7). Uno de estos plasmidos es el responsable de la induccion
de tumores (denominado plasmido Ti). Durante el proceso de infeccion,
Agrobacterium transfiere una porcién bien definida de ese plasmido, llamada

T-DNA (ADN de transferencia), al genoma de las células vegetales (Fig. 7).

La integracion y expresion de ciertos genes del T-DNA (oncogenes) hace
que las células transformadas se dividan y proliferen sin control y se formen
los tumores. Estos oncogenes codifican la sintesis de fitohormonas, auxinas y
citoquininas. Ademas, el T-DNA contiene otros genes que codifican en la
planta la sintesis de metabolitos denominados opinas, que nunca se producen
en las células de no infectadas, que son aminoacidos particulares que la
bacteria aprovecha como fuente de carbono y nitrogeno (Tempé y Casse-
Delbert, 1989). De este modo, Agrobacterium actla como un parasito
molecular de las células vegetales infectadas, haciéndolas tumorales y
convirtiéndolas en fabricas de opinas. Estas se vierten al suelo circundante y

sirven de alimento a las agrobacterias que se encuentran en él.
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Figura 7.- Representacion esquematica de Agrobacterium tumefaciens y del plasmido Ti. La
expresion de los genes del T-DNA conlleva a la produccion de fitohormonas y de opinas.

Los genes procariotas y eucariotas presentan diferencias importantes.
Basicamente, el ADN eucariotico se encuentra unido a proteinas, sus genes se
encuentran interrumpidos por secuencias que no se expresan y que se pierden
al transcribirse el ADN en ARN mensajero (intrones), sus genes tienen senales
promotoras particulares de las transcripcion de ADN a ARN mensajero, y los
mecanismos de regulacion de la expresion de los genes son complejos. En los
procariotas, el ADN se encuentra desnudo, sus genes no tienen intrones, tiene
sus propias sefales promotoras de la transcripcion y los mecanismos para la
activacion y desactivacion de genes son muchos mas simples. Las sefnales
promotoras de la transcripcion, o promotores, son regiones de ADN que
preceden a la region codificadora del gen (la que se transcribe y traduce) y

que actUia como un interruptor que regula la transcripcion del gen.

En este sentido, Agrobacterium presenta tres particularidades que la
convierten en un caso Unico entre los procariotas. La primera es que, ademas
de ser capaz de transferir un fragmento de ADN a las células vegetales, es
capaz de integrarlo en el genoma de las mismas. La segunda es que los genes
de ese ADN, aun procediendo de una bacteria, son reconocidos por la célula
vegetal y se expresan. La tercera es que posee los genes codificadores de las

enzimas necesarias para metabolizar las opinas.

Los componentes genéticos de Agrobacterium necesarios para la

infeccion y transferencia de ADN a las células vegetales son tres: el T-DNAy la
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region de virulencia (vir), ambos incluidos en el plasmido Ti (Fig. 7), y los
genes de virulencia chv, localizados en el cromosoma. Los oncogenes y los
genes productores de opinas no son necesarios para la transferencia del T-DNA

ni para su mantenimiento estable en el genoma de la planta.

Transformacion genética de plantas mediada por Agrobacterium

En 1983, tres grupos de investigadores, trabajando
independientemente, fueron capaces de desarmar el plasmido Ti de
Agrobacterium, sustituyendo los genes del T-DNA por un gen de resistencia al
antibiotico kanamicina. Entonces infectaron protoplastos de tabaco con estas
agrobacterias modificadas y los cultivaron in vitro en medios conteniendo
kanamicina y los nutrientes necesarios para regenerar plantas enteras. Solo
las células que tenian integrado el gen de resistencia a kanamicina y que lo
expresaban, es decir las células transformadas, eran capaces de vivir y
dividirse en ese medio de cultivo. A partir de algunas de ellas, se regeneraron
plantas enteras transgénicas. Con estos experimentos, se demostrdé que genes
foraneos (o transgenes) se podian transferir, integrar y expresar en plantas

utilizando Agrobacterium como vector (Pena, 2000).

En definitiva, utilizando técnicas de ingenieria genética se puede
conseguir un plasmido Ti no oncogénico, eliminando los genes del T-DNA y
sustituyéndolos por genes foraneos. Sin embargo, el gran tamano del plasmido
Ti hace dificil su manipulacion. Por eso, ha habido que sintetizar vectores de
transformacion de mucho menor tamano, que sélo conservan las regiones
esenciales del plasmido Ti para la transformacion. Se llama vector de
transformacion al plasmido o plasmidos que tienen la informacidon necesaria
para poder replicarse y transferir, integrar y hacer posible la expresion de un

segmento de ADN foraneo en el genoma de las células vegetales.

Para que el transgén se exprese en las células vegetales debe poseer
secuencias reguladoras promotoras y terminadoras de la transcripcion. Los
promotores determinan la cantidad de ARN mensajero que se va a producir a
partir de la region codificadora del gen. Pero no sélo eso, también determinan
cuando y donde se expresara el gen foraneo. Los terminadores portan la sefal

que indica donde termina la transcripcion del gen. A la region codificadora del
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gen foraneo clonada bajo secuencias de ADN con funciones promotoras y
terminadoras procedentes de otro gen o de otros genes se le llama modulo de
expresion o, también, gen quimérico. Los promotores mas comunes en los
modulos de expresion son el promotor 35S procedentes del virus del mosaico
de la coliflor y el promotor NOS del gen de la nopalina sintetasa de

Agrobacterium.

Agrobacterium no es capaz de infectar todas las células de un cultivo,
por tanto es necesario disponer de métodos que permitan identificar las
células transgénicas. Esto se consigue mediante la utilizacion de genes
marcadores que confieren a la célula transgénica una caracteristica nueva que
la distingue de las no transformadas. Estos genes marcadores se introducen
entre los bordes del T-DNA de Agrobacterium. Podemos distinguir dos tipos de

genes marcadores, de seleccion e informadores (Pena, 2000).

- Marcadores de seleccion. Permiten a la célula transformada vivir en
presencia de un agente selectivo, que suele ser un antibiotico o un herbicida.
Dicho agente, anadido al medio de cultivo, impide el desarrollo de las células
no transformadas. El gen marcador de seleccion mas utilizado hoy en dia es
también el primero que se utilizd para transformar plantas. El gen de la
neomicina fosfotransferasa (nptll) confiere resistencia a antibidticos
aminoglucosidos, como la kanamicina. El enzima desactiva a la sustancia

antibiotica mediante fosforilacion.

- Marcadores informadores. Confieren a la célula transformada una
caracteristica fisica nueva que la hace distinguible de las no transformadas.
Generalmente, los genes marcadores informadores codifican enzimas, de
manera que cuando, el sustrato apropiado se anade al medio, se produce una
reaccion en las células transformadas que permite identificarlas. El mas
utilizado ha sido el gen de la B-glucuronidasa (uidA), aislado de E. coli, que
hidroliza B-glucuronidos, de forma que en presencia de un sustrato apropiado
se forma un producto que tife las células transformadas de color azul (X-Gluc)
o se forma un producto fluorescente (MUG). El gen de la fluorescencia verde
(¢fp), procedente de la medusa Aequorea victoria, codifica una proteina que

genera un cromoéforo en presencia de oxigeno, el cual emite fluorescencia
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verde cuando se excita con luz azul o a luz ultravioleta, podemos identificar

las que son transgénicas, ya que emitira fluorescencia verde.

Un avance fundamental en el desarrollo de la tecnologia transgénica se
produjo en 1985, cuando Horsch y col. publicaron el procedimiento de
transformacion de discos de hoja con Agrobacterium. Con ello consiguieron
regenerar eficazmente plantas transgénicas enteras a partir de explantes
previamente cultivados con la bacteria. Con anterioridad solo se habia

utilizado la técnica de cocultivo de protoplastos.
El procedimiento es basicamente el descrito en la Figura 8:
1.- Se parte de un tipo de explante que es un disco de hoja.

2.- Se inocula con Agrobacterium desarmada que contenga un vector de
transformacion. Entre los bordes del T-DNA se encuentra un modulo de
expresion con el gen de resistencia a kanamicina. La inoculacion se realiza

sumergiendo los explantes en el cultivo bacteriano.

3.- Tras unos minutos, se extraen los explantes, se secan sobre papel de filtro
y se transfieren a un medio de cultivo de tejidos vegetales durante varios
dias. A esta fase se le llama cocultivo (cultivo de los explantes con la

bacteria).

4.- Posteriormente, se pasan los explantes a un medio de regeneracion de
brotes. A este medio se le ha anadido las hormonas adecuadas para inducir la
formacion de dichos brotes (auxinas y citoquininas), un antibidtico para
controlar el crecimiento de Agrobacterium, y un antibidtico de seleccion,
kanamicina, que permite regenerar plantulas enteras solo a partir de las

células transformadas.

5.- Las plantulas regeneradas se escinden de los explantes y se transfieren a

otro medio de cultivo con el fin de inducir enraizamiento.

6.- Cuando las plantas desarrollan raices, se cultivan en macetas y aclimatan.
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Figura 8.- Procedimiento de transformacion de discos de hoja con Agrobacterium
tumefaciens.

El principal inconveniente es que se ha descrito en muchas especies, y
asociada a diferentes tipos de explantes, la regeneracion de plantas no
transgénicas junto a las que si lo son. A estas plantas capaces de regenerarse
en un medio de cultivo que contiene un agente de seleccion pese a no ser
resistentes a dicho agente, se les llama escape. Se producen por ineficacia del
agente de seleccion o porque las células transgénicas detoxifican su entorno y

protegen a las células no transgénicas de alrededor del agente de seleccion.

Este procedimiento se utilizo originalmente para transformar plantas de
tabaco, tomate y petunia, posteriormente ha servido para transformar una
amplia gama de especies vegetales (Pena, 2000). Es importante considerar
que los procedimientos de transformacion, de regeneracion y de seleccion de
cada especie vegetal e, incluso, de cada variedad son generalmente
especificos. De manera que es necesario establecer las condiciones concretas

de transformacion de la especie o variedad que se quiere transformar.

Estrategias de transferencia de genes en cucurbitaceas

La mayoria de los trabajos publicados hasta la fecha sobre

transformacion genética en Cucurbitaceas se resumen en las tablas 1y 2.
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Tabla 1.- Trabajos de transformacion genética en melon (Cucumis melo L.)

Especie Método de Genes transferidos Referencia
Transformacion
Cucumis A. tumefaciens nptll, GUS Ben Tahar y De Both., 1988
melo A. tumefaciens nptll Fang & Grumet, 1990
A. tumefaciens nptll, DFHR, GUS Dong et al., 1991
A. rhizogenes nptll Toyoda el al. (1991)
A. tumefaciens nptll, CMV-CP Yoshioka et al., 1992, 1993
A. tumefaciens nptll, ZYMV-CP Fang & Grumet, 1993
A. tumefaciens nptll, GUS Bordas et al., 1993
A. tumefaciens nptll, GUS Vallés & Lasa, 1994
A. tumefaciens nptll, GUS, CMV-WL CP Gonsalves et al., 1994
A. tumefaciens nptll, ACO antisentido Ayub et al., 1996
A. tumefaciens proPR1:GUS Shetty et al., 1997
A. rhizogenes Ri-DNA Hosoi et al., 1997

A. tumefaciens
A. tumefaciens
A. tumefaciens
A. tumefaciens
A. tumefaciens
A. rhizogenes
A. tumefaciens
A. tumefaciens
A. tumefaciens
Biolistico

A. tumefaciens
A. tumefaciens
A. tumefaciens
A. tumefaciens
A. tumefaciens
A. tumefaciens
A. tumefaciens

nptll, GUS, HAL1
CMV, ZYMV, WMV-2
nptll, ACO antisentido
CMV-WL CP
Ribozimas/WMV2, ZYMV
Ri-DNA

GUS

nptll, ACO antisentido
TMV-MP

ZYMV-AG1

nptll, TAS 14, TSW 12
HAL1, TAS14, TSW12
Chit42, bgn16.1

gfp, nptll

replicasa

GUS, GFP

LOX

Bordas et al., 1997

Fuchs et al., 1997

Bauchot et al., 1998

Fuchs et al., 1998

Huttner et al., 1999
Matsuda et al., 2000

Ezura et al., 2000

Guis et al., 2000

Shalitin et al., 2000

Gal et al., 2000

Roig C., 2001

Roig C., 2001

Vidigal F., 2001

Atares A., 2003

Naval M., 2005
Nufiez-Palenius et al., 2007
Uribe, Nufiez & Gémez, 2010

Teniendo en cuenta el gran interés comercial del melén y del pepino

podemos observar que, logicamente, la mayoria de los trabajos se han

realizado en estas dos horticolas, lo que explica la escasez de informacion

sobre la transformacion genética de las otras especies.

Los primeros trabajos que abordan el estudio de la susceptibilidad de

las Cucurbitaceas a la infeccion por distintas cepas de A. tumefaciens indican

claras diferencias entre especies en la respuesta a la infeccion (Unger et al.,

1985) y distintos grados de

infectividad de

Agrobacterium (Smarelli et al., 1986).
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Tabla 2.- Trabajos de transformacion genética en pepino (Cucumis sativus L.), sandia

(Citrullus lanatus (Thunb.) Matsun & Nakai), calabaza

(Cucurbita pepo L.) y otras

Cucurbitaceas.
Especie Método de Genes transferidos Referencia
transformacion

Cucumis A.rhizogenes nptll Trulson et al., 1986

sativus A.rhizogenes T-DNA Van der Mark et al., 1989
A.tumefaciens nptll Chee, 1990
A.rhizogenes T-DNA Mc Innes et al., 1991
A.tumefaciens nptll, GUS, CMV-CP Chee & Slightom, 1991
A.rhizogenes rol A, B, C(TL) y AUX (TR) Amselem & Tepfer, 1992
Biolistica nptll Chee & Slightom, 1992

Gonsalves et al., 1994

A.tumefaciens nptll Sarmento et al., 1992
Biolistico nptll, uidA Schulze et al., 1995
A.tumefaciens nptll, GUS, CMV-O CP, hph  Nishibayashi et al., 1996a
A.tumefaciens nptll, GUS, CMV-O CP, hph  Nishibayashi et al., 1996b
A.tumefaciens nptll, RCC2 Tabei et al., 1997

Citrullus A.tumefaciens nptll Srivastava et al., 1991

lanatus A. tumefaciens nptll, GUS Choi et al., 1994

Cucurbita A.rhizogenes T-DNA Katavic et al., 1991

pepo A.tumefaciens ZYMV Gonsalves et al., 1994
A.tumefaciens ZYMV, WMV-2 Arce-Ochoa et al., 1995
A.tumefaciens CMV, ZYMV, WMV-2 Fuchs & Gonsalves, 1995
A.tumefaciens CMV, ZYMV, WMV-2 Tricoli et al., 1995
A.tumefaciens ZYMV Rowel et al., 1999
A.tumefaciens CMV-WL CP Fuchs et al., 1999

Citrullus

colocynthis  A. tumefaciens nptll, GUS Dabauza et al., 1997

Cucumis

anguria A. tumefaciens nptll, GUS Santana et al., 1991
A. tumefaciens nptll, GUS Santana M., 1995

En el primer trabajo de ingenieria genética descrito en Cucurbitaceas,
Trulson et al. (1986) transforman pepino con A. Rhizogenes mediante la

inoculacion de hipocotilos con la cepa bacteriana A4 portadora de un plasmido
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con el gen de resistencia a la kanamicina (nptll). Los autores describen la

regeneracion de 22 plantas a partir de 64 raices adventicias independientes.

Sin embargo, este método se aplica posteriormente en varios trabajos
de transformacion genética en pepino y no se consiguen plantas (Van der Mark
et al., 1989; Mc Innes et al., 1991; Amselem y Tepfer, 1992). La transferencia
directa de genes mediante bombardeo de microproyectiles en callos
embriogénicos de pepino permite a Chee y Slightom (1992) regenerar mas de
100 plantas con una tasa de escapes (falsos transformantes) relativamente
alta (84%). De las plantas que han integrado el gen nptll (analisis Southern)
solamente un 25% expresan el transgén, debido probablemente a la
transferencia de varias copias del gen nptll en un mismo genoma. Pocos anos
mas tarde Schulze et al. (1995) emplean también el método biolistico en un
cultivo en suspension de células embriogénicas de pepino. Los autores
demuestran la expresion funcional de los genes en 12 plantas transgénicas
TG1. La transformacion genética de pepino con A. tumefaciens permite
también regenerar plantas transgénicas via embriogénesis somatica a partir

de cotiledones inoculados (Chee, 1990).

En sandia, la susceptibilidad de las células cotiledonarias a
Agrobacterium spp. ha sido descrita en dos trabajos de transformacion
genética (Srivastava et al., 1991; Choi et al., 1994); sin embargo ninguno de
los dos trabajos menciona la tasa de transformacion, parametro clave para
evaluar la eficacia del método. Ademas en estos dos Unicos trabajos, no se
determina el nivel de expresion de los transgenes ni su modo de herencia en

las progenies.

En melon, Ben Tahar y De Both (1988) utilizan el sistema de
regeneracion publicado por Moreno et al. (1985) para introducir el gen
marcador de seleccion nptll y el gen informador uidA mediante cocultivo de
explantes con A. Tumefaciens. Posteriormente Toyoda et al. (1991) consiguen
la primera transferencia de genes mediada por A. Rhizogenes; sin embargo
este método no se volvio a utilizar hasta 1997 (Hosoi et al) ya que A.
tumefaciens parece un vector mucho mas eficiente para introducir genes

foraneos en melon.
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A nivel metodoldgico, la técnica utilizada mayoritariamente para
transformar las Cucurbitaceas es el cocultivo de explantes cotiledonarios con
A. tumefaciens, lo que indica una susceptibilidad relativamente generalizada
de las células de Cucurbitaceas a la infeccion por esta bacteria. Al examinar
las tablas podemos observar también que en la mayoria de los trabajos con
Cucurbitaceas, la seleccion de las células transformadas se realiza en base a
la resistencia al antibiotico kanamicina. Este dato indica que, en la mayoria
de los casos, el uso del gen marcador nptll permite seleccionar de manera
adecuada las células competentes para regenerar plantas resistentes al
agente selectivo. Existen pocos trabajos en los cuales se utilizan marcadores
seleccionables distintos: en melon, Dong et el. (1991) selecciona las células
transformadas con un transgén que codifica para la dihidrofolato reductasa
(DHFR), que confiere resistencia a metotrexato. Mas recientemente,
Nishibayashi et al. (1996a; 1996b) demuestran en unos experimentos de
transformacion de hipocotilos de pepino, la idoneidad de la higromicina B

para mejorar la seleccion de las células transformadas.

Transformacion genética y mejora en melén
» Resistencia a plagas y enfermedades

Después de una fase de puesta a punto de los métodos de
transformacion genética con genes marcadores de resistencia a antibioticos y
genes informadores, los primeros trabajos aplicados se plantean con el fin de
obtener plantas transgénicas de melon (Yoshioka et al., 1992; 1993; Fang y

Grumet, 1993) y pepino (Chee y Slightom, 1991) resistentes a distintos virus.

La estrategia utilizada consiste en transferir y expresar genes que
codifican para proteinas de cubierta (CP) de los virus mosaico del pepino
(CMV) y del calabacin (ZYMV), agentes responsables de las infecciones mas
severas en Cucurbitaceas. Chee y Slightom, (1992) consiguen introducir un gen
de proteina de la cubierta del CMV-O en plantas transgénicas de pepino y
muestran la resistencia al CMV en las progenies TG2. La “estrategia CP” se
utiliza también en meléon con el fin de obtener plantas transgénicas
resistentes al CMV-WL (Fang y Grumet, 1993; Gonsalves et al. 1994; Fuchs et
al. 1997) o al CMV, ZYMV y WMV-2 (raza 2 del virus del mosaico de la sandia)
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(Fuchs et al. 1998). En calabaza, mediante transferencia de una construccion
génica doble (genes CP del ZYMV y del WMV-2), se ha conseguido mantener la
produccion y la calidad comercial de los frutos en plantas resistentes a ambos

potyvirus (Tricoli et al., 1995; Fuchs y Gonsalves, 1995).

Shalitin et al. (2000) plantean una estrategia relativamente distinta y
logran bloquear la infeccion y la diseminacion viral en plantas transgénicas de

meldn que sobreexpresan la proteina de movimiento (MP) del TMV.
. Resistencia a hongos

En pepino, Tabei et al. (1997) regeneran mas de 60 plantas TG1 que
incorporan el gen RCC2, responsable de la sintesis de una quinasa en arroz. De
los 20 genotipos independientes evaluados para su resistencia a Botrytis

cinerea, los autores describen tres lineas de alta resistencia frente al hongo.
. Frutos de larga vida post-cosecha

En las Cucurbitaceas, como en las horticolas, uno de los principales problemas
es el de la pérdida de frutos por sobremaduracion durante el almacenaje o e
transporte a los lugares de consumo. En frutos climatéricos como el melén el
incremento de la sintesis del etileno tiene un papel clave en la maduracion
del fruto. El etileno se sintetiza en dos pasos: primero, a partir de S-
adenosilmetionina (SAM) mediante una ACC sintetasa (ACS) se forma el acido
1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC); en un segundo paso el ACC se

convierte en etileno mediante la intervencion de una ACC oxidasa (ACO).

En meldn se ha clonado un ADNc que codifica para la ACO (Balagué et
al., 1993) y se ha introducido una construccién con el ADNc antisentido de
este ACO en el cultivar Cantaloup Charentais. La sobreexpresion de esta
construccion provoca un gen de la sintesis del etileno y bloquea por tanto la
maduracién del fruto (Ayub et al., 1996; Bauchot et al., 1998; Guis et al.,
2000). La gran ventaja del sistema radica en la posibilidad de revertir el
fenotipo con la aplicacion de etileno exdgeno. Mediante el control de la
produccion de etileno se pueden aminorar las pérdidas ocasionadas por la
maduracion prematura o reblandecimiento de los frutos y permitir el

almacenaje a largo plazo como el transporte a larga distancia de los frutos.
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. Mejora de la tolerancia ala salinidad y/o sequia

En los Ultimos anos se han hecho grandes esfuerzos para comprender las bases
moleculares de la halotolerancia y hoy dia se han aislado y clonado varios
genes relacionados con la componente osmdtica o la toxicidad i6nica del
estrés salino. El grupo del Dr. Ramén Serrano (I.B.M.C.P.) ha logrado
introducir varios genes de halotolerancia, procedentes de la levadura

Saccharomyces cerevisiae, en plantas de melon.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. MATERIAL VEGETAL

Para la realizacion de este proyecto se han utilizado tres tipos y 6
lineas de mejora de melon (Cucumis melo L.) que manifiestan diferentes

habitos de crecimiento y morfologia de fruto:

» Amarillo Oro (ginomonoico): variedad de frutos amarillos de piel lisa con
algunos surcos y corteza semidura. Forma alargada con un peso medio de

2800 g y contenido en azlcares del 13,9 %.

» Amarillo Canario (ginoico): caracteristicas similares al anterior pero la
forma de los frutos es algo alargada y presenta un peso medio un poco

mayor.

» Piel de Sapo (ginomonoico): presenta rayas de color verde oscuro sobre un

fondo mas claro.

* MR1 (monoico): tipo Charentais, de color verde claro con lineas un poco

mas oscuras, presenta una carne de color amarillo, dulce y aromatico.

* (940 y C943 (monoicos): tipo Cantalupo, se caracteriza por su piel con
marcas en forma de red y su pulpa blanco amarillenta. La piel esta llena

de rugosidades

Los cultivos se han iniciado con la germinacion in vitro de semillas de
estas tres lineas para la obtencion de plantulas, las cuales se utilizaron como
fuente de explantes para los experimentos de transformacion. Las plantas
obtenidas por regeneracion in vitro se clonaron, y algunas copias se
trasplantaron y aclimataron para ser caracterizadas en campo. Como plantas
control, se han utilizado plantas obtenidas de semillas in vitro mantenidas en

las mismas condiciones que las plantas transformadas.
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3.2. SOLUCIONES MINERALES Y MEDIOS DE CULTIVO

Solucion mineral MS (Murashige y Skoog, 1962) (mg/l)
MSI NH4NO; 1650
Macronutrientes KNO3 1900
CaClz.ZHzo 440
MgS04.7H,0 370
KH,PO4 170
MSII Kl 0,83
Micronutrientes H3;BO3 6,2
MnS04.4H,0 22,3
ZnSO4.7H20 8,6
NazMOO4.2H20 0,25
CuS04.5H,0 0,025
CoCl;.6H,0 0,025
MSIII FeS04.7H,0 27,8
Micronutrientes EDTA-Na; 37,3
Medio de germinacion (MG) (g/1)
Solucion mineral (MS I, 11, 111) 100%
Sacarosa 10
Agar industrial 8
Medio de inducciéon de organogénesis (MIO) (g/1)
Solucion mineral (MS I, 11, 111) 100%
Sacarosa 30
Myo-inositol 0,1
Tiamina 0,001
CuS04.5H,0 0,001
Reguladores de crecimiento variable
Agar industrial 8
Medio de crecimiento de Agrobacterium tumefaciens (LB) (g/1)
Triptona 10
NaCl 10
Extracto de levadura 5
Medio de lavado (ML) (g/1)
Solucion mineral (MS I, 11, 111) 100%
Myo-inositol 0,1
Sacarosa 30
Tiamina 0,001
MES 0,1
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Medio de enraizamiento (ME) (g/1)
Solucion mineral (MSI, 11, III) 100%
Sacarosa 30
Myo-inositol 0,1
Tiamina 0,001
IBA 0,0001
Agar industrial 8

3.3. TECNICAS BASICAS DE CULTIVO

3.3.1. Esterilizaciéon de semillas

Las semillas, una vez eliminada la cubierta, se desinfectan
superficialmente por inmersion durante 30 minutos en una solucion diluida al
50% de lejia comercial (equivalente a 50 g.l" de cloro activo), que contiene
ademas un 0.1% de detergente (Tritdon X-100) que ayuda a disminuir la tension
superficial de los tejidos, mejorando asi el contacto entre el tejido y la
solucion desinfectante. Seguidamente, se elimina la solucion desinfectante
mediante tres lavados sucesivos con agua destilada estéril en fases de 5, 10 y

15 minutos.
3.3.2. Obtencioén de plantulas axénicas

Una vez desinfectadas, las semillas se siembran en tubos de vidrio (30
mm de diametro y 200 mm de altura) que contienen 15 ml de medio de
germinacion (MG). Los tubos se tapan con algodon graso. La incubacion se
lleva a cabo en oscuridad a 28 + 2°C durante 48 horas, hasta que se produce la
emergencia de la radicula y penetra en el medio de germinacion.
Posteriormente, las plantulas se pasan a condiciones de fotoperiodo: 16 horas
de luz y 8 horas de oscuridad. La temperatura (24 + 2°C) y la humedad (70%
de HR. durante el periodo oscuro y 45% durante el periodo luminoso) estan

también controladas.
3.3.3. Obtencidén de explantes a partir de plantulas axénicas

Transcurridos entre 14 y 16 dias de la siembra, la plantula ha alcanzado
un crecimiento optimo con el desarrollo las primeras hojas y el tallo mas el

hipocotilo miden mas de 15 cm.

La preparacion de los explantes se realiza sacando la plantula del tubo

de germinacion; a continuacion se corta transversalmente cada cotiledon en
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dos trozos aproximadamente iguales y se elimina la punta distal (con
referencia a la posicion del apice). De esta forma, se obtienen cuatro
explantes (2 distales y 2 proximales) de tamafo variable segin la edad de la
plantula y el genotipo varietal. Para la obtencion de los hipocétilos se corta la
zona mas proxima a la raiz, con una longitud de unos 0.5 cm. Y finalmente
para la obtencién de explantes de hoja de cortan trozos de 1cm? que

provienen de las hojas mas jovenes.
3.3.4. Cultivo de explantes primarios

Los explantes se siembran con el envés en contacto con el medio de
cultivo solido en el caso de cotiledones y hojas, y en posicion horizontal para
el caso de los hipocétilos. Para el cultivo, se emplean botes de vidrio de 275
ml, con tapa de plastico y con unos 40 ml de medio de cultivo. El nimero de
explantes por recipiente es normalmente de 7 segmentos aunque pueda variar

posteriormente segun la fase de cultivo.
3.3.5. Obtencion de plantas axénicas por cultivo de apices meristematicos

Una vez eliminados los cotiledones de las plantulas, se corta el apice
caulinar con una porcion de hipocotilo de 1 cm, y se siembra en el medio de
enraizamiento (ME), manteniendo la polaridad. El cultivo de los apices se
realiza en botes de vidrio de 400 ml cubiertos con una tapa de aluminio y q
contienen unos 40 ml de medio. En cada bote se siembra 1 apice. La
incubacién se lleva a cabo en condiciones de luz y temperatura controladas
(Fotoperiodo: 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad; Temperatura: 24 + 2°C;
Humedad: 70% de HR. durante el periodo oscuro y 45% durante el periodo

luminoso).
3.3.6. Regeneracion de plantas a partir de explantes

El estudio de la diferenciacion de estructuras organogénicas a partir de
los distintos explantes de melén se llevd a cabo en distintos medios, con
diferentes balances hormonales.

Basicamente se pretende regenerar estructuras adventicias en dos

pasos: induccion de organogénesis y crecimiento de apices y enraizamiento.
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En la primera fase se pretende inducir el crecimiento celular
(formacion de callo). Los explantes, sembrados con el envés en contacto con
el medio, aumentan rapidamente su tamano (2-3 veces). Entre lo 20-30 dias
se forma un callo noduloso, compacto de color verde o blanquecino en la zona

de corte.

En la segunda fase se busca la diferenciacion de las primeras
estructuras adventicias organizadas (yemas de apice) se producen en el haz

del explante, o en el callo.

Los medios de cultivo empleados para inducir la formacion de
meristemos caulinares adventicios, provocar el crecimiento del apice y el

enraizamiento del brote individualizable, son los siguientes:

Medios de induccion de organogénesis (MIO)

IK1560Cu | MSI + MSII + MSIIT + 1.5 mg/l de AIA + 6.0 mg/l de Kinetina

NB0550Cu | MSI + MSII + MSIITI + 0.5 mg/l de NAA + 5.0 mg/l de BA

IBO510Cu | MSI + MSII + MSIIl + 0.5 mg/l de AIA + 1.0mg/l de BA

IB1510Cu | MSI + MSII + MSIIT + 1.5 mg/l de AIA + 1.0 mg/l de BA

IB0O525Cu | MSI + MSII + MSIIT + 1.5 mg/l de AIA + 2.5 mg/l de BA

IBO550Cu | MSI + MSII + MSIII + 0.5 mg/l de AIA + 5.0 mg/l de BA

3.3.7. Propagacion clonal de plantas

Esta fase tiene como objetivo la obtencion de genotipos tedricamente
idénticos al original a través de la multiplicacion vegetativa de estructuras
meristematicas caulinares de las yemas axilares. Se subcultivan estas
estructuras a partir de plantas de 30 dias cultivadas en un medio de
enraizamiento (ME). Se extraen explantes de aproximadamente 1-1.5 cm de
longitud que contienen el meristemo caulinar apical y segmentos el tallo con
yemas axilares. En condiciones estandar de incubacion, las yemas axilares
adquieren la funcion de meristemo caulinar que conduce también a la
formacion de plantulas con raiz. Este procedimiento de propagaciéon permite

la multiplicacion teoéricamente de manera indefinida, lo cual permite
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mantener la coleccion de plantas regeneradas asi como aclimatar de modo

periodico para su transplante a invernadero.

Los recipientes empleados para la propagacion clonal de las plantas in
vitro son botes de vidrio de 600 ml de capacidad que contienen unos 50 ml de

medio nutritivo, cubiertos con tapas de aluminio.
3.4. TRANSFORMACION GENETICA

La técnica de transformacion genética de meldn utilizada se baso en el
co-cultivo de explantes con Agrobacterium tumefaciens y posterior
regeneracion in vitro de plantas transgénicas, adaptado del método descrito
por Ellul y col. (2003).

En los experimentos de transformacion genética se emplea un sistema
de vector binario que contiene dos plasmidos: el Ti desarmado y un plasmido
de menor tamafno con la construccion de interés. Ademas, este mini-plasmido
es portador de un gen que confiere resistencia a kanamicina en bacterias
(Kan®), lo cual permite seleccionar las bacterias genéticamente modificadas

portadoras de la construccion de interés.
3.4.1. Preparacion del cultivo bacteriano para la transformacion

Agrobacterium tumefaciens se cultiva a partir de un indculo glicerado
(mantenido a -20°C) en medio LB solido selectivo (Maniatis et. al., 1982)
suplementado con 100 mg/l de kanamicina (evitando asi el crecimiento de
bacterias que no contengan el plasmido) y 40 mg/l de rifampicina (seleccion
de la cepa LBA4404 de A. tumefaciens). Las colonias que crecen en este
medio se utilizan como indculo para el cultivo en medio liquido de la misma
composicion. El primer cultivo se realiza en matraces de 100 ml de capacidad
con 10 ml de medio nutritivo: en los posteriores subcultivos, se emplean
matraces de crecimiento bacteriano de 250 ml. Los matraces se tapan con
algodon graso (hidrofébico) para favorecer la aireacion y se incuban en
oscuridad a 28°C en agitador orbital a 250r.p.m. A las 24 horas después de la
siembra se toma una alicuota de 2.5 ml del cultivo bacteriano y se transfiere

de nuevo a matraces de 250 ml con 25 ml de medio LB fresco.
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En todos los subcultivos, el medio nutritivo utilizado para el
crecimiento bacteriano es suplementado con kanamicina (50 6 100 mg/l).
Ademas, se siembran placas control en medio LB sélido sin antibidticos, para
detectar posibles contaminaciones exdgenas.

Para la transformacion de las plantas hemos utilizado la cepa LBA4404
de Agrobacterium tumefaciens transformadas con las diferentes
construcciones en orientacion sentido del gen Npt-Il y uidA, con el promotor
constitutivo 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) en el vector
binario pROKII (Baulcome y col., 1986). Las construcciones adecuadamente
caracterizadas se conservaron en un “stock” con DMSO a -80 °C hasta su
utilizacion.

Una alicuota del “stock” de bacterias transformadas se crecidé en un
medio liquido LB suplementado con kanamicina 100 mg/l y fue incubado en
oscuridad a 28°C, con agitacion orbital a 240 rpm durante 48 h. 6 ml de este
cultivo se tomaron para inocular un matraz con 300 ml de medio LB sin
antibiotico y se incubd en las mismas condiciones ya descritas durante 3-4

horas hasta obtener un valor de DO a 600 nm comprendido entre 0,2-0,4.

3.4.2. Método de transformacion: selecciéon y regeneracion de plantas

transgénicas

La transformacion genética se realizo siguiendo el método descrito por
Horsh et al., (1984) con las modificaciones propuestas por Fischer y Guiltinan
(1995) y Ellul y col. (2003). En nuestro trabajo se han utilizado plantulas de
melon del tipo MR1, obtenidas a partir de cultivo in vitro en un medio de
germinacion (MG). Los explantes aislados dispuestos en placas con medio de
induccion organogénico (IK) se inocularon sumergiéndolos en el cultivo de
Agrobacterium (DOgoo de 0,2-0,4) durante 6 min. Tras la inoculacion, los
explantes se transfirieron a un medio de cocultivo, similar al de induccion
suplementado con acetosiringona (3’5-dimethoxy-4’-hidroxyacetophenona) a
una concentracion final de 200 pM. Este es un compuesto fenolico inductor de
los genes de virulencia (VIR) de las cepas de A. tumefaciens (Stachel y col.,
1985).
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Los explantes infectados se incubaron durante un periodo de 1-2 dias,
en oscuridad, a 28°C. Pasado este tiempo, se procede al lavado del material
sumergiéndolo en un medio de lavado (MB), suplementado con 500 mg/l de
cefotaxima durante 10 minutos, con el fin de limitar el crecimiento
bacteriano. Una vez lavados los explantes se transfieren al medio de
regeneracion selectivo (IKCK), con kanamicina (para seleccionar las células
transformadas) y cefotaxima (para controlar el crecimiento de
Agrobacterium). Los cultivos se incubaron en camaras de crecimiento a 25°C,
bajo condiciones de fotoperiodo de dia largo (16 horas de luz y 8 horas de

oscuridad).

Los brotes regenerados que iban apareciendo se cortaban evitando el
callo y se transferian a frascos con medio de enraizamiento (ME) selectivo con
50 pg/ml de kanamicina. Con los brotes enraizados podemos obtener nuevas
plantas mediante la propagacion clonal. La propagacion se lleva a cabo por
multiplicacion de meristemos caulinares y yemas axilares. A partir de plantas
crecidas durante 15-20 dias en ME se aislan segmentos que contienen el
meristemo caulinar o segmentos de tallo con yemas axilares, y se subcultivan
en el mismo medio. El procedimiento de propagacion, multiplicacion puede

continuar indefinidamente.
3.5. ANALISIS DEL NIVEL DE PLOIDIA

El nivel de ploidia de las plantas control y transgénicas se determiné
mediante citometria de flujo (Smulders y col., 1995) con algunas

modificaciones (Ellul y col., 2003).

Las hojas jovenes procedentes de las plantas aclimatadas y cultivadas
en el invernadero, fueron utilizadas para el aislamiento de nucleos.
Fragmentos de tejido de aproximadamente 1 cm? fueron troceados
individualmente con una cuchilla en una placa de petri de 50 mm con 200 pl
de tampodn de aislamiento de nucleos (Partec). Después de cortadas, las
muestras se filtraron a través de un filtro de nylon (Nybolt) de 50 pm, y se les
anadi6 800 pl de una solucion colorante (Partec) conteniendo 1 mg/l de DAPI
(4,6-diamino-2-phenyl-indole) para la tincion fluorescente del ADN. El

contenido de ADN en los nucleos aislados se midio usando un citometro de
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flujo (Partec PAS-Il), equipado con una lampara de mercurio. El resultado
aparece trazado sobre una escala semilogaritmica, representado en un

histograma.

3.6. ANALISIS DEL NIVEL DE RESISTENCIA A KANAMICINA EN
TRANSFORMANTES PRIMARIOS

El gen bacteriano Npt-Il codifica el encima Neomicina fosfotransferasa
que inactiva por fosforilacion a antibidticos aminoglicosidos como kanamicina.
La expresion de este gen confiere resistencia a este antibiotico que es toxico
para las células vegetales y, al transferirse a la planta, hace que sea un

meétodo eficaz de seleccion.

La evaluacion del grado de inhibicion del enraizamiento de los apices
trangénicos se realizo a una concentracion del 100 mg/l de kanamicina en el

medio de enraizamiento (ME).
3.7. ANALISIS DE LA EXPRESION DEL GEN DELATOR UidA

El ensayo histoquimico con X.Gluc (Jefferson et al., 1987) se realizd en
plantas que previamente habian enraizado en medio con kanamicina. Para
ello, la seccion del tejido se incubo durante 24 h a 37°C en solucion del
sustrato 1 mM en 50 mM NaH,PO, a pH 7,0. Después de la tincion, las
secciones fueron aclaradas en etanol al 70% durante 5-10 minutos, para

eliminar las clorofilas.
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4.1. CRECIMIENTO Y APTITUD ORGANOGENICA EN EXPLANTES
PRIMARIOS DE MELON

Un requisito fundamental a la hora de aplicar las técnicas de cultivo in
vitro de células y tejidos a la mejora es la disponibilidad de métodos de

regeneracion en el material de partida.

El primer objetivo de este Proyecto Fin de Carrera consistio en
desarrollar un sistema de regeneracion de plantas a partir de explantes
primarios de distintos genotipos de melon. Para ello, se planted un
experimento en el cual se ensayaron seis medios de cultivo Murashige y Skoog
(MS) con diferentes concentraciones concentraciones de compuestos y
reguladores del crecimiento (Tabla 3). Todos los medios han sido
suplementados con sulfato de cobre, puesto que se ha demostrado que la
adicion de concentraciones elevadas de este compuesto, mayores a las
utilizadas en las soluciones minerales habituales, incrementa
significativamente la respuesta organogénica en diferentes cultivares de

melon (Garcia-Sogo vy col., 1991).

Tabla 3.- Composicion de los medios de cultivo empleados utilizando como
base la composicion de sales MS suplementado con CuSO,4.5H,, vitaminas
(mio-inositol y tiamina), auxinas (IAA y NAA) y citoquininas (BA y Kinetina)
a diferentes concentraciones.

Mio-Inositol 0,1 g/l
CuS0,.5H,0 0,001 g/l
Tiamina 0,001 g/l
BA 1 mg/l | BA 2,5 mg/l | BA 5,0 mg/l | Kinetina 6,0 mg/l

IAA 0,5 mg/l |1B0O510Cu | IBO525Cu | IBO550Cu

IAA 1,5 mg/l |1B1510Cu IK1560Cu

NAA 0,5 mgl/l NBO550Cu

Estos medios se ensayaron tres cultivares comerciales y tres lineas de

mejora descritos en el apartado 1.1 del capitulo Material y Métodos.
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4.1.1. Efecto del cultivar y del medio de induccion sobre el crecimiento en
explantes primarios

En este primer experimento empleamos como explantes primarios
segmentos de cotiledon, hipocoétilo y hojas de plantulas de 5 a 20 dias
obtenidas por germinacion en condiciones axénicas. En concreto se han
utilizado cotiledones e hipocotilos de 13 dias y hojas de 24 dias en los
genotipos Amarillo Oro y Amarillo Canario, cotiledones e hipocotilos de 7 y 10
dias y hojas de 24 dias en el genotipo MR1, cotiledones e hipocotilos de 7 y 10
dias y hojas de 18 dias para el genotipo Piel de Sapo, cotiledones e hipocotilos
de 10 y 14 dias y hojas de 18 dias para la linea de mejora C943 y cotiledones e
hipocétilos de 18 dias y hojas de 22 dias para la linea de mejora C943. Esta
diferencia de dias entre un genotipo y otro viene determinado por el vigor y la
heterogeneidad en la germinacion.

Figura 9.- Organogénesis y crecimiento en explantes primarios de melon. A. Formacion
progresiva de callos compacto, noduloso, de color verde en la zona de corte y formacion de
yemas-apices en cotiledones. B. Formacion de callo friable, inicialmente verde vy
posteriormente blanquecino en explantes de hipocotilo. C. Formacion de callos de bajo
crecimiento y blanquecinos en explantes de hoja.

Con los seis medios utilizados y en los seis genotipos, a los 25-30 dias

de cultivo en medio de induccion la mayoria de los explantes se mantuvieron
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verdes y, en algunos, se pudo observar la formacion de callos compactos
nodulosos de color verde, que se originan en la zona de corte de la parte
basal del cotiledon (Fig. 9A). En algunos medios de induccion, a las 4 semanas
de cultivo aparecieron unas estructuras puntiagudas de unos 2-3 mm y de un
verde mucho mas intenso y brillante que el callo del que surgen yemas-apices
(Fig. 9A).

El proceso de desarrollo que nos ha aparecido mas comiunmente ha sido
el cambio progresivo del color verde inicial a otro con tonalidades
blanquecinas por la generacion de callos friables (disgregables). En estas
zonas, el tejido pierde su compacidad y nunca forma estructuras

organogénicas (Fig. 9B y C).

En algunas ocasiones se produjo una degeneracion del tejido, con la
aparicion de tonalidades marrones, lo que desembocé en senescencia y
muerte celular. Cuando esto sucedio suele extenderse a toda la superficie del
explante e impide cualquier crecimiento celular en las zonas afectadas. En

estos casos los explantes se descartaron.

Para determinar el efecto del medio de cultivo y/o de la linea o
cultivar utilizado se ha cuantificado el porcentaje de explantes que han
desarrollado callos desorganizados. En la Figura 10 se muestran los
porcentajes de explantes de cotiledones de los seis cultivares que forman
callos a los 45-60 dias de cultivo en los diferentes medios de cultivo. Con este
tejido se ha conseguido valores altos de induccion de crecimiento (formacion
de callo), con maximos por genotipo entre el 100% (Amarillo oro y Piel de
sapo) y el 77% (MR1)

El comportamiento respecto a la induccion del crecimiento y la
generacion de callos en explantes de cotiledon ha sido variable a las

diferentes concentraciones de hormonas utilizadas y en los genotipos.

La utilizacion en el medio de Kinetina (medio IKCu) provoca un
descenso muy acusado en la formacion de callos en los genotipos C943 (32%),
Amarillo canario (32%) y C940 (40%). Por su parte, el aporte de NAA (medio
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disminuye considerablemente en MR1

NBCu) inhibe totalmente el crecimiento en C943 y Amarillo canario y lo
(30%) y Amarillo oro (43%). Cabe

destacar que este medio fue el que dio mejores resultados en C940 (90%).
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Figura 10.- Frecuencia de explantes de cotiledon de los seis genotipos (Amarillo oro,
Amarillo canario, MR1, Piel de sapo, C940 y C943) que forman callo a los 45-60 dias de
cultivo en los diferentes medios de induccion.

Del conjunto de medios ensayados con diferentes concentraciones de

IAA 'y BA (medios IB) se ha observado tres tipos de respuestas. La respuesta 1,

que consiste en un crecimiento medio o alto a alta concentracion de IAA 'y

baja de BA (medio IB1510Cu), un descenso en el crecimiento cuando se

disminuye la concentracion de IAA (medio IBO510Cu) y un incremento acusado

en el crecimiento, alcanzando los valores maximos, conforme se incrementa
el contenido de BA (medio IB0510Cu < IB0525Cu < IB0550Cu); genotipos

Amarillo oro, Piel de sapo y (C943. La respuesta 2, que consiste en un

crecimiento medio o bajo a alta concentracion de IAA y baja de BA (medio
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IB1510Cu), un incremento en el crecimiento, alcanzando los valores maximos,
cuando se disminuye la concentracion de IAA (medio IB0510Cu) y un descenso
acusado en el crecimiento, conforme se incrementa el contenido de BA
(medio 1B0510Cu > 1B0525Cu > IB0550Cu); genotipos Amarillo canario y MR1.
Respuesta 3, el crecimiento es independiente de las concentraciones de estas
hormonas, con una respuesta similar en todos los medios (medio IB1510Cu =
IBO510Cu = 1B0525Cu = IB0550Cu) para C940.

Con estos resultados, junto a los valores efectivos de formacion de
callos, podemos establecer cuatro agrupaciones de genotipos y medios mas
adecuados para utilizar con explantes de cotiledon. El primero de estos
grupos estaria formado por Amarillo canario y MR1 con el medio con bajo
contenido de IAA y BA (IB0O510Cu). El grupo segundo seria Piel de sapo y C943
con el medio de baja concentracion de IAA y alta de BA (IB0O550Cu). El
genotipo Amarillo oro crece bien en varios medios, pero considerando utilizar
la menor cantidad de reguladores del crecimiento, el medio mas efectivo es el
que tiene un contenido medio de IAA y bajo de BA (medio IB1510Cu). Por
ultimo, mencionar por separado al genotipo €940, con un comportamiento
muy diferente al resto y al que se asociaria el medio con bajo contenido en
NAA y alto en BA (medio NB0550Cu).

Para determinar el efecto de otros explantes en la formacion de callo
hemos realizado estos experimentos de induccion del crecimiento en
explantes de hipocétilo. En la Figura 11 se muestran los porcentajes de
explantes de hipocétilo de los seis cultivares que forman callos a los 45-60
dias de cultivo en los diferentes medios de cultivo. Con este tejido se han
conseguido valores muy bajos de induccion de crecimiento (formacion de
callo), con un descenso muy considerable comparado con los resultados en
cotiledon, con maximos por genotipo entre el 69% (Piel de sapo) y el 17%
(C940).

La adicion en el medio de Kinetina (medio IKCu) para explantes de
hipocétilos ha provocado tres tipos de respuesta. La mas drastica es la

observada en Amarillo oro, donde no se ha observado ninguna induccion en el
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Figura 11.- Frecuencia de explantes de hipocétilo de los seis genotipos (Amarillo oro, Amarillo
canario, MR1, Piel de sapo, C940 y C943) que forman callo a los 45-60 dias de cultivo en los
diferentes medios de induccién.

crecimiento. Los hipocétilos de C940 han crecido un poco, pero solo se
ha alcanzado un 10% en la formacion de callos; con valores igual de bajos en
el resto de medios utilizados. En tres genotipos, Amarillo canario, MR1 y C943,
se ha obtenido su valor maximo de regeneracion. Por Gltimo, el genotipo Piel
de sapo ha tenido una respuesta media e inferior a la obtenida en otros
medios. Por su parte, el aporte de NAA (medio NBCu) ha provocado la
completa inhibicion en el crecimiento y en la formacion de callos en todos los
genotipos, a excepcion del C940 en el que se ha observado una minima

regeneracion (17%), siendo este su valor maximo.

Con respecto a los medios en los que se ha utilizado IAA en combinacion

con BA (medios IB), hemos observado dos respuestas diferenciadas. La
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respuesta 1, que consiste en un crecimiento medio-bajo a alta concentracion
de IAA y baja de BA (medio IB1510Cu) y un descenso en el crecimiento en el
crecimiento conforme se incrementa el contenido de BA (medio IBO510Cu >
IB0525Cu), llegando a la inhibicion completa cuando la concentracion de BA es
mas alta (IBO550Cu); genotipos Amarillo canario y C943. La respuesta 2, que
consiste en un crecimiento medio-bajo o alto a alta concentracion de IAA y
baja de BA (medio IB1510Cu), un descenso significativo cuando se disminuye
la concentracién de IAA (medio IB0510Cu) y un incremento cuando se aumenta
el contenido de BA, no observandose diferencia entre las concentraciones mas
altas (medio IBO510Cu < IB0525Cu = IB0550Cu); genotipos Amarillo oro, MR1 y
Piel de sapo. Cabe sefalar que el genotipo C943 solo regenerd con el medio

IKCu y con ningln otro.

Con estos resultados de hipocétilo, podemos establecer las siguientes
recomendaciones de medios por genotipos. Para los genotipos Amarillo
canario, MR1 y C943 el medio que mejores resultados ha dado es el que tiene
la combinacion de IAA y Kinetina (IKCu). Para Amarillo oro el mejor medio es
el que tiene baja cantidad de IAA y media de BA (IB0525Cu) mientras que para
Piel de sapo el medio mas recomendable seria el que tiene un contenido
medio de IAA y bajo de BA (medio IB1510Cu). Por ultimo, C940 que requiere
un medio con bajo contenido en NAA y alto en BA (medio NBO550Cu).

Por dltimo, hemos ensayado el tejido de hoja que por sus
caracteristicas citolégicas se preve que de menores porcentajes de
poliploidia. En la Figura 12 se muestran los porcentajes de explantes de hoja
que han formado callo organogénico, en los seis cultivares a los 45-60 dias de
cultivo y en los diferentes medios de cultivo. Con este tejido se han
conseguido unos valores medios de induccion de crecimiento (formacion de
callo), con valores menores a los conseguidos en cotiledéon, con maximos por
genotipo entre el 89% (Piel de sapo) y el 5% (C943).

La utilizacion en el medio de Kinetina (medio IKCu) provoca una
respuesta organogénica alta-media en todos los genotipos, a excepcion de
C943 en cuyos explantes no se indujo el crecimiento. Sin embargo, la

aplicacion de NAA (medio NBCu) inhibe totalmente el crecimiento en C943,
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MR1 y Amarillo oro, se obtuvo un valor bajo en Amarillo canario (37%) y dio los
mejores porcentajes en Piel de sapo (89%) y C940 (73%).
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Figura 12: Frecuencia de explantes de hojas de los seis genotipos (Amarillo oro, Amarillo
canario, MR1, Piel de sapo, C940 y C943) que forman callo a los 45-60 dias de cultivo en los
diferentes medios de induccién.

Cuando se han utilizado medios con IAA en combinacion con BA (medios
IB), hemos observado respuestas muy diferentes segun los genotipos. En
Amarillo oro se produce su maximo crecimiento a alta concentracion de 1AA 'y
baja de BA (medio IB1510Cu) y una menos respuesta sin diferencias
significativas conforme se incrementa el contenido de BA (medio IB1510Cu >
IBO510Cu = 1B0525Cu = IB0550Cu). En Amarillo canario también se observa la
mayor induccion en la formacion de callos a alta concentracion de IAA y baja
de BA (medio IB1510Cu) y un descenso acusado en el crecimiento conforme se
incrementa el contenido de BA (medio 1B0510Cu > IB0525Cu > IB0550Cu). En
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MR1 se ha observado una respuesta muy irregular de tal forma que se ha
observado un crecimiento medio-alto con una concentracion alta de IAA y
baja de BA (medio 1B1510Cu), un descenso acusado cuando se disminuye la
concentracion de IAA (medio IB0510Cu), un fuerte incremento cuando se
aumenta el contenido de BA (medio 1B0525Cu) con los valores maximos (86%)
y un descenso al aumentar el contenido de BA (medio I1B0550Cu) (medio
IB1510Cu > medio IBO510Cu < 1B0525Cu > IB0550Cu). En Piel de sapo y C940 se
observa una respuesta muy parecida, en los que se ha obtenido unos
porcentajes altos (Piel de sapo) y medios (C940) y sin diferencias significativas
entre estos medios (medio IB1510Cu = medio IB0O510Cu = 1B0525Cu =
IB0O550Cu). Destacar la baja organogénesis obtenida en el genotipo C943 en

todos estos medios.

Segln los resultados obtenidos con explantes de hojas podemos
recomendar las siguientes medios para los genotipos utilizados. Para los
genotipos Amarillo oro y Amarillo canario el medio que mejores resultados ha
dado es el que tiene una concentracion media de IAA y baja de BA (IB1510Cu).
En MR1 el medio que produce un mayor porcentaje de induccion es el que
tiene una concentracion baja de IAA y media de BA (IB0525Cu). En C940 y Piel
de sapo ha funcionado mejor la combinacion de NAA y BA (NBCu), si bien los
explantes de hoja de Piel de sapo han regenerado bastante bien en todos los
medios ensayados. Por lo contrario, en C943 no han funcionado bien ninguno

de ellos.

A modo de resumen del comportamiento de los explantes de cada
genotipo en los medios utilizados presentamos la Tabla 3, en la que se
agrupan los datos en cuatro categorias por porcentajes de formacion de
callos.

Ante estos resultados cabe llegar a varias valoraciones. La primera es
que en los genotipos estudiados el tejido de hipocotilo tiene una menor
capacidad para la formacion de callos que las hojas y estos a su vez que los
cotiledones en los medios ensayados. Este resultado es contradictorio con lo

obtenido en calabaza por Pal y col. (2007), donde obtuvieron que los
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explantes de hipocotilo presentaron mayor indice de formacion de callos que

los explantes de cotiledon en un medio MS que contenia 2,5 mg/l de 2.4-D.

Tabla 3- Porcentajes de induccion de crecimiento y formacion de callo organogénico en
explantes de cotiledones, hipocotilos y hojas de seis genotipos en seis medios de cultivo
con distintas contenidos de auxinas y citoquininas. (*) Medio de cultivo recomendado.

AMARILLO ORO IKCu NBCu IB1510Cu | IBO510Cu | 1B0525Cu | IBO550Cu
Cotiledones 17% 43%
Hipocotilo 0% 0% 3% 33% * 33%
Hoja 71% 0% 57% 57% 57%
AMARILLO CANARIO IKCu NBCu IB1510Cu | IBO510Cu | 1B0525Cu | IBO550Cu
Cotiledones 32% 0% 44% 33% 29%
Hipocotilo 43% * 0% 17% 14% 5% 0%
Hoja 50% 37,50% 56% 43% 29%
MR1 IKCu NBCu IB1510Cu | 1B0510Cu | I1B0525Cu | IB0550Cu
Cotiledones 69% 29% 75% 77% * 59% 57%
Hipocotilo 28% * 0% 10% 3% 25% 25%
Hoja 67% 0% 71% 50%
PIEL DE SAPO IKCu NBCu | IB1510Cu | IB0510Cu 1B0550Cu
Cotiledones 77% 69%
Hipocotilo 69% * 57% 61% 61%
Hoja 77% 80% 68% 62,50%
€940 IKCu IB1510Cu | 1B0510Cu | 1B0525Cu | IBO550Cu
Cotiledones 41% 55% 52% 53% 50%
Hipocotilo 10% 17% * 15% 11% 8% 0%
Hoja 47% 73%* 37% 38,50% 35,50% 33%
C943 IKCu NBCu IB1510Cu | 1B0510Cu | 1B0525Cu | IB0550Cu
Cotiledones 33% 0% 50% 42% 79% 83% *
Hipocotilo 44% * 0% 0% 0% 0% 0%
Hoja 0% 0% 5% 3% 2% 0%
MUy alto o maximo | 85-100% |

Alto 70-84%

Medio 40-69%

Nulo o bajo 0-40%

Claramente, se requiere el ensayo de nuevos medios con la utilizacion
de otros tipos de auxinas y citoquininas y/u otras combinaciones hormonales,
puesto que resultados de organogénesis inferiores al 70% no son aceptables
para iniciar un programa de propagacion o experimentos de transformacion.

Esto sucede practicamente con explantes de hipocotilo de todos los genotipos

y tambien en explantes de hoja de C943.

A su vez, los resultados muestran una diferencia sustancial entre

diferentes tejidos dentro de un mismo genotipo. Ello es muy evidente en los
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genotipos en los que se recomienda medios distintos para cada uno de los
tejidos, como sucede en Amarillo canario, Piel de sapo y C943. En Amarillo
oro, MR1 y (940 si existe mayor homogeneidad de respuesta y se han
obtenidos los mejores resultados en los distintos tejidos en el mismo medio,
aunque hay que resaltar que los porcentajes de organogénesis muy bajos en
hipocétilos y se requeriria una modificacion en este medio para mejorar la
eficacia; Amarillo oro (medio IB1510Cu), MR1 (medio IBO510Cu) y C940 (medio
NBCu).

4.1.2. Efecto del cultivar y del medio de induccién sobre la respuesta
organogénica en explantes primarios

Un objetivo de los cultivos de tejidos in vitro es la regeneracion de
plantas. Los explantes primarios cultivados in vitro pueden regenerar plantas
completas siguiendo una ruta embriogénica (que lleva a la formacion de
embriones somaticos) u organogénica, que conduce a la diferenciacion de
meristemos caulinares y/o radiculares que originan apices y/o raices
adventicias. En el cultivo de explantes primarios de melon hemos observado
que, independientemente del cultivar, en nuestras condiciones de cultivo los
explantes forman yemas adventicias caracteristicas de una respuesta de tipo
organogénico (Fig. 13). Estas estructuras se originan en la zona de las heridas,
a partir del tejido de callo, por lo tanto por morfogénesis indirecta. Una
respuesta similar se ha observado en trabajos previos de diferentes variedades
de melon (Garcia-Sogo v col., 1991; Bordas, 1994), en pepino (Miguel y col.
1993) y tomate (Ellul y col. 1999).

A las 4 semanas de cultivo en el medio de induccion se
desarrollan callos mas o menos desorganizados en los que son perfectamente
identificables yemas adventicias incipientes (Fig. 13A y B). A las 5-6 semanas
de cultivo, estas estructuras organogénicas se hacen mas patentes y en este
momento se aislan y se introducen en un medio de enraizamiento para que
elonguen, se inicie el crecimiento del apice con la formacion de las primeras
hojas y enraicen (Fig. 13C, D y F). El siguiente paso es la clonacion y la
regeneracion de plantas enteras (calliclones). Este tipo de desarrollo no

implica la necesidad del aislamiento previo del callo organogénico del resto
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del explante, como se ha indicado en otros trabajos en melon (Dirks y van
Buggenum, 1989), aunque es probable que la separacion del callo

organogénico pudiera mejorar los resultados obtenidos.

Figura 13.- Respuesta organogénica de explantes primarios. A) Callos con
aparicion de estructuras organogénicas de color verde. B) Detalle de la
formacion de yemas-apices. C) Aislamiento e inoculacion de estructuras
yemas-apices en medio de elongacion y enraizamiento. D) Detalle del
desarrollo de los apices. E) Planta enraizada.

En relacion con la polaridad, cuando el explante cultivado presenta una
respuesta organogénica, ésta se localiza generalmente en el callo formado en
la parte proximal del explante, la que se encuentra mas cerca del hipocotilo o
del peciolo. La respuesta se manifiesta con la formacion de yemas-apice y se
hace patente a los 45-60 dias de cultivo en zonas situadas en el haz del

explante, al limite entre el callo noduloso y el tejido cotiledonario (Fig. 13).

El analisis de los resultados correspondientes a la frecuencia de
desarrollo de yemas-apices en diferentes tejidos, cultivares y medios (Figs. 14
y 15), indica que los seis cultivares presentan muy baja respuesta
organogénica, ademas de tener una respuesta muy variable y limitada. En
ningln caso se han desarrollado estructuras organogénicas cuando se han
utilizado como explantes primarios hipocotilos; en ninguno de los seis
cultivares en los medios utilizados. Claramente se descarta este tipo de

explante con fines de regeneracion.
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Figura 14.- Frecuencia de explantes de cotiledén (Amarillo oro y Piel de sapo) que
forman yema-apices a los 45-60 dias de cultivo en los medios organogénicos.

Solo los genotipos Amarillo oro y Piel de sapo han presentando
organogénesis en explantes de cotiledones (Fig. 14), con muy bajos y maximos
por genotipo entre el 50% (Amarillo oro) y el 23% (Piel de sapo).

Los explantes de cotiledon del cultivar Amarillo oro sélo ha
presentando respuesta y formacion de yemas-apices en el medio base con
concentracion media de IAA y alta de Kinetina (medio IKCu), con un
porcentaje de explantes que han desarrollado apices del 50%. Por su parte, el
cultivar Piel de sapo, aunque también ha presentado formacion de yemas-
apices en este medio (medio IKCu), lo ha hecho en menor medida (3%). Su
respuesta ha sido mas efectiva cuando se ha utilizado BA y a igual
concentracion de esta citoquinina se obtienen mejores resultados a menos
concentracion de IAA (IBO510Cu > IB1510Cu), con un valor maximo de
organogénesis de un 23%. De hecho, al aumentar la concentracion de BA se
produce una inhibicion de la organogénesis (IB1510Cu > IB0525Cu > IB0550Cu).
La sustitucion de IAA por NAA (medio NBCu) anula por completo la formacion

de yemas-apices.

Con estos resultados, y considerando que en ambos casos hay que
modificar los medios para obtener valores mas convenientes de
organogénesis, podemos indicar que el medio mas recomendado para la
induccion de organogénesis en explantes de cotiledon es el que tiene una
menor concentracion de IAA y de BA (medio IB0510Cu) en Piel de sapo y una

concentracion media de IAA y alta de Kinetina (medio IKCu) en Amarillo oro.
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Cuando hemos utilizado explantes de hoja, los genotipos que han
presentado formacion de yemas-apices han sido MR1 y Piel de sapo (Fig. 15),

el resto no ha mostrado ningun indicio de organogénesis.
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Figura 15.- Frecuencia de explantes de hoja (MR1 y Piel de sapo) que forman yema-apices a
los 45-60 dias de cultivo en los medios organogénicos.

La respuesta de los explantes de hoja de la linea MR1 ha sido muy baja
y solo se ha hecho evidente mediante la formacién de yemas-apice en el
medio con concentracion media de IAA y alta de Kinetina (medio IKCu), con
un valor maximo de 17%. Sin embargo, la respuesta ha sido mayor, con valores
aceptables, en el caso del cultivar Piel de sapo; ha desarrollado estructuras
organogénicas en los medios que contienen IAA y BA, con el valor maximo
(75%) cuando el medio tiene de la concentracion mas baja de ambas hormonas
(medios 1B0510Cu). Conforme se incrementan las concentraciones hormonales
de produce una disminucion progresiva en la formacion de yemas-apice, lo
que se hace muy evidente al aumentar la concentracion de BA (medios
IBO510Cu > IB1510Cu > IB0525Cu > IB0550Cu). Los otros medios ensayados, que
llevan Kinetina (IKCu) y NAA (NBCu) no han sido efectivos.

Ante estos resultados, y con limitaciones, podemos recomendar para la
induccion de organogénesis el medio con Kinetina (medio IKCu) para el
genotipo MR1 y para el cultivar Piel de sapo (al igual que con explantes de
cotiledon) un medio que tenga una la menor concentracion de IAA y de BA
(medio IBO510Cu).

Para evidenciar la respuesta de cada genotipo y de los diferentes
explantes a los medios de cultivo hemos elaborado la Tabla 5, en la que se

agrupan los datos en porcentajes.
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Tabla 5- Porcentajes de formacion de yemas-apice comparando de cada genotipo los distintos
tipos de explantes ante las mismas concentraciones. (*) Medio de cultivo recomendado.

AMARILLO ORO IKCu | NBCu |IB1510Cu | IBO510Cu | IBO525Cu | IBO550Cu
Cotiledones 50%* 0% 0% 0% 0% 0%
MR1 IKCu | NBCu |IB1510Cu | IBO510Cu | IBO525Cu | IBO550Cu
Hoja 17%* 0% 0% 0% 0% 0%
PIEL DE SAPO IKCu | NBCu |IB1510Cu | IBO510Cu | IBO525Cu | IBO550Cu
Cotiledones 3% 0% 17% 23%* 10% 5%
Hoja 0% 0% 53% 75%* 21% 10%
MGy alto o maximo | 85-100% |

Alto 70-84%

Medio 40-69%

Nulo o bajo 0-40%

Los resultados demuestran que no se han obtenido, en ningln caso,
valores muy altos de organogénesis y solo para un genotipo (Piel de sapo) y un
tipo de explante (hoja), en uno de los medios (IB0510Cu) hemos obtenido un
valor alto, adecuado para iniciar un protocolo de regeneracion. Parece claro
que la utilizacion de NAA (medio NBCu) inhibe por completo la formacion de
yemas-apice para cualquier tipo de explante y de genotipo. En los cultivares
Amarillo oro y MR1 se requiere Kinetina (medio IKCu) para la formacion de
yemas-apices, ya que para el resto medios no han presentado morfogénesis,
obteniendo valores maximos del 50% (Amarillo oro) y del 17% (MR1). Estos
resultados denotan que se debe modificar la composicion del medio en aras
de mejorar la respuesta. Por lo que respecta a Piel de sapo la presencia de
IAA 'y BA es fundamental en ambos tipos de explantes siempre a las

concentraciones mas bajas.
De todo lo expuesto anteriormente podemos concluir que:

1) Independientemente del tipo de medio, los explantes de hoja poseen
mayor capacidad de regeneracion que los de cotiledon vy, claro esta, que los
de hipocotilo. Esta respuesta organogénica es diferente a la encontrada en el
melon tipo Galia donde el cotiledon fue el mejor explante para regenerar
plantas completas a partir de lineas parentales masculina y femenina,

comparado a los explantes de hipocotilo y (NUiez-Palenius vy col., 2007).
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2) El medio que ha presentado mayor porcentaje de morfogénesis ha sido el
IBO510Cu (0,5 mg/l de IAAy 1 mg/l de BA), lo que nos conduce a pensar que a
mayor concentracion hormonal, tanto de IAA como de BA, disminuye la
regeneracion aunque se produzca un mayor desarrollo de callos. Resultados
similares en el cultivar “Gaucho”, donde los explantes cultivados en medios
con bajas concentraciones de BA presentan mejores respuestas de
regeneracion (Pinho v col., 2010). En calabaza se demostré que en el medio
sin BA no se produce crecimiento y que por encima de 1 mg/l se producia
inhibicion (Yalcin Mendi y col., 2008). Sin embargo, se han encontrado
mejores tasas de regeneracion cuando el medio contenia NAA en lugar de I1AA
en diferentes cultivares de melon (Pinho y col. 2010), pepino (Selvaraj vy col.,
2007) y calabaza (Yalcin Mendi vy col., 2008). Ademas, en calabaza se
demostréo que en medio sin BA no se produce crecimiento y presenta su
maximo a una concentracion de 1mg/l y que a partir de esta cantidad
disminuia. También que a mayor concentracion de IAA disminuia la capacidad
de regeneracion.

3) El genotipo que ha presentando mayor porcentaje de morfogénesis
ha sido el cultivar Piel de sapo. No obstante, la gran variabilidad en melén es
el factor mas importante que determina el potencial de regeneracion y los
resultados obtenidos con diferentes cultivares y lineas confirman la necesidad

de adaptar el protocolo de regeneracion a cada genotipo de melon.

4.2. TRANSFORMACION GENETICA CON LOS GENES NPT-Il Y GUS

El meldn es un cultivo de alto valor agronémico y que a pesar del amplio
desarrollo de protocolos de transformacion en los dltimos 20 afos, su
transformacion sigue siendo muy dependiente del genotipo y con eficiencias
relativamente bajas (0-12,5%) (Nunez-Palenius y col., 2006; 2008; Ren y col.,
2012).

La introduccién, mediante transformacion genética, de genes de funcion
desconocida en melon, nos puede resultar de gran utilidad para esclarecer el
papel funcional de estos genes en melon. Es por ello que en este trabajo nos
propusimos poner a punto un método de transformacion en melén. Nuestra

finalidad Ultima es poder obtener lineas transgénicas en las que se
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sobreexpresen o en las que se inhiben, por diferentes técnicas, los genes de
interés. Como un primer paso, hemos utilizado un plasmido binario pROKII en
el que se ha introducido el gen de resistencia a kanamicina (Npt-Il) como gen
de seleccion o/y el gen uid A (GUS) que codifica para la B-glucuronidasa como
gen delator de la expresion del transgén, ambos bajo el promotor constitutivo
35S del virus del mosaico del tabaco (Fig. 16). Ambos genes son marcadores y
nos permitiran calcular la eficiencia de la técnica de transformacion utilizada

y si las plantas transformadas expresan los genes incluidos en el T-DNA.
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Figura 16.- Esquema de las construcciones en pROKII;
pRIINptIl y pRIIGUS-NptlI.

El método de transformacién mas eficaz, el que ha permitido la
modificacion genética de mas de 130 especies vegetales pertenecientes a 35
familias botanicas, ha sido el cocultivo de explantes primarios con
Agrobacterium tumefaciens como vector bioldgico (Birch, 1997). En
Arabidopsis se ha desarrollado un sistema de transformacion genética in
planta mediante inoculacion e infiltracion por vacio con Agrobacterium
(Bouchez y col., 1993; Bechtold y col., 1993; Katavic y col., 1994; Chang y
col., 1994). A pesar de su eficacia en esta crucifera modelo, este sistema esta
limitado a plantas de pequeno tamaio y con caracteristicas vegetativas y
reproductivas muy concretas, lo que hace que el cultivo de tejidos siga siendo
la técnica mas empleada para obtener plantas modificadas genéticamente de

especies de interés agronomico.
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Para muchos cultivares de melon, el desarrollo de un sistema de
transformacion efectivo es crucial para la mejora por herramientas de
ingenieria genética. EL meldn es susceptible a la infeccion por Agrobacterium
y responde a la regeneracion de explantes de cotiledon (Dirks y van
Buggenum, 1989), de callo (Moreno y col., 1985) y hoja (Kathal y col., 1988).
La frecuencia de transformacion/regeneracion varia ampliamente entre
cultivares (Guis vy col., 1998; Galperin vy col., 2003; Akasaka-Kennedy y col.,
2004; Rhimi y col., 2006) y de la fuente de explantes (Fang y Grumer, 1990;
Guis vy col., 2000). Igual sucede en tomate, donde se ha demostrado que la
transformacion genética via Agrobacterium depende en buena medida del
genotipo (Ellul y col., 2003). No obstante, el método de transformacion
mediada por Agrobacterium ha sido el mas utilizado en melon y con buenos
resultados (Nunez-Palenius y col., 2008; Wu vy col., 2009; Ren y col., 2012).
Nosotros hemos optado por este método por estar puesto a punto en el
laboratorio y porque esta descrito que es el que menos copias de genes
transfiere, lo cual ayuda a reducir las posibilidades de genes multiples que

desencadenen el silenciamiento génico en las plantas transgénicas.

Para los experimentos de transformacion genética hemos utilizado la
linea Piel de sapo de meldn seleccionada por ser la que mejores resultados ha
dado en los experimentos de induccidon del crecimiento y regeneracion in
vitro. Aunque nuestro principal interés en las lineas objeto de estudio se
basaba en las diferencias en el habito de crecimiento y en el tipo de fruto, la
seleccion de la linea Piel de sapo, ginomonoica, se ha hecho por ser la que ha
presentado mayor aptitud organogénica en los medios que hemos ensayado.
Como explantes primarios hemos utilizado secciones de cotiledones, con los
que habiamos obtenido los mejores resultados de regeneracion in vitro y de
hojas, por ser los que normalmente dan menos problemas de poliploidia. Se
han utilizado plantulas de 14-16 dias y en la inoculacion con Agrobacterium se
ha utilizado acetosiringona, para activar a los genes de virulencia (genes vir)

del plasmido Ti (Hooykaas y Schilperoort, 1984; Stachel y col., 1986).

Cuando los apices alcanzaron un desarrollo suficiente para su
individualizacién (0,5-1cm), se cortaron del callo y se transfieren a un medio

de enraizamiento con antibidtico de seleccion (test de enraizamiento con

Beatriz Soriano Vicente 67



Morfogénesisn vitro y obtencion de plantas transgénicas de melén Resultados y Discusion

kanamicina), que nos demuestra la presencia y expresion del gen Nptll, que es
un componente de la construccion génica introducida en el plasmido pROKII.
El gen de la neomicina fosfotransferasa (Nptll) confiere resistencia a
antibioticos aminoglucésidos, como la kanamicina, de tal forma que el enzima
desactiva al antibidtico mediante fosforilacion (Pefa, 2000). Los apices que
enraizaron en estas condiciones mostraron resistencia al antibiotico y por lo
tanto, se consideraron, en un principio, como transgénicos, pues al menos se
ha introducido el gen Nptll. Una vez que las plantas estan enraizadas, cada
planta individual (supuesto genotipo independiente) se propaga in vitro hasta

obtener un nimero suficiente de clones.

Hemos realizado un total de cuatro experimentos de transformacion en
el cultivar Piel de sapo, usando las construcciones pRIINpt/l y pRIIGUS-Nptlil
(Fig. 16) en Agrobacterium (LBA4404) y explantes de cotiledon y hoja (Tabla
6). Se han inoculado un total de 753 explantes primarios, 357 con pRIINptil y
396 con pRIIGUS-Nptil. Las eficacias de este método de transformacion,
medidas como nimero de callos resistentes a kanamicina respecto al niUmero
total de explantes inoculados (EET 0 eficacia estricta de transformacion) y el
numero de plantas obtenidas en relacion al nimero de explantes utilizados
(ET o eficacia de transformacioén), se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Resultados de las transformaciones genéticas. EET (eficacia estricta de
transformacion) = nimero de callos resistentes a kanamicina que producen al menos
una planta transgénica respecto al nimero total de explantes inoculados; ET

(eficacia de transformacion) = numero de plantas resistentes a kanamicina en
relacion al nimero total de explantes inoculados.

Experimentos de N° N° N° de EET Plantas

transformacion explantes  de callos callos (%) transformadas
inocul. organog. (plantulas) -

N ET(%)
Npt-II cotiledones 145 8 3 2,07 4 2,76
Npt-II hojas 212 5 5 2,36 8 3,77
Npt-II::GUS cotiledones 156 10 4 2,56 4 2,56
Npt-1l::GUS hojas 240 4 2 0,83 2 0,83
Totales: 753 27 14 1,86 18 2,39
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Las EET fueron de 2,07% en cotiledones y 2,36% en hojas en la
transformacion con el gen Npt-Il y de 2,56% en cotiledones y 0,83% en hojas
en la transformacion con el gen Npt-/l::GUS, con un valor total de 1,86%
(Tabla 6). En los cuatro experimentos realizados se han obtenido plantas
resistentes a kanamicina pero con una eficiencia muy baja considerando el
numero de explantes utilizados, de tal forma que en algunos casos sélo se han

obtenido 2 plantas transformadas (Tabla 6).

Otra estima de la eficacia de transformacion vendria determinada por
la proporcion del numero total de plantas resistentes a kanamicina
(caracterizadas mediante el test de enraizamiento en medio selectivo)
respecto al total de explantes inoculados (ET o eficacia de transformacion).
La ET general ha sido de 2,39% (Tabla 6). Los valores mas altos del nUmero de
callos que producen plantulas resistentes a kanamicina, los hemos encontrado
cuando hemos utilizado hojas con la construccion pRIINptIl (ET= 3,77%). Los
resultados con cotiledones con ambas construcciones da valores muy proximos
(ET= 2,76% y 2,56%). Sin embargo, en explantes de hoja, con la construccion
PRIIGUS-Nptll solo se han obtenido 4 callos de los cuales solo 2 han
regenerado plantulas (ET= 0,83%).

Estos resultados distan mucho de ser satisfactorios en protocolos
actuales de transformacion y de hecho son muy inferiores a los obtenidos en
el cultivar Galia por Nunez-Palenius y col. (2006), con frecuencias de
transformacion entre 7,5-12,5%, o en la linea de mejora BU-21 (Galperin y
col., 2003). Los resultados estan mas préximos a los obtenidos por la mayoria
de los autores en diferentes variedades y con distintas construcciones, con
valores de eficiencia de transformacion entre 0,7 y 3% (Fang y Grumet, 1990;
Gaba vy col.,1992; Bordas y col., 1994; Guis vy col., 2000; Akasaka-Kennedy y
col., 2004; Yalcin-Mendi vy col., 2004; Curuk y col., 2005; Castelblanque y col.,
2008) y pueden alcanzar el 7% (Fang y Grumet, 1990). Estos resultados
demuestran la baja capacidad de regeneracion de las células transformadas,
lo que sugiere la incapacidad de las células de melon para ser competentes
para la transformacién y regeneracion. Las observaciones citoldgicas de las
células epidérmicas y subepidérmicas, que son la fuente de organogénesis,

muestran una desorganizacion de las areas meristematicas transformadas, lo
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cual podria explicar las dificultades encontradas para regenerar plantas de
melon después de la transformacion genética (Chovelon y col., 2011), en
sandia (Yalcin-Mendi vy col., 2003) y pimiento (Wolf y col., 2001).

Ademas, las diferencias en la eficiencia de transformacion pueden ser
debidas a que en parte esta condicionada por una combinaciéon de factores
tales como la cepa de Agrobacterium, el marcador de seleccion y las
construcciones usadas (Hellens y Mullineaux, 2000); en todos los casos difieren
las construcciones empleadas y en algunos de ellos también la cepa y el
compuesto de seleccion. También se ve fuertemente influenciada la ET por el
genotipo (Guis vy col., 1998; Galperin y col., 2003; Akasaka-Kennedy vy col.,
2004; Rhimi vy col., 2006) y la fuente del explante (Fang y Grumet, 1990; Guis
y col., 2000). Las eficiencias de transformacion pueden diferenciarse puesto
que en todos los trabajos descritos se utilizan variedades y/o lineas diferentes
a la utilizada por nosotros.

Trabajos anteriores de transformacion de melén indicaron que el
tiempo optimo de inoculacion en el medio de infeccion esta comprendido
entre 20 segundos y 30 minutos (Valle’s y Lasa, 1994; Ayub y col., 1996; Guis y
col., 2000), dependiendo de la cepa de Agrobacterium utilizada, la
concentracion de bacterias en suspension, la especie vegetal y el tamano del
explante. Nosotros hemos empleado 10 minutos de inoculacion de los
explantes en un medio de infeccidén con una DO a 600 nm, como indicador de
la concentracion de bacterias, de 0,2-0,4. Ren y col. (2012) demostraron que
este era el tiempo mas adecuado cuando utilizaban DOgy entre 0,7 y 1,0, ya
que el incremento en 5 y 10 minutos producia un cambio a color marrén y

necrosis de algunos de los explantes.

El cocultivo es una de las etapas mas importantes en el procedimiento
de transformacion. Las condiciones del cocultivo puede aumentar la eficiencia
de transformacion, como por ejemplo la temperatura (Fullner y Nester, 1996;
Yasmin y Debener, 2010; Sharma y col., 2011) y el periodo de cocultivo (Fang
y Grumet, 1990; Shilpa vy col., 2010; Seo y col., 2011). Se ha descrito que
periodos de cocultivo de 2-6 dias resultaron ser los mas 6ptimos para meldn
(Valle’s y Lasa, 1994; Galperin y col., 2003; Akasaka-Kennedy y col., 2004;
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Ren y col., 2012), mientras que temperaturas de 19 a 22°C se han descrito
como criticas para obtener una alta eficiencia de transformacion por
Agrobacterium y temperaturas superiores disminuyen drasticamente esta
capacidad (Fullner y Nester, 1996). Nosotros hemos utilizado una temperatura

de 28°C y un periodo de 2 dias de cocultivo.

Por todo lo descrito podemos concluir que hemos obtenido 18 plantas
transformadas (12 con pRIINptIl y 6 con pRIIGUS-Nptll), de 4 experimentos de
transformacion independientes. Por el nUmero de explantes utilizados (753) se
deduce que la eficiencia de transformacion ha sido muy baja posiblemente
debido a la baja capacidad de las células de melon para ser competentes para
la regeneracion y la transformacion. Algunos autores han desarrollado
protocolos con mejores resultados en transformacion lo que determina que en
nuestro caso podria ser mejorada. Para ello podriamos actuar sobre algunas
condiciones variables dentro del protocolo de transformacion, como el tiempo
de inoculacion y la concentracién del cultivo bacteriano, de tal forma que si
mantenemos los 10 minutos de inoculacion de los explantes en el cultivo
bacteriano deberiamos incrementar la DOgo a 0,7. Otros factores a modificar
serian las condiciones del cocultivo utilizando una temperatura mas baja, a
22°C, y probando incrementar el tiempo a 3-4 dias. También podriamos probar
otra cepa de Agrobacterium que tenga mayor habilidad de transformacion. La
cepa EHA105 ha demostrado ser mas eficiente en la produccion de

transformantes estables que la cepa LBA4404 (Galperin y col., 2003).

4.3. EVALUACION DEL NIVEL DE PLOIDIA DE LOS TRANSFORMANTES PRIMARIOS
(TG1)

Normalmente, los analisis fenotipicos de plantas en las que se
sobreexpresa o inactiva un transcrito, como método para dilucidar la funcién
del gen correspondiente, no tienen en cuenta la posibilidad de que parte de
los efectos anormales observados puedan deberse a la aparicion de fenomenos
de poliploidia durante el proceso de transformacion genética. Plantas de
meldn regeneradas por técnicas de cultivo in vitro son muy susceptibles de
incrementar la ploidia en estas condiciones (Bouabdallah y Branchard, 1986;
Debeaujon y Branchard, 1992; Kathal y col., 1992; Ezura y col., 1992; 1994;
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Guis y col., 1998). Ademas, un fendbmeno comun en la transformacion del
melon, es la alta frecuencia de produccion de plantas tetraploides y de
regenerantes falsos positivos (Guis y col., 2000; Wu v col., 2009). Asi, se ha
analizado el nivel de ploidia en las plantas transformadas (TG1) mediante
citometria de flujo. Para ello se han utilizado secciones de 1 cm? de hojas
jovenes (32 hoja mas proxima al apice) procedentes de plantas aclimatadas y

crecidas en invernadero.

Las plantas diploides (2n) se identificaron por la presencia mayoritaria
de nucleos con contenido 2C, si bien el analisis también detecta un bajo
porcentaje de nucleos 4C. Por el contrario, en las plantas tetraploides (4n) no
aparecen nucleos 2C distribuyéndose estos entre un alto porcentaje con

contenido 4C y una baja proporcion de nucleos 8C (Fig. 17).
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Figura 17.- Diagramas de distribucién del contenido en ADN de los nlcleos de las plantas
obtenidas a partir de callos de cotiledon y hoja de melon. (A) Planta diploide; (B) Planta
tetraploide.

Como se muestra en la Tabla 2, hemos analizado las 18 plantas TG1
obtenidas. El porcentaje de plantas transgénicas diploides obtenidas fue del
66,7% (12 plantas), con un porcentaje del 93,75% (9 plantas) cuando los
explantes fueron hojas y del 37,5% (3 plantas) con cotiledones. Estos
resultados demuestran que la naturaleza del explante afecta a la ploidia de
las plantas de melén regeneradas. La citometria de flujo realizada en
explantes de tejidos sugiere que el 90% de las células de los cotiledones
maduros y cerca del 100% de las células de hojas jovenes fueron diploides
mientras que mas del 80% de las células de cotiledones de dos dias de

germinacion fueron tetraploides (Guis y col., 2000). Estos resultados estan de
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acuerdo con las observaciones de Gilissen y col. (1993) y Colijn-Hooymans y
col. (1994) que encontraron que en pepino el porcentaje de células
tetraploides incrementaba durante el desarrollo del cotiledon. Este fendmeno
ha sido descrito también en Arabidopsis, donde se observa frecuentemente la
endoduplicacion de las células del cotiledon lo que conduce a poliploidia,
mientras que en hojas ocurre con muy baja frecuencia (Galbraith y col.,
1991). Por lo tanto, los niveles de ploidia de las plantas de meldn regeneradas
pueden correlacionarse con el nivel de ploidia del tejido de explante.

Tabla 7. Analisis del nivel de ploidia de las plantas de melon

transformadas, resistentes a kanamicina, mediante citometria

de flujo. Los porcentajes se han calculado como el nimero de

plantas diploides o tetraploides/mixoploides respecto al
numero total de plantas transgénicas analizadas.

Experimentos de N° plantas Diploides Tetraploides/
transformacion transform Mixoploides
N° % N° %
Npt-II cotiledones 4 2 50 2 50
Npt-II hojas 8 7 87,5 1 22,5
Npt-11::GUS cotiledones 4 1 25 3 75
Npt-11::GUS hojas 2 2 100 0 0
Totales: 18 12 66,7 6 33,3

La aparicién espontanea de morfogénesis anormal es frecuente en
cultivos de tejidos de meldn (Ezura y col., 1992) y estos individuos producen
frutos de inferior calidad. La aparicion de estas caracteristicas aberrantes es
tipica de individuos tetraploides (Nugent y Ray, 1992). En nuestras lineas TG1
hemos encontrado un 33,3% (6 plantas) de tetraploides o mixoploides, de las
que el 83,3% (5 plantas) provienen de cotiledones y el 16,7% de hojas. Estas
plantas las desechamos para continuar los trabajos de caracterizacion.

4.4, ANALISIS DE LA EXPRESION DEL GEN GUS EN CALLOS ORGANOGENICOS

El ensayo de expresion del gen GUS en lineas TG1 permite detectar no
solo la integracion del gen sino también su funcionalidad. Transformar las
plantas con la construccion pRIIGUS-Nptll buscaba demostrar que la

integracion del gen, que seleccionamos como primer paso por su desarrollo en
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medio selectivo con Kanamicina, y si la integracion es funcional, por el

analisis de la expresion del gen GUS.

El ensayo histoquimico con X-Gluc se realizd en un total de 12
fragmentos de tejido de callo, 2 de cada uno de los 6 callos en los que se
desarrollaron yemas-apices. En todos los casos obtuvimos un resultado

positivo como se muestra en la Figura 18.

Figura 18.- Tincion histoquimica GUS en callos de Piel de sapo. A. Callos
generados en las plantas control crecidas en medio no selectivo (medio IBO510Cu).
B. Callos generados en medio de seleccion (medio IBO510Cu con Kanamicina).

El porcentaje de eventos positivos ha sido del 100%, lo que podriamos
esperar considerando que hemos utilizado un promotor constitutivo (promotor
35S5), que hace que se exprese el gen en todas las células y, como se ha
demostrado, este porcentaje es bastante alto cuando se utilizan inoculos de
callo, mayor al observado cuando se analiza la expresion diferencial de planta
in vivo e in vitro. De hecho, Wu y col., (2003) analizaron la expresion de GUS
en callos de una coleccion de plantas de arroz transformadas y detectaron un

84% de eventos positivos.

Por lo tanto, estos resultados demuestran que aunque la eficiencia de
transformacion ha sido baja, las plantas TG1 obtenidas tienen integrado el

transgén en su genoma y este es funcional.
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5. CONCLUSIONES

Los experimentos realizados para la optimizacion de las condiciones de
induccion del crecimiento y organogénesis y de transformacion genética en

melon nos han permitido llegar a las siguientes conclusiones:

PRIMERA- El comportamiento en la induccién del crecimiento y
generacion de callos ha sido muy variable entre los genotipos y los tejidos
utilizados. El genotipo que ha presentado una mayor respuesta en los tres

tejidos utilizados (cotileddn, hipocotilo y hoja) ha sido Piel de Sapo.

SEGUNDA- La seleccion del medio mas adecuado para inducir el
crecimiento y organogénesis en explantes de melén es dificil debido a la
variabilidad de resultados obtenidos. En general, independientemente de que
sean morfogenéticos o no, del genotipo y del tipo de explante, se ha obtenido
mayor formacion de callo con el medio IBO550Cu (0,5 mg/l IAA 'y 5 mg/l de
BA), de tal forma que a medida que incrementamos la concentracion de BA se
produce un mayor niumero de callos. Sin embargo, el medio que ha presentado
mayor respuesta organogénica ha sido el IB0510Cu (0,5 mg/l de IAAy 1 mg/l

de BA), con baja concentracion de IAA 'y BA.

TERCERA- Los explantes que han desarrollado mayor numero y tamaino
de callos ha sido los de cotiledon. Sin embargo, han sido los explantes de hoja
los ha presentado mayor organogénesis por la formacion de mayor nimero
yemas-apices, siendo fenomenos independientes. Por lo tanto, no existe

relacion directa entre la formacion de callos y la organogénesis.

CUARTA- La eficiencia de transformacion ha sido muy baja, similar a la
encontrada por otros autores en esta especie pero mucho menor que la

encontrada en otras especies y en alguna variedad de melén. Esto demuestra
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la baja capacidad de las células de meldon para ser competentes para la

regeneracion y la transformacion.

QUINTA- En los cuatro experimentos de transformacion realizado con
cotiledones y hojas de la variedad Piel de Sapo hemos obtenido 18 plantas
transformadas (12 con el gen Nptll y 6 con los genes Nptll y GUS), lo que
demuestra que el protocolo de transformacion y regeneraciéon funciona, si
bien es necesario la optimizacion de las condiciones para mejorar los

resultados

SEXTA- La naturaleza del explante afecta a la ploidia de las plantas de
melon regeneradas y los niveles de ploidia pueden correlacionarse, a su vez,
con el nivel de ploidia del tejido de explante. En nuestras lineas TG1 hemos
encontrado un mayor numero de plantas tetraploides o mixoploides proviene

de explantes de cotiledon.

SEPTIMA- En el ensayo de expresion del gen GUS en lineas TG1, en
todos los casos obtuvimos un resultado positivo. Estos resultados demuestran
que aunque la eficiencia de transformacion ha sido baja, las plantas TG1

obtenidas tienen integrado el transgén en su genoma y este es funcional.
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