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RESUMEN

El mejoramiento genético de platanos y bananos es de gran importancia por el nivel de consumo de estos en el
ambito mundial. La transformacién genética constituye una via alternativa para el mejoramiento genético y ha venido
a complementar las metodologias tradicionales. En este trabajo se estudian mediante la expresion transitoria de la 3-
glucuronidasa algunos parametros de la transformacion genética de platano cultivar hibrido FHIA-21 mediada por
Agrobacterium tumefaciens. Se hace un estudio de las cepas de Agrobacterium tumefaciens AT-2260 y EHA-105,
ambas con el plasmido pCAMBIA-3301. Se realizé una comapracion entre los tiempos de infeccion y tiempos de
cocultivo. La cepa de mejor comportamiento fue la EHA-105. En el estudio de el tiempo de infeccién y de cocultivo la
mejor combinacioén resulto ser la de dos horas de infeccién y seis dias de cocultivo.
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ABSTRACT

The genetic improvement of plantain and banana is of great importance for its level of consumption on a world-wide
scale. Genetic transformation constitutes one alternative for genetic improvement and has complemented traditional
techniques. In this work some parameters of genetic transformation of plantain were studied by means of transient
expression of a-glucoronidase in the hybrid cultivar FHIA-21(AAAB) by Agrobacterium tumefaciens. A study with the 3-
Agrobacterium tumefaciens strains AT-2260 and EHA-105, both with the plasmid pCAMBIA-3301 was done. A
comparison between the time of infection and time of co-culture was studied. The strain of better behavior was EHA-
105. In the study of the time of infection and co-culture, the best combination resulted to be the one with two hours
of infection and six days of co-culture.
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INTRODUCCION

La produccidon mundial de bananos y platanos
(Musa spp.) se estima alrededor de 95.1 millones
de toneladas anuales (FAQO, 2000). Estos son los
cultivos de mas importancia en los paises del
trépico y subtrépico, porque ademas de alimento,
suministran empleo e ingreso a los miembros de
estas comunidades. Hasta la fecha los programas
de mejoramiento genético tradicionales se ven
limitados debido a la baja fertilidad y la poca
germinacion de la semilla (Grapin 1995). Estas
dificultades pueden superarse desarrollando
alternativas de mejoramiento por medio de la
biotecnologia y la ingenieria genética. Mediante
las técnicas de ingenieria genética se pueden
introducir genes que mejoren las caracteristicas
agrondémicas de esta especie.

Este trabajo tuvo como objetivo optimizar
algunos parametros de la transformacion
genética de platano cultivar hibrido FHIA-21

mediante Agrobacterium tumefaciens estudiando
la expresiéon del gen gusA en suspensiones
celulares embriogénicas.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y medios de cultivo

Para la transformacién genética mediada por
Agrobacterium tumefaciens se emplearon
suspensiones celulares de Musa spp., cv FHIA-
21 (AAAB) obtenidas de estructuras
embriogénicas originadas a partir de callos
formados de fasciculos nodales provenientes de
flores masculinas inmaduras, en el medio de
cultivo propuesto por Escalant et al. (1994).

Para establecer la metodologia de transformacion
se utilizaron 150il de células a una concentracion
del 33% de volumen de células sedimentadas
(VCS). Las suspensiones tenian diez dias de
subcultivadas y se encontraban a 27°C de
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temperatura, oscuridad y una velocidad de
agitacion de 90 rpm.

Cepas bacterianas y plasmido

En el experimento se utilizaron las cepas de
Agrobacterium tumefaciens AT-2260 y EHA-105
portando el plasmido pCAMBIA 3301, el cual
contiene el gen bar (Thompson et al., 1987) que
codifica para la enzima fosfinotricina N-acetil
transferasa que confiere resistencia a los
herbicidas que contengan fosfinotricina como
producto activo. Este gen se encuentra regulado
por el promotor 35S del Virus del Mosaico de la
Coliflor (CaMV) y el terminador 35S poliadenilado
del mismo virus y el gen reportero gusA (Jefferson
et al., 1987) que codifica para la enzima B-
glucuronidasa y esta regulado por el mismo
promotor del gen bar y por la secuencia
terminadora T-NOS poliadenilada de la enzima
nopalina sintetasa de Agrobacterium.

Transformacion de suspensiones celulares

Un primer experimento tuvo como objetivo
determinar con que cepa de Agrobacterium
tumefaciens y a qué densidad optica (DO, ) se
obtenia la mayor actividad transitoria de la
enzima B-glucuronidasa. Para esto se probaron
las cepas de Agrobacterium tumefaciens AT-2260
y EHA-105.

Los cultivos bacterianos fueron previamente
crecidos en medio de cultivo LB (10 g.I'" de
triptona, 5 g.I"" de extracto de levadura,10 g.I"
NaCl) durante 24 horas. Posteriormente se
pasaron al medio de induccion (sales AB 1X, 2mM
NaH,PO,, 30 mM MES, glucosa 1%, 200 iM
acetosiringona). Se estudiaron dos densidades
opticas (DO,,,=0,5y DO, ,=1.0) para cada cepa.

En un segundo experimento se estudio el
tiempo de infeccion. Para ello se dejaron las
cepas bacterianas infestando las células
vegetales durante dos y seis horas,
transcurrido estos tiempos las mismas se
colocaron en medio de cultivo semisoélido para
el crecimiento celular suplementado con
acetosiringona 200 iM.

Se utilizé la cepa de Agrobacterium tumefaciens
con la que mejor resultado se obtuvo en el primer
experimento.

Se realizé un tercer experimento en el cual se
estudiaron dos tiempos de cocultivo en presencia
de la cepa bacteriana.

Para esto se dejaron las células vegetales durante
tres y seis dias en medio de cultivo semisolido,
oscuridad y 21°C.

A los datos obtenidos se le aplicé un analisis de
varianza de clasificacion simple y el grado de
significacion fue determinado mediante el test de
rango multiples de Duncan.

Para el procesamiento de los datos se empled el
paquete estadistico SPSS ver. 9.0.

Actividad transitoria GUS

El ensayo histoquimico GUS fue realizado acorde
al protocolo propuesto por Jeferson (1987). La
actividad GUS fue analizada después del
cocultivo y luego de una incubacion a 37 °C en
la oscuridad durante 12-14 horas.

RESULTADOS Y DISCUSION

La presencia de puntos azules mostré la
insercion y expresion del gen gusA en las
células de platano cultivar hibrido FHIA-21. EI
nimero de puntos azules varioé
considerablemente entre los tratamientos
realizados.

En el primer experimento los mejores
resultados se obtuvieron con la cepa EHA-105
y densidad optica DO, ,=1,0 donde se
visualizaron 32 puntos azules como promedio
por cada 150 pl de células al 33% de VCS

(Figura 1).

Esta cepa es una derivada de la EHA-101 sin
el gen de resistencia a kanamicina. Pérez
(2000) refiriéd que la cepa de Agrobacterium
tumefaciens EHA-101 fue la que mejor afinidad
mostré con células de varios cultivares de
banano durante experimentos de quimiotaxis
y expresion transitoria de la p-glucuronidasa.

En el segundo experimento se utilizé la cepa
EHA-105, en este no se observaron diferencias
significativas entre los tiempos de infeccion
utilizados (Figura 2).

En el tercer experimento se observé una
diferencia marcada entre los dos tratamientos.
El tiempo de cocultivo influyé notablemente en
la expresio transitoria de la b-glucuronidasa,
obteniéndose 85 puntos azules como promedio
por cada 150 pl de células al 33% de VCS cuando
se dejo6 el cocultivo por seis dias (Figura 3).

Las condiciones o6ptimas de cocultivo
impidieron el crecimiento excesivo de la
bacteria en los tiempos evaluados, por lo que
no se afectaron las células vegetales. Al estar
en contacto la bacteria un mayor tiempo con
el tejido vegetal, hubo una mayor transferencia
de ADN a las células y por consiguiente una
mayor expresion del gen gusA.
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Medias con letras distintas en una misma columna difieren estadisticamente por Duncan para p<0.05.

Figura 1. Comparacion de la expresion transitoria después de tres dias de cocultivo con las cepas de
Agrobacterium tumefaciens -- AT-2260 y EHA-105 y las densidades 6pticas de estas de 0.5y 1.0 en
suspensiones celulares embriogénicas de platano cultivar hibrido FHIA-21
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Figura 2. Influencia de los tiempos de infeccién con la cepa de Agrobacterium tumefaciens EHA-105
sobre el nUmero de puntos azules en suspensiones celulares embriogénicas de FHIA-21 después de
tres dias de cocultivo.
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Letras distintas difieren estadisticamente para p< 0.05

Figura 3. Influencia de los tiempos de cocultivo con la cepa de Agrobacterium tumefaciens EHA-105 sobre el numero
de puntos azules en suspensiones celulares embriogénicas de FHIA-21.

REFERENCIAS

Bieberach, C (1995) Embriogénesis somatica y regeneracion
de plantas en cultivares de Musa spp. Tesis presentada en
opcién al grado cientifico de Magister Scientiae. CATIE,
Turrialba, Costa Rica. 86p

Escalant JV, Teisson, C y Cote, F (1994) Amplified somatic
embryogenesis from male flowers of triploid banana and plantain
cultivars (Musa spp.). In Vitro Cell Dev. Biol 30:181-186

Jefferson RA 1987. Assaying chimeric genes in plants: The
Gus gene fusion system. Plant Molecular Biology Reporter 5:
387-405

Jefferson, A, Kavavagh, A, y Bevan, M, (1987) GUS fusion: b-
glucuronidase as a sensitive and versatile gene fusion marker
in higher plants. The EMBO Journal 6: 3901-3907

Pérez JB (2000) Development and application of
Agrobacterium-mediated genetic transformation to increase
fungus-resistance in banana (Musa spp.).
Doctoraatsproefschrift Nr. 442 aan de Facuteit
Landbouwkundige en Togepaste Biologische Wetenschappen
van de K.U. Leuven

Thompson, C, Movva, R, Tizard, R, Cramer,i R, Davies, J,
Lauwereys, M y Bottermann J (1987) Characterization of the
herbicide resistance gene barfrom Streptomices higroscopicus.
EMBO J. 9: 2519- 2523




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


