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RESUMEN

El presente trabajo se realizé con el objetivo de estudiar algunos parametros que influyen en la expresion transitoria
de la enzima a-glucuronidasa en suspensiones celulares del cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21’ (Musa sp. AAAB).
Se realizaron estudios de tres distancias y cuatro presiones de disparo. Los resultados en este experimento
revelaron la importancia de la distancia y presion del bombardeo, siendo la mas efectiva 12 cm y 140 psi,
respectivamente con diferencia estadistica con los demas tratamientos. También se estudiaron diferentes plasmidos
y quedd demostrado que no todos se comportan de la misma manera. Los plasmidos bajo el control del promotor
de la poliubiquitina del maiz mostraron mejores eficiencias que el promotor 35S CaMV. El factor biolégico también
fue de mucha importancia. Se confirmé que la edad fisiolégica de las suspensiones celulares juega un papel
fundamental en la eficiencia de la transformacién con mejores resultados cuando se usaron suspensiones celulares
de cinco a diez dias después del subcultivo.
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ABSTRACT

This work was carried out with the objective of studying parameters that influence transient expression of the enzyme
a-glucuronidase in cell suspensions of the plantain hybrid cultivar ‘FHIA-21’ (Musa sp. AAAB). Studies were done with
three distances and four pressures. Results of this experiment revealed the importance of the distance and pressure
of bombardment, with the most effective being 12 cm and 140 psi respectively with statistical difference to the other
treatments. Different plasmid constructs were also studied and it was demonstrated that they didn’t have the same
tendencies. The plasmid constructs under the control of the maize polyubiquitin promoter showed better efficiencies
than the CaMV 35S promoter. The biological factor is also of great importance. The physiological age of the cell
suspensions confirmed its fundamental role in transformation efficiencies with the best results obtained when cell
suspensions of five to ten days after subculture were used.
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cuentan con la facilidad de transferir caracteristicas de
resistencia a la planta.

INTRODUCCION

El platano (Musa spp.) esta entre los cultivos mas

importantes en los paises del trépico y el
subtrépico. Junto a los bananos, constituye el
cuarto lugar mas importante a escala mundial
después del arroz, trigo y maiz. La produccioén
mundial de platano en el afio 2001 fue de 30.5
millones de toneladas (FAO, 2001). Las regiones
de produccién de platano mas grande en el mundo
son Africa y América Latina, las cuales representan
74.2% y 22.5% de la produccion mundial
respectivamente, seguido por Asia con 3.3%
(Rodriguez y Rodriguez, 2001).

El mejoramiento genético en el género Musa, utilizando
métodos tradicionales, se ha visto obstaculizado por
varios factores, entre ellos: la baja fertilidad, la
esterilidad, los niveles de ploidia y la falta de variabilidad
genética que muestran sus especies (May et al., 1995);
ademas del tiempo que se necesita para obtener clones
mejorados por esta via. Los métodos tradicionales no

La transformacion genética es una estrategia potencial
para desarrollar nuevos cultivares en un periodo de
tiempo relativamente corto. Una ventaja de esta
estrategia sobre el mejoramiento convencional se
encuentra en la disponibilidad de fuentes de variabilidad
genética. Mientras que los mejoradores convencionales
estan limitados a genes que existen en especies
compatibles sexualmente, esta barrera no existe para
la transformacion genética (May et al., 1995).

El objetivo de este trabajo fue estudiar y establecer
algunos factores que influyen en la expresion transitoria
de la a-glucuronidasa en agregados celulares del
cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21’ (Musa sp. AAAB).

MATERIALES Y METODOS

Se establecieron suspensiones celulares a partir de
callos con estructuras embriogénicas formados de las
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flores masculinas inmaduras del cultivar hibrido de
platano ‘FHIA-21’ (Musa sp. AAAB) segun la
metodologia propuesta por Daniels et al. (2002).

En estos ensayos se utilizaron suspensiones
celulares embriogénicas de doce meses de edad
después de haber sido establecidas. Se ajusto la
suspension celular en un tubo cénico de 15 ml de
capacidad al 33% de volumen de células
sedimentadas (VCS). Estas suspensiones llevaban
10 dias después del subcultivo. En platos metalicos
estériles, se coloco papel de filtro estéril, encima del
cual se pusieron mallas de nylon de 1 cm?. Se
homogeniz6 la suspension y luego se depositaron
100 iL de la suspension celular sobre la malla de
nylon, la cual retuvo las células y el papel de filtro
absorbid el exceso de medio de cultivo. Cada una de
estas mallas de nylon representé una repeticion. Cada
disparo se realizé colocando papel de filtro
humedecido con medio de cultivo en placas de Petri
estéril de 5 cm de diametro donde se coloco la
malla de nylon con las células. Se puso una malla
de nylon de tamafio de poros de un mm? por encima
de las células para impedir su dispersion tras el
disparo. Los disparos se realizaron bajo —-21
pulgadas de Hg de vacio.

Se utilizé una pistola de genes casera de baja presion,
la cual usa el argéon como gas propulsor. La
purificacion de los plasmidos usados se realizé
siguiendo el protocolo de lisis alcalina propuesto
por Sambrook et al. (1989). La preparacion de las
microparticulas (tungsteno M-10) y el
recubrimiento de las mismas con el ADN
plasmidico se llevaron a acabo de acuerdo a lo
propuesto por Sanford ef al. (1993).

Se realizé un experimento donde se emplearon cuatro
presiones (120, 130, 140y 150 psi) y tres distancias
de disparo (6, 9 y 12 cm). En este experimento se
realizé un solo disparo de siete i L de microparticulas
recubiertas con ADN plasmidico sobre los agregados
celulares. En este ensayo se utilizé el plasmido
pCAMBIA3301 de 5.077 kb. Se realizaron 10
repeticiones por tratamiento.

Luego de determinar la mejor presion y distancia de
disparo, se procedié a estudiar diferentes plasmidos.
Se usaron en este experimento los plasmidos
pAHC25 (9.7 kb), pBPF-A5-GUS (5.637 kb), pUGCI
(6.86 kb), PCAMBIA3301 (5.077 kb) y pBPF-U5 (6.37
kb). En este experimento se emplearon 12
repeticiones por cada tratamiento.

En otro experimento, se estudiaron agregados celulares
con diferentes tiempos en dias después del ultimo
subcultivo con los mejores parametros establecidos
en los experimentos anteriores. Se probaron agregados
celulares provenientes del quinto, décimo y
decimoquinto dia después del ultimo subcultivo. Se
emplearon 15 repeticiones por tratamiento.

Luego del disparo en todos los ensayos, se
colocaron las mallas de nylon con las células en
placas de Petri de 9 cm de diametro, las cuales
contenian el medio de cultivo empleado para la
multiplicacion de la suspension celular (Daniels
et al., 2002) solidificado con Phytagel a 2.3 g.I"".
Estas placas fueron selladas con parafilm y
colocadas en la oscuridad total a una temperatura
de 27+2.0°C durante tres dias. Al transcurrir este
tiempo, la deteccion histoquimica de la actividad
transitoria de la a-glucuronidasa se realiz6
transfiriendo las células a tubos Eppendorfde 1.5
ml y seguidamente se adiciond a los tubos 50i L
del sustrato X-Gluc (acido 5-bromo-4-cloro-3-
indolyl-a-D-glucurénico) (Jefferson, 1987). Luego
de unaincubacion a 37°C en la oscuridad durante 48
horas, fue realizada la observacion de la actividad
GUS vy el conteo de los puntos azules por un
microscopio estereoscoépico (OLYMPUS). El conteo
de los puntos azules se hizo por cada repeticion.

Se aplicd una lectura de las observaciones
completamente aleatoria. Se realizé un analisis de
varianza bifactorial (ANOVA) en el primer estudio en
que se establecieron dos factores. Los grupos
homogéneos y/o significativamente diferentes fueron
hallados a partir de las pruebas de rangos multiples
Duncan y Dunnetts’C para tratamientos con varianzas
homogéneas y no homogéneas respectivamente. El
procesamiento estadisticos de las variables en cada
estudio fue posible a través del programa estadistico
computacional SPSS/PC+ ver. 9.00, para Windows.
El nivel de significacion fijado para todas las pruebas
fue del 99.5%, o sea, p<0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del primer experimento demostraron
que la distancia y la presién jugaron un papel muy
importante en la expresién de la a-glucurodinasa y
fue imprescindible optimizar estos factores antes de
establecer un protocolo para la transformacién
genética del platano. A 6 cm, las células sufrieron
mucho del dafio causado por el impacto de las
microparticulas. El mejor resultado obtenido en este
ensayo fue con la presion de 140 psi a una distancia
de 12 cm con diferencia significativa con los demas
tratamientos (Tabla 1).

Mas et al. (2000) obtuvieron mejores resultados al
bombardear embriones somaticos del cultivar ‘Gran
Enano’ (Musa sp. AAA) con una presion de 120
psi y una distancia de 8 cm. Sagi et al. (1995a)
utilizaron presiones de 43 a 87 psi y lograron
expresion transitoria en el cultivar ‘Bluggoe’ (Musa
sp. ABB). Los valores o6ptimos varian en
dependencia de la especie vegetal y del disefio de
la pistola (Rey et al., 1996). Becker et al. (2000)
seleccionaron para el bombardeo de suspensiones
celulares en el cultivar ‘Gran Enano’ una distancia
de 7.5 cm y una presion de 80 psi.
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Tabla 1. Numero de puntos azules por disparo a diferentes distancias y presiones en Musa sp. AAAB

cultivar ‘FHIA-21" con el plasmido pCAMBIA3301.

Distancia de disparo

Presion (psi)

(cm) 120 130 140 150
6 2039 28.1 ef 23.6fg 13.2h
9 25.21g 39.7¢c 45.7b 23.5fg
12 21.91g 36.8 cd 57.0a 31.8de
15 15.1h 24.41g 39.8¢ 36.6 cd

Medias con letras distintas difieren estadisticamente para p<0.05 segun la prueba de rangos multiples

de Duncan.

Se utilizé para este experimento una distancia
de 12 cm y una presion de 140 psi. Se aprecia
por la figura 1 una diferencia estadistica entre
los plasmidos pUGCI y pAHC25, los cuales
tenian como promotor, el poliubiquitina del maiz
y los demas plasmidos con el promotor de 35S
CaMV. Segun S&agi et al. (1995b) el promotor
poliubiquitina del maiz es uno de los promotores
mas fuerte para Musa spp. Estos autores
obtuvieron mejores resultados con el plasmido

pAHC27 bajo el control del mismo promotor en
Musa spp. Schenk et al. (1999) usaron un nuevo
promotor (ScBV) en el bombardeo de células
embriogénicas de los cultivares ‘Williams’
(AAA), ‘Three Hand Planty’ (AAB) y ‘Gran Enano’
(AAA) y encontraron que los niveles de
expresion fueron variables para diferentes lineas
transgénicas, pero en general fue comparable
con las actividades de los promotores
poliubiquitina del maiz y 35S CaMV.
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Medias con letras distintas difieren estadisticamente para p<0.05 segun la prueba de Duncan.

Figural. Numero de puntos azules por disparo en cinco plasmidos diferentes en el cultivar hibrido de platano

“FHIA-21" (Musa sp. AAAB).

Quedo demostrado en el tercer experimento que
la edad de la suspension celular después del
subcultivo fue muy importante en los resultados.
Se utilizé en este experimento una distancia de
12 cm y una presién de 140 psi con el plasmido
pUGCI de 6.86 kb. Al utilizar suspensiones
celulares de cinco dias de edad después del
subcultivo, se observaron un promedio de 68.13
puntos azules por disparo (Figura 2). No hubo
diferencia estadistica con suspensiones de 10

dias de edad. Sin embargo, al utilizar
suspensiones celulares de 15 dias de edad, la
observacion de puntos azules se redujo
considerablemente, llegando a solo 20.06
puntos azules por disparo. Este resultado se
atribuye a que las suspensiones celulares de
15 dias de edad ya no estaban en su fase
logaritmica de crecimiento y las células no
estaban en division activa, la cual representa la
fase estacionaria.



122

70

40

No. de puntos azules/dispar

10+

5

Dias después del subcultivo de la suspensioén celular

10 15

Medias con letras distintas difieren estadisticamente para p<0.05 segun la prueba de Dunnett C

Figura 2. Efecto de la edad de la suspension celular en la eficiencia de la transformacion en el cultivar hibrido

de platano ‘FHIA-21’ (Musa sp. AAAB).

Sagi et al. (1995a) estudiaron laedad de 4, 5y 6 dias
después del subcultivo en el cultivar ‘Bluggoe’ y al
hacer la tincion con el sustrato dos dias después del
bombardeo, lograron mejores resultados con los
tratamientos de 5y 6 dias.

CONCLUSIONES

La mejor eficiencia de disparo se logré con una
distancia de 12 cm y una presion de 140 psi para el
cultivar hibrido FHIA-21. Este resultado fue
significativamente superior a los demas tratamientos.
Los promotores juegan un papel muy importante
en la eficiencia de la transformacion y los
plasmidos pUGCI y pAHC25, los cuales estaban
bajo el control del poliubiquitina del maiz resultaron
ser los mejores con diferencia significativa a los
demas plasmidos. La edad de la suspension
celular después del subcultivo también es un factor
a considerar ya que en este trabajo se demostré
que a los 15 dias después del subcultivo se habia
reducido significativamente la expresion transitoria
de la a-glucuronidasa.
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