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RESUMEN

Un sistema de seleccion eficiente es necesario para distinguir las células transformadas del tejido no
transformado. El presente trabajo tuvo como objetivo determinar la concentracion minima inhibitoria del
herbicida Glufosinato de amonio en callos organogénicos de Phaseolus vulgaris cv. ‘CIAP7247F’, con el fin
de usarlo como agente selectivo en el proceso de transformacion genética. Se utilizaron fragmentos de
callos de 4-5 mm de didmetro, en el segundo subcultivo de multiplicacién. Se empleé el medio de cultivo de
proliferacion al que se le adicionaron diferentes concentraciones del herbicida (0.10, 0.20, 0.30, 0.40, 0.50 y
0.60 mg I'). Alas ocho semanas de cultivo se cuantific el nimero de callos necrosados y se calculd el
porcentaje de mortalidad. Ademas, se describieron las afectaciones provocadas por el agente selectivo en
los callos. Todas las concentraciones de Glufosinato de amonio estudiadas produjeron necrosis en los callos
de P. vulgaris cv. ‘CIAP7247F. El aumento de la concentracion de Glufosinato de amonio en el medio de
cultivo de proliferacion incrementé el porcentaje de callos necrosados. Con las concentraciones de 0.50 y
0.60 mgltel 87.5% Yy 93.8% de los callos presentaron necrosis total, respectivamente. A partir de las observaciones
realizadas se elabor6 una escala descriptiva de grados para evaluar las afectaciones provocadas por el agente
selectivo en los callos de frijol. Finalmente, se selecciond 0.50 mg I* de Glufosinato de amonio como la concentracion
minima inhibitoria, ya que mas del 87% de los callos mostraron necrosis total a las ocho semanas de cultivo.
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Determination of the minimal inhibitory concentration of Ammonium
glufosinate in organogenic calli of Phaseolus vulgaris cv. ‘CIAP 7247F

ABSTRACT

An efficient selection system is necessary for distinguishing transformed cells of the untransformed tissue.
This study aimed to determine the minimum inhibitory concentration of the herbicide Ammonium glufosinate
in organogenic calli of Phaseolus vulgaris cv. CIAP 7247F, to use it as a selective agent in the process of
genetic transformation. Fragments (4-5 mm) of proliferated calli after second subculture were used as explant.
Callus proliferation medium with different concentrations of Ammonium glufosinate (0.10, 0.20, 0.30, 0.40,
0.50 and 0.60 mg I'*) was employed. At eight week of culture, the number of necrotic calli and the percentage
of callus mortality were scored. Moreover, the damages caused by the selective agent in treated calli were
described. All studied concentrations of Ammonium glufosinate produced necrosis in calli of P. vulgaris cv.
CIAP7247F. The increase of Ammonium glufosinate concentration in the proliferation culture medium increased
the percentage of necrotic calli. With concentrations of 0.50 and 0.60 mg I* of the selective agent, 87.5% and
93.8% of the calli showed complete necrosis respectivity. Base on previous observations a descriptive scale
of degree was designed to evaluate the affectations provoked by the selective agent in common bean calli.
Finally, 0.5 mg I* of Ammonium glufosinate was selected as the minimum inhibitory concentration because
more than 87 percent of the calli necrotic within 8 weeks of cultivation.

Key words: bar gen, beans, callus, selective agent.

INTRODUCCION especialmente en aquellas regiones del

mundo en las cuales las proteinas de origen
El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es una fuente animal son muy escasas. A nivel mundial
importante de  proteina vegetal, el frijol provee el 22% de las proteinas totales
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requeridas en la alimentacién (Kwapata et al.,
2012).

El mejoramiento genético convencional en
leguminosas tiene una larga historia y se han
obtenido un gran nimero de variedades
mejoradas, sin embargo, existen varios
inconvenientes que limitan su aplicacion, entre
ellas: desconocimiento de la biologia de la
especies, incompatibilidad con la especie
silvestre que posee la caracteristica deseada.
En este sentido, la transformacion genética
puede ser considerada como una herramienta
complementaria en las estrategias de
mejoramiento genético (Varshney et al., 2009).

Las técnicas de transformacion genética
generalmente llevan implicito la transferencia
de 4cido desoxirribonucleico (ADN) de interés
a pocas células. De esta manera, un requisito
esencial es, disponer de un protocolo eficiente
de regeneracion de plantas unido a un sistema
eficiente de seleccién de los tejidos
transformados que facilite su recuperacion
(Karami et al., 2009).

Los genes marcadores de selecciéon son
necesarios para distinguir eficientemente las
células transformadas de las no
transformadas. Por ejemplo, los genes de
resistencia a antibiéticos y herbicidas han sido
ampliamente usados para la seleccién en
leguminosas transformadas genéticamente.
Entre ellos se encuentran el gen de la neomicina
fosfotransferasa (npt 1l); el de la higromicina
fosfotransferasa (hpt); los genes de resistencia
a herbicidas bar y pat (que codifican para la
acetil fosfinotricina transferasa y confiere
resistencia a biolaphos, fosfinotricina o
Glufosinato de amonio) y genes que codifican
para el herbicida acetolactatosintasa (ALS)
(Miki et al., 2009).

La produccién de transformantes quiméricos
y escapes de material transgénico que
sobrevive a la seleccién son los problemas
mas frecuentes que han sido descritos en la
transformacién de leguminosas (Hinchee et al.,
1988; Popelka et al., 2006; Muruganantham et
al., 2007; Saini et al., 2007; Thu et al., 2007).

El Glufosinato de amonio es un compuesto que
se usa como herbicida no selectivo, que actda
sobre las partes verdes de la planta. Esta
registrado en mas de 80 paises bajo diferentes
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denominaciones, tales como: Basta®,
Liberty®, Finale® y Rely® (Bayer CropScience,
2005). Este herbicida contiene intrinsecamente
el isémero L- de la fosfinotricina, responsable
de la actividad herbicida, que inhibe la accién
de la enzima glutamina sintetasa, la cual
interviene en la asimilacion de nitrdgeno y como
resultado se alcanzan niveles téxicos de
amonio en las células de la planta. La
resistencia a este herbicida ha sido desarrollada
a través de un sistema de detoxificacion. La
enzima fosfinotricina acetil transferasa (PAT)
codifica para los genes bar y pat que convierten
el Glufosinato de amonio en N-acetil glufosinato
gue es un compuesto no fitotéxico a la planta
(Kosky et al., 2010).

En el género Phaseolus existen pocos trabajos
en los que se utilice el Glufosinato de amonio
para la seleccién de tejidos transformados, solo
Aragao et al. (2002) describen suempleo enla
seleccién de brotes transformados por
biobalistica. La mayoria de los trabajos refieren
el empleo de geneticina (De Clercq etal., 2002;
Zambre et al., 2005) o de kanamicina (Aragao
et al., 1993; Amugune et al., 2011). Por otra
parte, en la literatura cientifica consultada no
existe referencia del uso de este compuesto
en la seleccién de callos organogénicos
transformados, por lo que la determinacion de
la concentracién minima inhibitoria serian de
gran valor practico en trabajos de
transformacién genética de frijol.

Por todo lo antes expuesto, el objetivo del
presente trabajo fue determinar Ila
concentracion minima inhibitoria del herbicida
comercial Glufosinato de amonio para usarlo
como agente selectivo en el proceso de
transformacién genética de callos
organogénicos de Phaseolus vulgaris cv. ‘CIAP
T247F.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Como material vegetal se utilizaron fragmentos
de callos organogénicos de 4-5 mm de
didmetro, en el segundo subcultivo de
multiplicacion. Para su obtencion se sigui6 el
procedimiento descrito por Collado et al. (2008).

Determinacién de la concentracion minima
inhibitoria del herbicida comercial



Biotecnologia Vegetal Vol. 12, No. 4, 2012

Glufosinato de amonio parala seleccion de
callos organogénicos de frijol

Para el establecimiento de los tratamientos
se adicionaron diferentes concentraciones
del herbicida comercial Glufosinato de amonio
(0.10, 0.20, 0.30, 0.40,0.50 y 0.60 mg I?) al
medio de cultivo para la proliferacion de callos
(Sales MS 100%, Vitamina B5, 0.05 mg It de
acido indol acético (AlA), 0.1 g It de mio-
inositol, 0.04g I'* de Tidiazuron, 2% de
sacarosa, 6.0 g I'*de agar). La solucion inicial
del herbicida se prepar6 a 15 mg ml?, la cual
se esteriliz6 por filtracion y se afiadié al medio
de cultivo en la cabina de flujo laminar. El pH
del medio de cultivo fue ajustado a 5.7y se
esterilizé en autoclave a 121°C.

Los callos fueron colocados en placas de Petri
gue contenian medio de cultivo de proliferacién
de callos con las diferentes concentraciones
del agente selectivo para un total de seis
tratamientos y un control. Se realizaron cuatro
ciclos de seleccién: dos en medio de cultivo
de proliferacion de callos y dos en medio de
cultivo de induccién de brotes (sales MS 100%,
Vitamina B5, 0.1g I'* de mio-inositol, 2.25 g I'* de
6- Bencilaminopurina (6- BAP), 30 g It de
sacarosa, 6.0 g I de agar), de acuerdo con el
procedimiento descrito por Collado et al. (2008)
para la regeneracion de plantas de frijol via
organogénesis indirecta. Cada 15 dias se
realizé el subcultivo por ocho semanas,
correspondiendo con los ciclos de seleccién.
Se utilizaron cinco placas de Petri de 9.0 cm
de diametro por tratamiento, con diez callos por
placa.

Los callos fueron colocados en camaras de
crecimiento con fotoperiodo 16/8 horas luz/
oscuridad a 26+2°C e intensidad luminosa de

a) b)
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68.3-72.81 UE m2 s? provista por lamparas
fluorescentes.

A las ocho semanas de cultivo se cuantifico el
namero de callos con necrosis y se calculé el
porcentaje de mortalidad de los callos. Ademas,
se describieron las afectaciones provocadas
por el agente selectivo sobre estos y se
confeccion6 una escala de grados de
afectacion.

El analisis estadistico del porcentaje de
mortalidad de los callos, asi como el analisis
descriptivo de las afectaciones provocadas por
el agente selectivo se realiz6 con la ayuda del
Paquete estadistico Statistic Packaged for
Social Science (SPSS) version 18.0 sobre
Windows. Se utiliz6 un analisis de regresion
lineal, asi como la prueba de Kruskall Wallis
previa comprobacién de los supuestos de
normalidad y heterogeneidad de varianza.

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacién de la concentracién minima
inhibitoria del herbicida comercial
Glufosinato de amonio parala seleccion de
callos organogénicos de frijol

Todas las concentraciones de Glufosinato de
amonio estudiadas produjeron necrosis sobre
los callos de P. vulgaris cv. CIAP7247F en los
medios de cultivo de proliferaciéon de callos e
induccién de brotes, respectivamente. Las
afectaciones fueron progresando en la medida
gue aumentaron los ciclos de seleccion. Del
total de los callos evaluados (300) el 30.4%
presentaron entre el 25 y 50% del callo con
necrosis (Figura 1a), el 42% presenté mas de
la mitad del callo con necrosis (Figura 1b) y el
26.8% presentd necrosis total (Figura 1c).

c)

Figura 1. Afectaciones provocadas por el Glufosinato de amonio en callos de P. vulgaris
cv. ‘CIAP7247F'. a) Callo entre un 25 y 50% de necrosis; b) Callo con mas del 50%

con necrosis y ¢) Callo con necrosis total.
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Las concentraciones del agente selectivo
entre 0.10 y 0.40 mg I'* produjeron necrosis
en los callos que oscilé entre el 25-50% de
su superficie a necrosis total. Sin embargo,
con las concentraciones de 0.50 y 0.60 mg I*
del agente selectivo el 87.5% y 93.8% de
los callos presentaron necrosis total,
respectivamente (Figura 2).

Tomando en consideracion los resultados de
las afectaciones presentadas por los callos
colocados en medio de cultivo con diferentes
concentraciones del agente selectivo
estudiado, se elabor6 una escala descriptiva
de grados. La escala consta de cinco grados
de afectacion donde el grado 1 se refiere a
los callos sin afectaciones y el cinco a los
callos con necrosis total (Tabla 1).

El andlisis de regresién lineal indic6 que a
medida que aumentaron las concentraciones de
Glufosinato de amonio se incremento el
porcentaje de mortalidad de los callos (Figura 3).
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Con las concentraciones de 0.50 y 0.60 mg I*
del agente selectivo se produjeron
porcentajes de afectacién superiores al 85%.
Estos resultados se correspondieron con los
grados de afectacion provocados por el
Glufosinato de amonio en los callos, segun
la escala de evaluacion empleada. De igual
forma se observd que las concentraciones
de 0.50 mg It y 0.60 mg I'* del agente
selectivo produjeron los mayores valores en
el grado de afectaciéon, con diferencias
significativas con el resto de los tratamientos
(Tabla 2).

De acuerdo con los resultados alcanzados
se seleccioné la concentracion de 0.50 mg I
de Glufosinato de amonio como la minima
inhibitoria, ya que a las ocho semanas de
cultivo, produjo méas del 85% de mortalidad
en los callos organogénicos con predominio
del grado de afectacién cinco, que
corresponde a la necrosis total con muerte
del tejido.

control 0,10 0,20

0,30 0,40 0,50 0,60

Conc. de Glufosinato de amonio (mg I'*)

O Callos sin afectacién
E Callos con 50% de necrosis

H Callos con necrosis total

Callos con 25% de necrosis

O Callos con 75% de necrosis

Figura 2. Efecto de la concentracion de Glufosinato de amonio sobre callos organogénicos
de Phaseolus vulgaris cv. ‘CIAP7247F’, en el cuarto ciclo de seleccion.
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Tabla 1. Escala descriptiva de grados propuesta para evaluar la afectacion provocada por Glufosinato de
amonio sobre callos organogénicos de frijol cv. ‘CIAP 7247F a los 30 dias de cultivo.

Grados de afectacion Descripcién
1 Callo sin afectacion ”
2 25% del callo con necrosis “
3 50% del callo con necrosis ‘
4 75% del callo con necrosis ‘
5 Callos con necrosis total .,

120 -
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80 +
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0 T T

y =4.288+168.57x
R?=0.952

Porcentaje de mortalidad de los
callos
(o]
o
|

0 0,1 0,2

0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Conc. del glufosinato de amonio (mg ™)

Figura 3. Efecto de las diferentes concentraciones del herbicida Glufosinato de amonio sobre
callos organégenicos de Phaseolus vulgaris cv. ‘CIAP 7247F en el cuarto ciclo de seleccion en

medio de cultivo de induccién de brotes.

Independientemente del método de
transferencia de genes usado, el numero
de células que integran y expresan los
transgenes introducidos de manera estable
es pequefio. Por lo tanto se necesita que
los genes marcadores de seleccién
distingan eficientemente estas células, de
una gran cantidad de células no
transformadas. Los genes clasicos de
resistencia a antibiéticos y herbicidas (Miki

y McHugh, 2004) han sido ampliamente
usados para la seleccién en leguminosas
genéticamente transformadas.

El Glufosinato de amonio es un herbicida no
selectivo, que se convierte en la fitotoxina
fosfinotricina (PPT) en las plantas. El
herbicida actda inhibiendo la enzima de la
asimilacion esencial de amonio: glutamina
sintetasa (GS) (Sreeramanan et al., 2006).
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Tabla 2. Efecto de las diferentes concentraciones del herbicida Glufosinato
de amonio sobre callos organdgenicos de Phaseolus vulgaris cv.
‘CIAP7247F a las ocho semanas de cultivo en el medio de cultivo de

induccion de brotes.

Concentraciéon de Glufosinato

de Amonio (mg 1™)

Grados de afectaciéon en los callos

Medias Rangos medios
0.10 2.95 27.19c
0.20 3.66 29.00 b
0.30 3.88 28.00 b
0.40 4.10 2550 b
0.50 4.87 23.50 a
0.60 4.93 2350 a
Control 1.00 8.50d

Rangos medios con letras diferentes difieren significativamente para
p<0.05 segun la prueba de Kruskall Wallis/Mann Whitney.

En Phaseolus vulgaris no se ha informado del
uso del Glufosinato de amonio como agente
selectivo a nivel de callos organogénicos
transformados genéticamente, solo en plantas
completas en condiciones de invernadero y
campo (Aragao et al., 2002). Estos autores
utilizaron la biobalistica como método de
transformacién en los cultivares ‘Olathe’ y
‘Carioca’ de frijol para desarrollar plantas
resistentes a este herbicida. Se insert6 el gen
bar y su integracidn se confirmé por analisis
de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) vy Southern blot. Como resultado,
encontraron dos eventos transgénicos,
PHV119y PHV122 del cultivar ‘Olathe’ (de un
total de 11 607 entre los dos cultivares) que
fueron resistentes a 500 g ha* de glufosinato,
con sintomas no visibles comparado con frijol
comun no transgénico, bajo condiciones de
invernadero. En el evento PHV119, las
evaluaciones en campo mostraron plantas
tolerantes a una concentracion de 400 g ha!
sin sintomas visibles. En este estudio no se
definen los grados de las afectaciones en las
plantas ante la presencia del agente
selectivo, lo que dificulta su evaluacién y la
comparacién con otros estudios en esta
especie.

Més recientemente, Kwapata et al. (2012)
lograron la seleccién de brotes de Phaseolus
vulgaris transformados por biobalistica, con
una concentracion de Glufosinato de amonio
de 4 mg I'%, en el medio de cultivo de

regeneracion y enraizamiento, asi como en
la germinacién in vitro de semillas
correspondientes a las progenies estudiadas.
Dicha concentracion fue ocho veces superior
a la determinada en la presente investigacion,
pero con otro tipo de explante.

Sin embargo, no se dispone de referencias
bibliograficas que informen sobre la utilizacién
de un sistema que permita la evaluacion de
los diferentes niveles de afectacion
provocados por el Glufosinato de amonio en
latransformacién genética via Agrobacterium
tumefaciens de callos organogénicos de P.
vulgaris, de ahi que la escala descriptiva de
grados propuesta para la evaluacién de
dichas afectaciones, pudiera ser utilizada en
otros protocolos de transformacion.

Los resultados coinciden con los de Da Silva
et al. (2004) quienes seleccionaron 0.5 mg I*
como la concentracion minima inhibitoria en
la transformacién genética de callos y
embriones somaticos de Coffea arabica cv.
Catimor, en los cuales se observé necrosis
en la totalidad de los callos cultivados.

Las concentraciones de Glufosinato de
amonio empleadas fueron inferiores a las
referidas por otros autores en otras
leguminosas, pero utilizando otro tipo de
explante. Por ejemplo, Khalafalla et al. (2005)
en hojas de Vigna angulares; Adesoye et al.
(2010) en Vigna unguiculata, quienes lograron
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una reducciéon del crecimiento de brotes y
raices de un 60% y un 80% respectivamente,
cuando seleccionaron con 2 mg 1. Todo parece
indicar que el tipo de explante tiene influencia
en la respuesta ante la presencia del herbicida
en el medio de cultivo.

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto,
los resultados logrados pudieran estar
relacionados con las caracteristicas
morfogenéticas del explante blanco utilizado,
gue responde de manera diferente al proceso
de seleccion. Ademas, la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria de Glufosinato
de amonio como agente selectivo a nivel de
callos organogénicos en el cultivar de frijol ‘CIAP
7247F’, constituyen uno de los primeros pasos
para el desarrollo de un programa de
transformacion genética, que culminaré con la
seleccién a nivel de planta completa en
condiciones de campo.
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