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Gonzéalez-Hernandez et al.

RESUMEN

El establecimiento de un esquema de seleccion es uno de los pasos criticos en
los protocolos de transformacion genética. El objetivo de este trabajo fue
determinar la respuesta de epicétilos de frijol comuUn (Phaseolus vulgaris L.)
frente al antibidtico Geneticina G-418 para su empleo como agente selectivo en
la transformacion genética. Se evaluaron dos tipos de explantes: epicétilos con
cuatro y 10 dias de germinada la semilla (dgs). Ambos fueron expuestos a
diferentes concentraciones del agente selectivo (10, 20, 30, 40 y 50 mg I'}) y
un control sin antibiotico. Los epicétilos de cuatro dgs fueron afectados en todas
las concentraciones evaluadas. La exposicién al antibidtico provocoé clorosis en
los explantes. Se observé mortalidad en todos los explantes en presencia de 40
y 50 mg I''. Sin embargo, los explantes de 10 dgs mostraron afectaciones
menores y porcentajes de supervivencia en todas las concentraciones
evaluadas. Los porcentajes de mortalidad en las concentraciones de 40 y 50 mg |1
fueron inferiores al 40%. Se seleccionaron los epicétilos de semillas germinadas
a los cuatro dias (4 dgs) como explante inicial para la transformacion genética
mediante Agrobacterium tumefaciens.
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In vitro response of Phaseolus vulgaris L. epicotyls against
Geneticin G-418 for genetic transformation

ABSTRACT

The selection scheme establishment is one of the most critical steps inside any
genetic transformation protocol. The aim of this work was to determinate the
response of common bean (Phaseolus vulgaris L.) epicotyls versus the antibiotic
Geneticine G-418, in order to use it as selective agent in genetic
transformation. Two types of explants were evaluated: four and 10 days
germinated seeds epicotyls. They were both exposed to different selective agent
concentrations (10, 20, 30, 40 y 50 mg I'') and a control without antibiotics.
Four days epicotyls were affected by all the evaluated concentrations. Antibiotic
exposure caused explant chlorosis. The mortality rates using the 40 and 50 mg
It concentration were complete. However, 10 days explants show just minor
affectation and high to maximum survival percentages. The mortality rates
using the 40 and 50 mg It concentration were less than 40%. The four days
germinated seeds epicotyls were selected as initial explant for genetic
transformation via Agrobacterium tumefaciens.
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INTRODUCCION

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es una de las leguminosas mas difundidas
en el mundo, y representa una de las mayores fuentes caldrico-proteica
(Espinoza-Garcia et al., 2016). Este cultivo se ha visto afectado
progresivamente por la incidencia de plagas, enfermedades, condiciones
edafoclimaticas adversas y competencia de otras plantas (Gonzalez et al., 2011;
Lopez-Sanchez et al., 2018).

Entre las herramientas biotecnoldgicas utilizadas por los programas de
mejoramiento genético para sobreponerse a los problemas del cultivo se
destaca la transformacion genética, que posibilita la integracion de genes de
interés en genomas diana (Gatica-Arias et al., 2010). Sin embargo, la
regeneracion in vitro de frijol comiUn se considera a menudo dificil, lo que
impacta negativamente en los resultados de la transformacion genética. La
estrategia mas ventajosa para la regeneracion de plantas en protocolos de
transformacion genética de esta especie ha resultado la organogénesis, tanto
directa como indirecta (Collado et al., 2016). Ambos sistemas presentan aun
problemas especificos como la baja frecuencia de regeneracién de plantas y la
formacion de estructuras de origen pluricelular, lo que deriva en la aparicion de
guimeras, cuando se emplea dicho sistema en un esquema de transformacion
genética (Kelly, 2013; Tormos-Bou, 2021).

El tipo de explante y los tejidos que contengan son importantes, tanto para la
regeneracion de plantas, como para el proceso de infeccidén en la transformacion
genética mediada por Agrobacterium tumefaciens (Smith & Townsend) Conn.
Por lo tanto, la seleccién de estos dependerd de la susceptibilidad que muestren
los tejidos a la infeccidn y del protocolo de regeneracidn establecido para dicho
cultivo (Mukeshimana et al., 2013). Ademas de estas caracteristicas, resulta
también decisivo el equilibrio intrinseco que presenten dichos explantes en
relacion con los reguladores de crecimiento (auxinas/citoquininas), pues influira
en su capacidad recuperativa y regenerativa (Prakash et al., 2007).

Para la regeneracion de plantas de P. vulgaris, se han empleado diferentes
explantes: &pices, secciones de tallo, de epicétilo y de hipocoétilo, yemas
axilares, ejes embrionarios, callos, nudos cotiledonales, hojas y peciolos
(Castillo et al., 2015; Collado et al., 2016; Hnatuszko-Konka et al., 2019; Yu et
al., 2021). Al respecto, autores como Hnatuszko-Konka et al. (2019) refirieron
que los epicotilos mostraron una superioridad indiscutible en la regeneracion
sobre los hipocétilos.

El establecimiento de un esquema de seleccién es uno de los pasos criticos en
cualquier protocolo de transformacion genética para evitar escapes o quimeras y
asegurar la efectividad del proceso. Uno de los mecanismos mas utilizados para
este proceso, por su efectividad y rapidez, es el empleo de marcadores de
seleccién, genes incorporados al casete de transformacién que confieren
resistencia a antibidticos o herbicidas. Esto permite seleccionar rapidamente,
por simple mortalidad, los explantes transformados (Bermudez-Caraballoso et
al., 2007; Sripriya et al., 2008; Rastogi et al., 2018). Entre los antibioticos
empleados para la seleccién de explantes transformados de frijol comun esta la
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geneticina (Bermudez-Caraballoso et al., 2007; Mukeshimana et al., 2013).
Atendiendo a que se requiere conocer primero la respuesta del explante al
marcador del seleccién, el objetivo de este trabajo fue determinar la respuesta
in vitro de epicoétilos de frijol coman, de semillas germinadas in vitro, frente a
Geneticina G-418 para su empleo en la transformacion genética.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Como material vegetal se emplearon semillas maduras de P. vulgaris cultivar
BAT-93, obtenidas de plantas procedentes del banco de germoplasma del
Instituto de Biotecnologia de las Plantas. Las semillas se cosecharon en
condiciones de casa de cultivo protegido y fueron almacenadas por tres meses
luego de la cosecha.

Desinfeccidén y germinacién de semillas

Para la desinfeccion de las semillas, primero se sumergieron en una solucion de
agua comun y detergente, a la que se le adicionaron cinco gotas del agente
tensoactivo Tween-20 y se mantuvieron en agitacién por 20 minutos. Luego,
fueron enjuagadas con agua corriente y se sumergieron en etanol 70%/2 (v/v)
por 20 segundos. Posteriormente, se transfirieron a una solucién de Hipoclorito
de Sodio (NaOCl) al 3% (v/v) con 20 gotas de Tween-20 y se mantuvieron en
agitacién por otros 20 minutos. Finalmente, dentro de una cabina de flujo
laminar, en condiciones de asepsia, se realizaron tres enjuagues con agua
desionizada estéril.

Para la germinacion, se colocaron 10 semillas por frasco de cultivo de
polipropileno de 500 ml con 30 ml del medio de cultivo de germinacién que
contenia sales MS (Murashige y Skoog, 1962), 1.0 mg I de tiamina, 1.13 mg I!
de 6-bencilaminopurina (6-BAP), 30 g I'! de sacarosa y 6.0 g I'! de agar. Estas
fueron mantenidas en oscuridad total a 27 = 2 °C, por un periodo de cuatro
dias. Pasado este tiempo, los explantes se colocaron en cdmara de crecimiento
de luz solar hasta alcanzar los 10 dias de germinados.

Preparacion de los explantes

Se emplearon dos materiales vegetales diferentes: semillas con cuatro dias de
germinadas, transferidas directamente de la oscuridad y otras tras 10 dias de
germinadas en camara de crecimiento de luz solar. Al material vegetal
correspondiente a los cuatro dias de germinadas las semillas (dgs), se le
removid la testa adherida a los cotiledones y se extrajo el epicétilo completo,
justo por encima del nudo cotiledonal (Figura 1 A). En el caso del material
vegetal con 10 dgs (Figura 1 B), se extrajeron de los segmentos apicales de los
epicotilos.

Respuesta in vitro de epicétilos de frijol comin frente a Geneticina G-
418

Los explantes se colocaron en placas de vidrio con 10 ml del medio de cultivo
que contenia sales MS, vitaminas B5, 0.1 mg I! de acido naftalenacético (ANA),
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4.5 mg I'* de 6-BAP, 30 g I' de sacarosa y 6.0 g I'* de agar con diferentes
concentraciones de Geneticina G-418: 10, 20, 30, 40 y 50 mg I'%. Se incluyé un
control sin antibiotico. A los 15 dias de cultivo, se describieron las caracteristicas
de los explantes, se cuantificd el nimero de explantes cloréticos y se calculd el
porcentaje de mortalidad. Se realizaron tres réplicas por tratamiento. Se
selecciond el explante donde se constataron los mayores efectos del antibiotico
segun la variable evaluada.

Figura 1. Explantes tomados a partir de semillas germinadas in vitro de
Phaseolus vulgaris cv. BAT-93. (A) cuatro dias y (B) 10 dias de germinadas.

RESULTADOS Y DISCUSION

El efecto de la geneticina sobre los explantes se manifestd a través de clorosis
del tejido vegetal y la inhibicién del crecimiento sin la formacion de nuevas
hojas. Se consideraron explantes vivos aquellos que presentaron color verde y
crecimiento activo con formacién de nuevas estructuras.

Los epicétilos de 4 dgs fueron afectados en los tratamientos con todas las
concentraciones de Geneticina G-418 que se emplearon en el estudio. Los
explantes se caracterizaron por presentar una coloraciéon blanca y no mostraron
hojas nuevas durante los 15 dias de cultivo en medio de cultivo selectivo (Figura
2). Mientras, los controles mantuvieron una coloracion verde y se observé la
formacion de hojas (Figura 2). Con las concentraciones de 20 y 30 mg I, en los
explantes de 4 dgs, se alcanzaron porcentajes de mortalidad entre el 80 y 90%.
Con las concentraciones superiores todos los epicétilos murieron (Figura 3).

Al contrario, en los epicétilos de 10 dgs mostraron explantes vivos en los
tratamientos con todas las concentraciones evaluadas y solo evidenciaron
afectaciones menores en los explantes y porcentajes de mortalidad inferiores al
40% en las concentraciones de 40 y 50 mg I (Figura 2, Figura 3).
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Figura 2. Epicoétilos de semillas de Phaseolus vulgaris L. cv. BAT-93 germinadas
in vitro cultivados en medio de cultivo con 40 mg I de Geneticina G-418.

Esta respuesta de induccidn de clorosis en los explantes, ha sido referida como
una de las principales ventajas del empleo de Geneticina para identificar
explantes no transformados (Choudhury y Rajam, 2021). Sin embargo, el
empleo del antibiético Geneticina como agente de seleccidn en esquemas de
transformacion genética, segun refiere la literatura cientifica, arroja resultados
variables. Por ejemplo, Parrott et al. (1989) emplearon geneticina como agente
de seleccion en un esquema de transformacién de cotiledones inmaduros de
soya (Glycine max L. Merr), y lograron obtener células transformadas viables.
Kadir et al. (2007) evaluaron cuatro antibiéticos y un herbicida como agentes
selectivos en la transformacion de embriones inmaduros de palma aceitera
(Elaeis guineensis Jacq), pero la Geneticina, aunque efectiva, requirid de
concentraciones muy elevadas en comparacién con los demas tratamientos. En
este estudio con 40 mg |I' ya se observdo mortalidad en el 100% de los
explantes obtenidos de semillas germinadas durante cuatro dias en la oscuridad.

Por otra parte, autores como Chong-Pérez et al. (2008) determinaron la
concentracion minima inhibitoria (CMI) de Geneticina durante la formacién de
callos de Digitalis purpurea L. Sin embargo, la presencia de escapes en dicho
sistema condujo a que trabajos posteriores, como el de Kairlz et al. (2013)
emplearan el antibidtico Higromicina B como agente selectivo para dicha
especie. Franco-Arango (2019), por su parte, logrdé utilizar Geneticina
satisfactoriamente para seleccionar tejido positivamente editado mediante el
sistema CRISPR/Cas en cafia de azUcar (Saccharum officinarum L.). Estos
hallazgos experimentales confirman la necesidad de evaluar la respuesta de los
explantes al antibidtico en los sistemas de seleccidon que se establezcan.
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Figura 3. Respuesta de epicoétilos de Phaseulus vulgaris L. con cuatro dias (4
dgs) y 10 dias (10 dgs) de germinacién de las semillas frente a distintas
concentraciones del antibidtico Geneticina G-418 en el medio de cultivo.

Los resultados de este trabajo contribuirdn al desarrollo de las investigaciones
de mejoramiento genético en frijol comun que se llevan a cabo en el Instituto de
Biotecnologia de las Plantas. Previamente, la geneticina se empled por
Bermudez-Caraballoso et al. (2007) e Iglesias-Rodriguez (2022), el cultivo de
callos organogénicos de P. vulgaris. En el primer caso, el esquema de seleccion
no fue del todo efectivo y llevd a ese mismo grupo de trabajo a emplear en su
lugar, glufosinato de amonio (Bermudez-Caraballoso et al., 2012). Mientras, en
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el segundo caso, la seleccién fue satisfactoria, con niveles similares al empleo
del propio glufosinato de amonio, también evaluado en dicho estudio. Sin
embargo, en epicotilos obtenidos de semillas germinadas in vitro no se habia
ensayado.

Para la transformacién genética de plantas leguminosas se han empleado varios
tipos de explantes, con valores variables de expresién y de supervivencia.
Algunos, como las hojas, destacan por presentar alta susceptibilidad a la
infeccién por A. tumefaciens, y facilitan el proceso, pero carecen de un sistema
de regeneracion viable (Mukeshimana et al., 2013; Hnatuszko-Konka et al.,
2014). Sin embargo, aquellos explantes que contienen tejidos meristematicos,
como el nudo cotiledonal o los ejes embrionarios, se mantienen con la mejor
respuesta regenerativa y con una alta tasa de expresion (Song et al., 2020). En
el caso de epicétilos, utilizados por diferentes autores (Collado et al., 2016),
Hnatuszko-Konka et al. (2019) corroboraron que el potencial de regeneracion
estaba fuertemente relacionado con el tipo de explante y recomendamos su uso
después de haber investigado seis cultivares de frijol comdn y cuatro variantes
de dos medios de cultivo basales. Estos resultados previos y la respuesta frente
a Geneticina en esta investigacion abren nuevas oportunidades de su uso en la
transformacién genética de frijol comun.

Partiendo del hecho demostrado por Veltcheva y Svetleva (2005) de que la edad
del explante juega un papel fundamental en la pérdida del potencial
regenerativo de las células y a la vez en el incremento de su resistencia
fisiolégica, en los Ultimos afios se desarrollaron varios protocolos de
regeneracion via organogénesis directa de esta especie. Estos destacan por los
niveles de regeneracion y proliferacion de brotes alcanzados. Por ejemplo, Thi et
al. (2013) emplearon nudos cotiledonales de brotes con siete dias de
germinacién. Ademas, Castillo et al. (2015) utilizaron ejes embrionarios con solo
un dia de germinados y Hnatuszko-Konka et al. (2019), por su parte, usaron
secciones de hipocétilos y epicétilos, también de siete dias tras la germinacion.
Sin embargo, Yu et al. (2021) estudiaron nudos cotiledonales con uno y ambos
cotiledones, ejes embrionarios y segmentos de raices, todo con cinco dias
de germinacion. La respuesta diferente de los explantes obtenidos de semillas
de 4 y 10 dias de germinadas en oscuridad y luz corroboran que la edad del
explante es muy importante.

CONCLUSIONES

Epicétilos de frijol comun tomados a partir de semillas germinadas in vitro en
diferentes tiempos, muestran una respuesta diferente frente al agente selectivo
Geneticina G-418. Epicétilos de semillas germinadas a los cuatro dias pueden
emplearse como explante inicial para la transformacion genética, mediante A.
tumefaciens.
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