Articulo cientifico Biotecnologia Vegetal Vol. 10, No. 1: 41 - 47, enero - marzo, 2010
ISSN 1609-1841 (Version impresa)

ISSN 2074-8647 (Version electrénica)

Efecto del dafio con carborundum en laregeneracion y expresion
transitoria de a-glucuronidasa en diferentes explantes de
Phaseolus vulgaris var. CIAP 7247

I. BermUdez-Caraballoso'*, R. Collado!, L. R. Garciat, N. Veitia®, D. Torres?, C. Romero?*, G.
Angenon?. *Autor para correspondencia

!Instituto de Biotecnologia de las Plantas. Universidad Central ‘Marta Abreu’ de Las Villas (UCLV). Carretera
a Camajuni km 5.5. Santa Clara, Villa Clara. Cuba. CP 54 830. e-mail: idalmis@ibp.co.cu

2Laboratory of Plant Genetics. Vrije Universiteit Brussel. Belgium

RESUMEN

El frijol, presenta serias dificultades para la transformacion genética via Agrobacterium tumefaciens, su
eficiencia puede aumentar si se realiza una adecuada preparacion del explante para la infeccion. Con el
objetivo de determinar el efecto del tratamiento con carborundum a nudos cotiledonales y callos organogénicos
de Phaseolus vulgaris var. CIAP 7247, en la regeneracion y en la expresion transitoria de &-glucuronidasa, se
realizé este trabajo. Alos tres dias de germinadas las semillas maduras se tom6 un segmento de tallo
de 5-6 mm de longitud con el nudo cotiledonal. Para los callos organogénicos se emplearon fragmentos de
4-5 mm de diametro, a los siete dias del tercer subcultivo. Se conformaron cinco tratamientos con diferentes
tiempos de aplicacion del carborundum (0, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 minutos). Los resultados mostraron que la
aplicacion de una solucion de carborundum (0.5g/30ml de agua estéril) en agitacion, produjo dafios sobre los
dos tipos de explantes empleados. Estos resultados permitieron concluir que la aplicacion del carborundum
durante 1.5 minutos, logro la regeneracion de yemas mdltiples en al menos un lado del nudo cotiledonal y
como promedio 9.68 puntos azules. Sin embargo, en callos organogénicos con el tratamiento por 1.0 minuto,
se logré aumentar el nimero de puntos azules mayores de 1.0 mm sin afectar la posterior regeneracion en
plantas de los tejidos transformados en esta variedad de frijol.
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ABSTRACT

Agrobacterium tumefaciens-mediated genetic transformation is difficult in beans. Efficiency can be improved
preparing explants for the infection. The aim of this research was to determine the effect of treatment with
carborundum to cotyledon nodes and organogenic callus of Phaseolus vulgaris var. CIAP 7247 in the regeneration
and transient expression of &-glucuronidase. A stem segment of 5-6 mm length, containing the cotyledon
node, was taken three days after mature seed germination. Fragments of 4-5 mm diameter on the seventh
day after the third subculture were used in the case of organogenic callus. Five treatments at different times
for the application of carborundum were studied (0, 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 minutes). Results showed that the
application of a carborundum solution (0.5g/30ml of sterile water) in agitation, caused damage on both types
of explants used. These results concluded that the application of carborundum for 1.5 minutes achieved at
least regeneration of multiple buds and an average 9.68 of blue spots. However, there was an increase GUS
positive spot in organogenic callus with a treatment for 1.0 minute, without affecting subsequent plant
regeneration of transformed tissues in this variety of beans.
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INTRODUCCION 2006; Gatica et al., 2010). Sin embargo, su
produccion se ha visto limitada por patégenos
De las leguminosas, el frijol comin (Phaseolus  fungicos, bacterianos, virales, insectos, extrema
vulgaris L.) es uno de los cultivos de mayor sequia, asi como deficiencias nutricionales
importancia econdmica para el consumo humano (Aragao et al., 1996). Por tales razones, es de
en América Latina, Africa y Asia (Delgado-  graninterés el desarrollo de nuevos cultivares con
Sanchez et al., 2006; Varisai Mohamed et al., caracteristicas agronémicas mejoradas.
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La biotecnologia vegetal junto a las técnicas de
mejoramiento genético in vitro por la via de la
mutagénesis o la transformacién genética
pueden facilitar la obtenciéon de genotipos
resistentes o tolerantes a estrés biotico o
abidtico (Varisai Mohamed et al., 2006).

El frijol, como otras leguminosas presenta
serias dificultades para la transformacién
genética. Estas van desde el cultivo de tejidos,
regeneracion de plantas y el propio proceso de
transferencia genética, hasta aplicabilidad a
otros cultivares y baja frecuencia de
transformantes (Aragao et al., 1996; Zambre
etal., 2002).

La eficiencia de la transformacién genética por
la via de Agrobacterium tumefaciens puede ser
mejorada empleando diferentes explantes,
cepas de la bacteria mas virulentas, adicion de
compuestos fendlicos como la acetosiringona,
la preparacion del explante para la infeccion,
y al variar otros factores como la temperatura
de incubacion y el tiempo de cocultivo
(Guidolin, 2003).

De acuerdo con Curuk et al. (2005) los
tratamientos fisicos al tejido vegetal aumentan
la posibilidad de infeccion por A. tumefaciens y
ha sido referido como un factor importante para
el aumento de la eficiencia de la transformacion
genética en diferentes especies de plantas.

Por ejemplo, Fang y Grumet (1990) sugirieron
cortar los cotiledones de melén (Cucumis melo
L.) con la ayuda de un escalpelo para aumentar
los dafios en el tejido y facilitar la inoculacién
con A. tumefaciens. Por otro lado, Norelli et al.
(1996) cortaron las hojas de manzana (Pyrus
malus L.) antes del procedimiento de infeccién
lo que se tradujo en una alta eficiencia de la
transformacion. Asi mismo, Trick y Finer (1997)
realizaron la transformacion genética mediante
esta misma via, pero combinada con la
sonicacion de los explantes, lo que provocé la
apariciéon de microporos en la superficie del
tejido para la colonizacién de la bacteria.

Otros métodos han sido aplicados para dafar
los explantes antes del proceso de infeccién y
aumentar la eficiencia de la transformacion
genética, como es el caso de la aplicacion de
vortex a diferentes velocidades combinado con
la utilizacién de perlas de cristal para provocar
dafio mecanico o con la adicién de
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carborundum. También han sido utilizados el
tratamiento pectolitico a los explantes y la
utilizacién del bombardeo de particulas
combinado con la infeccion por A. tumefaciens
(Bidney et al., 1992; Grayburn y Vick, 1995;
Brasileiro et al., 1996; Alibert et al., 1999).

Curuk et al. (2005) colocaron cotiledones de
meldn, de los cultivares Kirkagac 637 y Noi
Yarok, en una solucion de agua con
carborundum y les realizaron un tratamiento
con vortex durante 0.5 a 2.0 minutos. Este
trabajo facilité la transformacion genética via
A. tumefaciens en este material vegetal.

En Phaseolus, Zambre et al. (2005) antes del
cocultivo de ejes embrionarios y callos
organogénicos, realizaron punciones con una
aguja. Sin embargo, este procedimiento resultd
complicado al aplicarlo a cada explante por
separado. Es por ello que se requiere estudiar
otras variantes para producir heridas en el tejido
blanco y con ello se facilite la infeccién con A.
tumefaciens.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el
presente trabajo tuvo como objetivo determinar
el efecto del tratamiento con carborundum en
la regeneracion y expresion transitoria de la
a-glucuronidasa en nudos cotiledonales y
callos organogénicos de Phaseolus vulgaris
var. CIAP 7247.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Como material vegetal se utilizaron segmentos
de tallo de Phaseolus vulgaris variedad CIAP
7247, de 5-6 mm de longitud que contenian el
nudo cotiledonal. Estos fueron obtenidos a
partir de semillas maduras germinadas
durante tres dias en un medio de cultivo de
germinacién compuesto por las sales
propuestas por Murashige y Skoog (1962) (MS)
al 100%, tiamina 1 ml I, 6- Bencilaminopurina
(6-BAP) 1.13 mg I'%, sacarosa 45 g I'' y Phytagel
2.5 g It. Las condiciones de cultivo fueron
oscuridad y 27+2 °C.

Se emplearon, ademas, fragmentos de callos
organogénicos de 4-5 mm de diametro.

Estos fueron obtenidos siguiendo el
procedimiento descrito por Guidolin (2003).
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Preparacién del carborundum y tratamiento
al explante

Se pesaron 0.5 g de carborundum (BDH
Chemicals Ltd Poole England; 180 grit) de
0.045 mm de diametro de las particulas y se
mezclaron con 30 ml de agua destilada
estéril. Se emplearon cuatro tubos de ensayo
(FALCON) de 50 ml de capacidad con 10
explantes por cada tratamiento. Los explantes
fueron tratados con la solucion de agua con
carborundum durante 0.5, 1.0, 1.5y 2.0
minutos con agitacion en vortex (Heidolph
REAX 2000). Como control se utilizaron
explantes sin dafiar.

Posteriormente, los nudos cotiledonales fueron
colocados durante cinco dias en el medio de
cultivo de pretratamiento en estado liquido de
acuerdo con Garcia et al. (2008). Para ello se
emplearon dos Erlenmeyers de 250 ml de
capacidad con 100 ml de medio de cultivo y
diez explantes en cada uno, por cada
tratamiento. Finalmente, estos fueron
subcultivados al medio de cultivo de
induccion de brotes referido por Garcia et al.
(2008) y se incubaron durante 30 dias en
condiciones de luz solar a 27+2 °C. Se
colocaron cuatro explantes por frasco de
cultivo. Se cuantificé el numero de explantes
gue formaron yemas mdltiples en uno o ambos
lados del nudo cotiledonal.

En el caso de los callos organogénicos, luego
del tratamiento con el carborundum estos
fueron colocados en el medio de cultivo de
multiplicacién de callos compuesto por las
sales propuestas por Murashige y Skoog
(1962) (MS) al 100%, Thidiazuron (TDZ) 0.20
mg I, acido indolacético (AlA) 0.05 mg Iy
agar 3.0 g It. En este medio de cultivo se
mantuvieron durante 15 dias en camaras de
cultivo con luz artificial a 25 +2 °C. Se colocaron
cinco explantes por placa de Petri de 9 mm.
Se determind la masa fresca de los callos (g)
antes de colocarlos en el medio de cultivo a
los 15y 30 dias de cultivo.

Transformacion genética

La transformacién genética se realizé con una
suspensioén bacteriana de A. tumefaciens, cepa
EHA105 a DO_,=0.5, portando el plasmido
pTJK136. EI T-ADN de este vector contiene el
gen quimérico uidA interrumpido por un intron.
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La infeccion fue durante 15 minutos y el
cocultivo durante cinco dias de a 25+2 °C en la
oscuridad.

Luego del cocultivo los explantes se lavaron tres
veces con agua destilada estéril y se colocaron
en una solucién de X-gluc para evaluar la
actividad transitoria GUS de acuerdo con lo
referido por Jefferson et al. (1987). En el caso
del nudo cotiledonal se cuantifico, el nUmero
total de puntos azules observados en la zona
de formacion de las yemas mudiltiples.

Para los callos se hizo una clasificacion entre
puntos pequefios (zonas menores de 0.5 mm
de diametro) y puntos grandes (zonas
mayores de 1.0 mm de diametro) siguiendo el
procedimiento descrito por De Clercq et al.
(2002).

El analisis estadistico de los datos
experimentales se realizé con la ayuda del
Paquete estadistico SPSS versién 16.0 sobre
Windows. Se utiliz6 un andlisis de varianza
simple y para detectar diferencias en cada una
de las variables analizadas se empleo6 la
prueba no paramétrica de Kruskall Wallis previa
comprobacion de los supuestos de normalidad
y heterogeneidad de varianza.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se determiné que la aplicacién de una solucion
de carborundum (0.5g/30ml de agua estéril) en
agitacion, produjo dafios sobre los dos tipos
de explantes empleados. La duracién del
tratamiento por 2.0 minutos afecté
notablemente la zona de regeneracion de
yemas mudltiples en los nudos cotiledonales.
Cuando se aplicaron tiempos de 0.5, 1.0y 1.5
minutos no se encontraron diferencias con el
control en cuanto a la frecuencia de formacion
de yemas multiples a un lado del nudo
cotiledonal. Sin embargo, se logré la formacion
de yemas mdltiples a ambos lados del explante
cuando se aplicé el carborundum durante 0.5
minutos y en el control (Figura 1). Con los
restantes tiempos de tratamiento (1.0, 1.5) el
namero de nudos cotiledonales que lograron
regenerar yemas mdltiples a ambos lados fue
muy bajo y para el caso de 2.0 minutos ningan
explante logré formarlas (Tabla 1).

Cuando se trataron los callos organogénicos,
no se hallaron diferencias entre los tiempos de
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tratamiento estudiados en cuanto a la masa
fresca de estos a los 15 y 30 dias de cultivo.

Estos resultados indicaron que para el frijol, el
dafio al nudo cotiledonal, al aplicarles vortex
con la solucién de agua con carborundum si
afecto la regeneracion de las yemas mdltiples,
por lo que se debe tener en cuenta su posible
aplicacion, en funcién de mejorar la eficiencia
de la transformacion genética.

No obstante, los callos no sufrieron ningun tipo
de afectacion para su multiplicacion y posterior
regeneracion. En otros cultivos como el meldn,
Curik et al. (2005) informaron que el tratamiento
con carborundum combinado con vortex
durante 0.5 hasta 1.5 minutos no afecté la
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formacion de yemas, brotes y callos en la
variedad Kurkagac 637 que es referida como
muy dificil para aplicar las técnicas de cultivo
in vitro.

Ademas, se determind que la duracion del
tratamiento de los explantes con la solucion de
agua con carborundum en el vortex, fue un
factor importante para lograr la expresion
transitoria GUS y en consecuencia la
produccion final de plantas transgénicas. En
los explantes sometidos a los tiempos de
agitacion de 1.5y 2.0 minutos se logro la mayor
cantidad de puntos azules en la zona de
regeneracion de la yema multiple, con
diferencias significativas con los tiempos de
0.5, 1.0 minuto y el control (Tabla 2).

Figura 1. Nudos cotiledonales de Phaseolus vulgaris var. CIAP 72-47 a los 30 dias de cultivo después de ser
tratados con carborundum y vortex. A. Control sin tratar, B. 0.5 minutos.

Tabla 1. Efecto de la duracion del tratamiento con carborundum, en la formacién de yemas mudltiples en
nudos cotiledonales de Phaseolus vulgaris cv. CIAP 7247.

Tiempo de Numero de nudos cotiledonales con Numero de nudos cotiledonales con
aplicacién yemas multiples regeneradas a un yemas multiples regeneradas a ambos
(minutos) lado del nudo cotiledonal lados del nudo cotiledonal
Medias Rangos medios Medias Rangos medios
0.5 2.20 1590 a+ 1.09 1.80 18.00 a+ 0.21
1.0 2.40 16.90 a+ 1.14 0.60 11.50 b £ 0.17
1.5 2.00 1430 a+ 1.22 0.20 9.10b +0.08
2.0 0.20 3.60b +0.44 0 7.50b +0.00
Control 2.00 1430 a + 1.22 2.00 18.90 a + 0.24

Los datos representan los rangos medios + Error estandar. Valores con letras diferentes difieren
significativamente (P<0.05) seguln la prueba de Kruskall Wallis
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Tabla 2. Expresion transitoria GUS en nudos cotiledonales de Phaseolus vulgaris cv. CIAP 7247 tratados con

carborundum y vortex.
Tiempo de Medias Rangos medios
aplicacién (min)
0.5 3.36 36.39b +£0.12
1.0 5.11 44.76 b £0.20
15 9.68 57.89a +0.36
2.0 9.67 57.88a +0.36
Control 0.65 14.88 ¢ £ 0.06

* Diferentes tiempos de duracién del tratamiento con carborundum.
Los datos representan el rango medio + Error estandar del nimero de puntos azules por explante
Valores con letras diferentes difieren significativamente (P<0.05) segun la prueba de Kruskall Wallis

B)

Figura 2. Expresion transitoria GUS en diferentes explantes de Phaseolus vulgaris var. CIAP 7247. A. Nudos
cotiledonales tratados por 1.5 minutos con carborundum, B. Callos tratados por 1.0 minutos.

Resultados similares a los obtenidos en el
presente trabajo fueron informados por Curik
et al. (2005) quienes obtuvieron una eficiencia
de la transformacion de 1%, luego de haber
tratado los cotiledones de semillas maduras
germinadas in vitro de dos variedades de meldn,
durante 1.5 minutos con una solucién de agua
con carborundum.

El dafio al nudo cotiledonal por tiempos entre
1.5a 2.0 minutos, produjo como promedio 9.68-
9.67 puntos azules, con diferencias
significativas con el control, en esta variedad
de frijol, transformada genéticamente via
Agrobacterium tumefaciens (Figura 2A).

En los callos tratados con carborundum el
numero de puntos azules por explante, fue

mayor en el tratamiento que se someti6 a 1.0
min de agitacion. Se encontraron solo zonas
grandes mayores de 1.0 mm, con diferencias
significativas con el resto de los tratamientos
(Figura 2B). Es de destacar que todos los casos
en los que se empleé6 el carborundum para
producir las heridas y aumentar de esta forma
las posibilidades de infeccion con la bacteria,
aparecieron zonas grandes de expresion
transitoria GUS con puntos grandes (Figura 3).

Cuando se realizan heridas en el tejido que se
va a transformar, se liberan compuestos
fendlicos que a su vez atraen a la bacteria por
movimientos quimiotacticos positivos.
Posteriormente, se movilizan los mecanismos
de transferencia del T-ADN de la bacteria a la
célula vegetal (Zupan et al., 2000).
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Figura 3. Expresion transitoria GUS en callos organogénicos de Phaseolus vulgaris cv. CIAP 7247 tratados

con carborundum.

De acuerdo con Brasileiro et al. (1996) en el
género Phaseolus, el tratamiento a los
explantes antes de la infeccion con la bacteria,
ha permitido aumentar la eficiencia de la
transformacién genética ya que estas
pequefias heridas son suficientes para inducir
la transferencia del T-ADN y no afectan la
regeneracion de los explantes.

Estos resultados permitieron concluir que la
aplicacion de carborundum durante 1.5
minutos en el nudo cotiledonal, logré la
regeneracion de yemas multiples en al
menos un lado del nudo cotiledonal, en muy
pocos casos en los dos y aumento la
cantidad de puntos azules. Sin embargo, al
emplear callos organogénicos como tejido
blanco para la transformacion genética
combinado con el tratamiento por 1.0 minuto,
se logr6 aumentar el numero de puntos
azules sin afectar la posterior regeneracion
en plantas de los tejidos transformados en
esta variedad de frijol, lo que se traduce
finalmente en un aumento de la eficiencia del
proceso.

Con el presente trabajo se confirmoé la
observacion original de Cheng et al. (1996)

quienes plantearon que la eficiencia de la
transformacion genética puede aumentar si se
dafa el material vegetal, previo a la infeccion
con Agrobacterium tumefaciens. Este puede ser
un método aplicable a otras especies de plantas
recalcitrantes al proceso. Esta técnica podra
ser empleada en los programas de
mejoramiento genético de Phaseolus vulgaris L.
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