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RESUMEN

Todos los sistemas de transformacién genética desarrollados hasta el momento requieren seleccionar aquellas
plantas que contengan el transgén introducido y eliminar el resto. Una via es utilizar como marcador un gen de
resistencia a un herbicida. El objetivo de este trabajo se dirigi6 a determinar la dosis letal minima del herbicida
BASTA® en plantas in vitro del hibrido de papaya IBP 42-99 para estudios posteriores de transformacién genética.
Como material vegetal se utilizaron plantas in vitro, las cuales se encontraban en el 6 subcultivo de multiplicacion.
Se empled el medio de cultivo MS suplementado con 0.45 mg.I"" de 6-BAP y 0.14 mg.I" de ANA'y 3% de sacarosa que
fue solidificado con gelrite 2.5 g.I"", el pH siempre fue ajustado a 5.8 antes de ser autoclaveado. Se utilizaron las
concentraciones siguientes del agente selectivo (0, 5, 10, 15 mg.I""). Se lograron los mejores resultados al utilizar 10
mg.I"" por ser el tratamiento donde se utilizo la menor concentracion del herbicida que produjo el 100% de mortalidad
en las plantas in vitro.
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ABSTRACT

All the transformation systems developed up to the moment need to select those plants that contain the transgene
introduced and eliminate the rest. One way is to use as scoreboard a resistance gene to an herbicide. The main
objective was to study the lethal minimal dose of the herbicide BASTAR an in vitro plants hybrid IBP 42-99. In vitro
plants of the papaya hybrid IBP 42-99 were used as plant material, which were in 6 subculture. MS culture medium
supplement with 6-BAP 0.45 mg.I"" and ANA 0.14 mg.I!, sucrose 3 % was used and hardened with gelrite 2.5 g.I"", the
pH was always adjusted to 5.8 before autoclaved. (BASTA®) was used as selective agent in the following concentrations
(0, 5, 10, 15 mg.I""). The best result were achieved when 10 mg.I"" were used since it was the treatment with minor
concentration of the herbicide that produced the 100 % of mortality in the in vitro plants.
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INTRODUCCION
Todos los sistemas de transformacion genética

En el mejoramiento genético se trata de reunir una
combinacién de genes en una planta de cultivo que
la hagan tan util y productiva como sea posible
(Mahan et al., 1996). Combinar los mejores genes
en una sola planta es un proceso largo y dificil, en
especial cuando el mejoramiento tradicional se ha
limitado al cruzamiento artificial de plantas dentro
de la misma especie o entre especies estrechamente
emparentadas para reunir diferentes genes. La
tecnologia de transformacién genética permite a los
fitomejoradores reunir en una sola planta genes utiles
de una amplia gama de fuentes, no sélo de la misma
especie de cultivo o de plantas muy emparentadas.
Este poderoso instrumento permite a los mejoradores
hacer lo que siempre han hecho, generar variedades
de cultivos mas utiles y productivas que contienen
combinaciones nuevas de genes, y ademas ampliar
las posibilidades mas alla de las limitaciones
impuestas por la polinizacion cruzada y las técnicas
de seleccion tradicionales (Stewart et al., 2001).

desarrollados hasta el momento requieren seleccionar
aquellas plantas que contengan el transgén
introducido y eliminar el resto. El sistema mas
sencillo es incorporar otro gen con resistencia a un
antibiotico o a un herbicida, de forma que, al realizar
el cultivo in vitro en presencia del agente de seleccion
(antibidtico o herbicida), se garantiza que Unicamente
sobreviviran aquellas que hayan sido transformadas
(Wenqui et al., 1999).

Los genes que confieren resistencia a los antibiéticos
se encuentran entre los marcadores de seleccion mas
utilizados en las construcciones genéticas. No
obstante, los fitomejoradores, conscientes de los
problemas que esto plantea, buscan activamente
alternativas. La primera es utilizar como marcador
un gen de resistencia a un herbicida. La segunda
consiste en colocar un gen marcador y un gen de
interés en dos fragmentos diferentes de acido
desoxiribonucleico (ADN) que pueden integrarse en
dos sitios del genoma, y separarlos en la
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descendencia de las plantas. Esta técnica es costosa
y no puede aplicarse a las plantas que se reproducen
por multiplicacién vegetativa (esquejes o tubérculos)
(Cabrera-Ponce et al., 1996).

Teniendo en cuenta lo antes expuesto y ante el interés
de transformar genéticamente el hibrido de papaya
IBP 42-99 obtenido en el Instituto de Biotecnologia
de las Plantas este trabajo se trazé como objetivo
determinar la dosis letal minima del herbicida
BASTA®en plantas in vitro de este genotipo.

MATERIALES Y METODOS

Como material vegetal se utilizaron plantas in vitro
del hibrido de papaya IBP 42-99, las cuales se
encontraban en el 6% subcultivo de la fase de
multiplicacion. Se empled el medio de cultivo MS
(Murashige y Skoog, 1962) suplementado con 0.45
mg.I"* de 6-bencilaminopurina (6-BAP) y 0.14 mg.I"*
de Acido Naftalenacético (ANA), 3% de sacarosa y
solidificado con gelrite 2.5 g.I"", el pH siempre fue
ajustado a 5.8 antes de ser autoclaveado.

ElI BASTA® utilizado se prepard a una concentracion
de 20 mg. I'", se esterilizo por filtracion y fue afiadido al
medio de cultivo en la cabina de flujo laminar después
que alcanzé una temperatura de 45°C. Se utilizaron
frascos de vidrio con capacidad de 250 ml los cuales
se esterilizaron vacios y luego se les adicion6 el medio
de cultivo con el agente selectivo (BASTA®), en las
concentraciones siguientes: 0, 5, 10 y 15 mg.I".

Se cuantifico el numero de plantas in vitro muertas y
se calculd el porcentaje de mortalidad de las plantas

in vitro. Ademas, se describieron las principales
afectaciones que aparecian.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se logré un 100 % de mortalidad de las plantas in
vitro en los tratamientos donde se utilizaron 10y 15
mg.I"" del agente selectivo (BASTA®), por lo que se
determind como la dosis letal minima del herbicida
10 mg.I", por ser el tratamiento donde se utilizé la
menor concentracién que produjo un 100% de
mortalidad en las plantas in vitro (Tabla 1).

En las primeras 48 horas comenzaron a aparecer los
primeros sintomas en las hojas adultas, con pequefas
zonas decoloradas en los bordes externos de la punta,
pasadas las 72 horas esta decoloracion se extendioé
por todo el borde de las hojas y en la base del tallo
donde se le habia realizado el corte durante el
subcultivo, comenzo a observarse un anillo de color
pardo en la zona de los haces vasculares (floema) o
en el anillo de cambium que es donde se encuentran
las células meristematicas, ya a los 6 dias las hojas
mas adultas se encontraban completamente
cloréticas y con una apariencia putrefacta. Pasados
12 dias la totalidad de las plantas in vitro se
encontraban con las hojas de color blanco
completamente decoloradas y cierta flacidez en el
tallo y a los 30 dias habian muerto. Ello debe estar
dado por una hipoxia provocada por el estrés. Se
observaron, ademas, las hojas mas préximas a la
base ya putrefactas debido a que al caer hacia abajo
y tener contacto con el medio de cultivo este exceso
de humedad le provocaba la putrefaccion (Figura 1).

Tabla 1. Efecto de la concentracion del herbicida BASTA®en la mortalidad de plantas in vitro del hibrido de papaya IBP

42-99.

Tratamientos

mortalidad (%)

1 (0mg.l™)
2 (5mgl’)
3 (10mg.I™)
4 (15mg.l")

0
80
100
100

Figura 1. Plantas in vitro del hibrido de papaya IBP 42-99 pasados 30 dias en medio de cultivo de seleccion con el
herbicida BASTA®. A. plantas in vitro en medio de cultivo sin agente selectivo. B. Plantas in vitro en medio de cultivo con
5mg.I" del agente selectivo. C. Plantas in vitro muertas en medio de cultivo con 10 y 15 mg.I"" del agente selectivo.



En los sistemas de transformacién genética
desarrollados solo la menor fracciéon de los
tejidos es transformada, de esta forma los
sistemas de seleccidon son muy necesarios para
identificar las células transformadas (Hadi et al.,
2002). ElI marcador de seleccion mas
ampliamente utilizado en plantas es el gen que
codifica para la enzima neomicina
fosfotransferasa Il (npt Il), el cual confiere
resistencia a los antibiéticos aminoglucésidos
Kanamicina, neomicina y G418 (Beck et al., 1982,
Herrera et al., 1983). Por otra parte, se ha
empleado en la seleccién de plantas transformadas
el gen bar que confiere resistencia a la
fosfinotricina, que es el principio activo del
herbicida BASTA® (De Block et al., 1987). Su
empleo resulta mas econdmico que los anteriores,
ademas del primer método de seleccion ha
provocado el rechazo por parte de ciertos sectores
de la opinidn con el argumento de que su uso haria
proliferar la presencia en la Naturaleza de genes
de resistencia a antibioticos (FAO, 2004).

CONCLUSIONES

Fue posible utilizar el herbicida BASTA® para
ocasionar mortalidad en plantas in vitro del hibrido
de papaya IBP 42-99. Ello permitira su uso como
agente selectivo en la transformacion genética de
este material vegetal. Se seleccion6 como la dosis
letal minima a 10 mg.l"", por ser la menor
concentracion con que se logro el 100% de
mortalidad de las plantas in vitro.
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