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SINTESIS

La transformacién genética es una metodologia para obtener nuevos clones en un periodo de tiempo
relativamente corto, sin embargo, su éxito depende en gran medida de la disponibilidad de un sistema
eficiente para la regeneracion de plantas y de la efectividad de las construcciones genéticas. El primer
objetivo general del presente trabajo fue desarrollar un esquema para la embriogénesis somatica en el
cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21’ (Musa sp. AAAB). Se empled este esquema para desarrollar el
segundo objetivo general: la transformacion genética mediante una pistola de genes de baja presion
con el gas argon en el mismo cultivar hibrido de platano. Los resultados demostraron que fue posible
establecer suspensiones celulares embriogénicas a partir de embriones somaticos obtenidos de callos
formados de flores masculinas inmaduras. A una densidad celular de 20% de volumen de células
sedimentadas y con el medio de cultivo M3a, se formd el mayor nimero de embriones somaticos a
partir de las suspensiones celulares. Otros resultados alcanzados en este trabajo revelaron que los
embriones somaticos necesitaban ser transferidos a un medio de cultivo para su maduracién durante
un periodo de 20 dias para mejorar los porcentajes de germinacion. No obstante, los embriones
somaticos formados al 15% de volumen de células sedimentadas y con 20 a 30 dias en el medio de
maduracion lograron los mejores resultados en cuanto a la germinacién. Para lograr la expresién
transitoria del gen uidA, se ajustaron algunos parametros que influyen en la transformacion genética
por biobalistica. La mejor combinacion de presidn y distancia de bombardeo fue de 140 psi y 12 cm
respectivamente, asi con el recubrimiento de las microparticulas propuesto por Sanford et al. (1993).
Los plasmidos conducidos por el promotor poliubiquitina del maiz lograron mayores niveles de
expresion del gen uidA. El aumento de la cantidad de microparticulas no influyd en los resultados, pero
al realizar dos disparos sobre el mismo blanco biolégico se produjo una caida significativa en la
expresion transitoria del uidA. En cuanto al parametro bioldgico, los mejores resultados se alcanzaron
cuando se utilizaron células embriogénicas recolectadas a los 5 dias y a los 10 dias después del ultimo
subcultivo. La minima concentracion inhibitoria del herbicida BASTA sobre los agregados celulares fue

de 6.0 mg.L™".
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1. INTRODUCCION.

En un mundo donde el crecimiento poblacional esta superando la produccién de alimentos, la
agricultura y especialmente la biotecnologia vegetal, necesitan ser implementadas rapidamente

en diversos aspectos de la vida (Sasson, 2001).

El platano (Musa spp.) esta entre los cultivos mas importantes en los paises del tropico y el
subtrépico. Junto a los bananos, ocupan el cuarto lugar en importancia a escala mundial
después del arroz, el trigo y el maiz. La produccion mundial de platano en el afio 2001 fue de
30.5 millones de toneladas, de las cuales el 74.2% se produjo en Africa, el 22.5% en América

Latina y el 3.3% en Asia (FAO, 2002).

En Cuba, los platanos viandas (AAB) constituyen un renglon estratégico de elevada prioridad
dentro del programa alimentario nacional debido a su capacidad de producir todos los meses
del ano, su elevado potencial, arraigados habitos de consumo y diversidad de usos (Rodriguez,
2000). Antes de 1990, mas del 50% del area total plantada en Cuba era de platano vianda. Con
la entrada de la enfermedad Sigatoka Negra (Mycosphaerella fijiensis Morelet), en noviembre
de 1990, estas areas se redujeron considerablemente (Pérez y Orellana, 1994). Es por ello que
la introduccion de nuevos genotipos resistentes a plagas y enfermedades constituye una
prioridad, junto con el desarrollo de técnicas de cultivo in vitro que permitan aumentar de forma

rapida las poblaciones en campo.

La regeneracion de plantas via organogénesis a partir del cultivo de apices se mantiene como el
método de micropropagacion mas utilizado en este cultivo. Sin embargo, la embriogénesis
somatica ofrece posibilidades de obtener volumenes de producciéon superiores en un menor
periodo de tiempo y a un costo mas bajo, lo cual la convierte en un método potencialmente mas

eficiente que la regeneracion via organogénesis (Villalobos y Torpe, 1991). Los estudios
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relacionados con la embriogénesis somatica se iniciaron a principios de los afios 60, no

obstante su empleo para la propagacion comercial aun es escaso.

El mejoramiento genético en el género Musa, por medio de 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.

La transformacion genética es una metodologia para obtener nuevos clones en un periodo de
tiempo relativamente corto. Una de las ventajas 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 primer reporte sobre plantas transgénicas que expresaron genes foraneos aparecio a
principios de la década de los 80 (Herrera-Estrella, 1983). Desde entonces, se ha logrado un
gran progreso en el entendimiento de la transferencia de genes a células de plantas. Sanford et
al. (1987) demostraron que las células de cebolla podian sobrevivir a la penetracion de
microparticulas, durante la cual el acido desoxirribonucleico (ADN) podria ser transferido a
estas células vivas. Un afno después, Klein et al. (1988b) lograron las primeras plantas

transgénicas de maiz con el gen de seleccion nptll.

Sagi et al. (1995) demostraron que se puede transformar genéticamente via biobalistica Musa
spp. con buenos resultados utilizandose suspensiones celulares de diferentes genotipos, pero la
eficiencia de transformacién fue influenciada por el genotipo y/o las caracteristicas de la
suspension celular. Durante los ultimos 10 afios, la mayoria de los trabajos sobre la

transformacion genética en Musa spp. fueron sobre banano, especificamente el subgrupo
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Cavendish, sin embargo, son muy limitados los trabajos realizados en el platano y hasta la
actualidad no se han reportado protocolos para la transformacion genética en platanos

tetraploides.

El éxito de la transformacién genética depende en gran medida de la disponibilidad de un
sistema eficiente para la regeneracion de plantas. La regeneracion puede ser de origen
unicelular o multicelular. El segundo caso, el mas comun en la regeneracién via organogénesis,
trae consigo la formacioén de plantas quiméricas, las cuales constituyen un estorbo en cualquier
proceso de mejoramiento genético (Pérez et al., 1998). Para la transformacién genética el
modelo ideal seria sobre células aisladas cultivadas en suspension y la posterior regeneracion

via embriogénesis somatica, con la cual se evitaria este inconveniente (Jiménez, 1998).

Aun existen limitaciones para el establecimiento de tales protocolos de regeneracion en la
mayoria de los cultivos, de ahi que se valoran otras alternativas que puedan minimizar la
aparicion de quimeras, tal es el caso de la embriogénesis repetitiva (Parrot et al., 1991). Las
limitaciones de la embriogénesis somatica en el género Musa incluyen la baja producciéon de
callos con estructuras embriogénicas, la imposibilidad de establecer suspensiones celulares
embriogénicas en algunos cultivares y el bajo porcentaje de germinacién y conversion de los

embriones somaticos (Schoofs, 1997).

El cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21’ (AAAB) ha ganado en popularidad en Cuba y varios
paises de América Latina debido a sus caracteristicas agronémicas y organolépticas. No
obstante, puede ser mejorado en algunos aspectos como: 1) la disminucion del porte, ya que es
un hibrido con altura entre 3.5-4.0 m (FHIA, 2002), la cual lo hace susceptible a fuerte vientos;
2) la resistencia a algunas enfermedades como la Sigatoka Negra, que a pesar de reportarse
altamente resistente en Centro América (FHIA, 2002), en Cuba sufre de afectaciones por esta

enfermedad (Bermudez, 2000); 3) el retardo de la maduracidon es otra caracteristica a
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considerar para la transformacién genética, por ser un fruto que se consume principalmente en

estado verde.

Teniendo en cuenta los aspectos anteriormente descritos, se plantea la siguiente hipdtesis de
trabajo: Es posible desarrollar la embriogénesis soméatica a partir de flores masculinas
inmaduras en el cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21' y emplearla en la transformacion

genética mediante el empleo de una pistola de genes.

Para dar cumplimiento a esta hipétesis, en el presente trabajo se propusieron los siguientes

objetivos:

1. Obtener callos con estructuras embriogénicas formados a partir de las flores masculinas
inmaduras del cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21’ (Musa sp. AAAB) y de estos, establecer

suspensiones celulares.

2. Definir las condiciones de cultivo para la formacién, maduracién, germinaciéon y conversion
en plantas de los embriones somaticos, obtenidos a partir de las suspensiones celulares

embriogénicas.

3. Ajustar los parametros para la transformacién genética de agregados celulares

embriogénicos con una pistola de genes de baja presion.

4. Determinar la minima concentracion inhibitoria para la seleccién con el herbicida BASTA en

los agregados celulares.
Novedad cientifica: Se desarroll6 un esquema para la regeneracion de plantas via
embriogénesis somatica, a partir de callos con estructuras embriogénicas formados de las flores
masculinas inmaduras del cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21° (Musa sp. AAAB). Se
determinaron los parametros mas importantes para la transformacién genética de agregados
celulares embriogénicos via pistola de genes de baja presién y con el empleo del argdén como el
gas propulsor. Estos resultados no han sido descritos hasta el momento en la literatura nacional

e internacional para este cultivar hibrido de platano.
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Importancia tedrica: Con los resultados alcanzados en este trabajo se realiza un aporte al
conocimiento de la embriogénesis somatica en general y particularmente en los platanos.
También se establecen los factores, tanto fisicos como biolégicos en la transformacion genética
via pistola de genes de baja presion empleando como gas propulsor el argén, para el cultivar

hibrido de platano ‘FHIA-21’ (Musa sp. AAAB).

Importancia practica: Se cuenta con un protocolo de transformacion genética via biobalistica
que utiliza argébn como gas propulsor que permite el mejoramiento genético en este cultivo. El
desarrollo de una metodologia de regeneracion de plantas via embriogénesis somatica puede

ser una via alternativa para la propagacion del cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21’ (AAAB).



2. REVISION BIBLIOGRAFICA.

2.1. ORIGEN.

El centro de origen del género Musa es el sureste de Asia, extendiéndose desde La India hasta
Papua, Nueva Guinea e incluyendo a Malasia e Indonesia. En esta region aun existe un gran
numero de variedades silvestres con semilla. La historia de las variedades de platanos y
bananos esta vinculada al movimiento temprano de la poblacion humana. Se piensa que la
domesticacion surgié en esta region como resultado de mutaciones en las especies silvestres
obteniéndose una produccion de plantas con frutos comestibles y sin semillas. Los diploides
(AA) y triploides (AAA) de Musa acuminata fueron llevados por el hombre a areas donde Musa
balbisiana es nativo y las hibridizaciones naturales resultaron en la formacion de progenies con

los genomas AB, AAB y ABB (Simmonds, 1962).

Aunque se sefala que los portugueses fueron los primeros en introducir los platanos y bananos
en América, el origen de estos cultivos en el nuevo mundo aun queda como tema de discusion.
Se piensa que los platanos y bananos fueron llevados desde Africa hasta Las Islas Canarias
alrededor de 1400 y de alli Friar Tomas Berlanga introdujo un clon no identificado en Santo
Domingo, Republica Dominicana, en 1516 (Simmonds, 1966). Esta es considerada la primera

de muchas mas introducciones durante los afos.

2.2. TAXONOMIA.

Los platanos son plantas herbaceas, con un falso tallo de forma cilindrica formado por las
vainas de las hojas superpuestas, un cormo y un sistema radical fibroso (Lépez, 1989). Son
miembros del género Musa, el cual es parte de la familia Musaceae. La familia Musaceae

contiene dos géneros, Musa y Ensete.



r%

18
Revision Bibliografica

El género Ensete probablemente se origind en Asia y se dispersé primeramente por Africa. La
especie mas importante es E. ventricosum (Welw) Cheesm, cultivo basico alimentario en partes

del sur de Etiopia.

El género Musa esta dividido en cuatro secciones: Callimusa, Australimusa, Eumusa y
Rhodochlamys. Las especies en las secciones Callimusa y Rhodochlamys son de interés

ornamental ya que no producen fruto comestible.

La seccion Australimusa contiene Musa textilis (Abaca), cultivado particularmente en Filipinas
para la produccion de “Manila hemp”. Esta especie rinde una fibra fuerte, la cual es utilizada en
la manufactura de sogas marinas y en la industria pesquera, pues la misma es resistente a la

humedad y al agua salada.

Virtualmente todas las variedades cultivadas de platanos y bananos han surgido de Eumusa.
Esta seccion es la mas grande del género y la mas dispersa geograficamente. La misma
contiene alrededor de 11 especies, pero la mayoria de los cultivares son derivados de solo dos,

Musa acuminata (genoma A) y Musa balbisiana (genoma B).

2.3. IMPORTANCIA.

Como alimento para los humanos, los platanos pueden ser consumidos hervidos, fritos o
tostados (INIBAP, 1998). El fruto del platano es altamente energético y sus carbohidratos son
facilmente asimilables. Es rico en vitaminas A, B, C, E y en minerales. Por el contenido de
vitamina A, los platanos pueden ayudar en la digestion. El jugo de las flores masculinas
suministra un remedio para problemas estomacales en personas de todas las edades. En tanto,
hay reportes que el fruto maduro se usa en tratamientos de asma y bronquitis. Su importancia

medicinal hace que sirva para muchas otras cosas (Thompson, 1995).
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El uso del platano para preparar bebidas alcohdlicas estd muy generalizado en los paises
tropicales. En el centro y este de Africa, el jugo del fruto maduro de variedades conocidas como
beer banana, se puede tomar fresco o para elaborar cerveza con bajo contenido de alcohol. La
cerveza es importante desde el punto de vista nutricional porque es rica en vitamina B debido al
contenido de levadura. En Uganda y Sudan, los bananos de estas variedades son destilados

para producir alcohol de banano o waragi (INIBAP, 1998).

2.4. SITUACION EN AMERICA LATINA Y EL CARIBE.

Alrededor del 70% de los platanos y bananos producidos en América Latina y el Caribe son
consumidos localmente, y los platanos en particular (Musa spp. AAB) juegan un papel muy
importante en la seguridad de la alimentacion en la region. Segun la Corporacion Colombia
Internacional el consumo fresco para el afno 1999 se estimé en 62 Kg/persona/afo, uno de los
mas altos del mundo. Por esta regién, los pequefios negocios producen un amplio rango de
productos procesados de platanos, los cuales suministran una fuente adicional de empleo e

ingreso muy importante.

La region es bien conocida como productora de platano. Colombia aporta 39.1% de la
produccion de América Latina y el Caribe y en el ambito mundial participa con 8.8%, con un
comportamiento relativamente estable en los ultimos ocho afos. Le sigue Peru que participa
con 4.4% en la produccion del mundo y con 19.5% en América Latina y el Caribe (Rodriguez y
Rodriguez, 2001). La industria de bananos para la exportacion es la columna vertebral de las
economias de muchos paises caribefios. En algunas de las islas pequefias del Caribe, el cultivo
representa hasta el 90% de las exportaciones primarias, el 70% del intercambio de moneda

extranjera y el 60% del empleo en la agricultura (INIBAP, 1998).
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En Cuba, una nueva fase de desarrollo del cultivo se inicia con el empleo en las plantaciones de
material propagado in vitro y el uso del riego localizado, reemplazandose algunos clones
establecidos por otros resistentes a enfermedades como el Burro CEMSA (ABB) y Pelipita
(ABB). En la ultima década Cuba ha introducido algunos cultivares hibridos de platanos
procedentes de la Fundacion Hondurefia de Investigacion Agricola (FHIA) dentro de los cuales

se encuentran los FHIA-21, FHIA-20 y FHIA-22 (Bermudez, 2000).
2.5. CULTIVAR HIBRIDO DE PLATANO ‘FHIA-21' (Musa sp. AAAB).

Durante las ultimas décadas, La Fundacion Hondurefa de Investigacion Agricola (FHIA) ha
trabajado en el mejoramiento genético del género Musa. Uno de los cultivares hibridos
desarrollado por esta fundacién es el ‘FHIA-21’, cuya ficha descriptiva aparece a continuacién

(FHIA, 2002):

Nombre de la variedad: FHIA-21

Origen: FHIA, Honduras, Centro América
Nombre del mejorador: Phillip Rowe
Tipo: Platano tipo Francés

Afio de generacion: 1987

Nombre cédigo: FHIA SH-3460

Linaje: AVP-67 (AAB) X SH-3142 (AA)
Genoma/Ploidia: AAAB

Uso: Consumo procesado (hervido o frito, verde o maduro)

g 4 23 4 40 4 4 0

Caracteristicas de la planta:

Morfol6gicas:

- Habito foliar: decumbente

- Apariencia del seudotallo: brillante (no ceroso)

- Altura: 3.5-4.0m

- Tipo de bellota: normal (presente permanentemente)
- Forma de racimo: asimétrico

- Posicién del racimo: ligeramente inclinado
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- Color de fruto: verde claro

- Forma de fruto: recto en la parte distal

- Forma apice del fruto: ligeramente puntiagudo

Fenoldgicas:

- Duracion primer ciclo vegetativo (siembra a floracion): 240-280 dias
- Duracion primer ciclo productivo (paricion a cosecha): 85-100 dias
- Dias transcurridos de siembra a segunda floracion: 540-570 dias
Produccion:

- Peso neto (sin raquis) de racimo: 22-27 kg

- Numero de dedos por racimo (sin desmane): 120-150 dedos

- Numero de dedos/racimo (con desmane a 5 manos): 70-80 dedos
- Peso dedos individuales (con desmane a 5 manos): 250-350 g
Reaccion a enfermedades:

- Sigatoka negra: Altamente resistente

- Mal de Panama: Resistente

- Nematodos: Susceptible a Radopholus similis y Pratylenchus coffea
- Pudricién de corona: Desconocida

Descripcion del sitio de evaluacion:

- Localizacion: Latitud N15° 2131 Longitud O 87° 5635

- Precipitacion Pluvial Anual: 1000 a 1200 mm

- Temperatura Promedio Anual: 26°C

- Altura Promedio: 25 msnm

2.6. LA EMBRIOGENESIS SOMATICA.

2.6.1. CONCEPTO Y ORIGEN.

La embriogénesis somatica es la formaciéon de un embrion a partir de una célula, sin la
necesidad de la fusién de gametos (Merkle et al., 1995). Normalmente, los tejidos inoculados in
vitro tienen que ser expuestos a reguladores del crecimiento y otros factores de estrés para la

induccion de la embriogénesis somatica.

10
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Pioneros de la embriogénesis somatica in vitro fueron Levine (1950), Wiggans (1954) y Steward
et al. (1958). Ellos describieron la formacion de yemas y estructuras proembriogénicas en
Daucus carota después de disminuir las concentraciones de auxinas iniciales en el medio de
cultivo. También fueron los primeros en demostrar la totipotencia en células somaticas de

plantas.

Halperin (1966) introdujo el término de masas proembriogénicas para describir las masas

celulares embriogénicas, de las cuales los embriones somaticos pueden formarse.

La embriogénesis somatica ha sido descrita para un amplio numero de plantas (Schoofs, 1997),
sin embargo, la induccion de embriones somaticos y la regeneracion de plantas aun no es
rutina, ni eficiente para la mayoria de las especies. Merkle et al. (1995) plantearon que mientras
mas cerca llega el patron de la expresion génica del embrién somatico al de embrién cigético,

mas alta sera la posibilidad de obtener un sistema de regeneracion altamente eficiente.

2.6.2. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA.

La embriogénesis puede ser considerada como un caso extremo de plasticidad fenotipica,
donde varios estados de desarrollo pueden ser alterados en las condiciones apropiadas (Dudits
et al., 1995). Schoofs (1997) planted que al alterar las condiciones de crecimiento y someter los
tejidos u érganos inoculados a condiciones no usuales, la planta puede anular o alterar la
expresion del gen relacionado a una funcion especifica presente en la planta y que sea
competente a las sefales inductivas para la embriogénesis somatica. Todas las células
somaticas dentro de una planta contienen el conjunto completo de informaciéon genética para

regenerar una planta completa y funcional (Merkle et al., 1995).

Células que son embriogénicas o estan no muy lejos de ese estado, son inducidas mas

facilmente para pasar por el proceso de embriogénesis somatica. Tales células fueron

11
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denominadas células sométicas determinadas preembriogénicamente (Evans et al., 1981;

Sharp et al., 1982).

Al contrario de la embriogénesis directa de células somaticas determinadas
preembriogénicamente, las células vegetales, altamente diferenciadas, requieren mayores
estimulos para inducir el estado embriogénico. Reguladores del crecimiento y/u otros factores
de estrés son requeridos para inducir la desdiferenciacién y la divisién celular. Estas células son
denominadas células somaticas no embriogénicas. La induccién de la embriogénesis somatica
de estas células es indirecta porque esta involucrada una fase intermedia de callo. El éxito de la
embriogénesis depende entonces de la “distancia” epigenética que tienen las células en el
explante, del estado embriogénico (Merkle et al., 1995). El origen unicelular o multicelular de los
embriones somaticos esta relacionado con la madurez de la célula o la distancia epigenética del

estado embriogénico en explantes multicelulares (Williams y Maheswaran, 1986).

2.6.3. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA EMBRIOGENESIS SOMATICA.

2.6.3.1. Genotipo.

Asumiendo que la induccién de la embriogénesis somatica posiblemente involucra la activaciéon
de la misma ruta genética que la embriogénesis cigética, la embriogénesis somatica debe ser
un fenémeno universal para todas las plantas que producen semillas. No obstante, genotipos
individuales dentro de una especie pueden variar grandemente en su capacidad embriogénica.
Tales diferencias de genotipo pueden deberse a la habilidad para activar elementos

fundamentales en la ruta embriogénica (Merkle et al., 1995).

Varios autores han reportado sobre la dependencia del genotipo (lvanova et al., 1994; Baker et
al., 1995; Jeannin et al., 1995). Las respuestas embriogénicas también pueden variar entre

cultivares o entre individuos de un cultivar dado (Feirer y Simon, 1991).

12
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Schoofs (1997) planteé que la facilidad con que se puede romper la dominancia apical de
proliferaciones in vitro en el género Musa estaba correlacionada al porcentaje del cromosoma B
en el genoma del cultivar. Dhed’a (1992) logré establecer suspensiones celulares de cinco
cultivares, todos los cuales contienen por o menos un conjunto de cromosoma B en su
genoma. Como tal, puede concluirse que la induccién exitosa de la embriogénesis somatica en

el género Musa parece estar muy relacionada a la composicion del genoma.

2.6.3.2. Explante.

La seleccién del explante puede ser un factor fundamental que determina el fracaso o el éxito
de un protocolo embriogénico (Brown et al., 1995; Krishnaraj y Vasil, 1995). El explante mas
comun para monocotiledéneas y dicotiledéneas es el embrién cigético inmaduro, aunque, en las
monocotiledoneas las células se diferencian rapidamente y pierden su totipotencia. La
presencia de tejidos maduros y mas diferenciados inhibe la expresion de la competencia

embriogénica en las células (Vasil, 1987).

Para células y tejidos determinados preembriogénicamente, el uso solo de citoquinina puede
ser suficiente para inducir la embriogénesis somatica, mientras que para células no
embriogénicas o mas diferenciadas, es necesaria una auxina o una auxina en combinacién con

una citoquinina (Schoofs, 1997).

La seleccion del mejor explante puede variar de especie a especie. No sdlo el tipo de explante,
sino también la edad, el estado de desarrollo y el nivel de diferenciacion, parecen influenciar en
la respuesta embriogénica. lvanova et al. (1994) encontraron que los explantes de hojas en
Medicago falcata son mejores cuando se toman de plantas con 30 dias de edad, ya que en

etapas mas tardias los niveles de acido indolacético (AIA) endégenos disminuyen
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significativamente. Altos niveles de AIA enddgenos estan correlacionados con una respuesta

embriogénica rapida.

2.6.3.3. Reguladores del crecimiento.

Las auxinas, especialmente la auxina sintética acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), son los
inductores mas eficientes del potencial embriogénico (Ammirato, 1983). El 2,4-D es la auxina
mas comun aplicada para inducir la embriogénesis somatica. El éxito de las auxinas sintéticas,
como el 2,4-D en la induccion de la embriogénesis somatica, ha sido atribuido a la potencia de

estas auxinas (Schoofs, 1997).

La concentracion de auxina y el tipo necesarios para inducir la embriogénesis somatica
depende altamente de la especie y el tipo de explante. En general, las monocotiledéneas y
especialmente las Poaceae, necesitan auxinas fuertes a altas concentraciones a diferencia de
especies dicotileddoneas (Vasil, 1985). La induccion de la embriogénesis somatica por las
auxinas es un proceso dependiente de la concentracion (Schoofs, 1997), sin embargo, De Vries
et al. (1988) encontraron que por encima de una concentracién umbral, el desarrollo del

potencial embriogénico fue independiente de la concentracion del 2,4-D.

Alizadeh y Mantell (1991) describieron el proceso de activacion y cambios metabdlicos
tempranos generados por el 2,4-D en células perivasculares de Solanum aviculare. En este
estudio el citoplasma se torn6 mas denso y posteriormente las divisiones mitdticas en estas
células condujeron a la formacion de agregados embriogénicos con nucleo central prominente.
Estos mismos autores plantearon que en presencia de 2,4-D, las células en divisidon activa
aumentan su contenido citoplasmatico y el niumero de organelos, estos ultimo con mejor

desarrollo. También se observo la acumulacion de almidon.
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El nivel de auxina necesario para mantener la embriogénesis repetitiva o secundaria, varia entre
especies. En zanahoria (Daucus carota L.), mijo (Panicum miliaceum), cafia de azucar
(Saccharum spp.) y Musa spp, las suspensiones celulares embriogénicas son mantenidas a
concentraciones relativamente altas de auxina (Satoh et al., 1986; Nayak y Sen, 1989; Kiyosue

et al., 1991; Dhed’a et al., 1991).

2.6.3.4. Condiciones de cultivo.

Las condiciones de temperatura e intensidad luminosa 6ptimas, ciertamente varian de especie a
especie. McCain et al. (1988) indujeron callos embriogénicos friables a partir de embriones
inmaduros de maiz (Zea mays) en la oscuridad. Inflorescencias inmaduras fueron cultivadas en
la oscuridad o a bajas intensidades luminosas en Phoenix dactylifera (Bhaskaran y Smith,
1992). Lazzerri et al. (1987) plantearon que los tubos fluorescentes Grolux®, que suministran
mas luz en el espectro rojo, pueden promover la formacién de callos embriogénicos en soja

(Glycine max).

2.6.4. ETAPAS DE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA.

2.6.4.1. Induccidon de la embriogénesis somaética.

La induccién de la embriogénesis somatica no siempre es segura, aun con explantes idéneos,
extirpados de plantas desarrollandose bajo condiciones optimas y colocados en medio de
induccién adecuado, con las concentraciones y combinaciones de reguladores del crecimiento
correctas (Schoofs, 1997). Mientras que las auxinas pueden inducir respuestas embriogénicas
en tejidos maduros de plantas dicotiledéneas, la embriogénesis somatica en plantas
monocotiledéneas solo puede ser inducida desde células meristematicas y células diferenciadas

parcialmente (Krishnaraj y Vasil, 1995).
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2.6.4.2. Establecimiento y mantenimiento de células en suspension.

En la mayoria de los cultivos se emplean, como material de partida para el establecimiento de
suspensiones celulares, callos con embriogénesis somatica de alta frecuencia y/o embriones
somaticos obtenidos, pero en etapas iniciales de desarrollo (Gomez, 1998). También puede
lograrse a partir de: tallos, hojas, secciones de hipocétilos, pétalos, meristemos apicales,
ovarios, embriones cigéticos, tubérculos, filamentos de anteras y fragmentos de cotiledones

(Dennis et al., 1993).

Ademas de las células embriogénicas, muy frecuentemente se encuentran células no
embriogénicas en las suspensiones celulares (Dhed’a et al., 1991). Nayak y Sen (1989)
describieron las células de suspensiones de mijo que son ricas en almidén, como parcialmente
embriogénicas, las cuales aun pueden ser transformadas en células embriogénicas bajo
condiciones adecuadas. Estos autores encontraron también que tanto el intervalo de subcultivo

como la temperatura de incubacion, influyen en la frecuencia relativa de células embriogénicas.

Cuando las suspensiones celulares embriogénicas no son subcultivadas frecuentemente, la
suspension se torna mucilaginosa (Vasil y Vasil, 1982). Estas mismas observaciones fueron
hechas en suspensiones celulares de Musa (Panis, 1995). Al llegar al tiempo de cultivo, estas
pierden sus caracteristicas embriogénicas, el color de la suspensién celular cambia, y las
células son menos densas. Estudios histolégicos revelaron la acumulaciéon de almidén y
vacuolacién en células mas viejas. Para evitar esto, el medio debe ser cambiado antes de llegar
al fin de la fase exponencial de la curva de crecimiento (Schoofs, 1997). También la densidad
celular tiene un impacto sobre la proliferacién celular y el mantenimiento de las caracteristicas
embriogénicas. Los mejores resultados fueron obtenidos al ajustar la concentracién de la

suspension a 1/3 de la densidad inicial.
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Toonen et al. (1994) sefalan que densidades celulares hasta 10 000 células/mL en zanahoria,
son necesarias para inducir las divisiones celulares. Ho y Vasil (1983) hacen referencia a
métodos de subcultivo que afectan la tasa de crecimiento de las células y la densidad de grupos

de éstas en cultivos de la cana de azucar.

2.6.4.3. Formacién de embriones somaticos.

Para inducir la formacién de embriones a partir de masas proembriogénicas, las células
embriogénicas pueden ser transferidas a un medio de cultivo con concentracién de auxina mas
baja (Ho y Vasil, 1983), con menos auxinas activas (Hepher et al., 1988; Liu et al., 1993) o

desprovisto de auxinas (Choudhary y Chin, 1995; Amarasinghe et al., 1996).

Frecuentemente, los cultivos de células también son diluidos al ser transferidos al medio de
cultivo para la induccién de embriones (Jansen et al., 1990; Sterk et al., 1991). Sung y Okimoto
(1981) encontraron que la dilucién y la eliminacion de auxina son necesarias para el desarrollo

normal del embridn.

Las auxinas (a concentraciones mas altas) no bloquean la formacién temprana del embrién, ya
que la embriogénesis directa ocurre en la presencia de auxinas. La auxina, sin embargo,
bloquea el desarrollo del embrién mas alla de cierta etapa y frecuentemente evita la transicion

de la etapa globular a corazén (Schoofs, 1997).

2.6.4.4. Germinacion y conversion de los embriones soméaticos en plantas.

La germinacién es muy importante en el proceso de la embriogénesis somatica y es diferente
de la conversidn. La germinacion se refiere al desarrollo de la raiz y/o brote, mientras que la
conversioén se define por Stuart y Strickland (1984) como la supervivencia y desarrollo en fase

de propagulo en condiciones ambientales ex vitro, o sea, en suelo. La habilidad de obtener in
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vitro plantas con raices no es necesariamente un indicador de continuo crecimiento y vigor en

condiciones ex vitro (Fuji et al., 1990).

2.6.5. EMBRIOGENESIS SOMATICA EN LOS PLATANOS Y BANANOS.

El explante inicial mas utilizado para la embriogénesis somatica en Musa spp. ha sido la flor
masculina inmadura (Ma, 1991; Escalant et al., 1994; Grapin et al., 1996a). Marroquin et al.
(1993) lograron la regeneracion de suspensiones embriogénicas con el empleo de embriones
cigoticos jovenes, pero este procedimiento esta limitado a las especies seminiferas. Dhed’a
(1992) y Schoofs (1997) establecieron suspensiones celulares de scalp, definido como la parte
meristematica entre 4-6 mm de pequefios meristemos blancos; estos también se denominan
multiyemas. Grapin et al. (1998) realizaron estudios sobre el uso de las flores femeninas. Este
método, sin embargo, conlleva a la pérdida del racimo y la planta, por lo tanto, es dificil su

aplicacion en gran escala.

Todos los explantes somaticos empiezan por producir glébulos meristematicos, también
denominados callos nodulares. Estos globulos meristematicos no son embriogénicos, sin
embargo, pueden desarrollar estructuras embriogénicas (Dhed’a et al., 1991; Dhed’a, 1992) o
formar un callo blanco traslucido, del cual se desarrollan los embriones somaticos después de

un tiempo de cultivo prolongado (Escalant et al., 1994).

Céte et al. (1996) plantearon que después de cultivar flores masculinas de ‘Gran Enano’ (AAA)
durante 5-6 meses, fueron obtenidos callos amarillos compactos y tejidos embriogénicos
friables con numerosos embriones. Para este mismo cultivar, Escalant et al. (1994) plantearon
que la respuesta embriogénica de las flores masculinas nunca excedié el 5%. Navarro et al.
(1997) lograron la formacion de callos amarillos compactos del 50% de los explantes
establecidos, aunque, solo del 2 al 6% del numero inicial de explantes dio origen al callo blanco

embriogénico. La respuesta de los tipos Cavendish es muy variable y usualmente menor de 1%
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cuando se usa scalp como explante (Schoofs et al.,, 1999). Grapin et al. (1998) obtuvieron
valores de 1.9% y 2.9% en ‘Curaré Enano’ (AAB) y ‘Curaré’ (AAB) respectivamente, al usar

flores femeninas como explantes.

Después de 2 6 3 meses se formaron callos nodulares amarillos mas frecuentemente en las
yemas florales con posiciones de 4 a 12. La necrosis ocurrié en las flores mas jovenes, donde
las posiciones de 13 a 14 continuaron su desarrollo (Grapin et al., 1996a). Por otra parte,
Escalant et al. (1994) obtuvieron el 74% de las respuestas embriogénicas distribuidas entre las
posiciones de 7 a 13. Resultados similares alcanzd Bieberach (1995) al obtener respuestas
embriogénicas entre posiciones de 8 y 13 en cultivares de ‘Gros Michel’ (AAA), ‘Gran Enano’

(AAA), ‘EMBRAPA-403’ (AAAB) y ‘Dominico’ (AAB).

Hay numerosos resultados sobre la suspension celular embriogénica y la subsiguiente
regeneracion de plantas, pero solo en pocas especies se han realizado estudios histolégicos
sobre células embriogénicas (Dhed’a et al., 1991; Panis, 1995; Céte et al., 1996; Grapin et al.,

1996a).

Algunas células periféricas en agregados embriogénicos de Musa, pueden ser ricas en almidén,
sin embargo, la acumulacién de almidon en estas células puede estar vinculada a la
diferenciacion celular y la pérdida de la potencia embriogénica; como tal, las células que
aumentan el contenido de la vacuola, adquieren una forma mas esférica y tienden a ser
aisladas (Panis, 1995; Céte et al., 1996). Panis (1995) encontré que la acumulacion de almidén
y el contenido de la vacuola aumentan en la mayoria de las células embriogénicas en la fase

post-exponencial de las suspensiones celulares embriogénicas de Musa spp.

Marroquin et al. (1993) plantearon que numerosas células se liberaron en el medio liquido para

formar una suspension en Musa acuminata. La observacion microscépica mostré muchas
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células aisladas con caracteristicas embriogénicas: citoplasma denso, gran nucleo central con
grandes nucleolos, grandes cantidades de proteina de reserva y algunos granos de almidon
(Williams y Maheswaran, 1986). Estas suspensiones también contenian muchos agregados

pequenos de células embriogénicas (2 a 5 células) y pocas células elongadas.

Céte et al. (1996) lograron establecer suspensiones celulares en el cultivar ‘Gran Enano’ (AAA),
las cuales tenian una composicion heterogénea y se mantuvieron en medio de cultivo liquido

por mas de 16 meses. Resultados similares lograron Gomez et al. (1999) en este cultivar.

Céte et al. (1996) plantearon que los primeros embriones fueron discernibles entre los 20 y 30
dias después que la suspensién fue plaqueada sobre el medio de cultivo. Después de 80 dias,
el niumero promedio de embriones formados por mililitro fue 370X10° + 65X10°. Novak et al.
(1989) revelaron cantidades de 20-30X10° en suspensiones de cultivares de bananos diploides
y triploides obtenidos de cultivos de rizomas. Grapin et al. (1996a) demostraron que fue posible

obtener 300 embriones de un agregado de aproximadamente 500 um de diametro.

Bieberach (1995) observo la formacion de embriones somaticos a los cuatro meses de cultivo
en ‘Gran Enano’ y a los seis meses de cultivo en ‘Dominico’ (AAB). El promedio de embriones
somaticos diferenciados de 1.0 mL de suspension celular, fue de 439 en medio de cultivo
liquido y de 197 en el medio de cultivo semisélido. Mientras que Barranco (2000) obtuvo en el
cultivar ‘Gran Enano’ los mejores resultados con una densidad celular de 15%, formandose
2561.5 £ 95.3 embriones somaticos en medio de cultivo liquido y 219.5 + 9.0 en medio de
cultivo semisdlido a partir de 1.0 mL de células. Gémez et al. (2002), a partir de la misma
cantidad de suspension celular obtuvieron 1883 embriones somaticos en etapa globular
después de 30 dias de cultivo. Estos estudios se realizaron en medio de cultivo liquido en el

cultivar hibrido ‘FHIA-18" (AAAB).

20



r%

18
Revision Bibliografica

El porcentaje de germinacion en el cultivar ‘Gran Enano’ depende del tamafio de los embriones
somaticos. Los que miden de 100 a 250 ym de longitud, lograron un porcentaje promedio de 3%
y los que miden de 800 a 1000 um, un 20% (Coéte et al., 1996). Dhed’a et al. (1991) sefialaron
porcentajes de germinacion de 10 a 23% en el cultivar ‘Bluggoe’ (ABB) cultivado de meristemo,
mientras que Novak et al. (1989) mencionaron de 1.5 a 12% en bananos y banano de coccion
cultivados por rizomas. Marroquin et al. (1993) lograron porcentajes de germinacién de 20 a
36% en Musa acuminata, mientras que Grapin et al. (1996a) obtuvieron en el platano ‘French
Sombre’ (AAB) porcentajes de germinacién de 10 a 40%. Estos resultados son bajos en
comparacion con los que han logrado autores como Escalant et al. (1994) en diferentes
cultivares y Navarro et al. (1997) en Musa acuminata, quienes obtuvieron entre 60 y 70% de
germinacion respectivamente. Todos estos resultados indican que el genotipo influye en el

proceso de la germinacion.

Barranco (2001) propuso una metodologia para la regeneracion de plantas via embriogénesis
somatica en el cultivar hibrido ‘FHIA-18" (Musa sp. AAAB). Este autor multiplica la suspensién
celular con una densidad celular de un 3% de VCS y con 100 mg de masa fresca (mgMF) logré
la formacién de 1871 £ 9.32 embriones somaticos por litro. Con el empleo de medio de cultivo
semisolido, Barranco (2001) obtuvo 40.6% de germinacion, mientras que Cabrera (2001) en el
cultivar ‘Navolean’ (Musa sp. AAB), logré 49.33%. Ambos autores lograron porcentajes mayores

del 70% al usar medio de cultivo liquido.

Barranco (2001) logré 98.5% de conversion tanto en plantas procedentes de la organogénesis
como de la embriogénesis somatica en el cultivar hibrido ‘FHIA-18’. Mientras que Cabrera

(2001), en un estudio similar en el cultivar ‘Navolean’, obtuvo 95% de conversion.
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2.7. MEJORAMIENTO GENETICO.

2.7.1. MEJORAMIENTO CONVENCIONAL.

El mejoramiento genético del género Musa empez6 con un programa en el afio 1922 en la
region caribefia (Pérez, 2000). Durante los ultimos afios, la ocurrencia de enfermedades que
afectan los platanos, como la Sigatoka Negra y el Mal de Panama (Fusarium oxysporum), ha
aumentado significativamente. Es por ello que la obtenciéon de nuevos genotipos resistentes se
convierte en una prioridad (Marroquin et al., 1993). No obstante, el mejoramiento genético en el
género Musa, con el empleo de 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. Grapin et al. (1996a) plantearon que los
métodos tradicionales no cuentan con la facilidad de transferir caracteristicas de resistencia a la

planta. Con el mejoramiento genético por biotecnologia se puede vencer estas limitaciones.

La FHIA liberé el tetraploide ‘FHIA-01’ o ‘Goldfinger’, el cual ha sido el candidato mas promisorio
de ser el primer hibrido del tipo fruta, desarrollado por método convencional y cultivado
comercialmente (Rowe y Rosales, 1993). Otros hibridos desarrollados por la misma fundacién y
por método convencional incluyen FHIA-02, 03, 04, 05, 18, 19, 20, 21 y 22. Varios hibridos
tetraploides de platano han sido desarrollados por el Instituto Internacional de Agricultura
Tropical con potencial para areas devastadas por enfermedades en Africa tropical (Vuylsteke,

2001).

2.7.2. TRANSFORMACION GENETICA.

La transformacion genética de plantas puede ser definida como la introduccidon e integracion

estable de genes en el genoma de una planta y su expresién en la planta transgénica (Sagi et
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al., 1998). Esta involucra la introduccién de por lo menos dos genes (un gen marcador de
seleccién y un gen de interés), pero el nimero de genes introducidos simultaneamente puede
ser mucho mas (Sagi et al., 1995b). Esta rama de la Ingenieria Genética no se restringe a
organismos especificos, ya que el gen a transferir puede ser donado por plantas, bacterias,

hongos y animales y ser incorporado a uno de ellos (Sanford et al., 1993).

La transformacion genética es utilizada para la manipulacién genética de mas de 120 especies
de 35 familias, incluyendo algunos cultivos econdmicos como legumbres, ornamentales,

medicinales, frutales y forestales (Kim et al., 2001).

Muchas especies han sido transformadas genéticamente durante las uUltimas décadas, tal es el
caso de las poaceae, monocotiledoneas, las cuales se consideraban recalcitrantes. Esta claro
que probablemente todos los tipos de células pueden ser transformadas por una de las dos
técnicas, bombardeo de microparticulas o co-cultivacion con Agrobacterium tumefaciens, pero

todas las células no son capaces de regenerar plantas (de la Riva et al., 1998).

Independientemente de qué técnica se utiliza, las condiciones precisas de transformacién para
un tipo de célula especifica, requiere la optimizacién para cada especie y posiblemente para
cada variedad (Birch, 1997). Un factor critico en la transformacién es la seleccion de las células
transformadas, ya que los genes introducidos seran incorporados solo en una fraccion de las
células expuestas a la transformacion. La seleccién se realiza con la ayuda de genes
marcadores de seleccion que confieren resistencia a agentes quimicos, tales como antibiéticos,

herbicidas, analogos de aminoacidos o azucares (Sagi et al., 1998).

La transformacioén, sin embargo, tiene algunas limitaciones tales como los altos niveles
variables de la expresion del transgen y la supresién completa (Birch, 1997). La expresién

génica variable puede ser debido a una integracion aleatoria del transgen en el genoma de la
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planta. Por otra parte el silenciamiento del gen parece estar relacionado con copias multiples
del gen transferido y/o la metilacion del acido desoxiribonucleico (ADN), aunque el mecanismo

preciso aun no esta descrito (May et al., 1995; Sagi et al., 1995b).

La transformacion genética tiene varias aplicaciones en el mejoramiento genético de las
plantas; la resistencia de las plantas contra los hongos patégenos es una de ellas, donde se
pueden emplear varias estrategias. Una de las mas importantes son los cambios en la
composiciéon de las fitoalexinas o transferencia de genes exdgenos que codifican para
fitoalexinas foraneas, las cuales pueden aumentar la inhibicidon del crecimiento fungico (Hain et
al., 1990). Otra estrategia es el uso de varias proteinas con efectos antifingicos; las mas
estudiadas son las quitinasas y [(-1,3-glucanasas. Niveles apreciables de proteccion sdélo
podran ser logrados con la combinacion de varios genes (Jach et al., 1995). La muerte celular
artificial es otro tipo de proteccién que esta basado en la expresiéon de genes que inducen la
necrosis en el sitio de la infeccién, mediante la inhibicién del crecimiento y la reproduccién del
hongo patdgeno. Por esta via se han obtenido plantas transgénicas de papa (Solanum
tuberosum L.) con un incremento de la resistencia a Phytophthora infestans (Martini et al., 1993;

Strittmatter et al., 1995).

Hasta el momento, la estrategia mas frecuente para producir plantas resistentes a virus por
Ingenieria Genética es la expresién del gen que codifica para la proteina de la cubierta de
algunos virus (Beachy et al., 1990), contandose con mas de 20 especies transformadas por esta
estrategia, entre ellas: la papa (Van der Wilk et al., 1991), el arroz (Oryza sativa) (Hayakawa et
al.,, 1992), la papaya (Carica papaya) (Fitch et al., 1992) y el tabaco (Nicotiana tabacum)

(Willmitzer, 1993).

La resistencia al ataque por insectos puede lograrse a través de la expresion de genes que

codifican para inhibidores de proteasas que interfieren en el metabolismo de los insectos o
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mediante la via mas difundida: la expresion de genes provenientes de Bacillus thuringiensis (Gil
et al., 1998). Los resultados mas notables han sido en tomate (Lycopersicon esculentum)
(Fischoff et al., 1987), tabaco (Molina et al., 1991), papa (Chen et al., 1992), maiz (Zea mays)

(Hill et al., 1995) y cafia de azucar (Arencibia et al., 1997).

Se ha trabajado en dos lineas fundamentales para mejorar la calidad de los frutos: el retardo del
proceso de la maduracién mediante el bloqueo de la sintesis de etileno (Hamilton et al., 1990;
Arntzen, 1993) y el aumento de la resistencia de los frutos a los dafios mecanicos, a través del
bloqueo la actividad de la poligalacturonasa (Smith et al., 1988). Plantas transgénicas de tomate

con frutos menos sensibles a los dafios mecanicos fueron reportados por Smith et al. (1990).

Otras aplicaciones de la Ingenieria Genética en el mejoramiento de plantas estan dadas por el
empleo de plantas transgénicas como biorreactores, con fines ornamentales y para limpiar de

metales pesados los suelos contaminados (Gil et al., 1998).

Los métodos de transformacion genética se clasifican en directos e indirectos, atendiendo a la
forma de introduccion del ADN foraneo en la célula. El criterio para la seleccion y aplicacion de
uno de ellos depende en gran medida del material vegetal y de la capacidad regenerativa del

mismo (Sagi, 2000).

Los métodos indirectos aprovechan la capacidad de entes bioldgicos, que de forma natural
infectan las plantas, transfiriendo parte de su ADN al genoma vegetal. El método indirecto mas
utilizado es la transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens, aunque se han
empleado otras especies bacterianas como el Agrobacterium rhizogenes y en menor medida
otros organismos como los virus (Pérez, 2000). Los métodos directos se caracterizan por la
transferencia directa del ADN foraneo al genoma celular, sin la necesidad de organismos

intermediarios. Dentro de este sistema de transferencia de genes se incluyen métodos como la
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microinyeccion, la electroporacion, los tratamientos quimicos con polietilenglicol y el bombardeo

de microparticulas o biobalistica (Sanford et al., 1993).

2.7.2.1. Transformacion genética por biobalistica.

La transformacion genética por pistola de genes o biobalistica fue reportada por Sanford et al.
(1987) y se basa en la aceleracion a altas velocidades de microparticulas generalmente de
tungsteno u oro, recubiertas con ADN, las cuales pueden atravesar la pared y membranas
celulares (Sagi, 2000). Los mecanismos de aceleracion de las particulas han sido muy diversos,
empledndose descargas de gas comprimido, transmision de impulsos mecanicos,
macroproyectiles con placa de detencion, sistemas de aceleracidn centripeta y campos

eléctricos (Sanford et al., 1987).

Ademas de los equipos de bombardeo disponibles comercialmente, basados en una descarga
eléctrica o presion de helio, se estan manufacturando frecuentemente las pistolas de genes
caseras basadas en el mismo principio de la compresion de gas, entre ellas se encuentran los

de Sautter et al. (1991), Takeuchi et al. (1992), Finer et al. (1992) y Sagi et al. (1995b).

En los modelos de bajas presiones, los microproyectiles no se depositan en un macroproyectil,
sino que son arrastrados por una corriente de gas comprimido que se descarga sobre el blanco.
En este caso se deben utilizar presiones muchos menores que las usadas en los equipos de
alta presion, con el objetivo de que el gas propulsor no pase a la camara de disparo y de esta
manera se evita el dafio al material vegetal. El choque de gas sobre el blanco provoca la
dispersién del mismo, que unido al estrés del impacto de los microproyectiles y a la posterior
exposicién a un medio selectivo, puede causarle severas afectaciones. Para evitar estos

problemas, durante el uso de este tipo de pistola, el tejido a bombardear es protegido por una
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malla cuyas aberturas dependen de las dimensiones del blanco; la misma es colocada de

manera que cubra al tejido o entre éste y la fuente de disparo (Takeuchi et al., 1992).

En general los modelos, ya sean de alta o de baja presion, que utilizan el choque de gas
comprimido para acelerar los microproyectiles, tienen la ventaja de poder emplear varias
presiones de disparo y por lo tanto variar la velocidad y la fuerza de impacto de los mismos, en

dependencia del blanco empleado y la distancia a que se situe (Gil et al., 1998).

Numerosos parametros pueden ser variados para optimizar el sistema de bombardeo (Panis et
al., 1996). El método de precipitacion usado para adherir el ADN a las microparticulas es de
suma importancia. En la mayoria de los casos, el método de precipitacion que usa Cloruro de
Calcio y Espermidina, es aplicado (Sanford et al., 1993). Para monitorear la cantidad de ADN
precipitado sobre las particulas durante el recubrimiento, Ratnayaka y Orad (1995) reportaron el
empleo de un método fluorimétrico. El tiempo que transcurre entre el recubrimiento y el
bombardeo influye en la efectividad del proceso. Sanford et al. (1993) y Ratnayaka y Oard
(1995) recomiendan la preparacion de las particulas el mismo dia del bombardeo y su uso
inmediato luego de recubiertas, ya que se ha comprobado que existe una relacion inversa entre
el tiempo vy la eficiencia de disparo. Por otra parte, se recomienda que una vez secados los
microproyectiles, los mismos no deben exponerse a la humedad pues aumenta su

aglomeracion.

Otros parametros para optimizar el sistema de bombardeo incluyen la presion del gas,
condiciones del vacio, cantidad de particulas por disparo, la distancia del blanco y tipos de

particulas (Klein et al., 1988a; Panis et al., 1996).

En el proceso de transformacién por biobalistica, juegan un papel muy importante los aspectos

biolégicos, de los cuales depende la efectividad maxima del evento. La turgencia de las células
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es un aspecto a tener en cuenta, ya que la misma varia entre los diferentes tipos de tejidos. La
elevaciéon de la concentracion osmética en el medio de cultivo, puede proteger a las células de
la rotura y explosion de las mismas ante el bombardeo, a la vez que mejora la penetracién de
las particulas y por consiguiente la eficiencia de la transformacion, de hecho este criterio ha sido
considerado durante el trabajo con suspensiones celulares de tabaco, café y otros cultivos

(Sanford et al., 1993; Vain et al., 1993; Van Boxtel et al., 1995).

También debe tenerse en cuenta el tipo y estado fisiolégico del blanco, ya que se conoce que
las células o tejidos deben encontrarse en crecimiento activo para soportar el estrés del
bombardeo, permitir la rapida incorporacion del ADN exdgeno y la posterior multiplicacién de los
transformantes (Lida et al., 1991). Las mayores eficiencias son reportadas en células en
crecimiento logaritmico temprano, aunque las mismas varian en dependencia del blanco
biolégico utilizado (Armeleo et al., 1990; Shark et al., 1991; Sanford et al., 1993). Por otra parte,
la frecuencia de transformacion en suspensiones celulares difiere entre cultivos de diferentes

edades (Sagi et al., 1995b) y de distintos tamanos celulares (Finer et al., 1992).

Algunos investigadores han sugerido los posibles mecanismos de integracion estable del ADN
introducido (Kohli et al., 1998), aunque no existen evidencias de los mismos (Kaush et al.,
1995). También se ha descrito que los mecanismos naturales de reparacion del genoma
impiden que el ADN exdgeno se replique en préximas generaciones lo que trae como

consecuencia bajas eficiencias de integracion estable en plantas (Southgate et al., 1995).

Se conoce que no todo el ADN introducido a las células se expresa (Vasil et al., 1991). Un
factor que atenta contra los niveles de expresion de los transgenes es la posible integracion en
sitios metilados dentro del genoma, lo que puede conllevar a la metilacion del promotor del ADN

exogeno (Southgate et al., 1995). El silenciamiento de genes y la interaccion entre los diferentes

28



Revision Bibliografica

genes introducidos también da como resultado modelos de expresion inesperados (Caplan et

al., 1998).

Este método encuentra su mayor aplicacion en la transformacion de plantas. En este sentido
han sido obtenidos positivos resultados para una gran variedad de especies vegetales
monocotiledéneas y dicotiledéneas, muchas de las cuales no han podido ser transformadas por
otro sistema de transferencia de ADN; tal es el caso de cultivos como cafa de azucar, maiz,

banano y soja (Gil et al., 1998).

Las ventajas que posee este método de transformacion es que intervienen protocolos simples y
rapidos, emplean pequefias cantidades de ADN vy los tejidos blancos pueden ser muy variados y
de una preparacion simple. Ademas, el equipamiento es facil de manipular y numerosos
parametros fisicos pueden ser variados a conveniencia. No obstante, tiene la desventaja de ser
un modelo de menor reproducibilidad respecto a otros métodos, por lo que requiere de una gran

experimentacion (Gil et al., 1998).

2.7.3. TRANSFORMACION GENETICA EN LOS PLATANOS Y BANANOS.

Dos sistemas han resultado en la produccién de plantas transgénicas de platano y banano:
transformacion mediada por Agrobacterium y el bombardeo de microparticulas con el empleo

suspensiones celulares embriogénicas (Sagi et al., 1998).

En el género Musa, May et al. (1995) lograron la transformacion con Agrobacterium tumefaciens
en cultivos de meristemos in vitro. Mientras que Moy et al. (1998) desarrollaron un método
eficaz para la produccion de plantas transgénicas de ‘Gran Enano’ (AAA) y ‘FHIA-02’ (AAAA) en
callos embriogénicos derivados de flores masculinas. Estos autores utilizaron la cepa bacteriana
EHA-101. Con esta misma cepa Pérez (2000) obtuvo buenos resultados de expresion transitoria

en los cultivares ‘Williams’ (AAA) y ‘Three Hand Planty’ (AAB) con el empleo de cultivos de
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suspensiones celulares. Ganapathi et al. (2001) lograron resultados satisfactorios al transformar
el cultivar ‘Rasthali’ (AAB) con la cepa EHA-105 donde se regeneraron 200 transformantes
putativos, de los cuales dos fueron cultivados hasta la madurez en condiciones del invernadero.

Estas dos plantas transgénicas resultaron positivas en el ensayo de la deteccion histoquimica.

Sagi et al. (1995b) demostraron que se pueden obtener buenos resultados con el empleo de
suspensiones celulares en diferentes genotipos. Pese a que la eficiencia de transformacion fue
influenciada por el genotipo y/o las caracteristicas de la suspension celular. Otros autores como
Panis et al. (1996) y Becker et al. (1997) han logrado buenos resultados con suspensiones

celulares para el bombardeo de particulas.

Grapin et al. (1996b) examinaron seis promotores diferentes para la expresion transitoria y las
actividades de estos fueron similares. Altos niveles de expresion transitoria del gen uidA fueron
obtenidos en las suspensiones celulares de ‘Gran Enano’ (AAA), después de mejorar los

parametros de bombardeo.

También los parametros de bombardeo fueron optimizados por Raemaekers et al. (1996) al
emplear un canon de particulas modificado. Estudiaron diferentes promotores a nivel de
expresion transitoria con el gen reportero uidA. Como promedio, fueron observados entre 200 y

1000 puntos azules por 25 mg de células, en el platano y el banano respectivamente.

El bombardeo con particulas de suspensiones de células embriogénicas del cultivar de platano
‘Three Hand Planty’ (AAB) dio como resultado la recuperacion de una gran cantidad de
transformantes putativos. Los analisis moleculares (RCP, andlisis de Southern) y bioquimicos
(ELISA) demostraron la eficacia del procedimiento de transformacion y mostraron que las
plantas obtenidas son transgénicas y expresan el gen antifungoso introducido (Remy et al.,

1998).
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Mas et al. (2000) utilizaron embriones somaticos en etapa globular del cultivar ‘Gran Enano’

(AAA) y lograron eficiencias de 33.95 puntos GUS" por cada 100 mg de embriones.

Un método efectivo ha sido desarrollado para la transformacion estable y la regeneracion del
banano Cavendish (Musa sp. Grupo AAA) cv. ‘Gran Enano’ con el método del bombardeo de
microproyectiles (Becker et al., 2000). Estos autores bombardearon células embriogénicas con
un plasmido que contenian el gen marcador de seleccion nptll y el gen reportero uidA. La
caracterizacion molecular de los transformantes demostré que los transgenes se han integrado

de manera estable en el genoma del banano.

Schenk et al. (1999) emplearon un nuevo promotor (ScBV) en el bombardeo de células
embriogénicas de los cultivares ‘Williams’ (AAA), ‘Three Hand Planty’ (AAB) y ‘Gran Enano’
(AAA), en los cuales se encontrd que los niveles de expresién fueron variables para diferentes
lineas transgénicas, pero en general fue comparable con las actividades de los promotores

ubiquitina del maiz y CaMV35S.
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3. MATERIALES Y METODOS.

El presente trabajo se realizé en el Instituto de Biotecnologia de las Plantas (IBP), adscrito a la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas
(UCLV), Santa Clara, Cuba. El mismo se llevé a cabo durante el periodo comprendido entre

septiembre de 1999 a diciembre de 2002.
TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS GENERALES DE TRABAJO.

MATERIAL VEGETAL.

Como material vegetal se utilizaron flores
masculinas inmaduras de las inflorescencias del
cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21" (Musa sp.

AAAB) (Figura 1). Estas flores masculinas fueron

previamente colectadas directamente de las
plantas en el campo a una distancia entre 25-30
cm de la ultima flor femenina. La estacion
experimental “Pedro Lantigua”, ubicada en el
municipio de Remedios y el Instituto Nacional de

Investigaciéon en Viandas Tropicales (INIVIT),

ambos de la provincia de Villa Clara, fueron los . . ,
Figura 1. Flores masculinas (pampana)

. . del cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21
lugares de procedencia de las flores masculinas. (Musa sp. AAAB)

INSTRUMENTAL

La esterilizacion de los instrumentales (filtros, placas de Petri, pipetas, espatulas, pipetas
Pasteur, platos) utilizados en la manipulacion de las suspensiones celulares, se realizé en una

estufa a 180°C durante dos horas. Las pinzas y los bisturis se desinfectaron con una solucién
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de hipoclorito de sodio (NaOCI) al 1.0% (p/v) durante 15 minutos (Agramonte et al., 1993). Los
Erlenmeyers utilizados en los cultivos de las suspensiones celulares, asi como las puntas de
pipetas SOCOREX se esterilizaron en autoclave a 121°C y a 1.2 kg.cm™? de presién durante 40
minutos. Para los trabajos con suspensiones celulares se utilizaron pipetas cortas de vidrio de
5.0 y 10 mL de volumen y una pipeta automatica modelo PIPETBOY (TECNOMARA). Las
operaciones de inoculacion, transferencia y manipulacion del material vegetal se realizaron en

una cabina de flujo laminar.
MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivo se esterilizaron en una autoclave a 121°C de temperatura y 1.2 kg.cm™
de presion. El tiempo de la esterilizacion estuvo en dependencia del volumen de medio de
cultivo, segun SIGMA (1991). El pH fue ajustado con el uso de acido clorhidrico (HCI) 1.0 M y/o
hidroxido de sodio (NaOH) 1.0 M, previo a la esterilizacion. En el caso del empleo de medio de
cultivo semisolido, se utilizaron frascos de vidrio de 250 mL, los mismos contenian 30 mL de
medio de cultivo. Para la formacién y maduracion de los embriones, se emplearon placas de

Petri de 9 cm de diametro, las cuales contenian 20 mL de medio de cultivo.
ANALISIS ESTADISTICO

En los experimentos llevados a cabo en los laboratorios se aplicé una lectura completamente
aleatoria de las observaciones. Para el analisis estadistico de los resultados de cada
experimento se realizaron pruebas multivariadas y multifactoriales. Entre estas pruebas se
encuentra el procedimiento ANOVA multifactorial en aquellos estudios en que se establecieron
mas de un factor, con el objetivo de examinar la accion de los mismos sobre las variables
medidas como efectos aislados e interactuando entre si. Los grupos homogéneos y/o

significativamente diferentes fueron hallados a partir de las pruebas de Duncan, Dunnetts’C o
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Mann-Whitney. Este procesamiento estadistico de las variables en cada estudio fue posible a
través de los programas estadisticos computacionales SPSS/PC+ ver. 9.00 y Statistix ver 1.0,
ambas aplicaciones para Windows. El nivel de significacion fijado para todas las pruebas fue del

95%, o sea, p<0.05.

TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS ESPECIFICOS POR EXPERIMENTO.

3.1. EMBRIOGENESIS SOMATICA.

3.1.1. INDUCCION DE CALLOS CON ESTRUCTURAS EMBRIOGENICAS.

Se eliminaron las bracteas hasta que la inflorescencia masculina llegara a un tamano de 3.0 cm

de largo y posteriormente fueron llevadas al laboratorio.

La desinfeccion del material vegetal se realizé con alcohol al 70% (v/v) durante 15 minutos. Se
enjuagaron las flores masculinas tres veces con agua destilada estéril en la camara de flujo
laminar. El material se mantuvo sumergido en agua destilada estéril para evitar su
deshidratacién. Los fasciculos nodales (manos) fueron extraidos con la ayuda de un
microscopio estereoscopico, y colocados en frascos de vidrio de 250 mL. Con el objetivo de
analizar la respuesta embriogénica de estos fasciculos nodales, se establecieron dos rangos de
estos: a partir del 5 hasta el 9 y del 10 hasta el 14, siendo cero el meristemo floral. En cada
frasco se cultivaron los cinco explantes de cada rango. Esto se combindé con diferentes
concentraciones (3.0, 4.0 y 5.0 mg.L™) del acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) en el medio de
cultivo. Se utilizé el medio de cultivo propuesto por Escalant et al. (1994), el cual contenia las
sales MS (Murashige y Skoog, 1962), las vitaminas MS, 1.0 mg.L™" de biotina, 1.0 mg.L" de
4cido indol-3-acético (AIA), 1.0 mg.L" de &cido naftalenacético (ANA) y 30 g.L' de sacarosa. A
este medio de cultivo se referira en el trabajo como M1. El mismo fue gelificado con 2.3 g.L”" de
Phytagel y ajustado a un pH de 5.8 previo a la esterilizacion.
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Se utilizaron 89 flores masculinas para cada uno de los tratamientos de 3.0, 4.0 y 5.0 mg.L" de
2,4-D. Después de la colocacion de los explantes en el medio de cultivo, los frascos fueron
sellados con parafilm y se mantuvieron en la oscuridad total a una temperatura de 27+2.0°C
durante cinco meses sin la realizacion del subcultivo. Se hicieron observaciones a simple vista
sobre la formacién de callos con estructuras embriogénicas a partir del tercer mes de cultivo y
luego cada dos semanas hasta el quinto mes de cultivo. Se evalué el momento de aparicion de
las estructuras embriogénicas, asi como la cantidad de fasciculos nodales que formaron estas

estructuras al final del tiempo de cultivo (cinco meses).

Sobre los datos en este experimento se aplicé un test de proporcion especificamente el
ANDEVAP facilitado por el programa Statistix ver 1.0, para la comparacion de los tratamientos

entre si.

3.1.2. ESTABLECIMIENTO Y MULTIPLICACION DE SUSPENSIONES CELULARES.

Para el establecimiento de suspensiones celulares se emplearon embriones somaticos en etapa
globular obtenidos de callos con embriogénesis somatica. Estos embriones somaticos
provenian del tratamiento con rango de 5-9 y con 4.0 mg.L™ de 2,4-D en el medio de cultivo del
epigrafe anterior. Se colocaron 150-200 mg de masa fresca (mgMF) de estos embriones
somaticos obtenidos de los callos formados de las flores masculinas inmaduras en Erlenmeyers
de 25 mL y se afadidé 3.0 mL de medio de cultivo liquido propuesto por Bieberach (1995). Este
medio de cultivo utilizado para el establecimiento de las suspensiones celulares contenia las
sales MS (Murashige y Skoog, 1962), las vitaminas MS, 0.5 mg.L” de biotina, 100 mg.L™ L-
glutamina, 100 mg.L™" de extracto de malta, 1.0 mg.L™" de 2,4-D y 45 g.L" de sacarosa. El pH

fue ajustado a 5.3 previo a la esterilizacién. Este medio de cultivo se referira como M2.

Los Erlenmeyers fueron colocados en un agitador orbital modelo INFORS (HT) (Figura 2), bajo

condiciones de oscuridad, velocidad de 90 rpm y temperatura controlada a 27°C. Después de
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15 dias de cultivo se filtrd la suspension celular que se formé a partir de los embriones
somaticos, a través de una malla metalica con poros de tamano de 500 um. Estos filtrados
consistieron en células meristematicas aisladas y pequefios agregados celulares vy

constituyeron las suspensiones que se utilizaron en los diferentes experimentos de este trabajo.

Con el objetivo de determinar el crecimiento
celular en esta fase del proceso, se estudié el
efecto del 2,4-D en la multiplicacion de las
células en suspension, empleandose el medio
de cultivo M2, con \variacion de las
concentraciones de 1.0, 3.0 y 5.0 mg.L™" de 2,4-
D, donde se utilizaron cuatro Erlenmeyers como

repeticiones en cada tratamiento. El incremento

del volumen celular se determiné por el método

Figura 2. Agitador orbital modelo INFORS del volumen de células sedimentadas (VCS)

utilizado para el establecimiento y A
multiplicacion de las suspensiones celulares ~ Propuesto por Schoofs (1997). Este método

del cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21’ (Musa o _ _
sp. AAAB). consistio en la transferencia del contenido de los

Erlenmeyers a tubos de ensayos cénicos de 15 mL, para luego medir el volumen que ocupan

las células después de la decantacion de estas a los dos minutos.

Partiendo de una densidad de indculo de 0.1 mL de VCS se realizaron mediciones a partir del
tercer dia de cultivo y luego cada tres dias, hasta el vigésimo primer dia de cultivo, sin renovar

el medio de cultivo durante este tiempo.

Para su mantenimiento, las suspensiones celulares fueron subcultivadas en Erlenmeyers de
100 mL y luego en los de 250 mL, siempre con una concentracion final de células del 3.0% de

VCS. Los subcultivos se realizaron cada 12 dias y observaciones periédicas con un microscopio
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Optico para comprobar la composicion y la vitalidad de las suspensiones celulares mediante

fluorescencia con el uso de diacetato de fluoresceina (FDA) (Widholm, 1972).

Para la comparacion de los tratamientos fue aplicada la prueba Kruskal-Wallis, mientras que el

Mann-Whitney se utilizé para hallar los grupos significativamente diferentes.

3.1.3. FORMACION DE EMBRIONES SOMATICOS EN MEDIO DE CULTIVO SEMISOLIDO.

Estudio de la densidad celular y el medio de cultivo

En este experimento se utilizaron suspensiones celulares de ocho meses de edad después de
haber sido establecidas y mantenidas en el medio de cultivo M2 con 3.0 mg.L™ de 2,4-D. Para
comprobar el efecto de la densidad celular en la formacién de los embriones somaticos se

estudiaron cuatro densidades: 10, 15, 20 y 25% de VCS.

También se ensayaron dos medios de cultivo diferentes, el primero propuesto por Bieberach
(1995), el cual contenia las sales Schenk e Hildebrandt (1972) (SH) a 100%, vitaminas MS
100%, 1.0 mg.L”" de biotina, 100 mg.L™" de extracto de malta, 100 mg.L™" de L-glutamina, 230
mg.L" de L-prolina, 10 g.L™" de lactosa, 0.05 mg.L™" de zeatina, 100 mg.L" de mioinositol, 0.2
mg.L”" de ANA, 0.2 mg.L™" de isopenilaminopurina (2ip), 0.1 mg.L™ de Kinetina y 45 g.L" de
sacarosa. El pH se ajusté a 5.3 antes de la esterilizacion y el medio de cultivo fue gelificado con
Phytagel a 2.3 g.L™". Este medio de cultivo se referira en lo adelante como M3a. El otro medio
de cultivo estudiado fue propuesto por Dhed’a et al. (1991), el cual contenia las sales MS a
50%, las vitaminas MS, 100 mg.L™" de mioinositol y 30 g.L™" de sacarosa. Este medio de cultivo
se ajustd a un pH de 5.8 antes de la esterilizacidon y se gelificé con igual concentracién de
Phytagel que el medio de cultivo anterior. Este medio de cultivo se referira en lo adelante como

M3b.
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En platos metalicos estériles se colocé papel de filtro, encima del cual se pusieron mallas de
nylon de 1.0 cm? En tubos coénicos de 15 mL se ajustd el porcentaje de volumen de células
sedimentadas a estudiar y luego, con una micropipeta (SOCOREX) de 1 000 yL con puntas
azules cortadas, se homogenizo la suspension y se depositaron 150 uL de células (20-25 mg de
masa fresca) sobre la malla de nylon, la que retuvo las células y el papel de filtro absorbi6 el
exceso de medio de cultivo. Cada una de estas mallas de nylon representd una repeticiéon y se

colocaron cinco mallas por placa de Petri. Se utilizaron diez repeticiones para cada tratamiento.

Las placas de Petri fueron selladas con parafilm y colocadas en la oscuridad total a una
temperatura de 27+2.0°C. Se realizaron observaciones a simple vista a partir del decimoquinto
dia de cultivo para estimar el momento de aparicidon de los primeros embriones somaticos y el
conteo de embriones somaticos formados en la etapa globular se realiz6 a los 45 dias de cultivo
sin la realizacion de subcultivo. Para este conteo, los embriones somaticos formados de cada
repeticién fueron colocados en un beaker que contenia una mezcla de Phytagel (2.0 g.L™")y
agua. A continuacion se vertié el contenido del beaker en una placa de Petri, se dejé gelificar y
se dividid en cuadrantes para facilitar el conteo. EI mismo se realizé bajo el microscopio

estereoscopico modelo WILD M8 (LEICA).

Se aplicé un ANOVA multifactorial sobre los datos y la comparacion de medias se hizo con la

prueba de Duncan.

Efecto de la edad de la suspensién celular sobre su estado embriogénico

Después de determinar el medio de cultivo y la densidad celular mas adecuados para la
formacion de los embriones somaticos, se realizé un experimento para comprobar el estado
embriogénico de suspensiones celulares de 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20 meses de establecidas.

La preparacion de los agregados celulares y las condiciones de cultivo para este experimento
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fueron similares al del anterior y con la misma cantidad (10) de repeticiones por tratamiento. Se
realizd el conteo de los embriones somaticos en la etapa globular formados después de 45 dias

de inicio del cultivo.

Se aplicé un ANOVA one-way sobre los datos y la comparacién de medias se hizo con la

prueba de Dunnett's C.

3.1.4. MADURACION Y GERMINACION DE LOS EMBRIONES SOMATICOS.

Al lograr la formacién de los embriones somaticos en la etapa anterior, se procedié a colocarlos
en un medio de cultivo propicio para la maduracion. Como medio de cultivo se empled el
propuesto por Gémez et al. (2000), el cual estaba formado por las sales MS 100%, las
vitaminas MS 100%, 1.0 mg.L™ de Biotina, 0.5 mg.L”" de Ng-bencilaminopurina (6-BAP), 2.0
mg.L" de AIA, y 45 g.L™" de sacarosa. El mismo fue gelificado con 2.3 g.L™" de Phytagel y el pH
se ajustd a 5.8 antes de la esterilizaciéon. Este medio de cultivo se referira en lo adelante como
M4. Las condiciones de cultivo fueron similares al sefialado en el epigrafe anterior. Los
embriones somaticos en etapa globular que se emplearon en esta fase procedian de todos los
tratamientos con el medio de cultivo M3a del epigrafe anterior. Se colocaron cinco mallas de
nylon donde se formaron los embriones somaticos en cada placa de Petri que contenia el medio
de cultivo M4. Los embriones somaticos permanecieron durante 0, 10, 20 6 30 dias en este

medio de cultivo antes de colocarlos en medio de cultivo de germinacion.

En la etapa de germinacion se emplearon los embriones somaticos formados a diferentes
densidades celulares y diferentes tiempos en el medio de cultivo M4 (Tabla 1). Se evalud el
numero de embriones somaticos germinados a los 45 dias y se realizaron observaciones a
simple vista para estimar el momento de aparicién de la plumula clorofilica de los embriones
somaticos, formados a diferentes densidades. Los embriones somaticos fueron colocados sobre

un medio de cultivo de germinacion propuesto por Gomez et al. (2000), el cual contenia las
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sales MS, las vitaminas MS, 0.5 mg.L™" de 6-BAP, 2.0 mg.L" de AIA, 100 mg.L”" de mioinositol,
0.01 mg.L" de Biobras-6, y 30 g.L"" de sacarosa. El pH fue ajustado a 5.7 antes de la
esterilizacién y el medio de cultivo se gelificé con 2.3 g.L™' de Phytagel. Este medio de cultivo se

referird en lo adelante como M5.

Tabla 1. Variantes empleadas para evaluar el efecto de la densidad celular en la que se forman los
embriones sométicos y el tiempo de permanencia de estos en el medio de cultivo M4 sobre la
germinacion.

Tratamiento Densidad celular (%) Dias en medio M4

1 10 0
2 15 0
3 20 0
4 25 0
5 10 10
6 15 10
7 20 10
8 25 10
9 10 20
10 15 20
11 20 20
12 25 20
13 10 30
14 15 30
15 20 30
16 25 30

Se emplearon frascos de vidrio de 250 mL. Por cada frasco se colocaron 10 embriones
somaticos en contacto directo con el medio de cultivo. Cada frasco representd una repeticién y
se emplearon 10 repeticiones por tratamiento. Los frascos fueron colocados en camaras de
crecimiento con luz solar a una densidad de flujo de fotones fotosintéticas (DFFF) de 50 - 62.5
umol.m?.s™ y una temperatura de 27+2.0°C. El medio de cultivo fue renovado a los 30 dias de

cultivo.

Se aplicé un ANOVA multifactorial sobre los datos y la comparaciéon de medias se hizo con la

prueba de Dunnett’'s C.
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3.1.5. CONVERSION DE LAS PLANTAS OBTENIDAS DE LOS EMBRIONES SOMATICOS.

Para estudiar el comportamiento ex vitro de una poblacién de plantas obtenidas a partir de
embriones somaticos, un total de 500 plantas germinadas fueron llevadas a la fase de
aclimatizacion. Estas plantas procedian de embriones somaticos formados a 15% de densidad
celular y permanecieron de 20 a 30 dias en el medio de cultivo M4. Las mismas tenian 50 dias
después de su germinacion. Junto a estas plantas se llevaron igual numero de plantas
obtenidas a partir de yemas axilares via organogénesis, empleandose el medio de cultivo
propuesto por Orellana (1994) para su multiplicacion. Estas plantas procedian del sexto

subcultivo.

La aclimatizacion se realizé en condiciones ambientales con la luminosidad reducida de 60-70%
mediante una malla o zaran. Se plantaron las vitroplantas en cajas de polieturano de 70 orificios
de forma cuadrada, de 120 cm® de volumen. El sustrato usado fue la mezcla de 75% de
compost y 25% de zeolita mas la fertilizacion con la formula completa 8-13-21 a dosis de 2.5
Kg.m™ (Daniels, 1999). La temperatura fue la ambiental y el riego fue realizado tres veces al dia

con una duracion de 10 minutos por microaspersion.

Se hizo una comparacion entre ambas poblaciones de plantas segun sus procedencias. Se
realizé la evaluacion de la supervivencia a los 10 dias de plantadas y a los 50 dias de plantadas
se evalud la altura de las plantas, el numero de hojas y los cambios morfoldgicos (la forma y

coloracién del pseudotallo y las hojas) a 50 plantas de cada poblacion.

Se aplicd un ANOVA one-way y en ambos casos la comparacion de media se hizo segun la

prueba de Dunnett's C.
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3.2. TRANSFORMACION GENETICA POR BIOBALISTICA.

Para los experimentos de transformacién genética por biobalistica, se utilizé6 una pistola de

genes de baja presiéon (CINVESTAV, 2000) (Figura 3) con el argdbn como gas propulsor.

La purificacién de todos los plasmidos utilizados se realizdé segun el protocolo de lisis alcalina

propuesto por Sambrook et al. (1989).

Se procedid a la determinacion de la
concentracion de ADN por
espectrofotometria, donde su pureza se
comprobd por una densidad optica (DO)
de 260-280 nm y la contaminacién por

fenoles se hizo a una DO de 230 nm.

En todos los ensayos de transformacién
genética se usaron microparticulas de

tungsteno M-10 (Bio-Rad) con tamarfio de

0.7 um. La desinfeccion y recubrimiento de
Figura 3. Pistola de genes (CINVESTAV) de baja

presion empleado para la transformacion genética de las microparticulas con ADN se llevo a
suspensiones celulares del cultivar hibrido de

platano ‘FHIA-21" (Musa sp. AAAB). cabo de acuerdo al protocolo propuesto

por Sanford et al. (1993).

La desinfeccién se hizo de la siguiente manera:

En un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL, pesar 60-64 mg de microparticulas.
Anadir 1.0 mL de etanol al 70% (preparado fresco).

Agitar en vortex por cinco minutos a alta velocidad.

A

Dejar reposar durante 15-17 minutos.
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5. Obtencion del pelet por centrifugacion durante cinco minutos a 13 600 x g en una centrifuga
Eppendorf Centrifuge modelo 5415 C.
6. Sacar el liquido del tubo lentamente.
Realizar los siguientes pasos tres veces:
a. Adicionar 1.0 mL de agua estéril.
b. Agitar en vortex por un minuto a alta velocidad.
c. Dejar que las particulas se asienten durante un minuto.
d. Obtener el pelet de microparticulas por centrifugado en un tiempo de 2-5 minutos.
Aunque el tiempo de centrifugado estara en dependencia si el pelet se forma bien o

no.
e. Sacar el liquido lentamente del tubo.
8. Adicionar 1.0 mL de 40% Polietilenglicol (PEG 6000) estéril, asumiendo que la
concentracién de microparticulas es de 60 mg.
9. Guardar las microparticulas a -20°C
Para la toma de alicuotas de microparticulas, fue importante mantener el tubo en el vortex en
agitacién constante a fin de obtener la maxima uniformidad de la muestra. En el monitoreo de la

precipitacion del ADN sobre las microparticulas, se aplicé el método descrito por Ratnayaka y

Orad (1995) con la observacion bajo el microscopio éptico.

En estos ensayos se utilizaron suspensiones celulares embriogénicas de ocho a diez meses de
edad después de haber sido establecidas. Se ajusto la suspension celular en un tubo coénico de
15 mL a una densidad celular de 25% VCS, ya que se mueren algunas células después del
bombardeo a causa del impacto de las microparticulas. Se utilizaron agregados celulares
recolectados cinco dias después del subcultivo (Sagi et al., 1995a). Sobre cada plato metalico
estéril, se colocd papel de filtro estéril, encima del cual se pusieron mallas de nylon de 1.0 cm?.
Con la micropipeta (SOCOREX) de 1 000 uL y puntas azules (punta picada), se homogenizo la
suspension y luego se depositaron 150 pL de la suspension celular (aproximadamente 25 mg
de masa fresca) sobre la malla de nylon, la cual retuvo las células y el papel de filtro absorbi6 el

exceso de medio de cultivo. Cada una de estas mallas de nylon representd una repeticion.
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Cada disparo se realiz6 en el centro de una placa de Petri estéril de 5.0 cm de diametro y sin
medio de cultivo, después de colocar una malla de nylon con las células en dicha placa. Para
evitar su dispersién tras el disparo, se coloc6é una malla de nylon de tamafo de poros de 1.0

mm? sobre las células. Todos los disparos se realizaron a -21 pulgadas de Hg de vacio.

Después del disparo, se ubico la malla de nylon con las células en una placa de Petri de 9.0 cm
de didmetro, la cual contenia el medio de cultivo M2 con 3.0 mg.L™" de 2,4-D usado para la
multiplicacién de la suspension celular y gelificado con Phytagel a 2.3 g.L™". Estas placas fueron
selladas con parafilm y colocadas en la oscuridad total a una temperatura de 27+2.0°C durante
tres dias para que las células se recuperaran del dafo sufrido por el impacto de las

microparticulas.

Al transcurrir los tres dias, la deteccion histoquimica del GUS se llevé a cabo mediante la
transferencia de las células a los tubos Eppendorf de 1.5 mL y seguidamente, se adicionaron a
los tubos 50 pL del sustrato X-Gluc (acido 5-bromo-4-cloro-3-indolyl-B-D-glucurénido)
(Jefferson, 1987), el cual bajo la accién de la enzima produce un producto incoloro (5-bromo-4-
cloro-3-indolil) que sufre una dimerizacion oxidativa y forma un precipitado azul insoluble
(dicloro-dibromo-indigo) en el mismo sitio de la accion de la enzima. Luego de una incubacién a
37°C en la oscuridad durante 24 horas de las células, fue realizada la observacion de la
actividad GUS vy el conteo de los puntos azules a través de un microscopio estereoscépico

(OLYMPUS).
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3.2.1. ESTUDIO DE LA DISTANCIA Y LA PRESION PARA EFECTUAR EL DISPARO SOBRE

EL BLANCO BIOLOGICO.

Para el primer estudio de los parametros fisicos, se realizé un experimento donde se emplearon
cuatro presiones y cuatro distancias como se muestra en la tabla 2, ya que son dos parametros

que influyen en el éxito del proceso de la transformacion genética por biobalistica.

Tabla 2. Combinaciones de distancia del blanco biolégico y presién del disparo, empleadas en el estudio
de la actividad transitoria del gen uidA en agregados celulares del cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21’.

Tratamientos Distancia (cm) Presion (psi)
1 6 120
2 6 130
3 6 140
4 6 150
5 9 120
6 9 130
7 9 140
8 9 150
9 12 120
10 12 130
11 12 140
12 12 150
13 15 120
14 15 130
15 15 140
16 15 150

En este experimento se realizé un disparo sobre los agregados celulares. Se emplearon por
disparo 7.0 uL de suspension de microparticulas recubiertas con el ADN plasmidico, la cual fue
agitada previamente en el vortex. Se colocaron estas microparticulas en un filtro ubicado en la

parte superior de la camara de vacio dentro de la pistola de genes.

Antes de cada disparo, se cerro la puerta de la camara, se cred el vacio, se cargo y se disparé

la pistola de genes y finalmente se eliminé el vacio lentamente.
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Cada malla de nylon con los agregados celulares representd una repeticion y se emplearon 10

repeticiones por tratamiento.

Todos los estudios para ajustar los parametros en la transformacién genética via biobalistica se
hicieron con las microparticulas de tungsteno recubiertas con el plasmido pUGCI (6.86kb), el
cual contiene el gen reportero uidA que codifica para la enzima B-glucuronidasa (GUS)
(Jefferson et al., 1987). Este gen esta bajo el control del promotor poliubiquitina del maiz y

terminador T-Nos. Se determiné la deteccion histoquimica GUS en los agregados celulares.

Se aplicé un ANOVA multifactorial sobre los datos y la comparaciéon de medias se hizo con la

prueba de Duncan.

3.2.2. ESTUDIO DE DIFERENTES CONSTRUCCIONES GENETICAS.

Se procedié al estudio de diferentes construcciones genéticas con diferentes promotores, ya
que estos influyen en la insercion de los genes en el genoma de la planta. Para este
experimento las condiciones y preparaciones de la suspensién celular, asi como el protocolo de

recubrimiento de las microparticulas fueron igual al descrito en el epigrafe 3.2.

Se utilizaron 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-Q5 (6.37 kb). La representacion

esquematica de cada plasmido se aprecia en la figura 4.
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A pAHC25 (9.7kb)

| pUBI | exon/intron T-NOS | pUBI | Exon/Intron m T-NOS |

B pBPF-A5-GUS (5.637kb)

T-NOS uidA Exon/Intron/Exon | P35S | eocs |

C pUGCI (6.86kb)

| pUBI | exon/intron uidA T-NOS

D pCAMBIA3301 (5.077kb)

| LB | T35S polyA m P35S | LacZa | P35S Nos poly-A | RB |

E pBPF-Q5 (6.37kb)

P35S | Q-TMV uidA T-NOS

Figura 4. Representacion esquematica de los plasmidos empleados en la transformacién genética de
agregados celulares del cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21’. (pUBI-promotor de la poliubiquitina del
maiz, uidA-gen reportero que codifica para la B-glucuronidasa, P35S y T35S-promotor y terminador del
virus de mosaico de coliflor, bar- gen que codifica para la fosfinotricina acetiltransferasa, T-NOS-
terminador de la nopalina sintetasa, eocs-enhancer sintético de la octapina sintetasa).

En este experimento se emplearon 10 repeticiones por cada tratamiento. Luego de los disparos,
se colocaron los agregados celulares en placas de Petri con el medio de cultivo M2 con 3.0
mg.L™" de 2,4-D gelificado con 2.3 g.L”" de Phytagel. Estos fueron incubados en la oscuridad
total a una temperatura de 27+2.0°C durante tres dias para que las células se recuperaran del
estrés causado por el impacto de las microparticulas. Al transcurrir este tiempo se realizo la
deteccidn histoquimica de la actividad transitoria de la B-glucuronidasa para todos los
tratamientos y se realizé el conteo de los agregados celulares que expresan la actividad -

glucuronidasa.
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Se aplicé un ANOVA one-way sobre los datos y la comparacién de medias se hizo con la
prueba de Duncan.
3.2.3. ENSAYO DE DIFERENTES PROTOCOLOS PARA EL RECUBRIMIENTO DE LAS

MICROPARTICULAS.

Se estudiaron tres protocolos de recubrimiento de las microparticulas, ya que este juega un
papel fundamental en los resultados finales de la transformacidén genética via biobalistica. Se
empled el plasmido pUGCI, una distancia de 12 cm y una presiéon de 140 psi. La descripcion de

cada uno de los protocolos se realiza a continuacion:

Protocolo propuesto por Sanford et al. (1993).

1. Agitar en el vortex la solucién de microparticulas con 40% de PEG durante cinco minutos

para resuspender y destruir aglomerados de particulas.

2. Sacar 50 uL (3 mg) de microparticulas y poner en otro tubo estéril de microcentrifuga de 1.5

mL, todo esto con el vortex a baja velocidad.

3. En estas mismas condiciones afiadir en el tubo:

= 5 L de ADN.

= 50 uL de Ca(NO3), o CaCl, (2.5 M) a pH 5.

= 20 uL de espermidina (0.1 M). Agitar bien varias veces con la micropipeta.
4. Continuar agitando en el vortex por 2-3 minutos a alta velocidad.
5. Seguidamente detener el vortex y dejar que las microparticulas se asienten por un minuto.
6. Obtener el pelet por centrifugacién durante 10 segundos.
7. Sacar el liquido sobrenadante lentamente.
8. Adicionar 140 pL de etanol al 70% sin tocar el pelet.
9. Sacar todo el etanol lentamente.
10. Adicionar 140 pL de etanol al 100% sin mover el pelet.

11. Sacar el etanol de nuevo lentamente.
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12.

Adicionar 50 yL de etanol al 100%.

Protocolo propuesto por Klein et al. (1988a).

10.

11.

12.

En un tubo Eppendorf estéril de 1.5 mL, colocar 25 uL de la suspension de microparticulas
(0.05 g/mL de agua destilada).

Agregar 5 ug de ADN plasmidico (generalmente 5 uL de una solucién a 1 ug/uL, aunque

puede usarse cantidades mayores).

Agitar en vortex.

Agregar 25 pL de una solucién de CaCl, (2.5 M) durante la agitacion en el vortex.
Agregar 10 yL de la solucion de espermidina (0.1 M) durante la agitacion en vortex.
Dejar en reposo 10 minutos sobre hielo.

Dar un golpe de centrifuga.

Eliminar con cuidado el sobrenadante.

Agregar 200 uL de etanol absoluto y dar vortex hasta resuspender las particulas.
Dar un golpe de centrifuga y eliminar cuidadosamente todo el sobrenadante.
Repetir una vez mas los pasos 9y 10.

Resuspender finalmente las particulas en 30 pyL de etanol absoluto. Dar vortex por unos

segundos.

Protocolo propuesto por Legavre (1995).

En un tubo Eppendorf estéril de 1.5 mL, afadir 1.2 uL de plasmido a una concentracién de
5 pg/uL (6 ug).

Anadir 5 pL de etanol absoluto a temperatura ambiental en tomas de 1 pL para evitar la
precipitacién del ADN. (Debe mantenerse a temperatura ambiental para evitar también la

precipitacion del ADN).
Agregar 12 pL de la suspension de tungsteno (2400 ug).

Agitar manipulando la pipeta.
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5. Debe dejarse secar bien en el laminar.

Al finalizar los disparos, se colocaron los agregados celulares en placas de Petri con el medio
de cultivo M2 con 3.0 mg.L" de 2,4-D y gelificado con el Phytagel a 2.3 g.L™". Después de tres
dias de cultivo, se realizo la tincidn con el sustrato X-Gluc y se contaron los puntos azules por el

procedimiento descrito en el epigrafe 3.2. Se utilizaron 10 repeticiones por cada tratamiento.

Se aplicé un ANOVA one-way sobre los datos y la comparacién de medias se hizo con la

prueba de Duncan.

3.2.4. ESTUDIO DE LA CANTIDAD DE MICROPARTICULAS Y NUMERO DE DISPAROS.

Luego de determinar la presion, la distancia de disparo y el protocolo de recubrimiento de las
microparticulas con mejores resultados, se procedié a estudiar la cantidad de microparticulas
por disparo y el numero de disparos sobre el mismo blanco biolégico. Se estudié 7.0, 9.0y 11.0
ML de la suspension de microparticulas recubiertas con el plasmido (pUGCI), efectuandose uno
y dos disparos en cada caso sobre el mismo blanco (Tabla 3). Segun la preparaciéon de las
microparticulas, las cantidades de la suspension de microparticulas empleadas son equivalente
a 0.42, 0.54 y 0.66 mg por disparo respectivamente.

Tabla 3. Variantes estudiadas para determinar la cantidad de microparticulas por disparo y numero de
disparo sobre el mismo blanco bioldgico en el cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21.

Tratamiento Cantidad de Numero de disparo

microparticulas por muestra
(mg)
0.42
0.54
0.66
0.42
0.54
0.66

DDA WN -~
NN A A

En este ensayo se utilizaron los parametros estudiados y determinados en los experimentos

anteriores. La evaluacion de la actividad transitoria de la enzima B-glucuronidasa se realizé de
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la manera descrita en el epigrafe 3.2. Se emplearon 10 repeticiones por tratamiento. Este

experimento se repiti6 tres veces.

Se aplicé un ANOVA multifactorial sobre los datos y la comparacién de medias se hizo con la

prueba de Dunnett's C.

3.2.5. EFECTO DEL TIEMPO DESPUES DEL SUBCULTIVO DE LA SUSPENSION CELULAR

SOBRE LA EFICIENCIA DE TRANSFORMACION.

Todos los parametros estudiados anteriormente juegan un papel importante en el éxito de la
transformacion genética, sin embargo, los pardametros biolégicos también influyen en los
resultados finales. En este experimento se estudiaron agregados celulares con diferentes
tiempos en dias después del ultimo subcultivo, teniendo en cuenta los mejores parametros
determinados en los experimentos anteriores, ya que la calidad de los agregados celulares
juega un papel fundamental en la eficiencia de la transformacién. Se probaron agregados

celulares provenientes del quinto, décimo y decimoquinto dia después del ultimo subcultivo.

El procedimiento para los disparos se realizd de acuerdo a lo descrito en el epigrafe 3.2. Se
evaluo la actividad transitoria de la enzima B-glucuronidasa. Se emplearon 10 repeticiones por

tratamiento. Este experimento se repitio tres veces.

Se aplicd un ANOVA one-way sobre los datos y la comparacién de medias se hizo con la

prueba de Dunnett’'s C.

3.2.6. EFECTO DEL ESTADO FISICO DEL MEDIO DE CULTIVO Y EL TIEMPO DE

PRECULTIVO DE LAS CELULAS ANTES DE LOS DISPAROS.

Para estudiar el efecto del estado fisico del medio de cultivo donde se cultivan las células antes

del bombardeo, se disefid este experimento donde se prepararon los agregados celulares

51



r%

Wi

Materiales y Métodos

cultivados en dos medios de cultivo: 1) M2 liquido, con 3.0 mg.L”" de 2,4-D, el cual fue el
testigo; 2) M2 semisdlido, con 2.3 g.L™" de Phytagel. Los agregados celulares se cultivaron en el

medio de cultivo semisélido para uno, tres y cinco dias antes de efectuar el bombardeo.

En este ensayo se utilizaron los siguientes parametros: una distancia de 12 cm, una presion de
140 psi, el plasmido pUGCI, 7.0 uL de microparticulas con un disparo sobre los agregados
celulares recolectados cinco dias después del ultimo subcultivo. La evaluacién se realizé
mediante el analisis de la actividad transitoria de la enzima B-glucuronidasa. Se emplearon 10
repeticiones por tratamiento. Este experimento se repitié tres veces. Se aplicé un ANOVA one-

way sobre los datos y la comparacion de medias se hizo con la prueba de Duncan.

3.2.7. DETERMINACION DE LA MINIMA CONCENTRACION INHIBITORIA DEL HERBICIDA

‘BASTA’ SOBRE LOS AGREGADOS CELULARES.

La seleccion de los explantes transformados en medios de cultivo que contienen un agente
selectivo es fundamental en el desarrollo de un protocolo de transformacién genética. Una
buena seleccién permite obtener un alto porcentaje de plantas positivas al transgen con

respecto a la cantidad de plantas regeneradas.

En este experimento se utilizaron agregados celulares preparados de la manera descrita en el
epigrafe 3.2. Se depositaron 150 uL de suspensién celular a 25% de VCS sobre mallas de
nylon de 1.0 cm?. Estas mallas, que retienen los agregados celulares, fueron colocadas en
placas de Petri que contenia el medio de cultivo M2 con 3.0 mg.L™" de 2,4-D y gelificado con 2.3
g.L™" de Phytagel. Cada una de estas mallas de nylon representé una repeticion y se emplearon
10 repeticiones por tratamiento. Se estudiaron diferentes concentraciones (0.0, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0
y 10.0 mg.L™") del herbicida BASTA en el medio de cultivo para determinar la minima

concentraciéon inhibitoria. Las placas de Petri se colocaron en condiciones de cultivo de
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oscuridad total y temperatura de 27+2.0°C. Se realizaron evaluaciones a partir de la segunda
semana de cultivo y luego cada dos semanas hasta la décima semana de cultivo. Se renové el
medio de cultivo cada dos semanas de cultivo. Las evaluaciones se hicieron de acuerdo a la
escala de grado propuesta por Santana (1982) y modificada por Busot et al. (1999), la cual se

describe a continuacion:

Grado Descripcion
1 Células muertas
2 Células vivas sin crecimiento
3 Células vivas con pequefas zonas de crecimiento
4 Células vivas creciendo en un 50%
5 Células con crecimiento normal (100%)

Se aplicé la prueba de Kruskal-Wallis one-way AOV sobre los datos observados en este

estudio.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. EMBRIOGENESIS SOMATICA.

La embriogénesis somatica es una alternativa mas eficiente que la organogénesis para la
propagacién masiva de plantas (Villalobos y Torpe, 1991). Esta técnica también puede ser
empleada de herramienta para la transformacion genética, ya que esta depende de un sistema
de regeneracioén eficiente y confiable. A continuacién se presentaran los resultados obtenidos
en las diferentes etapas de la embriogénesis somatica en el cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21’

(Musa sp. AAAB).
4.1.1. INDUCCION DE CALLOS CON ESTRUCTURAS EMBRIOGENICAS.

En esta fase del proceso de la embriogénesis somatica, todos los explantes (fasciculos
nodales) formaron glébulos meristematicos después de cuatro semanas en el medio de
induccién sin la realizacion del subcultivo, sin embargo, sélo pocos de estos glébulos formaron

callos con estructuras embriogénicas (Figura 5).

La produccion de estas estructuras embriogénicas se observo a partir de las 12 semanas de
cultivo. Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la concentraciéon de 2,4-D

influyé sobre la formacion de callos con estructuras embriogénicas (Tabla 4).

Tabla 4. Porcentaje de callos con estructuras embriogénicas formados a las 20 semanas de cultivo en el
cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21’ (Musa sp. AAAB).

Posicion de los Concentracion de 2,4-D (mg.L™)
fasciculos nodales 3 4 5
5-9 2.25 bc 6.52 a 4.49 ab
10-14 od 2.02 bc 1.12 cd

Medias con letras distintas difieren estadisticamente para p<0.05 segln un test de proporcién.
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Al utilizar una concentracion de 4.0 mg.L™" de
2,4-D, se produjeron porcentajes numéricamente
superiores con diferencia significativa al
tratamiento con 3.0 mg.L”, pero sin diferencia
significativa del tratamiento con 5.0 mg.L™" de

2,4-D.

El 2,4-D es la auxina mas usada para inducir la

embriogénesis somatica y el éxito de este
Figura 5. Embriones somaticos formados de los proceso se atribuye a la potencia de la misma

callos del rango 5-9 y con 4.0 mg.L™" de 2,4-D en

el medio de cultivo del cultivar hibrido de plétano para reprogramar las células a un estado
‘FHIA-21’ (Musa sp. AAAB), a las 20 semanas

de cultivo. embriogénico (Schoofs et al., 1999).

Asimismo, altas concentraciones de esta auxina pueden inhibir el crecimiento celular (Barceld et
al., 1995), lo cual pudiera ser la causa de la caida de los porcentajes al utilizar 5.0 mg.L™ de
2,4-D. Para los dos rangos de fasciculos nodales se observo este comportamiento. Torres
(2002) planteé que altas concentraciones de 2,4-D pueden acelerar la respiracion de las

células, creandose un desacople fosforilativo que inhibe el crecimiento celular.

La baja produccién de callos con estructuras embriogénicas es una de las principales
limitaciones en la embriogénesis somatica en el Musa. Escalant et al. (1994) plantearon que la
respuesta embriogénica de flores masculinas inmaduras en el cultivar triploide ‘Gran Enano’
(AAA) nunca excedio el 5.0% cuando se utilizé una concentracion de 4.0 mg.L™" de 2,4-D en el
medio de cultivo. Cote et al. (1996) plantearon que después de cultivar flores masculinas
inmaduras de ‘Gran Enano’, durante cinco a seis meses, fueron obtenidos callos amarillos

compactos y tejidos embriogénicos friables con numerosos embriones. La respuesta en los

55



r%

18
Resultados y Discusion

tipos Cavendish y bananos de zonas altas es, sin embargo, altamente variable y normalmente

esta por debajo de 1.0% cuando se utilizan scalps como explantes (Schoofs, 1997).

La forma en que el 2,4-D induce el estado embriogénico aun no esta clara, sin embargo, Parrott
(1993) indicd que la presencia del 2,4-D ha sido asociada con la metilacion del ADN, que
supuestamente resulta en una disminucion o terminacién de los programas de expresiéon génica
existente dentro de las células. Otro efecto del 2,4-D parece ser la imposicion de la polaridad,

posiblemente como una consecuencia del transporte polar de las auxinas (Schoofs, 1997).

Los resultados obtenidos en este experimento coinciden con lo planteado por Navarro et al.
(1997), quienes lograron la formacion de callos amarillos compactos, sin embargo, solo del 2.0
al 6.0% del numero inicial de explantes dieron origen a callos blancos embriogénicos. Grapin et
al. (1998) senalaron valores de 1.9% y 2.9% en dos cultivares de platano vianda ‘Curaré Enano’
(AAB) y ‘Curaré’ (AAB) respectivamente, con el empleo de flores femeninas como explantes.
Todos estos resultados fueron corroborados por Schoofs et al. (1999) quienes plantearon que la
respuesta embriogénica esta en dependencia del genotipo usado. Parrott (1993) explicod que los
genotipos individuales dentro de una especie difieren ampliamente en su habilidad de
experimentar la embriogénesis somatica, y por lo tanto, tales diferencias genotipicas en la
capacidad embriogénica probablemente reflejan diferencias en la habilidad de activar el camino

embriogénico.

Los fasciculos nodales mas diferenciados (10-14) tuvieron una respuesta embriogénica mas
baja con diferencia significativa respecto a los fasciculos nodales de 5-9 para cada
concentracién de 2,4-D estudiada. Estos resultados pudieran deberse a que los fasciculos
nodales de 10-14 tenian células con mayor “distancia” epigenética del estado embriogénico que

los fasciculos nodales menos diferenciados (Merkle et al., 1995).
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Escalant et al. (1994) plantearon que en el ‘Gran Enano’, el 74% de los agregados
embriogénicos formados fueron distribuidos entre las posiciones de siete a trece. Con respecto
al rango de los fasciculos nodales en este trabajo, los mejores resultados se obtuvieron con las
posiciones de 5-9, los cuales concuerdan con los resultados de Del Sol en 1995, donde se
obtuvo callos embriogénicos en los cultivares ‘Gran Enano’, ‘Parecido al Rey’ (AAA) y ‘Bluggoe’
(ABB), con el mismo rango de fasciculos nodales. Este mismo autor propuso concentraciones
6ptimas de 2,4-D en esta etapa entre 3.29 a 3.98 mg.L" para los diferentes cultivares
estudiados, sin embargo, no fue posible obtener estos callos embriogénicos para el cultivar

‘FHIA-03’ (AABB).

Basado en los resultados obtenidos en este experimento y la concordancia con lo planteado por
Escalant et al. (1994) y Del Sol (1995), se selecciond una concentracion de 4.0 mg.L™" de 2,4-D
en el medio de induccién propuesto por Escalant et al. (1994), asi como la utilizacién del rango
de fasciculos nodales de 5-9 para la formacion de callos con estructuras embriogénicas en el
cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21’. La concentracion de 4.0 mg.L'1 de 2,4-D fue seleccionada,
ya que Pérez (1998) plante6 que altas concentraciones de 2,4-D en el medio de cultivo pueden
provocar la variacion genética en las plantas regeneradas, asi para disminuir la aparicién de

posibles variaciones somaclonales, se selecciont esta concentracion.

4.1.2. ESTABLECIMIENTO Y MULTIPLICACION DE SUSPENSIONES CELULARES.

Durante los 15 dias de cultivo de los embriones somaticos, obtenidos del estudio anterior, estos
liberaron células al medio de cultivo liquido en agitacion constante, obteniéndose como
resultado una suspensién celular. La figura 6 muestra un comportamiento similar para todas las
concentraciones de 2,4-D evaluadas en este experimento, con un aumento del crecimiento
celular hasta el decimoquinto dia de cultivo, después del cual no hubo multiplicacion celular y

luego una disminucion en el numero total de las células en la suspension. Esto pudiera ser
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debido a la muerte celular provocada por una alta densidad celular y la oxidacion de los fenoles

(Schoofs et al., 1999).

El cese de la multiplicacién celular a los 15 dias de cultivo en suspensiéon pudiera atribuirse al
agotamiento de los elementos nutritivos del medio de cultivo, asi como la fuerte competencia a
altas densidades celulares por el espacio y oxigeno para desarrollarse (Schoofs, 1997). Vasil y
Vasil (1982) plantearon que el cese de la multiplicacion se atribuye a la acumulacion de
desechos del metabolismo celular, la cual disminuye gradualmente la velocidad de la division

hasta dar inicio a la fase estacionaria.

0,25
0,2 / I

T ois —~ = || -®1mglLde24D
E" 7 —B—-3mg/L de 2,4-D
B o014 5 mg/L de 2,4-D
>

0,05

O L L L) L) L) L)
3 6 9 12 15 18 21

Dias de cultivo

Figura 6. Comportamiento del crecimiento celular en la multiplicacion de la suspension celular en el
cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21’ (Musa sp. AAAB).

El tratamiento con 3.0 mg.L™" de 2,4-D tuvo un comportamiento superior al resto con diferencia

significativa a partir del dia doce hasta la ultima evaluacién a los 21 dias (Tabla 5).

Vasquez y Torres (1995) hacen referencia a los efectos fisioldgicos que ejerce la auxina sobre

el alargamiento celular, los cuales estan basados en una serie de modificaciones de las células.
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Tabla 5. Volumenes de células sedimentadas (mL) a partir del duodécimo dia de cultivo en la
multiplicacion de la suspension celular del cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21’ (Musa sp. AAAB).

Dias 12 15 18 21
Concentracion
1.0 mg.L" de 2,4-D 0.15b 0.17b 0.17 b 0.15b
3.0mg.L" de 2,4-D 0.18 a 0.22 a 0.22 a 0.21a
5.0 mg.L'1 de 2,4-D 0.14 b 0.18 b 0.18 b 0.17b

Medias con letras distintas por columnas difieren estadisticamente para p<0.05 segun la prueba de Mann-Whitney

Los niveles de auxinas necesarios para mantener la embriogénesis repetitiva varian entre
especies y cultivares (Schoofs, 1997). Dhed’a et al. (1991) publicaron que las suspensiones
celulares embriogénicas de Musa son mantenidas en concentraciones de auxinas relativamente
altas. Bieberach (1995), Grapin et al. (1996), Cote et al. (1996), Barranco (2001) y Cabrera
(2001) establecieron y mantuvieron suspensiones celulares de diferentes cultivares de Musa
con 1.0 mg.L'1 de 2,4-D en el medio de cultivo. Por otra parte, para el ‘FHIA-21’, la
concentracién de 2,4-D de mejor comportamiento resulté ser 3.0 mg.L™, la cual se empleé para
la multiplicacion de la suspension celular (Figura 7). Esto demuestra una vez mas la influencia

del genotipo sobre los resultados en condiciones in vitro.

A partir de los resultados de este
experimento se determind que los

subcultivos de las suspensiones celulares

se deben realizar a los 12 dias de cultivo, ya
que el decimoquinto dia representa el final
de la fase exponencial de la curva de

O TN ) crecimiento (Figura 6). Nayak y Sen (1989)
x LRSI R
L}

(0
l (1}

ALV AL ' encontraron que el intervalo de subcultivo

OO DG
b b v

Figura 7. Suspension celular en multiplicacion
del cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21" (Musa
sp. AAAB).

influye en la frecuencia relativa de las

células embriogénicas y cuando las
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suspensiones celulares no se subcultivan frecuentemente, estas se tornan mucilaginosas. Este

mismo fendmeno se observé en suspensiones celulares de Musa (Panis, 1995).

Después de 20 meses de cultivo, las suspensiones celulares pierden sus caracteristicas
embriogénicas. El color de la suspension celular cambia y las células son menos densas. Para
evitar esto, el medio de cultivo debe ser renovado antes de llegar al final de la fase exponencial

de la curva de crecimiento (Schoofs et al., 1999).

La densidad celular parece tener un impacto sobre la proliferacién de las células y el

mantenimiento de las caracteristicas embriogénicas (Schoofs, 1997).

Las observaciones bajo el microscopio optico revelaron que predominaban los agregados
celulares de tamafo 50-400 um, que representaron entre 90-95% de la suspension. La cantidad
de células aisladas y parenquimatosas disminuyd a medida que se fueron realizando los

siguientes subcultivos.

Dhed’a et al. (1991), a partir de los scalps en el cultivar 'Bluggoe' (ABB) y con el empleo del
medio de cultivo ZZI entre las 16-24 semanas, obtuvieron grupos de células, caracterizados por
células embriogénicas pequenas y esféricas, con un contenido citoplasmatico denso, vacuolas
pequenas, granulos de almidén y una alta razén nudcleo/citoplasma. Segun De Vries et al.
(1988), estas caracteristicas se consideran como un indicativo de la condicién embriogénica de
las suspensiones celulares. Similares resultados han sido obtenidos por Schoofs (1997), al
establecer suspensiones celulares en el cultivar 'Three Hand Planty' (AAB), en medio de cultivo
ZZ] y como explante inicial, embriones somaticos obtenidos de callos provenientes de los

scalps.

60



Resultados y Discusién @

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este estudio, se determiné que se deben
subcultivar las suspensiones celulares cada 12 dias, con la utilizacién del medio de cultivo

propuesto por Bieberach (1995) adicionandosele 2,4-D a una concentracién de 3.0 mg.L™".

4.1.3. FORMACION DE EMBRIONES SOMATICOS EN MEDIO DE CULTIVO SEMISOLIDO.

Estudio de la densidad celular y el medio de cultivo

No obstante de haberse realizado el conteo de los embriones somaticos a los 45 dias de cultivo
y sin el cambio de medio de cultivo, ya se habia observado la aparicién de los primeros

embriones somaticos en etapa globular a los 20 dias (Figura 8A). Sdélo a los 45 dias se obtuvo

el mayor numero de embriones somaticos en etapa globular (Figura 8B).

Figura 8. Embriones somaticos en etapa globular del cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21’ en el medio de
cultivo M3a semisdlido a una densidad celular de 20%. (A) - A los 20 dias de cultivo. (B) - A los 45 dias
de cultivo.

En este estudio hubo interaccién entre ambos factores estudiados. El mejor tratamiento resultd
ser el medio de cultivo M3a con una densidad celular de 20%, donde se formé un promedio de

799.5 + 3.8 embriones somaticos de 150 uL de suspension celular después de 45 dias de
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cultivo. Este tratamiento fue significativamente superior a los demas tratamientos. Aunque el
comportamiento para ambos medios de cultivo fue similar, el mayor nimero de embriones

somaticos en el medio de cultivo M3b se formé al 15% de densidad celular (Figura 9).

900
800 d b
700
600
500
400

300 -
200 M3a

100 M3b

Numero de embriones
somaticos

10 15 20 25
Densidad Celular (%)

ES =+ 19.65

Medias con letras distintas difieren estadisticamente para p<0.05 segun la prueba de Duncan.

Figura 9. Numero de embriones somaticos formados a los 45 dias de cultivo a diferentes densidades
celulares en dos medios de cultivo distintos. M3a — medio de cultivo propuesto por Bieberach (1995). M3b
— medio de cultivo propuesto por Dhed’a et al. (1991).

En cuanto a los medios de cultivo estudiados, el M3a contenia las sales SH (1972), junto con
otros componentes y reguladores del crecimiento como el acido naftalenacético (ANA),
isopenilaminopurina (2ip) y kinetina, los cuales lo hicieron mucho mas rico en su composicion
que el M3b. Estos elementos (reguladores de crecimiento) favorecen el proceso de la
histodiferenciacién de las células, sin embargo, el medio de cultivo M3b fue un medio mucho
mas simple, ya que solo tenia la mitad de las sales MS y sin regulador del crecimiento. Otro
aspecto que pudiera influir en los resultados de este experimento es que el medio de cultivo

M3a tenia 45 g.L”' de sacarosa, mientras que el M3b solo tenia 30 g.L™". Al aumentar la

concentracion de sacarosa en el medio de cultivo, aumenta el potencial osmético, lo cual creé
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una condicion de estrés que sirvid para anular o alterar la expresion del gen relacionado a una
funcién especifica en la planta y que sea competente a las sefiales inductivas para la formacién
de los embriones somaticos (Schoofs, 1997). También la sacarosa sirvio como una fuente de

energia para la formacion de los embriones somaticos.

Por otra parte, a mayor densidad celular, mayor competencia entre las células por los
elementos nutritivos en el medio de cultivo. También las células compiten por el espacio para su
desarrollo. Estos factores pudieran ser probablemente la causa de la disminucién del nimero de
embriones formados a una densidad celular de 25% (Georget et al., 2000). De Vries et al.
(1988) plantearon la acumulacion, en el medio de cultivo, de moléculas inhibitorias del proceso
de diferenciacion, como son las glicoproteinas extracelulares; también plantearon un
desbalance en el medio de cultivo entre los niveles de elementos inhibitorios que han sido

secretados por la célula al medio de cultivo.

Cabrera (2001) planteé que a partir del decimoquinto dia de cultivo comenzaron a formarse
pequenas estructuras globulares en el cultivar ‘Navolean’ (Musa sp. AAB) donde en las
diferentes densidades estudiadas se observé la formacion de embriones somaticos en etapa
globular, con los mayores numeros de embriones somaticos en densidades celulares entre 9.0 y
15.0% de VCS. En la densidad de 12.0% de volumen final de células se obtuvo el mayor
numero de embriones somaticos formados (1 533 + 45.86) después de 45 dias de cultivo.
Barranco (2000) obtuvo en el cultivar de ‘Gran Enano’ los mejores resultados con 15% de
densidad celular, con 2 561.5 = 95.3 embriones somaticos en medio de cultivo liquido y 219.5 +
9.0 en medio de cultivo semisélido a partir de 1.0 mL de células. Gémez et al. (2002), a partir de
la misma cantidad de suspension celular, obtuvieron 1 883 + 23 embriones somaticos en etapa
globular después de 30 dias de cultivo. Estos estudios se realizaron en medio de cultivo liquido

en el cultivar hibrido ‘FHIA-18" (Musa sp. AAAB).
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Segun Georget et al. (2000), en suspensiones celulares embriogénicas de platanos, el
desarrollo de células embriogénicas en pro-embriones en medio de cultivo liquido es bajo y
dentro de las sefiales que resultan en la formacion de embriones somaticos, la densidad celular

es considerada un factor importante.

Céte et al. (1996) senalaron que los primeros embriones fueron discernibles entre los 20 y 30
dias, después que la suspensioén fue plagueada sobre el medio de cultivo. EI nUmero promedio
de embriones formados por mililitro fue 370X10° + 65X10°. Los resultados obtenidos en este
trabajo, coinciden con los alcanzados por estos autores; se muestra que es posible obtener el
mayor numero de embriones somaticos globulares, en el medio de cultivo M3a semisdlido y a
una densidad celular de 20% en el cultivar hibrido de platano 'FHIA-21', con el empleo de

suspensiones celulares embriogénicas.

Efecto de la edad de la suspensién celular sobre su estado embriogénico

La edad de la suspension celular influyé sobre su potencial de diferenciacién y su capacidad de
formar embriones somaticos. Se mantuvo la suspension celular del cultivar hibrido de platano
‘FHIA-21’ con 3.0 mg.L™ de 2,4-D en el medio de cultivo y los subcultivos se realizaron cada 12
dias. Se observa por la figura 10 que la maxima capacidad en la formacion de embriones
somaticos se mantuvo hasta los 14 meses en suspensioén. A partir de los 16 meses de cultivo, la
capacidad de formar embriones somaticos de estas suspensiones celulares disminuyd con
diferencia significativa a las suspensiones celulares mas jovenes. La capacidad de estas
suspensiones celulares siguié disminuyendo a los 18 y 20 meses de edad, donde solo se
formaron 584.7 + 5.87 embriones somaticos a partir de 150 uL de suspension celular a 20%

VCS.
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Estos resultados pudieran deberse a la habituacion de los agregados celulares en un medio de
cultivo liquido con 3.0 mg.L™ de 2,4-D, el cual puede provocar variaciones genéticas después

de tiempo de cultivo prolongado (Gémez, 1998).

Numero de embriones somaticos

8 10 12 14 16 18 20

ES=+59 Meses después del establecimiento

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

Figura 10. Numero de embriones somaticos en la etapa globular, formados a los 45 dias de cultivo con
suspensiones celulares a diferentes edades, después de haber sido establecidas en el cultivar hibrido de
platano ‘FHIA-21’ (Musa sp. AAAB).

Cote et al. (1996) y Barranco (2001) mantuvieron suspensiones celulares de ‘Gran Enano’ y
‘FHIA-18’ respectivamente durante 20 meses después de haber sido establecidas, sin embargo,
estos autores no comprobaron la capacidad de diferenciacién de estas suspensiones con esta

edad.

Schoofs (1997) planteé que la capacidad morfogénica de suspensiones celulares
embriogénicas en diferentes cultivares de Musa no fue igual, lo cual indica que el genotipo
influye en la respuesta embriogénica. Pérez (1998) sefiald que las variaciones mas comunes en

el cultivo in vitro son la poliploidia, la aneuploidia y las aberraciones cromosdmicas y en los
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estudios citolégicos en varios cultivos ha quedado demostrado que los cambios aumentan
proporcionalmente a la edad de los cultivos in vitro. Se ha sefalado que ésta es la causa
fundamental de la pérdida de la totipotencia de las células, producto del elevado numero de
mutaciones en las células, pues solo se convertiran en plantas, las células con pequefios

cambios genéticos (Pérez, 1998).

Es importante determinar el momento en que las suspensiones celulares pierden sus
capacidades embriogénicas, ya que esto pudiera indicar la presencia de variaciones
somaclonales, las cuales pueden ser un estorbo en cualquier programa de mejoramiento

genético (Pérez et al., 1998).

Basado en los resultados obtenidos en este estudio, se utilizaron suspensiones celulares con
edad maxima de 14 meses para la regeneracion de plantas, asi como para ser transformadas

genéticamente via biobalistica.

4.1.4. MADURACION Y GERMINACION DE LOS EMBRIONES SOMATICOS.

La densidad celular y los dias de permanencia en el medio de cultivo M4 influyeron en el inicio
de la germinacién de los embriones somaticos, sin embargo, no hubo interaccion entre ambos
factores. Los embriones somaticos formados a 15 y 20% de densidad celular, germinaron

primero y con diferencia significativa a los formados a 10 y 25% (Tabla 6).

Tabla 6. Dias de inicio de la germinacion de los embriones somaticos formados a diferentes densidades
celulares en el cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21’.

Densidad Celular (%)
10 15 20 25
2597+11b 2042+t14a 2150+1.1a 2627+11b

Medias con letras distintas difieren estadisticamente para p<0.05 segun la prueba de Dunnett's C.
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Estos resultados se pudieran atribuir a una mayor acumulaciéon de sustancias de reservas de
los embriones somaticos formados a 15 y 20% de densidad celular, los cuales estaban en
mejores condiciones para enfrentar esta etapa de germinacién a pesar de los dias de

permanencia en el medio de cultivo de maduracion (M4).

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que existe una relacion entre la densidad
celular, la formacion de los embriones somaticos y el inicio de la germinacion de los mismos,
posiblemente debida a la disponibilidad de nutrientes y reguladores de crecimiento en las

concentraciones demandadas por las células en cada momento.

El tiempo de permanencia en el medio de cultivo M4 tuvo influencia en el inicio de la
germinacion. Los embriones somaticos que permanecieron en el medio de cultivo M4 de 20 a
30 dias, germinaron primero, con diferencia significativa con los que permanecieron 10 dias

solamente, asi como el control que no paso por la etapa de maduracion (Tabla 7).

Tabla 7. Dias de inicio de la germinacion de los embriones somaticos con diferente tiempo de
permanencia en el medio de cultivo M4 en el cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21".

Dias de permanencia en el medio de cultivo M4

0 10 20 30

3357+06¢c 2487+08b 17.97+0.7a 17.75+x0.7a

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

Pocos autores hacen referencia a la etapa de maduracién en el género Musa debido que al
obtener embriones somaticos en etapa globular inmediatamente se pasan a medios de cultivo
de germinacion, donde hay mayor demora en cuanto a la germinacion y bajos porcentajes de la
misma (Schoofs, 1997). Los resultados de este estudio demuestran la influencia positiva del

medio de cultivo de maduracion en el inicio de la germinacion.
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Cabrera (2001) demostré que en el cultivar ‘Navolean’ (AAB) es indispensable colocar los
embriones somaticos en etapa globular por 30 dias en el medio de cultivo de maduracién para
lograr buenos resultados en la germinacién. Al dejar los embriones somaticos menos tiempo, se

demora mucho mas la iniciacion de germinacion.

La densidad celular y el tiempo de permanencia en el medio de cultivo M4 influyeron y con
interaccion entre ambos en los nimeros de embriones somaticos germinados. Los mejores
tratamientos fueron con los embriones somaticos formados a 15% densidad celular después de
20 y 30 dias de permanencia en el medio de cultivo M4, con 16.3 y 16.5 embriones somaticos
de un total de 20 (Tabla 8), los cuales representan el 81.5 y 82.5% respectivamente. Estos dos
tratamientos presentaron diferencias significativas con respecto a los demas tratamientos.
Todos los embriones somaticos que permanecieron en el medio de cultivo M4 durante 20 y 30
dias, independientemente de la densidad celular a que se formaron, tuvieron un
comportamiento superior con diferencia significativa con respecto al control (Tratamiento 1-4).
Esto comprobé la importancia que tiene la etapa de maduracion para lograr altos porcentajes de

germinacion.

La densidad celular a que se formaron los embriones somaticos en el medio de cultivo M3a jugd
un papel fundamental en la germinacion. En la etapa de la formacién de embriones somaticos,
se concluyé que se formaron mayores niumeros de embriones somaticos a una densidad celular
del 20%, sin embargo, se demuestra en la etapa de germinacion que los embriones somaticos
formados a 15% lograron mayores numeros de embriones somaticos, germinados después de

20 y 30 dias de permanencia en el medio de cultivo M4 (Tabla 8).
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Tabla 8. Numero de embriones somaticos germinados a diferentes densidades celulares y tiempo de
permanencia en el medio de cultivo M4 en el cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21".

Densidad Dias de permanencia en el medio de cultivo M4
celular (%)
0 10 20 30
10 1.3+0.30d 22+046d 8.3+£059¢c 8.8+0.54c
15 1.8+£0.35d 7.0+1.06c 16.3+047a 16.5+0.56a
20 23+0.36d 84+054c 125+0.68b 129+0.60b
25 1.0+£0.33d 27+0.51d 7.3+0.68c 8.6+0.83¢c

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

Céte et al. (1996) plantearon que el porcentaje de germinacion en el cultivar ‘Gran Enano’
depende del tamafio de los embriones somaticos. Los que median de 100 a 250 uym de
longitud, lograron un porcentaje promedio de 3.0% y los que median de 800 a 1 000 ym, un

20% de germinacion.

El incremento en el peso seco y el engrosamiento de los embriones somaticos puede indicar
una alta calidad en el vigor, lo cual influye positivamente en su posterior germinacion (Fuiji et al.,

1990).

Dhed’a et al. (1991) sefialaron porcentajes de germinacion de 10 a 23% en el cultivar ‘Bluggoe’
(ABB) cultivado de meristemo, mientras que Novak et al. (1989) mencionaron de 1.5 a 12% en
bananos y banano de coccion cultivado de rizomas. Marroquin et al. (1993) lograron porcentaje
de germinacion de 20 a 36% en Musa acuminata. Mientras que Grapin et al. (1996a) obtuvieron
en el platano ‘French Sombre’ (AAB) porcentajes de germinacion de 10 a 40%. Estos resultados

son bajos en comparacion con los que han logrado autores como Escalant et al. (1994) en
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diferentes cultivares y Navarro et al. (1997) en Musa acuminata, quienes obtuvieron entre 60 y

70% de germinacion en un sistema de inmersion temporal (SIT) tipo RITA.

Los trabajos mas recientes de germinacion de embriones somaticos en el género Musa
corresponden a los realizados por Barranco (2001), quien logré hasta 40.6% de germinacién en
el cultivar hibrido ‘FHIA-18 en medio de cultivo semisdlido; y Cabrera (2001) en el cultivar
‘Navolean’ (AAB) con un 49.33%. Los resultados obtenidos en este trabajo son muy superiores
a los de estos autores. Esto indica que el genotipo influye también en el proceso de la

germinacion.

Los embriones somaticos en etapa globular no estan aptos para lograr altos porcentajes de
germinacion y por tanto necesitan ser colocados en el medio de cultivo M4 durante 20 dias
para favorecer la maduracion de los mismos. Los resultados alcanzados en el epigrafe 4.1.3
revelaron que se formé el mayor numero de embriones somaticos a una densidad celular de
20% en el medio de cultivo M3a. Basado en este analisis, se selecciono el 15% de densidad
celular para la formacién de embriones somaticos ya que con esta densidad se garantiza una

mejor eficiencia de regeneracion de plantas.

4.1.5. CONVERSION DE LAS PLANTAS OBTENIDAS DE LOS EMBRIONES SOMATICOS.

La habilidad de obtener plantas in vitro con raices no es necesariamente un indicador de
continuo crecimiento y vigor en condiciones ex vitro (Fuji et al.,, 1990). A los 50 dias de
plantadas en la fase de aclimatizacion, los resultados obtenidos no mostraron diferencias

significativas entre las dos poblaciones de plantas estudiadas (Tabla 9).

Las plantas obtenidas de embriogénesis somatica y organogénesis tuvieron una supervivencia

en esta fase de 99.2 y 99.6% respectivamente. Las plantas de ambas procedencias en este
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estudio tenian caracteristicas fenotipicas normales de acuerdo a lo planteado por Rowe (1998)

para este cultivar hibrido de platano.

Tabla 9. Comportamiento en la fase de aclimatizacion de plantas obtenidas por embriogénesis somatica
y organogénesis en el cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21’.

Tratamiento Altura (cm) Numero de hojas
Embriogénesis somatica 16.66 + 0.32 6.64 £ 0.19
Organogénesis 15.78 £ 0.39 6.78 £ 0.21

Durante el desarrollo de las plantas en la fase de aclimatizacion hasta los 50 dias (Figura 11),
no se observaron cambios morfolégicos, tales como la coloracién de las hojas y el pseudotallo.
Esto no excluye la existencia de variacion genética en estas poblaciones, sino que en esta fase
no fue posible detectarla. Sandoval et al. (1997) sefialan que se puede detectar alrededor de
60% de variantes somaclonales en dicha fase de crecimiento y que se hace necesario las

evaluaciones de estas plantas en campo hasta completar el ciclo de desarrollo por dos

generaciones.

Figura 11. Aspecto fenotipico de las plantas del cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21’ procedentes de (A)
organogénesis y de (B) la embriogénesis somatica, a los 50 dias de plantadas en la fase de
aclimatizacion.

71



r%

18
Resultados y Discusion

Se observo un buen vigor y crecimiento en ambas poblaciones, el cual puede estar dado por el
rejuvenecimiento y el saneamiento que se obtiene a través del cultivo in vitro (Pérez, 1998). Los
resultados obtenidos en este experimento demuestran que no existen diferencias morfologicas

entre ambas técnicas de propagacion masiva de plantas hasta esta fase de desarrollo.

Céte et al. (2000) encontraron variaciones en plantas del cultivar ‘Gran Enano’ obtenidas de
embriones somaticos durante la fase de aclimatizacién. Estos cambios representaron entre 0.5
y el 2.0%. Cuando estas plantas fueron llevadas al campo, desaparecieron estos cambios
morfolégicos, demostrandose que eran producto de cambios epigenéticos. Barranco (2001)
encontré en el cultivar hibrido ‘FHIA-18’ diferencias significativas en cuanto a la altura de las
plantas procedentes de las dos vias de regeneracion estudiadas, con valores superiores para
las plantas originadas de embriones somaticos. El resto de los parametros evaluados, se
comportaron de igual manera. Cabrera (2001) realizé estudios similares en el cultivar ‘Navolean’
y observd que las plantas de ambas procedencias se comportaban de la misma manera sin
diferencias significativas entre si. Los resultados de este trabajo corroboran los obtenidos por

este autor.

Los diferentes estudios realizados con el cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21’ y los
correspondientes resultados obtenidos en esta investigacion permiten proponer un esquema
(Figura 12) para la embriogénesis somatica a partir de las flores masculinas inmaduras. Este
sistema puede ser aplicado como una herramienta para la transformacién genética de este
cultivar hibrido de platano, asi como una via de propagacion masiva y conservaciéon de

germoplasma.
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Figura 12. Esquema para el desarrollo de la embriogénesis somatica hasta la aclimatizaciéon de las
plantas formadas, a partir de embriones somaticos en el cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21" (Musa sp.
AAAB).
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4.2. TRANSFORMACION GENETICA POR BIOBALISTICA.

La transformacién genética por biobalistica es muy utilizada en varias especies por ser un
método simple y versatil. A continuacion se presentan los resultados obtenidos en varios
estudios de parametros que influyen en el proceso de la transformacion genética por esta via en

el cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21".

4.2.1. ESTUDIO DE LA DISTANCIA Y LA PRESION PARA EFECTUAR EL DISPARO SOBRE

EL BLANCO BIOLOGICO.

Los resultados de este experimento demostraron que la distancia y la presion juegan un papel
muy importante en la expresion del gen reportero uidA, que codifica para la B-glucuronidasa
(GUS) y es imprescindible ajustar estos factores antes de establecer un protocolo para la
transformacion genética del platano. La mejor interaccién de presion y distancia de disparo
resulté ser la de 140 psi con 12 cm. Este tratamiento produjo 57.0 puntos azules con diferencia
significativa a los demas tratamientos (Tabla 10). A 6.0 cm, es probable que las células
sufrieran dafios por el impacto de las microparticulas y la descarga de gas y la mayoria de ellas

murieron.

Tabla 10. Numero de puntos azules por disparo a diferentes distancias y presiones en el cultivar hibrido
de platano ‘FHIA-21’ (Musa sp. AAAB).

Distancia de Presion (psi)

disparo
(cm) 120 130 140 150
6 20.3+18¢g 281+21ef 236x1.9fg 13.2+1.6h
9 25.2 +1.7 fg 39.7+27c¢ 457 +15b 23.5+1.7 fg
12 21.9+15fg 36.8+24cd 73.0+3.1a 31.8x24de
15 151+1.1h 24.4 +15fg 39.8+27c  36.6+23cd

Medias con letras distintas difieren estadisticamente para p<0.05 segun la prueba de Duncan.
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Una presion de 120 psi pudo haber resultado insuficiente para la penetracion de las
microparticulas en las células, obteniéndose una baja expresion de la B-glucuronidasa. Por otra
parte, 150 psi fue una presion demasiado alta, con la cual se obtuvo también una baja
expresion de la B-glucuronidasa, que pudiera ser la causa del dafio celular por el impacto de
las microparticulas (Becker et al., 2000). Los resultados de este experimento corroboran el
hecho de que la combinacion de la presion y la distancia es fundamental para cada especie y

cultivar.

La reaccion de la enzima [3-
glucuronidasa con el
sustrato X-Gluc conduce a
la expresién del gen uidA, la
cual se manifiesta por
medio de un precipitado
azul en las células (Figura
13), observado bajo el

microscopio estereoscopico.

Figura 13. Expresién de la B-glucuronidasa en agregados celulares del
cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21’ (Musa sp. AAAB).

Mas et al. (2000) obtuvieron los mejores resultados al bombardear embriones somaticos del
cultivar ‘Gran Enano’ (Musa sp. AAA) con una presion de 120 psi y una distancia de 8.0 cm.
Sagi et al. (1995a) utilizaron presiones de 43 a 87 psi y lograron expresion transitoria en el
cultivar ‘Bluggoe’ (Musa sp. ABB). En estos experimentos, los autores utilizaron una pistola
construida basada en la descripcidn de Takeuchi et al. (1992) y con helio como el gas propulsor.

En este trabajo se utilizé el argén y los resultados obtenidos indican, que aunque se clasifican
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como un gas mas pesado por su peso molecular, se puede utilizar para la transformacién
genética. No se encontrd en la literatura consultada ningun articulo donde utilice este gas para

la transformacion genética de bananos y platanos.

Los resultados de disparo varian en dependencia de la especie vegetal y del disefio de la
pistola de genes (Rey et al., 1996) entre otros factores. Becker et al. (2000) seleccionaron, para
el bombardeo de suspensiones celulares en el cultivar ‘Gran Enano’, una distancia de 7.5 cm y
una presiéon de 80 psi. Mientras que Grapin (1995) obtuvo sus mejores resultados a una

distancia entre 10-13 cm en diferentes cultivares de Musa spp.

Taylor y Vasil (1991) describieron danos visibles a células de mijo (Pennisetum glaucum L.)
cuando estas fueron colocadas mas cerca al filtro en un aparato PDS-1000, sirviéndose de
microparticulas de oro. Klein et al. (1988a) encontraron una distancia éptima de 6.0 cm para el
bombardeo de células de Zea mays con una pistola de alta presion y plantearon que la unidad
de expresién disminuye a medida que se incrementa la distancia entre las células y el
acelerador de particulas. Segun estos autores, los resultados obtenidos se deben a que la
desaceleracion de las microparticulas, causada por la resistencia del aire, aumenta a medida

que aumenta la distancia.

Mas (2002) determiné que la mejor presion y distancia para lograr la expresion transitoria de la
B-glucuronidasa en embriones somaticos de la papaya (Carica papaya L.) fue 140 psiy 9.0 cm

respectivamente y el argébn como gas propulsor.

Seki et al. (1991) encontraron que la mejor presion para bombardear Arabidopsis thaliana L. fue
de 75 psi, mientras que para cultivos como el tabaco (Nicotiana tabacum L.) y Betula pendula la
mejor presion fue de 200 psi. A una distancia fijada en 10 cm con una pistola neumatica de alta

presién, se alcanzaron los mejores resultados en las hojas de Arabidopsis thaliana a una
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presiéon de 1635.68 psi, mientras que para las raices de la misma especie, la mejor presion fue
de 2844.66 psi. Esto corrobora una vez mas que la especie, el cultivar y el tejido influye también

en los resultados obtenidos, y por lo tanto requieren ser estudiados para su optimizacion.

Los resultados obtenidos en este estudio condujeron a la realizacion de los disparos a una

presion de 140 psi y una distancia de 12 cm.

4.2.2. ESTUDIO DE DIFERENTES CONSTRUCCIONES GENETICAS.

Para cada especie de planta y cada tipo de tejido, es necesario identificar los promotores
altamente expresivos. Este estudio se realizé para analizar el efecto de diferentes plasmidos
con diferentes promotores, ya que estos juegan un papel fundamental en la introduccion e
integracién del transgen en el genoma de la planta. Los plasmidos que produjeron la mayor
cantidad de puntos azules por disparo fueron pUGCI y pAHC25. Estos plasmidos se
comportaron significativamente superiores a los demas plasmidos. Estos resultados se pudieran
atribuir al hecho de que los plasmidos estan bajo el control del promotor, el poliubiquitina del
maiz, el cual ha sido reportado como uno de lo mas fuerte en el género Musa. El resto de los
plasmidos estan bajo el control del promotor 35S CaMV. El plasmido de menor cantidad de
puntos azules obtenido fue el pBPF-A5-GUS con diferencia significativa a los demas plasmidos

(Figura 14).

Segun Sagi et al. (1995b) el promotor poliubiquitina del maiz es uno de los promotores mas
fuertes para Musa spp. Estos autores obtuvieron los mejores resultados con el plasmido
pAHC27 bajo el control del mismo promotor en diferentes cultivares de Musa spp. Los
resultados de este trabajo corroboran lo planteado por estos autores. Schenk et al. (1999)
utilizaron 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
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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.

Numero de puntos azules/disparo
N
<

NN N N N N N

pAHC25 pBPF-A5- pUGCI pC3301 pBPF-Q5
GUS

Plasmidos
ES=+2.96

Medias con letras distintas difieren estadisticamente para p<0.05 segun la prueba de Duncan.

Figura 14. Eficiencia de transformacion con cinco plasmidos diferentes en el cultivar hibrido de platano
‘FHIA-21’ (Musa sp. AAAB).

Grapin (1995) estudié diferentes plasmidos en cultivares como ‘French Sombre’ (AAB), ‘Gran
Enano’ (AAA) y M. malaccencis (AA) y encontré que en todos los casos el mejor fue el pUGCI,

lo cual coincide con los resultados alcanzados en este trabajo.

El promotor 35S CaMV ha sido usado extensamente con éxito en muchas especies de plantas,
algunas veces como un promotor doble o triple para aumentar la expresion génica (Charest et
al., 1993). Estos autores encontraron niveles mas altos de expresion GUS en Picea glauca
cuando un promotor doble de 35S CaMV fue vinculado al enhancer del virus del mosaico de la
alfalfa. Christensen et al. (1992) plantearon que mientras el promotor 35S CaMV funciona bien
en la mayoria de los dicotiledoneas, tiene algunas limitaciones y no puede ser tan efectivo en

monocotiledéneas.
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El uso del promotor Adh 1 del maiz y su primer intron en células de maiz, resulté en un aumento
en la expresion génica comparado al promotor 35S CaMV solo (Reggiardo et al., 1991). Taylor
et al. (1993) investigaron el uso del promotor, primer exon y primer intron del gen ubiquitina del
maiz en varias monocotiledéneas, tales como el trigo, el maiz, Panicum maximum, Pennisetum
glaucum, P. Purpureum y Saccharum officinarum. En todos los casos, el plasmido con el
promotor la ubiquitina resultd en niveles mas altos de expresiéon GUS que el promotor Adh 1 con
el intron 1 del Adh 1. Esta observaciéon fue apoyada por Christensen et al. (1992), quienes
encontraron un aumento de diez veces en la expresion del gen reportero cat cuando fue

conducido por el promotor Ubi 1, comparado con el promotor 35S CaMV.

Grapin et al. (1996b) examinaron seis promotores diferentes para la expresion transitoria y las
actividades de estos fueron similares. Altos niveles de expresion transitoria del gen uidA fueron
obtenidos en las suspensiones celulares de ‘Gran Enano’ (AAA), después de mejorar los

parametros de bombardeo.

El tamano del plasmido también puede influir en la expresiéon génica. Grandes plasmidos (mas
de 10 kb) puede ser mas sensibles a la fragmentacién durante el bombardeo de microprojectiles
(Fitch et al., 1992), provocandose niveles mas bajo de expresién génica. En esta investigacion
el tamano no fue un factor de estudio, ya que todos los plasmidos utilizados tuvieron tamafio
menor de 10 kb. En este estudio en particular, el promotor, especificamente el poliubiquitina del

maiz, jugd un papel importante en los nimeros de puntos azules obtenidos por disparo.

Los resultados obtenidos en este estudio revelaron que los plasmidos bajo el control del
promotor poliubiquitina del maiz lograron mayores eficiencias de transformacion con respecto a
los plasmidos con el promotor 35S CaMV, y por lo tanto debe ser considerado para la

transformacion genética de este cultivar hibrido de platano en estudio.
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4.2.3. ENSAYO DE DIFERENTES PROTOCOLOS PARA EL RECUBRIMIENTO DE LAS

MICROPARTICULAS.

La adhesion eficiente del ADN a la superficie de las microparticulas es esencial para su entrega
optima. Muchos protocolos han sido descritos para el recubrimiento de las microparticulas. Al
ensayar tres protocolos diferentes, se obtuvo que el uso del CaCl, y la espermidina (Sanford et
al., 1993 y Klein et al., 1988a) es importante para lograr mayor efectividad en la expresién
génica. Los dos protocolos que usaron el CaCl, y la espermidina lograron mayores numeros de
puntos azules que el protocolo de Legavre (1995) (Figura 15). Este resultado se pudiera atribuir
al papel que juega el cloruro de calcio y la espermidina en la adhesion de la ADN sobre la

microparticulas.
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Medias con letras distintas difieren estadisticamente para p<0.05 segun la prueba de Duncan.

Figura 15. Numero de puntos azules por disparo en agregados celulares del cultivar hibrido de platano
‘FHIA-21’ con el empleo de tres protocolos de recubrimiento diferentes.
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Carrasco (1999) planted que en presencia de CaCl, y espermidina, el ADN queda adherido a
las microparticulas metalicas por interacciones no covalentes y una vez dentro del tejido
vegetal, el ADN se desprende de las microparticulas debido a las modificaciones del entorno

idnico.

Cao et al. (1990) realizaron investigaciones con respecto a los cambios en los componentes de
la mezcla de las microparticulas y el ADN. Ellos compararon el uso de cloruro de calcio y
espermidina, polietilenglicol (PEG) solo y PEG en combinacion con espermidina adheridos a
particulas de tungsteno. El uso de PEG en combinacion con espermidina resulté en la mayor
expresion de GUS observada dos dias después de bombardear secciones de embriones
cigéticos maduros de arroz y maiz. Por otra parte, Perl et al. (1992) encontraron que cuando
utilizaron el gen uidA en trigo, se observaron el mayor nimero de unidades de expresion

cuando la espermidina fue omitida del protocolo descrito por Klein et al. (1988a).

Panis et al. (1996) plantearon que el método mas aplicado para el recubrimiento de las
microparticulas con el ADN es el propuesto por Sanford et al. (1993) y los resultados

alcanzados en el presente trabajo coinciden con lo planteado por estos autores.

4.2.4. ESTUDIO DE LA CANTIDAD DE MICROPARTICULAS Y NUMERO DE DISPAROS.

Este experimento se realizd para continuar el ajuste de los parametros que influyen en el
proceso de la transformacién genética via biobalistica. Del proceso estadistico resulté que la
cantidad de microparticulas y el numero de disparos no interactuaron para influir sobre los
resultados, solo este ultimo factor mostré su efecto sobre los agregados celulares. Al realizar un
solo disparo, se obtuvieron valores significativamente superiores a los tratamientos con dos
disparos sobre el mismo blanco (Tabla 11). Dos disparos sobre la misma muestra tuvieron un
efecto negativo. Esto se pudiera atribuir al hecho de que las células sufrieron mucho dafo al ser

bombardeadas dos veces, ya que las microparticulas de tungsteno son de forma irregular con
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puntas, las cuales causan dafos a las células vegetales, que en muchos casos es irreversibles.
Los dafios causados por el impacto de las microparticulas pueden provocar la muerte de las

células (Escalant, 2002).

Tabla 11. Efecto del numero de disparo por muestra sobre agregados celulares del cultivar hibrido de
platano ‘FHIA-21".

Numero de disparos Numero de puntos azules
1 70.53+4.04 a
2 3140+256b

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

La cantidad de microparticulas usada para efectuar los disparos no influyé sobre los resultados
alcanzados. Esto pudiera deberse a que 0.42 mg (7.0 pulL) fue suficiente para penetrar la
cantidad de células utilizada para cada disparo. El aumento de la cantidad de microparticulas
hasta 0.66 mg (11.0 uL), no causé un incremento significativo en la eficiencia de la

transformacion.

Sagi et al. (1995a) indicaron que el doble bombardeo sobre suspensiones celulares del cultivar
‘Bluggoe’ (Musa sp. ABB) mejoré la frecuencia de expresion transitoria, con un promedio de 494
+ 60.3 puntos azules por muestra, sin embargo, estos autores utilizaron microparticulas de oro,
el cual es inerte y no es toxico. El genotipo pudiera marcar una diferencia en los resultados
obtenidos en el género Musa, asi también el tipo de pistola de genes que se utiliza para
efectuar los bombardeos. Becker et al. (2000) utilizaron 0.42 mg (5.0 pyL) de microparticulas
para cada disparo sobre suspensiones celulares del cultivar ‘Gran Enano’ (Musa sp. AAA)
lograndose buenos resultados. Con el empleo de embriones somaticos en la etapa globular del

mismo cultivar, Mas et al. (2000) lograron las mayores eficiencias al efectuar dos disparos sobre
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la misma muestra y con 12 pL de suspensién de microparticulas, sin embargo, estos son tejidos

mas diferenciados y necesitan de mayor fuerza para la penetracién de las microparticulas.

Las frecuencias de transformacién pueden aumentar, no solo por cambiar la velocidad de las
particulas, sino también por realizar bombardeos repetidos (Southgate et al., 1995). Lonsdale et
al. (1990) encontraron que dos bombardeos aumentaron la expresion transitoria del gen uidA
introducido en embriones de trigo, aunque los bombardeos siguientes ocasionaron mayor dafo
al tejido. Klein et al. (1988a) reportaron un aumento en los eventos de transformacion en
suspensiones celulares de maiz al realizar tres bombardeos sucesivos. Contrario a estos
autores, Kartha et al. (1989) encontraron que el doble bombardeo de suspensiones celulares y
embriones inmaduros de cebada fue perjudicial, lo cual coincide con los resultados alcanzados

en este trabajo. Esto se pudiera atribuir al estado en que se encuentre el blanco biolégico.

Klein et al. (1988a) observaron que la expresion GUS llegé a su punto mas alto cuando
pequenas cantidades (1.25 6 2.50 yL) de microparticulas fueron usadas en el bombardeo del
maiz, mientras que volumenes de 5.0 6 10.0 yL ocasionaron una reduccion drastica en el

numero de unidades de expresion observadas.

Mas (2002) encontré que la frecuencia de aparicion de puntos azules aumenté al disparar
embriones somaticos de papaya con 12 uL de la suspension de microparticulas, sin embargo, al
incrementar la cantidad de microparticulas a 16 uL la eficiencia del disparo disminuyd, lo cual
pudiera estar dado por la afectacién de la vitalidad del tejido debido al exceso de particulas de
tungsteno sobre el mismo. Esta misma autora no encontré diferencia estadistica entre uno y dos

disparos sobre la misma muestra.

Franche et al. (1991) dispararon tres veces las hojas de yuca (Manihot esculenta) a una

distancia de 4.0 cm. El tejido utilizado para realizar los disparos también influyé en los
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resultados. Las hojas son tejidos mas diferenciados y resisten mas los impactos de las

microparticulas que las células en suspension.

Sanford et al. (1993) sugirieron que las particulas de tungsteno eran potencialmente toxicas a
ciertos tipos de células, las cuales podian dafiarse mediante su accion directa o por medio de la
acidificacion del medio de cultivo. Russell et al. (1992) observaron toxicidad de las particulas de
tungsteno sobre suspensiones celulares de tabaco, por lo que al duplicar el disparo sobre la
misma muestra, aumenta la cantidad de tungsteno y esto pudiera incrementar su toxicidad
sobre los agregados celulares del ‘FHIA-21° en el presente estudio, afectandose por

consiguiente la eficiencia de transformacion.

Por las revelaciones de este estudio, se realizé un solo disparo por muestra con 0.42 mg (7.0

ML) de microparticulas.

4.2.5. EFECTO DEL TIEMPO DESPUES DEL SUBCULTIVO DE LA SUSPENSION CELULAR

SOBRE LA EFICIENCIA DE TRANSFORMACION.

Se ha demostrado en este experimento que el tiempo después del subcultivo de la suspension
celular es muy importante e influye en los resultados finales. Al utilizar suspensiones celulares
de cinco y diez dias de edad después del ultimo subcultivo, se observaron valores de 68.13 y
57.93 puntos azules por disparo respectivamente, sin diferencia significativa entre ellos. Los
agregados celulares recolectados 15 dias después del ultimo subcultivo solo produjeron un
valor de 20.06 puntos azules por disparo, el cual fue significativamente inferior al resto de los
tratamientos (Figura 16). Este resultado pudiera atribuirse a que las suspensiones celulares de
15 dias de edad ya no estan en su fase logaritmica de crecimiento y las células no estaban en

divisién activa, como se mostro en el epigrafe 4.1.2.
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Los resultados obtenidos en este trabajo coinciden con los de Sagi et al. (1995a), quienes
estudiaron la edad de 4, 5 y 6 dias después del subcultivo en el cultivar ‘Bluggoe’ (Musa sp.
ABB) y al hacer la tincién con el sustrato dos dias después del bombardeo. Estos autores
lograron los mejores resultados con los tratamientos de 5 y 6 dias. Becker et al. (2000) utilizaron

células recolectadas cuatro dias después del subcultivo en el cultivar ‘Gran Enano’.

Numero de puntos azules/disparo

5 10 15

Dias después del subcultivo de la suspensién celular

ES=x3.84

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

Figura 16. Efecto de la edad de la suspension celular después del ultimo subcultivo en la eficiencia de la
transformacion en el cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21’ (Musa sp. AAAB)

Remy et al. (2002) enfatizaron sobre la importancia de efectuar los disparos cuando los
agregados celulares de diferentes cultivares de Musa spp. aun estan en la fase logaritmica de
crecimiento, ya que logré mayores eficiencia de transformacion al utilizar agregados celulares

recolectados de 5 a 8 dias después del ultimo subcultivo.

Cabrera-Ponce et al. (1995) plantearon que la edad y las caracteristicas de crecimiento de los
callos embriogénicos en la papaya utilizados para el bombardeo de particulas, probablemente

son los factores mas importantes para lograr altas eficiencias de transformacion.
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McCown et al. (1991) sugieren que el mantenimiento de la divisién celular puede ser ventajoso

para la integracion de genes foraneos en el genoma de los tejidos blancos.

Con el subcultivo de los embriones somaticos tres dias antes del disparo se incremento el
numero de puntos azules en el cultivo de la papaya (Mas, 2002). Son varios investigadores que
destacan la incidencia del estado bioldgico del tejido sobre la eficiencia de la transformacién y la
calidad de las plantas transgénicas obtenidas (Yibrah et al., 1994; Mahon et al., 1996). Estos
ultimos autores estudiaron el efecto del régimen de cultivo antes del bombardeo de embriones
somaticos y cigoticos de papaya de una variedad australiana y obtuvieron que el niumero de
dias de subcultivo anterior al evento de transformacién, presenté un marcado efecto sobre la

eficiencia del proceso para ambos tipos de explantes.

Seki et al. (1991) indicaron que el tiempo de cultivo es un factor fundamental en el proceso de
transformacion genética y que depende del tipo de tejido a disparar e incluso de la especie.
Estos investigadores utilizaron tiempos de dos y cuatro dias antes de efectuar el bombardeo

para el cultivo de hojas y raices de Arabidopsis.

Ellis et al. (1993) sugirieron en Picea glauca que el estado de competencia para la
transformacién estaba en dependencia del estado de crecimiento. lida et al. (1991) encontraron
que la frecuencia de transformacion se incrementd al transformar células de tabaco que se
encontraban en el proceso de divisidn celular; ellos refirieron incluso que la expresion transitoria
en la fase G2 del ciclo celular es de dos a cuatro veces superior que en la S o G1. La fase de
crecimiento logaritmico coincide con la etapa en que la mayor cantidad de células pasan a G2
(replicacion y transcripcion del ADN), y en efecto es en esta fase donde Sanford et al. (1993)

describieron mejores eficiencias de transformacion.
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Por otra parte, Grapin (1995), al bombardear suspensiones celulares de banano, también
obtuvo que la fase de crecimiento exponencial fue el periodo o6ptimo para realizar la
transformacion, lo cual confirmé lo planteado por Vasil et al. (1991) y Ritala et al. (1993). De esa
manera, para los estudios posteriores en este trabajo, se utilizaron suspensiones celulares de 5

a 10 dias después del ultimo subcultivo para efectuar los bombardeos.

42.6. EFECTO DEL ESTADO FiSICO DEL MEDIO DE CULTIVO Y EL TIEMPO DE

PRECULTIVO DE LAS CELULAS ANTES DE LOS DISPAROS.

Muchos autores han planteado la realizacion de diferente tratamiento del blanco biolégico antes
de ser bombardeado. Este experimento reveld, sin embargo, que en el caso del cultivar hibrido
de platano utilizado en este estudio, no es necesario el precultivo de las células en medio de
cultivo semisdlido antes de los disparos para lograr mayores eficiencias de expresién transitoria
del gen uidA. Al realizar los disparos sobre los agregados celulares cultivados 3 y 5 dias en
medio de cultivo semisdlido, se observé mucha dispersion de los mismos tras el disparo. Esto
pudiera deberse a que los agregados celulares cultivados en medio de cultivo semisdlido,
tenian la superficie de la pared celular mas seca, la cual dificulta la penetracion de las
microparticulas. El testigo (agregados celulares recolectados de las suspensiones celulares) y
el tratamiento de un dia en medio de cultivo semisdlido obtuvieron los mayores nameros de
puntos azules por disparos. Estos dos tratamientos fueron significativamente superiores a los
tratamientos de 3 y 5 dias en el medio de cultivo semisoélido antes del bombardeo (Figura 17).
Estos resultados alcanzados demuestran que no es necesario un precultivo de las células en
medio de cultivo semisdélido para alcanzar 6ptimos resultados. Esto pudiera deberse a una
disminucién en la actividad mitética de las células al cambiar el estado fisico del medio de

cultivo en que se desarrollan (Torres, 2002).
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Becker et al. (2000) precultivaron las células del cultivar ‘Gran Enano’ (AAA) en el medio de
cultivo semisolido propuesto por Cote et al. (1996) para el establecimiento y mantenimiento de
las suspensiones celulares. Estos autores no estudiaron diferente tiempo de cultivo en el medio
de cultivo semisolido, sino seleccionaron bombardear las células cuatro dias después de estas

condiciones de precultivo, lo cual es contrario a los resultados en este trabajo.

Numero de puntos azules/disparo

Testigo 1 Dia 3 Dias 5 Dias
Dias en medio de cultivo semisélido

ES=+299

Medias con letras distintas difieren estadisticamente para p<0.05 segun la prueba de Duncan.

Figura 17. Efecto del tiempo de precultivo de las células en medio de cultivo semisdlido antes del
bombardeo en el cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21’.

Christou (1995) plante6é que la seleccion y naturaleza de los explantes y las condiciones de
cultivo antes y después del bombardeo son factores que pueden determinar el éxito de los
experimentos de bombardeo de particulas. Se ha demostrado también que el pre-tratamiento de

los tejidos blancos es de mucha importancia (Vain et al., 1993).

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, se utilizaron células recolectadas

directamente de las suspensiones celulares embriogénicas para efectuar el bombardeo, ya que
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con estas células se lograron mayores eficiencias en la transformacion que con células pre-

cultivadas en medio de cultivo semisolido antes del disparo.

4.2.7. DETERMINACION DE LA MINIMA CONCENTRACION INHIBITORIA DEL HERBICIDA

‘BASTA’ SOBRE LOS AGREGADOS CELULARES.

Los genes marcadores de seleccidon son esenciales para la producciéon de plantas modificada
genéticamente. Los marcadores mas utilizados en este proceso son los que le confiere
resistencia a antibiéticos y a herbicidas, sin embargo, hay una preocupacién relacionada con la
transferencia de genes respecto a la resistencia a antibiéticos para organismos patégenos

(Enriquez, 2002).

A partir de los siete dias en el medio de seleccion, se comenzd a observar el efecto del BASTA
en los agregados celulares. Luego de la sexta semana de cultivo se observd un
ennegrecimiento de las células, especialmente en los tratamientos con mayor concentracién del
herbicida. En el control, los agregados celulares crecieron y se multiplicaron sin afectaciones. A
las ochos semanas de cultivo, durante las cuales se realizan la seleccién en el género Musa
spp. (Panis et al., 1996), se aprecia que la minima concentraciéon inhibitoria del herbicida
BASTA es de 6.0 mg.L" (Tabla 12). A esta concentracién, todos los agregados celulares

murieron después de ochos semanas de cultivo (Figura 18).

Grado Descripcion

Células muertas

Células vivas sin crecimiento

Células vivas con pequefas zonas de crecimiento
Células vivas creciendo en un 50%

Células con crecimiento normal (100%)

AP WN -
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Tabla 12. Efecto de la concentracion del herbicida BASTA sobre los agregados celulares del cultivar
hibrido de platano ‘FHIA-21".

Concentracién Evaluacién de acuerdo a la escala de grado propuesto por Santana (1982)
del herbicida

BASTA Sexta semana Octava semana Décima semana
(mg.L™) _ . . . . .
Media real Media de Media real Media de Media real Media de
rango rango rango
0 5.0 415¢ 5.0 440 c 5.0 445 c
2 4.6 36.1c 4.3 37.0 bc 4.2 36.5 bc
4 3.8 28.7 bc 2.5 255ab 2.4 24.5 ab
6 1.4 12.7 ab 1.0 10.5a 1.0 11.0a
8 1.0 8.5a 1.0 10.5a 1.0 11.0a

Medias de rango con letras distintas en una columna difieren estadisticamente segun Kruskal-Wallis para p<0.05.

El modo de accion del herbicida BASTA consiste en que su ingrediente activo, fosfinotricina
(PPT), también conocido como glufosinato de amonio, es analogo al glutamato, el sustrato de la
enzima glutamina sintetasa. Esta enzima cataliza la conversién de glutamato a glutamina y
elimina el amonio téxico de las células. Cuando se inhibe esta enzima, se produce la
acumulacion de amonio y la disrupcién de la estructura del cloroplasto (Brasileiro y Aragao,

2001).

La concentracion de la fosfinotricina para el proceso de seleccion varia entre 1y 100 mg.L™”, la
cual depende del tejido vegetal y la composicion del medio de cultivo (Enriquez, 2002). Este
autor regenerd plantas transgénicas resistentes al herbicida BASTA de papa y cafa de azucar

con concentraciones de 2.0 y 4.0 mg.L™" respectivamente.
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Figura 18. Efecto del herbicida BASTA sobre agregados celulares del cultivar hibrido de platano ‘FHIA-
21’ después de ocho semanas de cultivo para determinar la minima concentracion inhibitoria. Izquierda —
4.0 mg.L'1. Derecha — 6.0 mg.L'1.

Los resultados obtenidos en este trabajo coinciden con los de Busot et al. (1999), quienes
realizaron un estudio similar para determinar la minima concentracion inhibitoria del herbicida
BASTA en agregados celulares del cultivar ‘Gran Enano’. Bui (1994) obtuvo resultados similares
en suspensiones celulares de Musa acuminata spp. burmannica tipo Long Tavoy (AA), banksii
(AA), malaccensis (AA) y Matavia cv. Inconnu (ABB). Panis et al. (1996) plantearon que en el
CATIE, la seleccion con el BASTA en embriones somaticos y suspensiones celulares
embriogénicas, se realiza con una concentracion de 5.0 mg.L™". Mientras que en el CIRAD, la
seleccion de suspensiones celulares embriogénicas transformadas con el plasmido pAHC25, se

hizo con una concentracion de 12.0 mg.L™" durante ocho semanas.

Usatorres et al. (2001) y Mukhamedkhanova et al. (2001) emplearon una concentracién de 3.0
mg.L" del herbicida BASTA como agente selectivo en la obtencién de plantas transgénicas de

boniato (Ipomoea batatas) y trigo (Triticum aestivum L.) respectivamente.
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Se determin6 como la minima concentracion inhibitoria del herbicida ‘BASTA’ como agente

selectivo en agregados celulares, 6.0 mg.L™".

Basado en los resultados obtenidos en este trabajo, se propone un esquema para la
transformacion genética con una pistola de genes de baja presion y con el gas argén, con el
empleo de suspensiones celulares embriogénicas en el cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21’

(Musa sp. AAAB) (Figura 19).
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Suspensiones celulares
embriogénicas. 5-10 dias
después del ultimo
subcultivo. 150 pL de 25%
de VCS por disparo.

Transformacion con una
pistola de genes de baja
presién empleando una
presion de 140 psi y una
distancia de 12 cm, vacio de
-21 pulgadas de Hg

Analisis molecular (RCP)
para comprobar la

Después del bombardeo,
mantener las células 3 dias en el
medio de cultivo M2 solidificado,
luego pasarlas a otro medio de
cultivo M2 con 6.0 mg.L™ de
BASTA durante 8 semanas con
subcultivos cada 2 semanas.

Formacion de embriones
somaticos en medio de
cultivo semisélido (M3a)
después de la seleccion con
BASTA (45 dias).

insercién del gen foraneo.

Maduracién de los
embriones somaticos
(20 dias) en medio de
cultivo propuesto por
Gomez et al. (2000).

Germinacion de los
Aclimatizacion de las
plantas transformadas (50

dias). medio de cultivo propuesto
por Gémez et al. (2000).

embriones somaticos
transformados (45 dias) en

Figura 19. Esquema de la transformacion genética via biobalistica mediante el uso de suspensiones
celulares del cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21’ (Musa sp. AAAB).
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5. CONCLUSIONES.

De acuerdo a los objetivos trazados para la realizacion de este trabajo y luego de su ejecuciéon y

obtencion de los resultados discutidos anteriormente, se arriban a las siguientes conclusiones:

1. Se alcanzé el mayor porcentaje (6.52%) de callos con estructuras embriogénicas, formados
de las flores masculinas inmaduras, al cultivar los fasciculos nodales del 5 al 9 en el medio

de cultivo con 4.0 mg.L™" de 2,4-D.

2. Fue posible establecer suspensiones celulares embriogénicas a partir de embriones
somaticos formados de los callos, y estas fueron mantenidas con una concentracion de 3.0
mg.L™" de 2,4-D en el medio de cultivo. Los subcultivos de estas suspensiones celulares
embriogénicas se realizaron cada 12 dias y la capacidad de diferenciacion de las mismas

se mantuvo hasta los 14 meses después de haber sido establecidas.

3. El mayor nimero (799.5 = 3.8) de embriones somaticos se formoé en el medio de cultivo
propuesto por Bieberach (1995) (M3a) y con una densidad celular de 20%, sin embargo, los
mayores porcentajes de germinacion (81.5 y 82.5%) se alcanzaron con embriones
somaticos formados a una densidad de 15%, después de su permanencia de 20 y 30 dias

respectivamente en el medio de cultivo propuesto por Gomez et al. (2000).

4. La mayor expresion GUS (73.0 puntos azules) se alcanzo6 con una presion de 140 psi y una
distancia de 12 cm con el empleo de una pistola de genes de baja presion y el argdon como

el gas propulsor.

5. Los plasmidos pUGCI y pAHC25, conducidos por el promotor poliubiquitina del maiz,
produjeron la mayor expresion transitoria (78.16 y 74.16 puntos azules respectivamente) del
gen uidA, con la aplicacion del protocolo de recubrimiento propuesto por Sanford et al.

(1993).
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Conclusiones

Con el empleo de agregados celulares, recolectados a los 5 y a los 10 dias después del
subcultivo, se lograron las mayores eficiencias de transformacion con un solo disparo sobre

el blanco biolégico.

Se determiné que 6.0 mg.L™ del herbicida BASTA fue la concentracién minima inhibitoria en

agregados celulares del cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21".
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. RECOMENDACIONES.

Utilizar el esquema propuesto para la obtencién de plantas via embriogénesis somatica en

el cultivar hibrido de platano ‘FHIA-21’.

Emplear el esquema propuesto para la transformacion genética del cultivar hibrido de

platano ‘FHIA-21’ con el uso de construcciones genéticas que contengan genes de interés.

Evaluar el comportamiento de plantas procedentes de embriones somaticos en el campo
para comprobar su estabilidad genética y compararlas con plantas obtenidas por

organogénesis.

Continuar los estudios del sistema de seleccién en plantas, con el herbicida BASTA como

agente selectivo.
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