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Resumen

Un programa de mejoramiento convencional de banano es muy dificultoso debido a los altos niveles de esterilidad,
necesidad de cruzamientos interploidales, baja proporcién de germinacion de semillas y a un largo ciclo de
cultivo. La ingenieria genética es una alternativa al mejoramiento convencional y ofrece a los fitomejoradores la
oportunidad de superar las limitaciones impuestas por la esterilidad en la mayoria de los cultivares de banano. El
objetivo principal de este estudio es desarrollar y estandarizar metodologias para la integracién de genes en el
genoma del banano en el Ecuador. La transferencia de genes fue realizada a través del co-cultivo de suspensiones
de células embriogénicas del cultivar de banano ‘Williams’ con la cepa de Agrobacterium tumefaciens EHAI05.
Los plasmidos usados para la transformacién fueron el pPCAMBIA1301 (promotor 35S del virus del mosaico de la
coliflor expresando el gen reportero uidA™T), el pESKUL1 y el pESKUL?7 los cuales contienen distintos promotores
de banano que expresan al gen reportero uidA™'. El ensayo de expresién temporal en células de banano
transformadas genéticamente mostré que desde 12, 26 y hasta 244 puntos azules se encontraron en las células
transformadas con los plasmidos pESKUL1, pESKUL7, y el pCAMBIA1301 respectivamente. La concentracion
Optima del antibiético higromicina fue probada para la seleccién de colonias de células transgénicas. Un
protocolo estandarizado para la transformacion genética de banano esta siendo desarrollado, formando las bases
biotecnoldgicas para la generacion de plantas de banano resistentes a enfermedades por primera vez en el
Ecuador.

Palabras Claves: Mejoramiento genético, uidA™T, transgénesis, cisgénesis, suspension de células embriogénicas, plantas
modificadas genéticamente.

Abstract

A conventional breeding strategy in banana is difficult due to the high level of sterility, need of interploidy crosses,
poor seed germination rate and long life cycle. Genetic engineering is an alternative to conventional breeding and
offers plant breeders an opportunity to overcome the constraints imposed by sterility of most banana cultivars. The
principal objective of this study is the development and standardization of methodologies for the integration of
genes into the banana genome in Ecuador. The transfer of genes was performed through the co-cultivation of
embryogenic cell suspensions of the banana cultivar ‘Williams’ with Agrobacterium tumefaciens strain EHA105.
The plasmids used for transformation were the pCAMBIA1301 (35S promoter driving the uidA™' reporter gene)
and the pESKUL1 and pESKUL7 which both contain different banana promoters driving the uidA™T reporter gene.
Transient gene expression assays showed up to 12, 26 and 244 blue foci in banana cells transformed with
pESKUL1, pESKUL7 and pCAMBIA1301, respectively. The optimal concentration of the antibiotic hygromycin
was tested for the selection of transgenic cell colonies. A standardized protocol for genetic transformation in
banana is been developed, setting the basis for the generation banana plants resistant to diseases for the first time
in Ecuador.

Keywords: Genetic improvement, uidA™T, transgenic, cisgenic, embryogenic cell suspensions, genetic modified
plants.
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1. Introduccién

Los bananos y platanos son el cuarto cultivo mas
importante en los paises en vias de desarrollo después
del arroz, el trigo y el maiz. EI mayor contratiempo en
la produccion de banano (incluidos de ahora en
adelante los platanos) en el Ecuador es la enfermedad
sigatoka negra, cuyo agente causal es el hongo
Mycosphaerella fijiensis Morelet [1].
Aproximadamente entre el 25 y el 30% de la inversién
en la produccion bananera es requerido para el control
de la sigatoka negra, mayormente a través de
fungicidas convencionales. El desarrollo y produccion
de plantas de banano con resistencia o tolerancia a la
sigatoka negra resultaria en una reduccion de la
aplicacion de los fungicidas para el control de la
enfermedad.

Los programas de mejoramiento se enfocan en la
generacion de plantas con resistencia a estrés bidtico o
abiodtico conduciendo a una mayor produccion. Un
programa de mejoramiento convencional en banano es
dificultoso debido a los altos niveles de esterilidad,
necesidad de cruzamientos interploidales, baja
proporcion de germinacion de las semillas y largos
ciclos de cultivo [2]. Adicionalmente, un programa de
mejoramiento puede proveer unos cuantos hibridos
candidatos que pueden ser altamente productivos y
resistentes a algunas enfermedades. Sin embargo, otras
caracteristicas pueden perderse, tales como el tiempo
de vida del producto o propiedades organolépticas de
la pulpa, llevando a una disminucién de la demanda
del producto en el mercado. La ingenieria genética es
una alternativa al mejoramiento convencional y ofrece
a los fitomejoradores la oportunidad para superar las
limitaciones impuestas por la esterilidad de la mayoria
de los cultivares de banano. La transformacion
genética supera la esterilidad de la mayoria de los
cultivos de banano usando suspensiones de células
embriogénicas de banano. Dos métodos de
transformacion genética han sido desarrollados, los
cuales incluyen el bombardeo de particulas y la
transformacion mediada por Agrobacterium [2]. La
Gltima metodologia es la mas usada debido al bajo
namero de copias de genes integrados en el genoma de
la planta. A través de la transformacion genética, es
posible insertar solo los genes necesarios para obtener
ciertas caracteristicas como la resistencia a
enfermedades, mientras que las caracteristicas
organolépticas o de post-cosecha pueden ser
mantenidas tales como en el cultivar original.

El mejoramiento convencional no es posible en el
subgrupo Cavendish debido al alto nivel de esterilidad
del gameto femenino [3], incluyendo ‘Williams’
(genotipo AAA), el cual es una de las variedades de
banano mas cultivadas en el Ecuador. Por lo tanto, el
uso de técnicas de transformacion genética tiene el
potencial para ser una metodologia de importancia

para el mejoramiento de banano en el Ecuador. Una de
las mayores ventajas de la transformacion genética es
que los genes integrados en el genoma del banano
seran confinados, evitando la dispersién de los
transgenes al ambiente o cruzamiento con otras
especies nativas de banano debido a la esterilidad.

Muchos esfuerzos estan enfocados en la generacion
de bananos cisgénicos. La generacion de una planta
modificada genéticamente mediante la introduccion de
genes, con sus promotores originales, de una planta
compatible de cruzamiento o de la misma se puede
denominar como cisgénica y no transgénica [4]. Estos
bananos cisgénicos (i) deben conducir a una mejor
percepcion publica, (ii) evitarian el uso de promotores
y secuencias regulatorias que son empleadas
intensivamente en la generacion de plantas
transgénicas y pueden ser restringidas por patentes, y
(iii) conducirian a wuna mejor estabilidad vy
funcionamiento de las secuencias insertadas.
Recientemente promotores aislados de banano, fueron
identificados en el cultivar de banano ‘Three Hand
Planty’ [5, 6] y podrian ser usados para la generacion
de bananos modificados genéticamente.

Para estandarizar el método de transformacion
genética de banano en el Ecuador, se utilizaron
suspensiones celulares embriogénicas de banano y la
bacteria Agrobacterium tumefaciens, en donde se
comprob6 la transformacion de banano mediante
ensayos histoquimicos 'y  fluorométricos para
determinar la presencia del producto del gen insertado
uidA™T.  Un  protocolo  estandarizado  de
transformacion genética de banano esta siendo
desarrollado en el Ecuador para, una vez establecido,
poder introducir genes de resistencia a enfermedades,
como la Sigatoka negra.

2. Materiales y métodos

2.1. Material vegetal y condiciones del medio
de cultivo.

Las suspensiones de células embriogénicas (SCE)
del cultivar de banano ‘Williams’ (grupo gendémico
AAA) proporcionadas por el laboratorio de cultivo de
tejidos del CIBE, fueron desarrolladas a partir de
inflorescencias masculinas (Sofia Korneva,
comunicacion personal) y fueron subcultivadas cada
dos semanas en medio ZZ que contiene medio MS [7]
diluido a la mitad suplementado con 5 uM 2,4-D y 1
puM de zeatina [5].

2.2. Vectores de transformacion

Los vectores que contienen los promotores de
banano (variedad ‘Three Hand Planty’, grupo
genémico AAB, nimero de accesion del Centro
Internacional de Transito 1TC.0185) fusionados con el
gen reportero B-glucuronidasa (uidA™T, GUS)
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contienen secuencias de 1.7 kilo pares de bases (kpb) y
0.6 kpb, las cuales fueron insertadas por delante del
gen uidA™T del pCAMBIA1391Z (pESKUL1 y
PESKUL7, respectivamente [5]). ElI plasmido
pPESKUL1 contiene el promotor 17-1 (1.7 kpb) que
posee actividad diferenciada a estrés de baja
temperatura [6] y la secuencia se encuentra en la base
de datos del GenBank del “National Center for
Biotechnology Information” (NCBI) bajo el nimero de
accesion EU161097. El plasmido pESKUL7 contiene
el promotor 85-1 (0.6 kpb) de banano [5]. Los vectores
PESKUL1 y pESKUL7 fueron facilitados por la
Universidad Cat6lica de Lovaina en Bélgica
(KULeuven) a través del “Laboratory of Tropical Crop
Improvement”. Otros vectores fueron adquiridos en
CAMBIA  (www.cambia.org) e incluyen el
pCAMBIA1391Z (que contiene el uidA™™ sin
promotor) usado como vector control y el
pCAMBIA1301 (con el gen reportero uidA™T
expresado por el promotor 35S del virus del mosaico
de la coliflor). Todos los vectores utilizan el gen de
seleccion  higromicina  fosfotransferasa  (hph)
expresado por el promotor 35S duplicado. La
clonacion de los vectores en A. tumefaciens fue
realizada de acuerdo a Santos-Ordéfiez [5].

2.3. Parédmetros probados en la
modificacidn genética de banano.

Con el fin de estandarizar el protocolo de
modificacion  genética en banano, diferentes
parametros fueron probados en cuatro ensayos. El
experimento AT1 se centrd en la expresion temporal
del gen reportero uidA™T de los diferentes promotores:
35S en el pPCAMBIA1301 y los promotores de banano
identificados en la variedad ‘Three Hand Planty’ en los
plasmidos pESKUL1 y PpESKUL7 [5]. En el
experimento AT2 se midi6 la expresion temporal del
plasmido pCAMBIA1301. Debido a la amplia
fenolizacion de las células de banano después de una
semana de seleccién, tres experimentos independientes
fueron realizados: diferentes concentraciones de
Agrobacterium tumefaciens (0.4 y 0.2 DOggy,
experimento AT3) y de los antibi6ticos usados (50, 25,

20, 15 y 12.5 pg mL de higromicina; 200 y 100 ug

mL de mezcla de Timentin® (mezcla que contiene sal
disddica ticarcilina y clavulanato de potasio SIGMA
en relacion 15:1), experimentos AT4.1 y AT4.2)
fueron probados para evitar la fenolizacion de las
lineas de células de banano durante el periodo de
seleccion.

2.4. Protocolo de transformacion

La transformacion de Suspensiones de Células
Embriogénicas (SCE) de  banano mediada por
Agrobacterium fueron descritas por Remy et al. [8],
Pérez-Hernandez et al. [9] y Santos-Ordofiez [5]. El

Agrobacterium fue co-cultivado con la suspensién de
células embriogénicas de banano del cultivar
‘Williams’. El protocolo estandar de las muestras
infectadas contiene 200 upL de células a una
concentracion del 33% del volumen de SCE, lo cual
equivale aproximadamente a 50 mg de peso fresco de
células mezcladas con 1000 uL de bacteria inducida
con una DOgqyg de 0.4.

2.5. Determinacién de la actividad del gen
reportero uidA™"

Luego de siete dias de co-cultivo con A.
tumefaciens, la actividad del gen uidA™"  fue
evaluada. Las mallas de poliéster con las mezclas de
células transformadas fueron transferidas a una caja
Petri de 5-cm de didmetro, cada una con un papel filtro
esterilizado en autoclave, y luego histoquimicamente
tefiidas para medir la actividad temporal del GUS en
presencia del sustrato X-Gluc de acuerdo a Jefferson et
al. [10] y Santos-Orddfiez [5]. La frecuencia de la
actividad temporal del gen GUS (ATG) fue expresada
como el nimero de puntos azules por muestra de 50
mg de peso fresco de células de dos a ocho
repeticiones. El conteo de los puntos azules fue
realizado usando un estereoscopio y las imagenes
fueron tomadas con una cdmara digital. Las colonias
transformadas estables fueron histoquimicamente
tefiidas como fue descrito previamente luego de ocho
semanas bajo presién selectiva con higromicina. El
analisis fluorométrico para medir la actividad
enzimatica del GUS fue desarrollada de acuerdo a los
procedimientos modificados de Jefferson et al. [10] y
Santos-Ordofiez [5]. Después de siete dias de co-
cultivo, se usaron entre 100 a 200 mg de peso fresco
aproximadamente para el analisis fluorométrico.

2.6. Seleccion de colonias celulares modificadas
genéticamente.

Luego de siete dias de co-cultivo, las mezclas
celulares fueron transferidas a medlo ZZ solido con

una concentracion de 50 pg mL de higromicina
(Invitrogen) para la selecciébn de las células
-1

modificadas genéticamente, y 200 uyg mL de mezcla
de Timentin® para la eliminacién de la agrobacteria.
Las células fueron incubadas en oscuridad a 26 + 2°C,
con un subcultivo cada dos semanas de dos a tres
meses. Diferentes concentraciones de higromicina
fueron probadas durante el proceso de seleccién, éstas
mcluyen concentraciones de 50, 25, 20, 15y 12.5 pg

mL . Para la regeneracién, las colonias celulares de
banano,  putativamente  transgénicas,  fueron
transferidas a medio RD1 (medio MS diluido a la
mitad, suplementado con 100 mg L™ de mioinositol)
para la induccién de embriones de acuerdo a Santos-
Ordoiiez (2008).
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2.7. Determinacion molecular de lineas

modificadas genéticamente de banano.

Para la determinacion de la presencia del ADN de
transferencia (ADN-T) de los plasmidos utilizados, se
desarroll6 la reaccion en cadena de polimerasa (PCR)
usando los iniciadores GUSF-1
(TTCTTGGTTAGGACCCTTTTCTC) y GUSR-1
(GACCCACACTTTGCCGTAAT) que se anillan
especificamente al gen reportero GUS. El aislamiento
de ADN vy las condiciones de PCR se realizaron de
acuerdo a Santos-Ordofiez [5].

3. Resultados y discusion

3.1. Expresion temporal del gen reportero
uidA™T

Se midi6 la actividad temporal del gen uidA™" de
dos muestras por tratamiento (Tabla 1) en el primer
experimento (AT1). Como se esperaba, los controles
mostraron 0 puntos azules, mientras que el
pCAMBIA1391Z que no contenia promotor en el gen
uidA™T mostré un punto azul luego de 48 y 120 horas
de incubacion con X-Gluc en una muestra. Debido a
las propiedades de actividad del aumentador del
promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor [11]
gue expresa el marcador de seleccion para resistencia a
la higromicina, la expresion del gen reportero puede
observarse ocasionalmente. Por lo tanto, el
pCAMBIA1391Z es usado como control negativo de
los eventos de transformacién como es sugerido en
CAMBIA
(http:/lwww.cambia.org/daisy/bioforge_legacy/3725.ht
ml) debido a la presencia del promotor 35S del
marcador del gen de seleccion en los vectores
pPESKUL1, pESKUL7 y pPCAMBIA1301. Aunque uno
de los puntos azules fue observado solo en una
muestra, la actividad de los promotores de banano
probados fue confirmada en las células embriogénicas
transformadas con el pESKULL1 (12 y 0 puntos azules)
y el pESKUL7 (26 y 17 puntos azules). Sin embargo,
se observé una actividad mas alta en las células
transformadas con el pPCAMBIA1301 en comparacién
con las lineas pESKUL1 y el pESKUL7 (Tabla 1).
Estos resultados confirman la baja actividad de los
promotores de banano observados en otros cultivares
incluyendo en las variedades de banano ‘Three hand
Planty’ (grupo genémico AAB) y ‘Gran Enano’
(AAA) cuando son comparados con otros promotores
como el del 35S [5] (contenido en el vector
pCAMBIA1301) y de ubiquitina de maiz [6].

Un experimento independiente de transformacion
(AT2) fue desarrollado wusando solo el vector
pCAMBIA1301 para la verificacion de la eficiencia de
transformacién debido al gran ndmero de puntos

azules contabilizados (Tabla 1). La expresion del gen
GUS fue medida (Figura 1) notandose que el nimero
de puntos azules se duplic6 en comparacion con el
tratamiento del pCAMBIA1301 del experimento
anterior (Tablas 1 y 2). El analisis histoquimico es un
indicador de la eficiencia de transformacion al
contabilizar el nimero de puntos azules después de 1
semana de co-cultivo de SCE de banano con A.
tumefaciens. Diferentes SCE del cultivar ‘Williams’
fueron usadas en los dos experimentos independientes
(AT1, AT2) y puede ser la causante de la variacidn,
indicando que la segunda SCE tiene una mayor
competencia para la transformacion.

Tabla 1. Actividad temporal del gen uidA™" en el
experimento AT1.

Numero de puntos azules

Tratamiento Horas después de tratamiento con X-Gluc

24 48 120
control 0 0 0
control 0 0 0
pCAMBIA13917Z 0 1 1
pCAMBIA13917 0 0 0
pESKUL1 0 11 12
pESKUL1 0 0 0
pESKUL7 19 19 26
pESKUL7 7 12 17
pCAMBIA1301 90 242 244
pCAMBIA1301 220 247 246

Las muestras contienen aproximadamente 50 mg de tejido fresco de
células embriogénicas de banano luego de ser co-cultivadas con A.
tumefaciens conteniendo distintos plasmidos (tratamientos) por siete
dias. Las muestras fueron incubadas con el substrato X-Gluc a 37°C
por 4-5 horas y el nimero de puntos azules fue contabilizado a las
24, 48 y 120 horas. Las muestras fueron mantenidas en oscuridad a
temperatura ambiente luego de la incubacién a 37°C. Control:
células embriogénicas de banano no transformadas.

Figura 1. Expresion del gen GUS de los experimentos
AT1 (A) y AT2 (B) tratamientos realizados usando el
vector pPCAMBIA1301. Las muestras que contenian 50
mg de peso fresco de células embriogénicas de
banano co-cultivadas con A. tumefaciens con el
plasmido pCAMBIA1301 fueron incubadas a 37°C
durante 4-5 horas en presencia de X-Gluc y el conteo
de los puntos azules fue llevado a cabo luego de 48
horas después de la incubacién. Los puntos azules
indican la transformacion temporal de las células
embriogénicas de banano. La barra representa 200
pm.
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Tabla 2. Actividad temporal del gen uidA™ en el

experimento AT2.

Tratamiento Numero de puntos azules

control 0

control 0

control 0
pCAMBIA1391Z 0
pCAMBIA1391Z 0
pCAMBIA1391Z 0
pCAMBIA1391Z 0
pCAMBIA1301 509
pCAMBIA1301 473
pCAMBIA1301 287
pCAMBIA1301 484

Las muestras contienen 50 mg aproximadamente de peso fresco de
células embriogénicas de banano luego de ser co-cultivadas con A.
tumefaciens con distintos plasmidos (tratamientos) por siete dias.
Las muestras fueron incubadas a 37°C entre 4 a 5 horas y el nimero
de puntos azules fue contabilizado 48 horas luego de la incubacion.
Las muestras fueron mantenidas en la oscuridad a temperatura
ambiente luego del tratamiento a 37°C. Los controles se refieren a
células embriogénicas de banano no transformadas.

Complementario al analisis histoquimico, el ensayo
fluorométrico cuantitativo de la enzima GUS fue
realizado a partir de extractos de colonias combinadas
de banano luego de una semana de co-cultivo con
Agrobacterium (Figura 2). Como se observd en el
analisis  histoquimico (Figura 1) la actividad
enzimatica de GUS fue claramente detectada en las
colonias celulares que contienen el ADN-T de
pCAMBIA1301 (Figura 2). El promedi? de1 la

actividad alcanzada fue de 114 pmol MU h pg de
proteina en el tratamiento con pCAMBIA1301
mientras que en las células transformadas con
pCAMBIA1391Z (ausencia de promotor en gen
reportero) no se detect6 actividad alguna del GUS, asi
como en las células no transformadas. El andlisis
cuantitativo confirmé el éxito en la transformacion
genética de banano.

Finalmente, la comprobacion de la integracién del
ADN-T en el genoma de las células embriogénicas de
banano, se realizé6 mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa con el ADN de las muestras de células
embriogénicas transformadas, usando iniciadores
especificos que se anillan al gen reportero uidA™T
presente tanto en el plasmido pPCAMBIA1301 como en
el pCAMBIA1391Z. Las células embriogénicas no
transformadas y el control del PCR (agua) fueron
usadas como controles negativos, mientras como
controles positivos se usaron directamente los
plasmidos. Se detectaron amplicones en las muestras
de ADN de células transformadas con los plasmidos
pCAMBIA1301 y pCAMBIA1391Z confirmando la
transformacion genética de las células de banano
(Figura 3).
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Figura 2. Actividad enziméatica del GUS en las células
embriogénicas de banano luego de una semana de co-
cultivo con A. tumefaciens. Las muestras contenian
aproximadamente 150 mg de tejido fresco de células
embriogénicas que fueron analizadas para determinar
la expresion del gen GUS. Los plasmidos usados para
la transformacioén fueron pPCAMBIA1301 (promotor 35S
que expresa el gen reportero uidA™) y
pCAMBIA1391Z (gen reportero uidA™" sin promotor).
Las células no-transformadas se representan como ‘-
Control'. La actividad en%imétlica del GUS es

expresada como pmol MU h pg de proteina. Cada
valor es el promedio de tres mediciones

independientes y el error estandar es indicado.

Figura 3. Presencia del gen reportero uidA
determinado por PCR en células de banano
transformadas mediante A. tumefaciens. Gel de
agarosa al 1.5% con el producto de PCR (469 pb)
generado usando los iniciadores GUSF-1 y GUSR-1
de las células embriogénicas (1301 en duplicado, se
refiere a las células embriogénicas transformadas
usando el plasmido pCAMBIA1301; 1391z a las
células embriogénicas transformadas con el plasmido
pCAMBIA1391Z). Los controles positivos usados
fueron los plasmidos pCAMBIA1301 (P1301) y
pCAMBIA1391Z (P1391z). Control se refiere a células
no transformadas. Marcador de peso molecular se
indica como 100bp y el tamafio en pares de bases de
bandas referenciales es ilustrado a la izquierda.
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3.2. Protocolo de modificacion genética para la
seleccion de lineas transgénicas estables de
banano.

Después de una semana de selecciéon para los
eventos transgénicos en medlo ZZ con los antibiéticos

higromicina (50 ug mL ) y la mezcla de Timentin®

(200 pg mL ) las células de banano se fenolizaron
(Figura 4) y eventualmente no se mostré ningun
crecimiento de las mismas en el experimento AT1.

Figura 4. Células de banano luego de una semana de
seleccion en medio ZZ con los antibiéticoslhigromicina

(50 ug mL ) y Timentin® (200 ug mL ). La barra
representa 5.5 cm (Experimento AT1).

Debido a la amplia fenolizacion de las células de
banano después de una semana de seleccidn, tres
experimentos  independientes  fueron realizados.
Diferentes  concentraciones de  Agrobacterium
tumefaciens (0.4 y 0.2 ODgqo, experimento AT3) y de

los antibidticos usados (50, 25, 20, 15 y 12.5 pg mL

de higromicina; 200 y 100 pg rnL de Timentin®,
experimentos AT4.1 y AT4.2) fueron probados para
evitar la fenolizacién de las lineas de células de
banano durante el periodo de seleccidn.

Una semana después de la seleccion con
antibiéticos, no se encontrd una diferencia
significativa entre los patrones de fenolizacion entre
las muestras con distintas concentraciones de
Agrobacterium en el experimento AT3 (no ilustrado).
El procedimiento de seleccion en el experimento AT3
(decrecimiento de las concclantraciones de higromicina

de 50 a 25 y 12.5 pg mL durante los primeros tres
subcultivos, respectlvamente y luego se mantuvieron

en 125 pg mL ) revela que colonias celulares
putativamente transgénicas crecieron después de siete
y once semanas de seleccion (Figura 5). Por lo tanto,
dos experimentos adicionales fueron realizados para
probar distintas concentraciones del agente selectivo
(AT4.1 y AT4.2). Experimentos realizados en otros
laboratorios [5] usando los vectores pESKUL1 y
pPESKUL7 para la transformacion mediada por
Agrobacterium de SCE de banano, revelaron que la
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concentracion de 50 pg mL de higromicina era
suficiente para la seleccion de eventos transgénicos

estables. Sin embargo, el reactivo higromicina usado
por Santos-Orddfiez [5] y el usado en el presente
estudio sugieren que ambos antibidticos poseen
distinta actividad (Laszlo Sagi, Serge Remy,
comunicacion personal).

La concentracion de la mezcla de antibioticos
(componentes de Timentin®) para la eliminacion del
A. tumefaciens fue determinada por la comparacion del
crecimiento bacteriano en medio semisélido durante la
seleccion de las lineas transgenlcas de banano. A una

concentracion de 100 ug mL se detecté crecimiento
bacteriano (no ilustrado). Por lo tanto, la concentracion
optima de Ios componentes de Timentin® fue la de

200 pg mL debido a la ausencia de crecimiento

bacteriano (no ilustrado), como fue realizado por
Remy et al. [8], Pérez-Hernandez et al. [9] y Santos-
Ordofiez [5].

Figura 5. Colonias de células transgénicas putativas
de banano luego de siete (A) y once semanas (CyD)

de seleccion (50, 25, y 12.5 yg mL de higromicina
durante los primeros tres subcultivos, resipectivamente,

y luego se mantuvieron en 12.5 yg mL ). Las flechas
indican colonias de células putativas transgénicas. (A)
Muestras transformadas con el pCAMBIA1301
(promotor 35S que expresa el gen reportero uidA™")
en medio ZZ. (B) Colonias de células no transformadas
de banano en medio RD1. (C) Colonias de células
putativas transgénicas de banano con el plasmido
pCAMBIA1391Z (gen reportero uidA™T sin promotor)
en medio RD1 con el antlbllotlco higromicina a una

concentracion de 12.5 uyg mL . (D) Colonias de células
transgénicas putatlvas con el pCAMBIA1301 (gen
reportero uidA™T expresado por el promotor 35S) en
medio RD1 con el anIIbIOEICO higromicina a una

concentracion de 12.5 ug mL . Las barras representan
1 cm (Experimento AT3).
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Diez semanas de seleccion con diferentes
concentraciones de hlgromlcma en el experimento

AT4.1 (50, 25y 12.5 ug mL ) revela la presencia de
colonias de células putatlvas transgénicas en el

tratamiento con 12.5 ug mL de higromicina (194 %
24 colonias de células, promedio de cuatro muestras)

Cuatro muestras con aprOX|madamente S0 ugmL vy

tres muestras de cuatro de 25 ug mL mostraron una
fenolizacion generalizada y no se detectd ninguna
colonia de células (no ilustrado). Solo una muestra

mantenida a una concentracién de 25 pg mL de
higromicina mostr6 26 colonias de células transgénicas
putativas. El andlisis histoquimico luego de 12
semanas de seleccion reveld que las colonias celulares
fueron transformadas siendo subcultivadas eq

higromicina a una concentracion de 25 y 12.5 pg mL
(no ilustrado). Por lo tanto, el andlisis histoquimico
revela la presencia del ADN-T de pPCAMBIA1301 en
el genoma de las colonias de células de banano.

Asimismo, diez semanas de selecciébn con
diferentes concentraciones de higromicina en el

-1
experimento AT4.2 (50, 25, 20, 15 y 12.5 pg mL )
determind presencia de colonias transgénicas putativas
de banano a partlr de muestras mantenidas a 20, 15 y

125 pg mL de higromicina al encontrar 67 + 31, 153

+ 39y 204 = 28 colonias celulares transgénicas
putativas, respectivamente, en ocho muestras
analizadas por tratamiento. En cambio, no se

encontraron colonias celulares sobrevivientes en las
-1
muestras mantenidas a 50 y 25 pg mL .

Nuevos andlisis deben ser realizados aln para
confirmar la transformacion permanente de las
colonias de células, especialmente entre las
sobrevivientes en  concentraciones bajas  de
higromicina, entre ellos se incluye el anélisis mediante
“Southern blot”. Actualmente las lineas de banano
transformadas se encuentran en proceso de
regeneracion en vitroplantas.

3.3. Protocolo estandarizado de modificacion
genética de  suspension  de  células
embriogénicas de banano de la variedad
‘Williams> mediada por Agrobacterium
tumefaciens.

A continuacién se describe el protocolo
estandarizado para transformacién genética de
bananao mediante A. tumefaciens de acuerdo al gen de
seleccion usado (hph) presente en los plasmidos
pCAMBIA1301, pCAMBIA1391z, PpESKUL1l vy
PESKULY7.

Sembrar el Agrobacterium transformado con un
vector en medio YEP s6lido suplementado con

kanamicina (50 pg mL™) para luego de 48 horas
obtener colonias puras, de las cuales usando una punta
de pipeta, transferir una pequefia cantidad a un tubo
Falcon de 50 mL con medio YEP liquido
suplementado también con kanamicina (50 ug mL™) y
dejar en una incubadora en agitacién a 200 rpm, 28°C
por 24 horas. Luego, centrifugar el tubo a 4000 rpm
para recolectar las bacterias, posterior a esto
resuspender en medio ZZ liquido suplementado con
Acetosyringone (200uM) para inducir la virulencia de
la bacteria. Una vez hecho esto, colocar en una placa
de 24 pocillos 200uL de suspensién de células
embriogénicas al 33% junto con 1 mL de
Agrobacterium inducido con una DOgy de 0.4, co-
cultivar por 6 horas a 30 rpm a 25°C. Después, colocar
el contenido del pocillo en una malla que se encuentra
sobre papel filtro para que el medio liquido sea
absorbido. Luego colocar las mallas en cajas Petri de 5
cm de didmetro con medio ZZ so6lido suplementado
con Acetosyringone (200uM) e incubar en oscuridad
a 21°C por siete dias. Una vez transcurridos los siete
dias hacer el andlisis histoquimico y fluorométrico, y
empezar la seleccidn usando los antibidticos Timentin
(200pg mL™Y) e higromicina (12.5ug mL™) por diez
semanas. Transcurrido este tiempo, transferir las
células a medio RD1 suplementado con higromicina
(12.5ug mL™) por 4-6 semanas, para luego colocarlas
en medio ITC-K (Acido Indol Acético 4 mL L™,
Kinetin 4 mL L™ y Benzilaminopurina 4 mL L™) para
la fase de regeneracion de plantas.

4. Conclusiones y recomendaciones

4.1. Conclusiones

- Los resultados de los andlisis histoquimico,
fluorométrico y de la reaccion en cadena de la
polimerasa confirmaron que las células de banano del
cultivar ‘Williams’ co-cultivadas con A. tumefaciens
fueron modificadas genéticamente obteniendo una
eficiencia de transformacion de 194 + 24 y 204 + 28
colonias transgénicas putativas por muestra después de
10 semanas de transformacion en dos experimentos

-1
independientes, bajo seleccién a 12.5 pg mL de
higromicina.

- El analisis de la expresion del gen reportero
uidA™T revela que los promotores de banano 17-1 y
85-1 obtenidos de la variedad "“Three Hand Planty’
tienen una actividad inferior a la del promotor 35S del
virus del mosaico de la coliflor en células
embriogénicas de banano de la variedad ‘Williams’.

- La seleccion por antibidtico usando higromicina
como ag?nte de seleccion a una concentracién de 50

pug mL  mostrd6 ser nocivo para las células
embriogénicas transformadas de banano (AT1), con el
gen de resistencia a la higromicina expresada con el
promotor 35S del CaMV duplicado.
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- La concentracion éptima de higromicina (obtenida

a partir de los ensayos AT4.1 y AT4.2) donde se

obtuvo un mayor nudmero de colonias putativas
1

transgénicas es de 12.5 g mL .

4.2. Recomendaciones

-Cuando se utiliza el antibidtico higromicina como
agente de seleccion es recomendable realizar una
curva de mortalidad usando diferentes
concentraciones, debido a la necesidad de optimizar el
protocolo de seleccion de lineas de banano
transgénicas estables, puesto que el producto puede
tener distinta actividad de acuerdo a la marca y lote.

- La verificacién de lineas de células de banano
transgénicas estables debe ser realizada por analisis de
“Southern blot”.
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