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Resumen
Un programa de mejoramiento convencional de baremmuy dificultoso debido a los altos niveles deriisiad,
necesidad de cruzamientos interploidales, baja projgn de germinacion de semillas y a un largo @ide
cultivo. La ingenieria genética es una alternatalanejoramiento convencional y ofrece a los fit@mreglores la
oportunidad de superar las limitaciones impuestaslp esterilidad en la mayoria de los cultivares lobanano. El
objetivo principal de este estudio es desarrollagsfandarizar metodologias para la integracion dmes en el
genoma del banano en el Ecuador. La transfereneigehes fue realizada a través del co-cultivo dpensiones
de células embriogénicas del cultivar de banandlisiins’ con la cepa de Agrobacterium tumefaciensAEBb.
Los plasmidos usados para la transformacién fueebpCAMBIA1301 (promotor 35S del virus del mosaleda
coliflor expresando el gen reportero uitfh, el pESKUL1 y el pESKUL7 los cuales contienetirdis promotores
de banano que expresan al gen reportero iHAEI ensayo de expresién temporal en células deatan
transformadas genéticamente mostré que desde 1%, #6ta 244 puntos azules se encontraron en |lagasé
transformadas con los plasmidos pESKUL1, pESKUL&| gCAMBIA1301 respectivamente. La concentracion
Optima del antibiético higromicina fue probada pafa seleccién de colonias de células transgénidas.
protocolo estandarizado para la transformacion geede banano esta siendo desarrollado, formaradoblases
biotecnolégicas para la generacion de plantas dedme resistentes a enfermedades por primera veelen
Ecuador.

Palabras Claves: Mejoramiento genético, uidX, transgénesis, cisgénesis, suspensién de céluidsiagénicas, plantas
modificadas genéticamente.

Abstract

A conventional breeding strategy in banana is dliffi due to the high level of sterility, need denploidy crosses,
poor seed germination rate and long life cycle. &@enengineering is an alternative to conventiobededing and
offers plant breeders an opportunity to overconedbnstraints imposed by sterility of most banaméwars. The
principal objective of this study is the developmand standardization of methodologies for the gnégion of
genes into the banana genome in Ecuador. The feams genes was performed through the co-cultbratf
embryogenic cell suspensions of the banana culthéltiams’ with Agrobacterium tumefaciens straitHE105.
The plasmids used for transformation were the pCAMBO1 (35S promoter driving the uitfAreporter gene)
and the pESKUL1 and pESKUL7 which both contairedéfit banana promoters driving the ultfAreporter gene.
Transient gene expression assays showed up to 6l3nd 244 blue foci in banana cells transformedhwit
pESKUL1, pESKUL7 and pCAMBIA1301, respectively. dpmal concentration of the antibiotic hygromycin
was tested for the selection of transgenic celbeigs. A standardized protocol for genetic transfation in
banana is been developed, setting the basis fogéineration banana plants resistant to diseasesherfirst time
in Ecuador.

Keywords: Genetic improvementidAN', transgenic, cisgenic, embryogenic cell suspessigenetic modified
plants.
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1. Introduccion uso de técnicas de transformacion genética tiéne e
potencial para ser una metodologia de importancia

Los bananos y platanos son el cuarto cultivo maspara el mejoramiento de banano en el Ecuador. €na d
importante en los paises en vias de desarrollcudesp as mayores ventajas de la transformacion genésica
del arroz, el trigo y el maiz. EI mayor contratiemgn ~ que los genes integrados en el genoma del banano
la produccién de banano (incluidos de ahora enseran confinados, _ewtando la dlspersmn de los
adelante los platanos) en el Ecuador es la enfened transgenes al ambiente o cruzamiento con otras
sigatoka negra, cuyo agente causal es el hongdaspemes nativas de banano debido a la esterilidad.
Mycosphaerella fijiensis Morelet [1]. ] B
Aproximadamente entre el 25 y el 30% de la inversié Muchos esfuerzos estdn enfocados en la generacion
en la produccién bananera es requerido para elatont de bananos cisgénicos. La generacién de una planta
de la sigatoka negra, mayormente a través demodificada genéticamente mediante la introduccién d
fungicidas convencionales. El desarrollo y proddieci  9enes, con sus promotores originales, de una planta
de plantas de banano con resistencia o tolerantia a compatible de cruzamiento o de la misma se puede
sigatoka negra resultaria en una reduccién de ladenominar como cisgénica y no transgenica [4]. £sto

aplicacién de los fungicidas para el control de la bananos cisgénicos (i) deben conducir a una mejor
enfermedad. percepcion publica, (i) evitarian el uso de proones

y secuencias regulatorias que son empleadas

Los programas de mejoramiento se enfocan en laintensivamente en la generacion de plantas
generacién de plantas con resistencia a estréscit ~ transgénicas y pueden ser restringidas por patentes
abidtico conduciendo a una mayor produccién. Un (i) conducirian a una mejor estabilidad y

programa de mejoramiento convencional en banano egunc_ionamiento de las .secuencias insertadas.
dificultoso debido a los altos niveles de estemilid  Recientemente promotores aislados de banano, fueron

necesidad de interp|0id|’a, cruzamientos, bajaidentiﬁcados en el cultivar de banano ‘Three Hand
proporcion de germinacion de las semillas y largos Planty’ [5, 6] y podrian ser usados para la geniéna
ciclos de cultivo [2]. Adicionalmente, un programie de bananos modificados genéticamente. Por lo tknto,
mejoramiento puede proveer unos cuantos hibridosimplementacion y caracterizacion de promotores de
candidatos que pueden ser altamente productivos )banano recientemente aislados sera una innovanién e
resistentes a a|gunas enfermedades. Sin embargsy ot la generaCién de bananos genéticamente modificados.
caracteristicas pueden perderse, tales como epaiem

de vida del producto o propiedades organoléptieas d 2. Materiales y métodos

la pulpa, llevando a una disminucion de la demanda

del producto en el mercado. La ingenieria genéca 2.1. Material vegetal y condiciones del medio
una alternativa al mejoramiento convencional yadre de cultivo.

a los fitomejoradores la oportunidad para supesar |

limitaciones impuestas por la esterilidad de |a oniy Las suspensiones de células embriogénicas (SCE)
de los cultivares de banano. La transformacion de| cultivar de banano ‘Williams’ (grupo genémico
genetica supera la esterilidad de la mayoria de losaaA) fueron desarrolladas a partir de inflorescesci
cultivos de banano usando suspensiones de célulagasculinas (Sofia Korneva, comunicacién personal) y
embriogénicas de banano. Dos métodos defyeron subcultivadas cada dos semanas en medio ZZ
transformacion genética han sido desarrollados, losque contiene medio MS [7] diluido a la mitad
cuales incluyen el bombardeo de particulas y lasyplementado con@M 2,4-D y 1uM de zeatina [5].
transformaciéon mediada pokgrobacterium[2]. La
Ultima metodologia es la mas usada debido al baj
namero de copias de genes integrados en el genema
la planta. A través de la transformacion genétes,
posible insertar solo los genes necesarios pasmebt
ciertas caracteristicas como la resistencia a

enferme,da_des, mientras que las caracteristicas, o nienen secuencias de 1.7 kilo pares de baskpykp
organolgptlcas o de post-cc_)secha} . pueden S€h.6 kpb, las cuales fueron insertadas por delaete d
mantenidas tales como en el cultivar original. gen uidANT del pCAMBIA1391Z (PESKULL y
pPESKUL7, 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 eada b
de datos del GenBank del “National Center for
Biotechnology Information” (NCBI) bajo el nimero de

32.2. Vectores de transformacion

Los vectores que contienen los promotores de
banano (variedad ‘Three Hand Planty’) fusionadas co
gen reporterop-glucuronidasa WidA™", GUS)

El mejoramiento convencional no es posible en el
subgrupo Cavendish debido al alto nivel de estiadi
del gameto femenino [3], incluyendo ‘Williams’
(genotipo AAA), el cual es una de las variedades de
banano mas cultivadas en el Ecuador. Por lo tahto,
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accesion EU161097. El plasmido pESKUL7 contiene

el promotor 85-1 (0.6 kpb) de banano [5]. Los vezso 2.5, Determinacion de la actividad del gen
PESKUL1 y pESKUL7 fueron facilitados por la reportero uidA™"

Universidad Catolica de Lovaina en Bélgica

(KULeuven) a través del “Laboratory of Tropical @ro Luego de siete dias de co-cultivo COA.
Improvement”. Otros vectores fueron adquiridos en tymefaciens la actividad del genuidA™"  fue
CAMBIA  (www.cambia.ory e incluyen el  eyaluada. Las mallas de poliéster con las mezaas d
PCAMBIA1391Z (que contiene eluidA™ sin  cglulas transformadas fueron transferidas a una caj
promotor) usado como vector control y el petride 5-cm de diametro, cada una con un papel fi
PCAMBIA1301 (con el gen reporterouidA™" esterilizado en autoclave, y luego histoquimicament
expresado por el promotor 35S del virus del mosaicotefiidas para medir la actividad temporal del GUS
de la coliflor). Todos los vectores utilizan el gde  (ATG) en presencia del sustrato X-Gluc de acuerdo a

seleccion  higromicina  fosfotransferasa hplf Jefferson et al [10] y Santos-Ordéfiez [5]. La
expresado por el promotor 35S duplicado. La frecuencia de la ATG fue expresada como el nimero
clonacion de los vectores eA. tumefaciensfue de puntos azules por muestra de 50 mg de pes@fresc
realizada de acuerdo a Santos-Ord6fiez [5]. de células de dos a ocho repeticiones. El contdosde

puntos azules fue realizado usando un estereosgopio
2.3. Pardmetros  probados en la las imagenes fueron tomadas con una camara digital.
modificacion genética de banano. Las colonias transformadas estables fueron
histoquimicamente tefidas como fue descrito
Con el fin de estandarizar el protocolo de previamente luego de ocho semanas bajo presion
modificacion  genética en banano, diferentes selectiva. El analisis fluorométrico para medir la
parametros fueron probados. El experimento AT1 seactividad enzimatica del GUS fue desarrollada de
centrd en la expresion temporal del gen reporteroacuerdo a los procedimientos modificados de Jeifers
uidA™T de los diferentes promotores: 35S en el et al [10] y Santos-Ordéfiez [5]. Después de siete dias
pCAMBIA1301 y los promotores de banano de co-cultivo, se usaron entre 100 a 200 mg de peso
identificados en la variedad ‘Three Hand Planty’ fresco aproximadamente para el analisis fluorogetri
(grupo genémico AAB, numero de accesion del Centro
Internacional de Transito ITC.0185) en los plasmido 2.6. Seleccion de colonias celulares modificadas
pPESKUL1 y pESKULY [5]. En el experimento AT2 se genéticamente.
midid la expresion temporal del plasmido
pCAMBIA1301. Debido a la amplia fenolizacion de Luego de siete dias de co-cultivo, las mezclas

las células de banano después de una semana dgjulares fueron transferidas a medio ZZ sélido con

seleccion, tres experimentos independientes fueron . 1 . N
realizados: diferentes  concentraciones ~ de Un& concentracion de S@g mL de higromicina
Agrobacterium tumefaciens(0.4 y 0.2 DGuo (Invitrogen) para la seleccion d(? las células

1
experimento AT3) y de los antibidticos usados &), modificadas genéticamente, y 20§ mL de mezcla
20, 15 y 12.5.g mL_l de higromicina; 200 y 100g de Timentin® para_la eliminaci(_’)n, d_e la ggrol_agcteria
1 _ ’ i (mezcla que contiene sal disodica ticarcilina y
mL de mezcla de Timentin®, experimentos AT4.1Y clavulanato de potasio de SIGMA en relacién 15:1).
AT4.2) fueron probados para evitar la fenolizadi@ | a5 células fueron incubadas en oscuridad a 265+ 2°
las lineas de células de banano durante el pededo con un subcultivo cada dos semanas de dos a tres

seleccion. meses. Diferentes concentraciones de higromicina
_ fueron probadas durante el proceso de seleccitas és
2.4. Protocolo de transformacion incluyen concentraciones de 50, 25, 20, 15 y 125
1

. . mL . Para la regeneracién, las colonias celulares de
La transformacién de SCE de banano mediada por, 9

. . banano, putativamente transgénicas, fueron
Qg:gg?ﬁgggrggstroaﬂ ?g]silmsagn?(;)sr-gre(}jr(t)%ﬁe?l[EE?.],EI trgnsferidas a medio RD1 (med_io MS .diluid(_) a la
Agrobacteriumfue co-cultivado con la suspensién de mitad, spplemgptado con .100 mg de mioinositol)
células embriogénicas de banano del -cultivar para 1a induccion de embriones de acuerdo a Santos-
O ) . Ordoiiez (2008).

Williams'. El protocolo estandar de las muestras

infectadas contiene 20QuL de células a una . ., .
concentracion del 33% del volumen de SCE, lo cual2'7' . _Determlnale_on molecular de lineas
equivale aproximadamente a 50 mg de peso fresco d&nodificadas geneticamente de banano.

células mezcladas con 1000 de bacteria inducida ) » )
con un DQy, de 0.4. Para la determinacién de la presencia del ADN de

transferencia (ADN-T) de los plasmidos utilizadss,
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desarroll6 la reaccién en cadena de polimerasa YPCR NUmero de puntos azules
usando los iniciadores GUSF-1
(TTCTTGGTTAGGACCCTTTTCTC) y GUSR-1 Tratamiento Horas después de tratamiento con X-Gluc
(GACCCACACTTTGCCGTAAT) que se anillan 24 48 120
especificamente al gen reportero GUS. El aislamient
de ADN vy las condiciones de PCR se realizaron de zz:z:g: 8 8 g
acuerdo a Santos-Oeronez_[ES]. bCAMBIA13917 0 1 1
3. Resultados y discusion pCAMBIA1391Z 0 0 0
PESKULL 0 11 12
3.1. Expresion temporal del gen reportero PESKUL1 0 0 0
uidANT pESKUL7 19 19 26
pESKUL7 7 12 17
Ty i C A INT pCAMBIA1301 90 242 244
Se midié la actividad temporal del gadA™' de PCAMBIAL301 220 247 226

dos muestras (una muestra contiene ~ 50mg de PESP;s muestras contienen aproximadamente 50 mgide fegsco de

fresco de células de banano en una malla de mliést celulas embriogénicas de banano luego de ser tuazds corA.
por tratamiento (Tabla 1) en el primer experimento tumefaciengonteniendo distintos plasmidos (tratamientos)siete

(AT1). Como se esperaba, los controles mostraron Odifﬁl '%af]gr‘:ses"gsr:‘ﬂgg%ig‘;Ubagf‘OSs C:“ gsslgd”;(;f'g;di Z‘;S
puntos aZL,”eS’ mientras que el pCﬁ\MBIAlSQ/lZ que 24, 48y 120 h)(/)ras. LIias muestFrJ:s fueroiumantuemdmcuridad a

no contenia promotor en el gemdA™ mMOStr6 UN  temperatura ambiente luego de la incubacion a 3T@ntrol:
punto azul luego de 48 y 120 horas de incubaci@n co células embriogénicas de banano no transformadas.

X-Gluc en una muestra. Debido a las propiedades de

actividad del aumentador del promotor 35S del virus ~ Un experimento independiente de transformacion
del mosaico de la coliflor [Ltjue expresa el marcador (AT2) fue desarrollado usando solo el vector
de seleccion para resistencia a la higromicina, lapCAMBIA1301 para la verificacion de la eficiencia d
expresion del gen reportero puede observarsetransformacion debido al gran numero de puntos
ocasionalmente. Por lo tanto, el pPCAMBIA1391Z es azules contabilizados con este constructo (Tablaal)
usado como control negativo de los eventos deexpresion del gen GUS fue medida (Figura 1) y el
transformacion como es sugerido en CAMBIA numero de puntos azules se duplico en comparacion
(http://www.cambia.org/daisy/bioforge_legacy/3725.ht con el tratamiento del pCAMBIA1301 del
ml) debido a la presencia del promotor 35S del experimento anterior (Tablas 1 y 2). El andlisis
marcador del gen de seleccion en los vectoreshistoquimico es un indicador de la eficiencia de
pPESKUL1, pESKUL7 y pCAMBIA1301. Aunque uno transformacion al contabilizar el nimero de puntos
de los puntos azules fue observado solo en unadzules después de 1 semana de co-cultivo de SCE de
muestra, la actividad de los promotores de banandbanano conA. tumefaciens Diferentes SCE del
probados fue confirmada en las células embriogénica cultivar ‘Williams’ fueron usadas en los dos
transformadas con el pESKUL1 (12 y 0 puntos azules)experimentos independientes (AT1, AT2) y puede ser
y el pPESKUL7 (26 y 17 puntos azules). Sin embargo, la causante de la variacion, indicando que la s#aun

se observé una actividad mas alta en las célulasSCE tiene una mayor competencia para la
transformadas con el pPCAMBIA1301 en comparacion transformacion.

con las lineas pESKULL 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 hang
Planty’ (grupo genémico AAB) y ‘Gran Enano’
(AAA) cuando son comparados con otros promotores
como el del 35S [5] y el de ubiquitina de maiz [6].

INT

Tabla 1. Actividad temporal del gen uidA™ en el

experimento AT1.

. Expr I€ de los experimentos
AT1 (A) y AT2 (B). 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 incubacion. Los puntos azules indican la
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transformacion temporal de las células embriogénicas

de banano. La barra representa 200 ym. 140
» O INT ) < 120
Tabla 2. Expresion del gen uidA™ en el experimento <
5 100 -
AT2. 2
Tratamiento NUmero de puntos azules B 80
TC 60 ,
2
con:ro: g _g a0 4
contro = 20 |
control 0
pCAMBIA1391Z 0 0 -
pCAMBIA13912 0 pCAMBIA1301 pCAMBIAL1391z -Control
pCAMBIA1391Z 0 ] o . Plésmido )
pCAMBIA1391Z 0 Figura 2. Actividad enzimatica del GUS en las células
pCAMBIA1301 509 embriogénicas de banano luego de una semana de co-
pCAMBIA1301 473 cultivo con A. tumefaciens. Las muestras contenian
pCAMBIA1301 287 aproximadamente 150 mg de tejido fresco de células
pCAMBIA1301 484 embriogénicas que fueron analizadas para determinar

Las muestras contienen 50 mg aproximadamente defpso de
células embriogénicas de banano luego de ser twamds corA.
tumefacienscon distintos plasmidos (tratamientos) por sid&es.d

Las muestras fueron incubadas &C3@&ntre 4 a 5 horas y el nimero

de puntos azules fue contabilizado 48 horas luegla ihcubacion.
Las muestras fueron mantenidas en la oscuridadmpetatura

la expresion del gen GUS. Los plasmidos usados para
la transformacién fueron pCAMBIA1301 (promotor 35S
que expresa el gen reportero uidA™ ) y
pCAMBIA1391Z (gen reportero uidA™T sin promotor)
Las células no-transformadas se representan como ‘-
Control. La actividad enZ|mat|ca del GUS es

ambiente luego del tratamiento a°37Los controles se refieren a
células embriogénicas de banano no transformadas.

Complementario al andlisis histoquimico, el ensayo valor es el
fluorométrico cuantitativo de la enzima GUS fue independientes
realizado a partir de extractos de colonias condaisa
de banano luego de una semana de co-cultivo co
Agrobacterium (Figura 2). Como se observé en el
andlisis 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 promedlo de la

actividad alcanzada fue de 114 pmol MU;tg de

proteina en el tratamiento con pCAMBIA1301
mientras que en las células transformadas co
pCAMBIA1391Z (ausencia de promotor en gen Figura 3. Presencia del
reportero) no se detectd actividad alguna del Gd$$, determinado por PCR en ceélulas de banano
como en las células no transformadas. El anélisistransformadas mediante A. tumefaciens. Gel de

cuantitativo confirmé el éxito en la transformacion 29arosa al 1.5% con el producto de PCR (469 pb)
genética de banano. generado usando los iniciadores GUSF-1 y GUSR-1

de las células embriogénicas (1301 se refiere al
plasmido pCAMBIA1301; 1391z al plasmido
Finalmente, la comprobacion de la integracion del pCAMBIA13912) Los controles positivos usados

ADN-T en el genoma de las células embriogenicas defyeron los plasmidos pCAMBIA1301 (P1301) vy
banano, se realiz6 mediante la reaccion en cadet@ d pCAMBIA1391Z (P1391z). Control se refiere a células
polimerasa con el ADN de las muestras de célulasno transformadas. Marcador de peso molecular se
embriogénicas transformadas, usando iniciadoresindica como 100bp y el tamafio en pares de bases de
especificos que se anillan al gen reporta'rdA'NT bandas referenciales es ilustrado a la izquierda.

presente tanto en el plasmido pCAMBIA1301 como en

el pCAMBIA1391Z. Las células embriogénicas no 3.2. Protocolo de modificacion genética para la
transformadas y el control del PCR (agua) fueron seleccion de lineas transgénicas estables de
usadas como controles negativos, mientras comopanano.

controles positivos se usaron directamente los

plasmidos. Se detectaron amplicones en las muestras Después de una semana de selecciéon para los
de ADN de células transformadas con los plasmidoseventos transgénicos en medio ZZ con los antilstic
pCAMBIA1301 y pCAMBIA1391Z confirmando la
transformacion genética de las células de banan
(Figura 3).

expresada como pmol MU h ug de proteina. Cada
promedio de tres mediciones
el error estandar es indicado.

gen reportero uidA

0hlgrom|cma (50ug mL ) y la mezcla de Timentin®
(200 pg mL) las células de banano se fenolizaron
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(Figura 4) y eventualmente no se mostré ningin La concentracion de la mezcla de antibioticos
crecimiento de las mismas en el experimento AT1. (componentes de Timentin®) para la eliminacion del

A. tumefacienfue determinada por la comparacion del
crecimiento bacteriano en medio semisdlido durknte
seleccion de las lineas transgenlcas de bananmaA u

concentracion de 10(g mL se detectd crecimiento

bacteriano (no ilustrado). Por lo tanto, la conaién

Optima de los componentes de Timentin® fue la de
-1

200 pg mL  debido a la ausencia de crecimiento
bacteriano (no ilustrado), como fue realizado por
Remyet al [8], Pérez-Hernandeet al [9] y Santos-

Figura 4. Experimento AT1. Células de banano luego Ordonez [5].
de una semana de seleccion en 1medio ZZ con los

Diez semanas de seleccibn con diferentes
concentraciones de h|grom|cma en el experimento

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

antibi(’)tlicos higromicina (50 pg mL ) y Timentin® (200
pg mL ). La barra representa 5.5 cm.

Debido a la amplia fenolizacion de las células de
banano después de una semana de seleccion, tragatamiento con 12.5g mL de higromicina (194 +
experimentos independientes fueron realizados.24 colonias de células, promedio de cuatro muestras
Diferentes  concentraciones  deAgrobacterium

tumefacieng0.4 y 0.2 Oy, experimento AT3) y de
1 tres muestras de cuatro de @& mL mostraron una

los antibisticos usados (50, 25, 29 15y 1agomL fenolizacion generalizada y no se detectd ninguna

de higromicina; 200 y 10Qqg mL de Timentin®, colonia de células (no ilustrado). Solo una muestra
experimentos AT4.1 y AT4.2) fueron probados para
evitar la fenolizacion de las lineas de células de
banano durante el periodo de seleccion.

Cuatro muestras con aproxmadamentq@(mL y
-1

mantenida a una concentracion de 2% mL de
higromicina mostro 26 colonias de células transgEmi
putativas. El analisis histoquimico luego de 12
. L man leccidn revel6 | lonias oedul
Una ~semana después de la seleccion Conijer:nasjtrgﬁssfgr?‘r?acdoas esi?azdcz)ue azucl;)cﬁltl\?;das E:an
antibiéticos, no se encontré6 una diferencia

significativa entre los patrones de fenolizaciétreen  higromicina a una concentracion de 25 y ];235an

las muestras con distintas concentraciones de(no ilustrado). Por lo tanto, el analisis histoguimn
Agrobacteriumen el experimento AT3 (no ilustrado). revela la presencia del ADN-T de pCAMBIA1301 en
El procedimiento de seleccion en el experimento AT3 el genoma de las colonias de células de banano.
(decrecimiento de las colncentraciones de higromicin

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

en 12.5ug mL ) revela que colonias celulares
putativamente transgénicas crecieron después te sie

y once semanas de seleccion (Figura 5). Por to,tan 45848
dos experimentos adicionales fueron realizados parz -
probar distintas concentraciones del agente setecti §
(AT4.1 y AT4.2). Experimentos realizados en otros
laboratorios [5] usando los vectores pESKUL1 y
pESKUL?7 para la transformacién mediada por
Agrobacteriumde SCE de blanano, revelaron que la

concentracion de 5Qug mL de higromicina era
suficiente para la seleccion de eventos transgenico -
estables. Sin embargo, el reactivo higromicina aisad
por Santos-Ordo6fiez [5] y el usado en el presente
estudio sugieren que ambos antibiéticos posee
distinta actividad (L&szlo Sagi, Serge Remy,
comunicacion personal).
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Figura 5. Experimento AT3. Colonias de células
transgénicas putativas de banano luego de siete (A) y
onccle semanas (C y D) de seleccion (50, 25,y 12.5 ug

mL de higromicina durante los primeros tres
subcultivos, respectivamente, y luego se mantuvieron
-1

en 125 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™' sin promotor)
en medio RD1 con el antibilético higromicina a una

concentracion de 12.5 uyg mL . (D) Colonias de células
transgénicas putativas con el pCAMBIA1301 (gen
reportero uidA™" expresado por el promotor 35S) en
medio RD1 con el antibic’)}ico higromicina a una

concentracion de 12.5 uyg mL . Las barras representan
1lcm.
semanas de seleccion

Asimismo, diez

CiCcYl

24 horas. Una vez que Agrobacteriumha crecido,
centrifugar el tubo a 4000 rpm para pelletizar las
bacterias, posterior a esto resuspender en medio ZZ
liqguido suplementado con Acetosyringone (200uM)
para inducir la virulencia de la bacteria. Una kiezho
esto, colocar en una placa de 24 pocillos 200uL de
suspension de células embriogénicas al 33% jumo co
1 mL deAgrobacteriuminducido con una UDg, de
0.4, co-cultivar por 6 horas a 30 rpm a 25°C para
después colocar el contenido del pocillo en undamal
que se encuentra sobre papel filtro para que elamed
liquido sea absorbido, luego colocar las mallas en
cajas Petri de 5 cm de diametro con medio ZZ solido
suplementado con Acetosyringone (200pM) e incubar
en oscuridad a 21°C por siete dias. Una vez
transcurridos los siete dias hacer el analisis
histoquimico y fluorométrico, y empezar la selencio
usando los antibiéticos Timentin (200pg Le
higromicina (12.5ug mt) por diez semanas.
Transcurrido este tiempo, transferir las célulasealio

RDI suplementado con higromicina (12.5ug Hhipor

CON 4.6 semanas, para luego colocarlas en medio ITC-K

diferentes concentraciones de higromicina en el para la fase de regeneracion de plantas.

experimento AT4.2 (50, 25, 20, 15y 12:§ mL )
determiné presencia de colonias transgénicas pasati

4. Conclusiones y recomendaciones

de banano a partir de muestras mantenidas a 20, 15 4.1. Conclusiones
-1

12.5ug mL  de higromicina al encontrar 67 + 31, 153

+ 39 y 204 + 28 colonias celulares transgénicas > €
muestras/iuorométrico y de la reaccién en cadena de la

no se Polimerasa confirmaron que las células de banaho de

putativas, respectivamente, en ocho
analizadas por tratamiento. En cambio,
encontraron colonias celulares sobrevivientes &n la

-1
muestras mantenidas a 50 y@pmL .

Los resultados de los andlisis histoquimico,

cultivar ‘Williams’ co-cultivadas corA. tumefaciens
fueron modificadas genéticamente obteniendo una
eficiencia de transformacion de 194 + 24 y 204 + 28
colonias transgénicas putativas por muestra degfmiés

Nuevos analisis deben ser realizados aln parajg semanas de transformacion en dos experimentos
-1

confirmar la transformacion permanente de las
colonias de células, especialmente entre
sobrevivientes en  concentraciones bajas

higromicina, entre ellos se incluye el andlisis rapte

lasindependientes, bajo seleccion a 1% mL de
dehigromicina.

- El analisis de la expresién del gen reportero

. INT
“Southern blot”. Actualmente las lineas de bananoUYidA™ revela que los promotores de banano 17-1'y

transformadas se encuentran
regeneracion en vitroplantas.

en proceso

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

Sembrar elAgrobacterium transformado con un
vector en medio YEP sélido suplementado con
kanamicina (50 pg mt) para luego de 48 horas
obtener colonias puras, de las cuales usando urta pu
de pipeta, transferir una pequefia cantidad a ua tub
Falcon de 50 mL con medio YEP liquido
suplementado también con kanamicina (50 pg)mL

geB5-1 obtenidos de la variedad "Three Hand Planty’

tienen una actividad inferior a la del promotor 3t&$
virus del mosaico de la coliflor en células
embriogénicas de banano de la variedad ‘Williams'.

- La seleccién por antibiético usando higromicina
como a%ente de seleccion a una concentraciéon de 50

ug mL  mostr6 ser nocivo para las células
embriogénicas transformadas de banano, con elgen d
resistencia a la higromicina expresada con el ptomo
35S del CaMV duplicado.

- La concentracion optima de higromicina donde se
obtuvo un mayor nl]mer? de colonias putativas

transgénicas es de 121§ mL .

dejar en una incubadora shacker a 200 rpm, 28°C por
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4.2. Recomendaciones de agricultura, Ph.D. thesis 787, Katholieke Ursiteit
Leuven, Belgium, Faculteit Bio-
Ingenieurswetenschappen. 188 p. 2008.

., . £6] Santos, E., Remy, R., Thiry, E., Windelinckx, S.,
agente de seleccibn es recomendable realizar un Swennen, R., and Sagi L «Gharacterization and

curva de mortalidad usando diferentes concentrasion isolation of a T-DNA tagged banana promoter active

debido a la necesidad de optimizar el protocolo de  gyring in vitro culture and low temperature stre@&MC
seleccion de lineas de banano transgénicas estables plant Biology9, 2009, pp. 77. doi:10.1186/1471-2229-9-

-Cuando se utiliza el antibiético higromicina como

puesto que el producto puede tener distinta aetilvid 77
de acuerdo a la marca y lote. [7] Murashige, T., Skoog, F., “A revised medium fapid

- La verificacién de lineas de células de banano growth and bioassays with tobacco tissue cultures,”
transgénicas estables debe ser realizada poriarntgis Physiologia Plantaruml5, 1962, pp. 473-497.
“southern blot”. [8] Remy, S., Thiry, E., Coemans, B., Windelinckx, S.,

Swennen, R., and Sagi, L., “Improved T-DNA vectar fo
tagging plant promoters via high-throughput lucfes
screening, Biotechniques38, 2005, pp. 763-70.
imi [9] Pérez-Hernandez, J. B., Remy, S., Swennen, R., and
>. AgradeC|m|entos Sagi, L., “BananaNusasp.),” Wang K. (ed.), Methods

bai fi . ss de la S . in Molecular Biology, vol. 344: Agrobacterium Protde
Este trabajo se financio a través de la Secretaria 2/e, volume 2. Humana Press Inc., Totowa 2006 ppJ,

Nacional de Ciencia y Tecnologia (SENACYT) del 167-175.

Gobierno del Ecuador (proyecto PIC-08-0000300) y a [10] Jefferson, R. A., Kavanagh, T. A., and Bevan,WI,
través del Gobierno Flamenco de Bélgica (VLIR-IUS, “GUS fusions: B-glucuronidase as a sensitive and
programa de cooperacion VLIR-ESPOL, Ecuador).  versatile gene fusion marker in higher planSMBO
Las suspensiones de células embriogénicas fueron Journal6, 1987, pp. 3901-3907.

suministradas por Sofia Korneva y Joffre Mendoda de ul]m?iQI?QirEé ?[\'155 ?)rl’]c()jm((-)jthel;l"a’COanlbﬁ].iat(;l—iZFrecgzilzj|2‘lii%vr\:er
CIBE. Los vectores pESKUL1 ESKUL7 fueron S o

otorgados por la Univr:ersidad Ca){éﬁca de Lovaina en  franscriptionin plants Science250, 1990, pp. 959-966.
Bélgica (KULeuven) a través de Rony Swennen,

director del “Laboratory of Tropical Crop

Improvement”.

6. Referencias

[1] Tazan-Cabezas, L., “ El cultivo del platano én e
Ecuador. Ministerio de Agricultura y Ganaderia”.
Subsecretaria Regional del Litoral, Sur y Galapagos.
Editorial Raices, Guayaquil, Ecuador. 72 p. 2003.

[2] Swennen, R., Arinaitwe, G., Cammue, B. P. A. ngas,

l., Panis, B., Remy, S., Sagi, L., Santos, E., Sgols,

and Van den houwe, l., “Transgenic approaches for

resistance to Mycosphaerella leaf spot diseasdsusa
spp.,” Jacome L, Lepoivre P, Marin D, Ortiz R, Romero

R, Escalant JV (ed.), Mycosphaerella leaf spot disga

of bananas: present status and outlddaceedings of

the 2nd International workshop on Mycosphaerelld lea

spot diseases of bananaSan José, Costa Rica, 20-23

May 2002. INIBAP, Montpellier, France, pp. 209-238.

Disponible en:

http://bananas.bioversityinternational.org/fildedipdf/p

ublications/mycosphaerella.pdf

Sagi, L., “Genetic engineering of Banana fosadise

resistance — Future Possibilities,” Diseases of Bana

Abacéa and Enset. D.R. Jones, editor. CAB Internaliiona

Wallingford, UK, 1999. pp. 465-515.

[4] Schouten, H. J., Krens, F. A., and JacobserEsgenic
plants are similar to traditionally bred plants:
International regulations for genetically modified
organisms should be altered to exempt cisgenesis,”
EMBO Report¥, 2006, pp. 750-753.

[5] Santos-Ordofiez, E. G., “Characterization anthtgm of
T-DNA tagged banana promoters active durimg/itro
regeneration and low temperature stress,” Dissentzs

[3

—_—



