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Resumen

Programas de mejoramiento convencional se centran principalmente en la produccién de hibridos
con resistencia a la Sigatoka negra, la principal enfermedad a nivel mundial. Los hibridos
seleccionados son resistentes a enfermedades pero usualmente pierden otras caracteristicas
deseadas a nivel de postcosecha como vida verde y maduracion de la pulpa. La transformacién
genética es una alternativa a la mejora convencional de banano en donde genes que confieren
caracteristicas de resistencia a enfermedades en las plantas son insertados en el genoma. Los
promotores juegan un papel importante en regular la expresion génica de una manera especifica.
Con el fin de caracterizar diferentes promotores de banano para su posible uso en la generacién de
bananos cisgénicos, se determiné la actividad de los mismos mediante fusion con el gen reportero
GUS y transformando mediante Agrobacterium tumefaciens suspensiones celulares embriogénicas
del banano ‘Williams’. Diferentes plasmidos se emplearon para la transformacion incluyendo
pCAMBIA-1301, pESKUL1 y pESKUL7 conteniendo el promotor 35S del CaMV, y los promotores
17-1 y 85-1 del platano ‘Three Hand Planty’, respectivamente. Andlisis histoquimicos y
fluorométricos se realizaron a los 7 dias, 11 semanas y 29 semanas después de la transformacién
en donde las células embriogénicas de banano pasaron por un proceso de seleccion y de
regeneracion en diferentes medios de cultivo. La actividad de los promotores quedé de la siguiente
manera 355>85-1>17-1 siendo el de mayor actividad el del 35S, indicando la posibilidad del uso
de los promotores de banano en escenarios donde la expresién necesite ser menor a la del 35S.
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Abstract

Conventional breeding programs are focused in the generation of Sigatoka Disease Resistant Hybrids. The
selected hybrids are disease resistant; however usually other characteristics are lose which ones as the
time life and the pulp maturation. Genetic transformation is an alternative to the conventional breeding;
moreover resistance genes are introduced in the plant genome. Promoters are important in the expression
of genes, in a specific target. With the aim of characterize banana promoters for its possible use in the
generation of banana cisgenics. The activity was determined by the integration of the reporter gen GUS
with an Agrobacterium-mediated transformation of banana embryogenic cells, cultivar “Williams’.
Furthermore, different plasmids pCAMBIA-1301, pESKULI y pESKUL7, which’s contains the promoters
35S from CaMV and 17-1y 85-1 from the cultivar ‘Three Hand Planty’, were used in the transformation.



Besides, Histoquemical and fluorometric essay were developed during the day7, week11 and week 29 after
the day of transformation. In this process during the time the embriogenic cells passed thru a selection
period and regeneration in different nutritive culture medium. Finally, the promoters activity was this
approach 35S>85-1>17-1, indicating the possible use of banana promoters under conditions that would

require less expression than 35S.
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1.Introduccidén

Ecuador es uno de los paises de Latinoamérica
con mayores niveles de produccion y exportacion
de  banano, fruta que es  cotizada
internacionalmente por su gran valor nutritivo.
Pero el banano es afectado por diversas
enfermedades que limitan su produccion, la
Sigatoka Negra es una de las causas mas
representativas de los altos costos de produccion
de esta fruta.[1, 2]

Mycosphaerella fijiensis es el hongo causante
de la Sigatoka negra, es de tipo heterotalico con
ciclos de reproduccién sexual y asexual generando
dificultad para controlar su expansion[3]. Posee
dos fases de crecimiento, en la primera etapa se
alimenta del apoplasto, su segunda etapa es
necrotréfica y es aqui donde produce danos como
manchas necroticas reduciendo el &rea foliar util
para fotosintesis.[4]

El mejoramiento convencional busca generar
resistencia a este patdgeno pero este proceso
depende de la identificacion y caracterizacion de
los progenitores diploides, donde no siempre se
obtiene un resultado con las exigencias
comerciales del cultivo. Por otro lado la ingenieria
genética aporta soluciones méas rapidas. Existen
dos métodos para transformar genéticamente una
especie vegetal: directa e indirecta. La
transformacion indirecta mediada por
Agrobacterium tumefaciens consiste en integrar
un fragmento deseado de ADN en el genoma de la
planta.[5-7]

La regulacion de genes dentro de los
organismos Vvivos es aun un proceso complejo que
no se comprende por completo. Los genes son
activados o desactivados por promotores, éstos
son regiones antes del punto de transcripcion de
los genes los mismos que inician una transcripcion
de ARN [8, 9]. El objetivo principal de este

estudio es determinar eficiencia de promotores
aislados de plantas de banano, lo cual puede
permitir la generacién futura de plantas
cisgénicas.

2. Materiales y Métodos

2.1. Material vegetal y condiciones de
medio de cultivo.

Las suspensiones de células embriogénicas
(SCE) del cultivar ‘Williams’ (AAA) fueron
obtenidas a partir de inflorescencias masculinas
(Korneva Sofia, comunicacién personal).

El medio de cultivo con el cual fueron
subcultivadas cada 2 semanas durante el periodo
de seleccion de 10 semanas fue medio ZZ
utilizando como agente selectivo a Higromicina
(Hy) concentraciones 12.5 y 18 ug/ml y timentin
(TM). A la semana 11 después de la
transformacion se utilizo medio RDI con el mismo
agente selectivo durante 8 semanas, finalmente a
la semana 20 posterior a la transformacion se uso
medio ITC-K sin agente selectivo (-).

2.2. Vectores de transformacion.

Obtenidos de la variedad ‘Three Hand Planty’ y
unidos con el gen reportero B-glucuronidasa
(GUS) contienen secuencias de 1.7 kilo pares de
bases (kbp) y 0.6 kbp, las cuales fueron insertadas
por delante del gen GUS[10]Los plasmidos
pPESKUL1 y pESKULY7 poseen los promotores 17-
1y 85-1 respectivamente, y fueron facilitados por
la Universidad Catélica de Lovaina en Bélgica
(KULeuven).

Por otro lado los vectores pCAMBIA1301 el
cual posee el promotor 35S y pPCAMBIA1391Z no
posee promotor alguno, ambos fueron adquiridos
en CAMBIA (www.cambia.org).



2.3.  Transformacién
Agrobacterium.

mediada  por

Basado en el protocolo de transformacion
estandarizado por Sanchez [11] Se realiz6 un
cocultivo entre las células embriogénicas de
banano y Agrobacterium tumefaciens, durante 6
horas. Luego se colocaron en medio de cultivo
Z7Z.

2.4. Seleccion de colonias de células
transformadas.

Luego de 7 dias posteriores a la transformacién
las células embriogénicas fueron transferidas a
medio ZZ con higromicina concentracion 12,5
(Hy12,5) y 18 (Hy18) pg/umL, y timentim (TM)
concentracién 200 pg/umL. Las muestras fueron
incubadas a 25°C en oscuridad, durante 10
semanas. Una vez formadas las colonias celulares
de banano (11 semanas) se trasladaron las
muestras a medio RDI con higromicina (Hy)
concentracion 12,5 y 18 pg/umL, las muestras
fueron incubadas a 25°C en oscuridad, durante 8
semanas. Los embriodes formados se observan a
la semana 20 donde se utiliza medio ITC-K sin
ningun agente selectivo.

2.5. Toma de muestras.

Se realizaron tres tomas de muestra:

1. Posterior a los 7 dias de transformacion, en
medio ZZ

2. Posterior a las 10 semanas de seleccion en
medio ZZ con higromicina y timentin

3. Posterior a 29 semanas en medio ITKC-K.

2.6. Analisis histoquimico y fluorométricos.

Las muestras tomadas en los tres periodos
fueron tenidas con el sustrato X-Gluc, para
determinar la actividad temporal del gen GUS la
misma que fue expresada como el nimero de
puntos azules, contados con un estereoscopio.

Asi mismo se realizo un andlisis fluorométrico
para medir la actividad enzimatica del gen
reportero GUS, fue desarrollado seglin los
procedimientos modificados por Santos-Ordofiez.

3. Resultados

3.1. Ensayo histoquimico.

La presencia de los puntos azules a los 7 dias fue

significativa para el plasmido pCAMBIA1301.
Posterior a las 10 semanas de seleccion las lineas
transformadas con pCAMBIA1301 fue la mas
significativa.

Tabla 1. Numero de puntos azules luego de 10

semanas en medio de cultivo ZZ con antibiético

Hy de seleccion. Simbolo (-) indica ausencia del
antibiotico, Hy12.5, higromicina a concentracion
del2,5. Hy18, higromicina a concentracion de 18

pg/umL
Plasmido Agente Colonias # de
selectivo | sobrevivientes | puntos
azules
pESKUL 7 () 1170 27
Hyl12.5 780 118
pESKUL 1 () 693 0
Hy12.5 871 19
pCAMBIA () 1420 204
1301 Hy12.5 840 716
Hy18 248 211
pCAMBIA () 1209 0
13917 Hy12.5 415 0
Hy18 328 0
Sin ) 1914 0
Promotor

La expresién del indigo azul se observo
claramente en el ensayo histoquimico. En la
semana 11 posterior a la transformacion la
seleccion mediante Hy18 pg/ml mostré un alto
indice de mortalidad en comparacion con el
tratamiento Hy12,5, sugiriendo que un mayor
nimero de lineas transformadas deben estar
presentes en als celulas sobrevivientes en el
tratamiento Hy18 que en el Hy12,5



Figura 1. Resultados de la prueba histoquimica.
Observacion de células embriogénicas con X-
GLUC luego de 10 semanas de seleccion con
Hy18. Los puntos azules indican la expresién

temporal del gen reportero GUS. La barra negra

representa 400pum.

3.2. Ensayo Fluorometrico.

No existieron diferencias significativas entre la
expresion del gen posterior a los 7 dias de la
transformacion y la expresion del gen posterior a
10 semanas de seleccion con higromicina a 12.5
pg/ml en lineas transformadas con el
pCAMBIA1301 (Fig. 2).

Por otro lado, el tratamiento pCAMBIA1301
bajo seleccion de Hy 18 pg/ml durante 10
semanas dio el nivel de expresion del GUS mas
alta. Cabe recalcar que en esta etapa (10 semanas)
las muestras son colonias de células. A diferencia
de las muestras de Hy 18 pg/ml a los 3 meses en
medio ITC-k cuyas caracteristicas son mas solidas
y pertenecen a las de un pequefio embrioide.
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Figura 2. Expresion del gen reportero GUS
(uidA™"), calculado por medio del analisis
fluorometrico. Se utilizaron 3 unidades muéstrales
por tratamiento. Los promotores se identifican por
el nombre del plasmido pESKUL1 (promotor 17-1),
pESKUL7 (promotor 85-1) y pCAMBIA1301
(promotor 35S), ademas se indica las condiciones
de agente selectivo (higromicina Opg/ml,
12.5pg/ml y 18pg/ml) en diferentes etapas del
tiempo 7 dias, 11 semana y 29 semanas posterior
a la transformacion de las células embriogénicas
con Agrobacterium tumefaciens

Como se observo en el analisis histoquimico
hubo mas expresion con el promotor
pCAMBIA1301, pero sin duda alguna hubo
presencia de puntos azules en el plasmido
pPESKULY7, el mismo que contiene al promotor 85-
1. Por otra parte la actividad enzimaética registrada
por el andlisis fluorometrico indica que solo
existio actividad en el plasmido pCAMBIA1301



con el promotor 35S el cual hasta ahora ha sido
atil en la transformacion genética vegetal.[12]

La expresion temporal del gen de dio de gran
forma en la etapa post-selecciéon donde aun eran
colonias de células embriogénicas, pero al
formarse los embriodes estas disminuyeron
considerablemente su expresion, ademas se
observo claramente que la concentracién mas
efectiva de agente selectivo es higromicina
18ug/ml, probablemente por el hecho de que no se
hicieron pruebas con esa concentracion (18Hy)
sino a Hy12,5 en los plasmidos pESKUL 1y 7 el
nimero de colonias sobrevivientes no estaban
conformadas por células transformadas dando por
ende una baja expresion.

4. Conclusiones

Se demostraron diferencias significativas
entre la eficiencia de los promotores usados,
siendo 35S>85-1>17-1. Demostrando que el
promotor 85-1 puede seguir siendo evaluado
en otras variedades de banano para la
generacién de cisgénicos, y el uso del
promotor 35S para la generacion de
transgénicos.

Se comprob6 la hipétesis planteada que
indicaba la eficiencia de seleccion de lineas
transgénicas mediante el uso de higromicina
18 pg/ml, superando en 13% la eficiencia de
seleccion.

5. Prospectos

Se  deben  seguir realizando la
caracterizacién del promotor 85-1 en diferentes
estadios de la planta como en invernadero y
campo. Asimismo, futuros trabajos podrian
utilizar al promotor 85-1 con algin gen de
resistencia especifico a M. fijiensis. Se
recomienda el uso de agente selectivo
higromicina en concentracion 18 pg/ml, para
obtener un mayor ndmero de colonias
transformadas.
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