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Ortiz, JL. 2001. Desarrollo de una metodologia para la transformacion genética de banano (cv
Gran Enano) y platano (cv Curraré) de consumo local para introducir resistencia a la Sigatoka negra
(Mycosphaerella fijiensis}

Palabras claves: Musa spp, Sigatoka negra, poliploidia, biotecnologia, transformacién genética,
suspensiones celulares, bombardeo de particulas, Cuarraré, vectores de transformacion, histologico,
plasmido, GUS, kanamicina (nptll), higromicina (hph), glucanasas, quitinasas, promotor
constitutivo, microproyectil, X-Gluc.

RESUMEN

Los bananos y platanos (Musa spp), ocupan el cuarto lugar en produccion a nivel
mundial, lo que lo convierte en uno de los cultivos mas importantes para los paises en
desarrollo. Sin embargo esfos cultivos son serfamente amenazados por muchos
problemas fitosanitarios, donde la Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis Morelet) es el
principal problema, causando pérdidas entre un 30 y 50%.

A nivel mundial el mejoramiento genético convencional se ha visto limitado debido
a gque son especies que presentan esterilidad, poliploidia y se propagan vegetativamente.

La biotecnologia ofrece las herramientas necesarias para superar esas bameras
biolégicas; una de esas herramientas es la transformacion genética de cultivos celulares
embriogénicos mediante el bombardeo de particulas cubiertas de ADN. Con este trabajo
se logré establecer la calidad de las suspensiones celulares midiendo la capacidad de
crecimiento en un periodo de 8 dias, observaciones al microscopio y analisis histolégico,
evidenciaron una mejor calidad para el cuitivar Curraré.

Para establecer las condiciones de bombardeo se evalud dos vectores de
transformacion genética, el pBi121 que expresa el gen reportero GUS vy el gen rmarcador
nptll con resistencia a kanamicina, el segundo plasmido que se probd fue el pHAGG, que
presenta en su construccién el gen reportero GUS, el gen marcador hph, que le confiere
resistencia al antibidtico higromicina y ademas presenta los genes de glucanasas y
quitinasas de interés agrondmico que degradan las paredes del hongo constituido
principatmente por quitinas y glucanos. Ambos vectores de transformacion se encuentran
bajo el dominio del promotor constitutivo 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV).

L.a expresion transitoria se evalud por medio del conteo de puntos azules 24 horas
después del bombardeo; se evidencié mejores resultados para el cultivar Curraré a una
distancia de & cm y con el microproyectil tungsteno, logrando obtener en promedio 2207
puntos azules para el mejor tratamiento.

El material se sometio a seleccion con el medio de regeneracion M3, Para cultivos
celulares bombardeados con el vector pBl121 se utilizé el antibidtico kanamicina a una
concentracion de 100 mg/l y para el vector pHAGG el antibidtico a una concentracion de
75 mg/l, despues de 2 meses en seleccién. Se observd la regeneracién de agregados
celulares embriogénicos con formacion de embriones en diferentes estados de desarrolio.
En esta etapa se llevé a cabc un analisis histoquimico que revel6 la presencia del gen
GUS en los agregados celulares; el anélisis histologico mostrd la integracion uniforme del
agente revelador X-Gluc en el interior del tejido.

Los embriones somaticos regenerados se subcuitivaron al medio M4, logrando la
germinacion de 12 embriones. Secciones de tejidos de hoja y raiz se sometieron al
agente revelador X-Gluc, observandose una tincion uniforme del tejido expuesto.

Finalmente los embriones germinados fueron subcultivados a medio de desarrolio
M5 con el agente selectivo a higromicina y después de 1 mes en este medio contintan en
crecimiento, expresando la resistencia al antibidtico.
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Ortiz, JL. 2001. Development of a methodology for the genetic transformation of banana
{(cv Gran Enano) and plantain (cv Curraré) of local consumption to introduce resistance to
black Sigatoka (Mycosphaerella fifiensis).

Palabras claves: Musa spp, black Sigatoka, poliploidy, biotecnology, genetic
transformation, cellular suspension, particle bombardment, Curraré, transformation
vectors, histological analysis, plasmid, GUS, kanamycin (nptlf), higromycin (hph),
chitinase, glucanase, promoter constitutive, microprojectile, X-Gluc, tungsten.

SUMMARY

Banana and plantain (Musa spp), occupy the fourth place in preduction at world-
wide level, which tums them into one of the most important cultures for developing
countries. Nevertheless, these cultures are seriously threatened by many phytosanitary
problems, among which black Sigatoka (Mycosphaerefla fijiensis Morelet) is the most
important, causing losses between 30 and 50%.

At world-wide level, conventional genetic improvement has been limited because
there are species that present sterility, poliploidy and vegetative propagation.
Biotechnology offers the necessary tools to surpass these biological barriers. One of
these tools is the genetic transformation of embryogenic cellular cultures through particle
bombardment covered with ADN. Through this study it was possible to establish
suspensions quality by measuring its growth capacity in a period of 8 days. Microscope
observations and histological analysis, demonstrated a better quality for Curraré cultivar.

in order to establish bombardment conditions, two genetic transformation vectors
were evaluated: the pBl121 that expresses the gene reporter GUS and the marker gene
npt! with resistance to kanamycin. Second plasmid proven was the pHAGG, that presents
in its construction the GUS reporter gene, the marker gene hph, that confers resistance to
the higromycin antibiotic and in addition, it displays the glucanase and chitinase genes of
agronomic interest which mainly degrade the fungus walls constituted by chitinas and
glucans. Both transformation vectors are under the dominion of the constituent promoter
358, the cauliflower mosaic virus (CaMV).

The transient expression evaluated by counting blue dots 24 hours after the
bombardment, demonstrated better results for Curraré cultivar at a distance of 6 cm and
with the tungsten microprojectile, obtaining in average 2207 blue dots for the best
treatment.

The material was subjected to using the selection M3 regeneration medium, for
cellular cultures bombarded with vector pBI121 the kanamicina antibiotic was used at a
concentration of 100/l and for the pHAGG vector was used higromycin antibiotic at a
concentration of 75 mg/l, after 2 months under selection. Regeneration of embriogenic
cellular aggregates with embryos formation at different development stages was observed.
In this stage, a histochemical analysis was carried out that revealed the presence of the
GUS gene in cellular aggregates; the histological analysis showed a uniform integration of
the revealing X-Gluc agent into the tissue.

Regenerated somatic embryos were subcultivaied into the M4 medium, obtaining
germination of 12 embryos. Leaf tissue and root sections were put under the revealing X-
Gluc agent, showing a uniform stain of the exposed tissue.

Finally, germinated embryos were subcultivated using the M5 development
medium with the selective agent to higromycine and after 1 month in this medium, they
continue to grow, expressing antibiotic resistance.
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I. INTRODUCCION

La importancia econémica de las especies vegetales tropicales a nivel mundial ha
ariginado muchos estudios sobre su seleccion y mejoramiento. Sin embargo, aunque
muchas de ellas son seleccionadas por su rendimiento o calidad nutricional, resultan
vulnerables al ataque de patdgenos (Cruz, 1998).

Las muséceas de interés comercial, el banano y el platano, son seriamente afectadas por
diversas enfermedades fungosas, virales y diferentes plagas, lo cual reduce el
rendimiento y produce la pérdida de plantaciones y cosechas, en pequefia y gran escala.
La enfermedad mas devastadora es indudablemente Sigatoka negra, la cual es
ocasionada por el hongo patogénico Mycosphaerella fijiensis Morelet, que causa necrosis
en las hojas y reduccidn de la aclividad fotosintetica lo que origina una disminucién en la
produccion (Sagi ef al, 1998). Este hongo fue descubierto en 1963 por Rhodes (1964) en
las islas Fiji. Sigatoka afecta a todos los tipos de bananos y existe en muchas regiones
bananeras; es de particular importancia en América Latina y el Caribe (S4gi et al, 1998), v
puede producir perdidas de hasta el 30 al 50% (Stover, 1983, Mabambo, 1993). Ei control
de la ebfermedad en fincas comerciales causa el uso y abuso intensivo de pesticidas,
especialmente por productores medianos y grandes. Los costos anuales por aplicaciones
de fungicidas en el control de enfermedades se encuentran en el rango de $600 a $1800
por hectérea (Sagi et al, 1998; Strobel ef af, 1893).

El uso excesivo de productos quimicos en la produccién de bananos de exportacion, ha
dado como resultado la aparicién de poblaciones de esté patogeno resistentes a los
fungicidas (Carlier, 2000). Este hecho, aunado al deterioro ambiental hace necesaria la
busqueda de nuevas alternativas para resolver estos problemas (Strobel et a/, 1993).

La produccidn de nuevas variedades resistentes a la Sigatoka negra y a otras
enfermedades, por medio de tecnologias convencionales, ha sido limitada por la aita
esterilidad y niveles de ploidia de los diferentes cultivares (Belalcdzar ef al, 1995
Vuylsteke ef al, 1988). Nuevas variedades tolerantes a la Sigatoka negra han sido
producidas por mejoramiento genetico convencional, sin embargo, la aceptacién de la
fruta no es tan buena para exportacién como la de las variedades comerciales
susceptibles (Belalcazar et al, 1995; Nowakunda ef al 2000). La Fundacién Hondurefia
de Investigacion Agricola (FHIA), ha desarrollado una setie de variedades tetraploides de
banano y platano que muestran diferentes niveles de resistencia a la Sigatoka negra



(Belalcazar et al, 1995), y algunas de ellas, resistentes a ofros patogenos como es el caso
de la marchitez causada por Fusarium (razas 1y 4). Entre estas variedades se puaden
citar estan la FHIA-1 (AAAB), FHIA-3 (AABB), FHIA-17 (AAAA)] FHIA-20 (AAAR), FHIA-21
(AAAB) y FHIA-23 (AAAA)} (Rowe, 1985; Mabambo ef al. 1993). Estas variedades son
una alternativa aceptable para minimizar los problemas causados por estos patolgénos,
Sin embargo sus cualidades organolépticas no son tan buenas como las de |os cultivares
comerciales de platanos tipo Falso Cuemo, por lo tanto su aceptacidon en mercados
intemacionales y locales es todavia incierta (Nowakunda ef al., 2000). El avance de la
biotecnologia ha provisto de aitemmativas para el mejoramiento de cultivos a través de la
manipulacion directa de genes de interés comercial sin afectar otras caracteristicas de los
cultivos (Cruz, 1998). La ingenieria genética, ofrece la posibilidad de introducir
caracteristicas puntuales en variedades que tienen optimas cualidades organolépticas. El
uso de técnicas no convencionales como la iransformacién genética mediante el
bombardeo de particulas ¢ a través de Agrobacterium, constituye una alternativa muy
prometedora para el desarrolio de plantas resistentes a estas enfermedades (Crouch et al,
1998). EIl aislamiento de genes de resistencia y el desarrollo de plantas transgénicas
ofrece expectativas para resolver estos problemas en muséaceas (Cruz, 1998).

En el afo 2000 fue creado el Consorcio de la Genomica del banano, constituido por los
miembros del grupo de trabajo en mejoramiento genético del Programa Global para el
Mejoramiento de Musa (PROMUSA). Dicho consorcio tiene como objetivoe permitir el
desarrollo del pian maestro para el estudio de la gendémica de las musaceas, bajo el
auspicio de PROMUSA. El mejoramiento genetico de las muséceas sera fortalecido
considerablemente con un mejor conocimiento del genoma a niveles molecular vy
cromésomico. Es necesario desarrollar las herramientas moleculares que permitan la
localizacion y caracterizacion de genes en musaceas, para conferir caracteristicas de
interés como resistencia a plagas y enfermedades y calidad dei fruto (PROMUSA 2000).

El establecimiento de alianzas estratégicas entre institutos que trabajan en diferentes
areas del mejoramiento geneético es necesario para lograr avances importantes sin
duplicar esfuerzos. A nivel regional se creé el Consorcio Latinoamericano de
Biotecnologia conformado por el Centro de Investigaciones y de Estudios Avanzados de
Irapuato, México (CINVESTAV), Corporacion de Investigaciones Biolégicas (CIB)
Colombia; Instituto de Biclogia de las Plantas (IBP), Cuba; Ceniro Agronémico Tropical de
Investigacion y Ensefianza (CATIE) y Corporacidén Bananera Nacional, SA (CORBANA),



Costa Rica y el cual tiene como objetivo desarrollar una red cientifica con recurso
humano, infraestructura y conocimiento para beneficio del proceso de evaluacién de las
nuevas potencialidades de la biotecnologia en la solucion de problemas practicos
urgentes. El CATIE ha establecido una alianzas de colaboracion cientifica con el
Departamento de Ingenieria Genética del CINVESTAV de Irapuato, México, para unir
esfuerzos y obtener avances a corto y mediano plazo en ingenieria genética de musaceas
de interés para la regién. En este sentido, el CATIE cuenta con un sistema de
multiplicacion y regeneraciéon masiva de cultivos celuiares, Unico en el area, a través de ia
embriogénesis somatica utilizando flores femeninas y masculinas (Escalant ef al. 1994;
Cote ef al. (1996) y Grapin ef al. 2000). El CINVESTAV tiene una gran experiencia en
ingenieria genética, y actuaimente ha desarrollado avances importatnes en la
transformacion genética de banano. La colaboracién entre ambos centros puede ser muy
importante dentro del marco de la transformacién genética de musaceas.

La transformacion genética se refiere a la transferencia de informacion genética a una
célula bacteriana, vegetal o animal (Sagi, 2000). Los sistemas mas utilizados actuaimente
son la aceleracién de particulas (biobalistica) y el sistema de Agrobacterium tumefaciens.

El método de aceleracion de particulas es dependiente de la existencia de un sistema de
regeneracion celular eficiente y de la competencia de las celulas del tejido utilizado. Con
esta metodologia se han transformado algunos cereales como trigo, maiz y arroz
(Siemens y Schieder, 1996). Con el uso de este metodo se han resuelto algunos
problemas, como el rango de hospedero (monocotiledéneas y dicotileddneas), el cual se
ve limitado en el caso de Agrobacterium (Birch, 1997).

En este sistema las variables a considerar para la fransformacion de tejido vegetal son: el
sistema de aceleracion (descarga eléctrica, presién por gases), el tamano de las
particulas, el momentum de las particulas, el pretratamiento del tejido (osmolaridad en el
medio) y los factores fisiolégicos del tejido seleccionado (Potrykus, 1991; Birch, 1997).

Algunas desventajas que presenta, tienen que ver con el daflo ocasionado al material
transformado v la distribucién heterogénea de las particulas, que conduce a la expresion
transitoria del transgén o a la muerte del tejido (Siemens y Schieder, 1886). En principio,
cualquier tejido vegetal podria ser usado como blanco para la transformacion por este
método, de tal manera que hoy en dia es uno de los métodos mas promisorios para la
transformacion de plantas (Cruz, 1998).



El presente estudio pretende desarrollar una metodologia para producir plantas de
banano cv Gran enano (AAA) subgrupo Cavendish, y de platano cv Curraré (AAR)
subgrupo Plantain, con resistencia a Sigatoka negra a través de la transformacion
genética mediada por el bombardeo de particulas.

Este es el primer intento de transformacién genética, a nivel mundial, del cv Curraré de
consumo local en Latinoameérica, para obtener resistencia a enfermedades fungosas. Se
pretende con este trabajo la introduccién y sobreexpresion de los genes que codifican
para la B-1.3 glucanasa y quitinasa de clase | de tabaco. Estas enzimas se encuentran
ampliamente distribuidas entre especies vegetales (Meins ef al, 1992). También se ha
demostrado que poseen actividad anti-fungica in-vitro, lo cual se debe probablemente a
que la quitina y el B-1.3 glucan son componentes importantes de la pared celular de los
hongos.

1. Objetivos.
1.1.- Objetivo general

Contribuir al desarrollo de una metodologia para la obtencion de plantas de
banano y platano (cv Gran enano y Curraré) de consumo local con resistencia a la
Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis), utilizando la transferencia de genes a
través del bombardeo de particulas.

1.2.- Objetivos especificos

1- Establecer las condiciones para la transformacion genética de suspensiones
celulares de banano y platano (cv Gran enano y Curraré), a través de biobalistica,
utilizando genes marcadores, genes de seleccion y genes relacionados con la
resistencia a Sigatoka negra (glucanasa y quitinasa).

2- Determinar las condiciones de recuperacion de las suspensiones celulares de
banano y platano después de la fransformacién.

3- Realizar ensayos de expresion transitoria de los genes.

4- Realizar ensayos de expresion estable de los genes a través de metodos de
seleccion con antibidticos (Higromicina y Kanamicina).



2. Hipdtesis.

La técnica biobalistica induce transformacién genética de banano y platano.

La expresion transitoria v estable de los genes transferidos es estimable.

II. REVISION DE LITERATURA
2.1. Posicion taxondmica y clasificacion de las Musiceas.

Las plantas de banano y platano son monocotiledéneas, se sittian dentro de la familia
Muséceae y orden Zingiberales. Esta familia esta constituida por dos géneros: Musa y
Ensete (Soto, 1992; Jones, 2000). EIl género Musa se divide en cuatro secciones:
Australimusa, Callimusa, Rhodochiamys, y Eumusa. La mayoria de los bananos
comestibles de la seccion Eumusa tienen su origen en solamente dos especies silvestres:
Musa acuminata y Musa balbisiana (Stover y Simonds, 1989). Las formas silvestres son
diploides y fértiles, mientras que los genotipos cultivados son todos partenocarpicos y
estériles, condiciones indispensables para obtener frutas comestibles. La esterilidad se
debe a un complejo de causas: genes especificos de esterilidad, poliploidia y cambio
estructural cromosémico (Soto, 1992).

Los elementos principales en la clasificaciéon de los bananos comestibles son aquellos
referidos a su origen y al conocimiento del namero de cromosomas. De acuerdo con esto,
se han identificado nueve grupos de cultivares con diferentes niveles de ploidia y aportes
en el genoma (A= acuminata y B = balbisiana), desde los diploides (2n = 2X = 22) hasta
los tetraploides (2n = 4X = 44) (Simmonds y Weatherup, 1890). Los triploides son
comunmente los mas numerosos, seguidos por los dipioides y muy pocos tetrapioides
(Stover y Simmond, 1989). La triploidia confiere mayor vigor a la planta, mayor
productividad y favorece la esterilidad (Soto, 19982).

Los grupos de los cultivares acuminata e hibridos, se designan por letras que indican su
ploidia y su composicién gendmica Se identifican con A los caracteres aportados por M.
acuminata y por B los de M. balbisiana (Soto, 1992). Este autor sefiala que dentro de un
grupo determinado pueden existir planias que difieren del ideotipo; las cuales no pueden
ser clasificadas como grupos aparte, por lo que se incluyen dentro de subgrupos, como en
el caso del Subgrupo Cavendish que pertenece a los AAA y el Subgrupo Plantain de los
AAB.



2.2. Botanica del género Musa.

Las Musaceas son plantas herbaceas, monocotiledéneas y perennes, con pseudotalios
compuestos de vainas foliares, originadas de cormos en los que se desarrollan’ yemas
laterales. La hoja consta de base o vaina foliar, pseudopeciolos y ldaminas. Las hojas
nacen en espiral y el patrdn filotéxico varia en las diferentes clases y especies. La
inflorescencia es terminal y crece por el centro del pseudotalio hasta alcanzar el follaje
donde emerge un racimo complejo, el cual consiste de un pedinculo en el que las flores
estan distribuidas en racimos nodales; los racimos de flores y bracteas nacen en espiral y
no rodean al pedinculo (Soto, 1992).

Las flores femeninas, primeras en formarse, poseen ovario desarrollado, estilo grande vy
estambres reducidos, mientras que las masculinas presentan ovarios abortivos, estilo y
estigma reducidos y anteras desarrolladas (Stover y Simmonds, 1989).

El desarrolio del ovario en los triploides comerciales ocurre sin la intervencién del polen, el
desarroilo del fruto o banano es partenocarpico (Soto, 1992).

2.3. Distribucion e importancia.

Los bananos y platanos (Musa spp.) se encuentran entre los cultivos comestibles mas
importantes. Constituyen una fuente significativa de alimentos para millones de personas
de paises tropicales y una fraccién de la produccién se exporta a paises desarrollados; es
el cuarto cultivo después del arroz, trigo y maiz (Frison y Sharrock 1998).

Los bananos y platanos en su mayoria son de consumo local, principalmente por ser uno
de los alimentos mas baratos, son ricos en vitaminas y minerales, particularmente
vitaminas A. C, Bg y potasio y por tener un alto contenido de carbohidratos y bajo
contenido de grasa. La mayor parte de la produccién se centra en Africa, Pacifico
asiatico, América Latina y el Caribe (Frison y Sharrock 1998).

La gran mayoria de los bananos y platanos se producen para consumo local y son de vital
importancia en la seguridad alimentaria de millones de personas alrededor del mundo. En
Africa suministran mas del 25% de los requerimientos energéticos para mas de 70
millones de personas, en el Este de Africa proveen el alimento para mas de 20 millones



de personas; en Asia cerca del 95% del area es cultivada con bananes y platanos siendo
uno de los mas importantes cultivos de la regién. Cerca del 70% de los bananos vy
platanos cultivados en Ameérica Latina y el Caribe son consumidos localmente, en esa
region los platanos (AAB) juegan un papel muy importante en la alimentacion (Frison y
Sharrock 1988).

2.4. Plagas y Enfermedades de las musaceas.

Los mayores problemas en la produccidon de bananos y platanos son las plagas y
enfermedades que los atacan. Estos cultivos son infectados por un amplio rango de
patbégenos, hongos, virus, bacterias, nematodos e insectos.

Entre las principales plagas esta el insecto conocido como picudo negro (Cosmopolites
sordidus) que ataca el rizoma y el picudo del tallo (Odoiporus longicollis), los cuales
limitan su produccion (Padmanaban ef al. 2001).

El ofro grupo importante de patogenos, son los nematodos los cuales se encuentran
ampliamente distribuidos y pueden causar dafios significativos a la produccion. Entre
ellos el nematodo minador Radopholus similis, que ataca principalmente a los cultivares
Cavendish subgrupo AAA y a los platanos, cultivados principalmente en las zonas bajas
(Sarah, 2000). Otros nematodos que causan dafios en la raiz son Pratylenchus spp y el
nematodo espiral Helicotylenchus multicinctus (Gowan y Queneherve, 1930; Sarah,
2000). El control normal es a través del uso de nematicidas (Dale, 1999). La posible
estrategia para obtener plantas de banano y platano resistentes a estas plagas, utilizando
ingenieria genética, puede consistir en la sobreexposicion a inhibidores de proteasas,
para bloguear la protinasa intestinal de estos organismos (Sagi, 1895),

Las musdaceas también son afectadas por un numero de erfermedades virales de las
cuales, el virus "bunchy top" (BBTV) es el mas importante. Este virus es miembro del
grupo de los nanovirus recientemente descrito y es transmitido por el afido negro del
banano Pentaolonia nigronervosa (Dale, 1999, Thomas el al. 2001). Otro virus importante
es el virus del mosaico del banano (BBrMV); el cual es répidamente distribuido por
algunas especies de afidos, causando pérdidas de hasta un 40% (Thomas ef al. 2001).
Otros virus importantes son el "banana streak" (BSV), y el "banana mosaic". Actualmente
el control a estas enfermedades se produce cultivando material libre de virus, o bien



mediante la creacion de plantas resistentes por medio de la ingenieria genética. La
estrategia a seguir es utilizar genes o secuencias de genes del patdgeno, llamada
resistencia derivada del patégeno (PDR). Estos genes pueden codificar para
componentes estructurales como la proteina de la capside del virus 6 componentes no
estructurales involucrados en la replicacién o movimiento de los virus, estas secuencias
pueden ser expresadas en orientacién sentido o antisentido (Sagi, 2000).

Las bacterias también representan un problema importante para el cultivo de banano y
platano. De elias la mas importante es la que provoca la enfermedad conocida como
Moko cuyo agente causal es Ralstonia solanacearum (Yabuuchi ef al. 1985). La infeccién
ocurre via raices y rizoma, provoca amarillamiento y marchitez de las hojas y produce
ademas necrosis de la hoja candela. Una vez establecida en e} campo, es necesario
realizar practicas culturales como la emadicacién de las plantas enfermas, debido
basicamente a gue no existen plantas resistentes a esta enfermedad (de Oliveira, 2000;
Thwaites ef al. 2000).

Otra de las limitantes en el cultivo de las musaceas son las enfermedades fungosas, por
su importancia en las plantaciones comerciales y de pequefios productores de banano y
platano. Entre ellos el Mal de Panama causado por Fusanum oxisporium f.sp. cubense
(Foc). Esta es una enfermedad devastadora en culiivares susceptibles y ataca
principalmente raices, cormo y pseudotallo. Fusanum coloniza sistematicamente el
xilema de cultivares susceptibles y causa una letal marchitez vascular. El hongo existe en
un gran numero de razas, enire las cuales tenemos la raza 1 y la raza 4 como las més
importantes (Ploetz y Pegg, 2000). El cultivar Gros Michel es muy susceptible a la raza 1
y los cultivares Cavendish son susceptibles a la raza 4. El control de la enfermedad se
puede llevar a cabo con cultivares resistentes y fuentes de resistencia que hayan sido
identificadas (Dale, 1999). Se han encontrado nuevos tipos de proteinas antifingicas con
las cuales se pretende crear plantas transgénicas de banano y platano resistentes a los
hongos (Cammue ef al. 1992), Sagi (2000) menciona diferentes mecanismos que pueden
ser utilizados en la ingenieria genetica para desarroliar plantas con resistencia a las
diferentes enfermedades fungosas.

A pesar de todo lo anterior, se puede decir que la enfermedad fungosa de mayor
importancia a nivel mundial es la sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis).



2.4.1. Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis).

La Sigatoka negra fue observada por primera vez en febrero de 1963 en la regién
Sigatoka de la isla de Viti Levu en Fiji, de donde se dice que se propagé rapidamente,
segun Rhodes, citado por Carlier ef al. (2000). '

La Sigatoka negra, es una enfermedad ocasionada por el hongo Mycosphaerelfa fiiensis
Morelet (forma asexual Paracercospora fijiensis {Morelet) Deighton, syn. Cercospora
fiiensis) y es la enfermedad mas destructiva en plantaciones comerciales (Sagi et al.
1995). La suceptibilidad de los cultivares de banano y platano al hongo, provoca el uso
intensivo de pesticidas. Con el paso del tiempo la enfermedad se ha vuelto mas virulenta
y se ha diseminado a lo largo de las regiones tropicales de America Latina (Anon, 1998).

La primera aparicién de la Sigatoka negra fuera de Asia se dio en Honduras en 1972
(Stover y Dickinson, 1976). Posteriormente la enfermedad se disemindé en Centro
América siendo detecatada en Costa Rica en 1979 (Stover, 1980), y posteriormente en
otros paises de Sur América, entre ellos Colombia, Ecuador, Venezuela y Brazil (Anon,
1998).

Esta enfermedad se encuentra distribuida ampliamente en muchas regiones y Muchos
cultivares son susceptibles incluyendo el subgrupo Cavendish (Dale, 1999), causa
considerables reducciones en la produccion (arriba del 50%) si no se controla.

El control quimico y la seleccién de plantas resistentes han sido, hasta la fecha, las tnicas
estrategias utilizadas para el control de esta enfermedad. En los cultivos a escala
industrial destinados a la exportacion, la utilizacion de fungicidas (de proteccion y
sistémicos) se realiza en forma rutinaria. Esto, para los pequefios productores resultaria
imposible de sufragar, dado el alto costo de los productos quimicos empleados en las
aplicaciones, (30% a 40% de sus costos totales de produccién), esto sin mencionar, los
severos dafios al ambiente y la salud humana (Wesseling et a/. 1996; Henriquez ef al.
1987). Sin embargo este método de control comienza a ser insatisfactorio, ya que la
aplicacion constante de fungicidas sistémicos induce resistencia al producto. Debido a
esto se hace necesario cada vez mas aumentar las dosis del producto y realizar mas de
40 aplicaciones por afio o utilizar nuevos productos, lo que induce a una mayor
contaminacion ambiental (Stover, 1980; Dale, 1999; Carlier ef a/. 2000).
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2.4.2. Mecanismos de defensa a hongos {(Glucanasas y Quitinasas).

Durante su evolucion las plantas han desarrollade una serie de mecanismos de defensa
contra la agresion de patbdgenos y plagas. La reaccién de hipersensibilidad de plantas al
patdgeno es un mecanismo de defensa natural muy eficiente, dirigido a inducir resistencia
localizada, alrededor del sitio de infeccion y sistematicamente en partes no infectadas de
la planta (Brunner et al. 1998).

Dentro de la gran variedad de compuestos bidticos desarrollados por las plantas para
defenderse, encontramos las endoquitinasas y las p-1,3-glucanasas. Considerando que
los p-1,3-glucanos y la quitina estan presentes en las paredes celulares de muchos
hongos fitopatégenos, no es sorprendente que ambos grupos de endohidrolasas
muestren propiedades antifingicas. Estos dos tipos de endohidrolasas existen en dos
formas: isoformas acidicas exiracelulares e isoformas basicas vacuolares. Las
endoquitinasas hidrolizan enlaces B-1,4-quitinasas de los homopolimeros de la quiting, la
cual es un componente estructural de las paredes del micelio de muchos hongos
(Wessels y Sietsma, 1981). Las p-1,3-glucanasas hidrolizan los enlaces p-1,3 que forman
Jos glucanos (Shewry y Lucas, 1997; Simmons, 1994). Basados en su estructura primaria
se han identificado tres clases de glucanasas; la clase | comprende isoformas basicas
vacuolares, [a clase Hl consiste de isoformas acidicas extracelulares y la uUnica enzima
clase |ll que ha sido identificada es una proteina acidica extracelular que presenta una
homologia del 54 al 58% con las isoformas de la clase 1. Por otro lado basandose en el
analisis estructural de sus genes, se han identificado tres clases de quitinasas. La clase |
comprende isoformas vacuolares, con un dominio N-terminal de aproximadamente 40
aminoacidos con una estructura principal altamente conservada (Collinge et al,, 1993;
Brunner ef al, 1998). La clase Il es homdéloga a la clase | y se localiza extracehilarmente.
La tercera clase son quitinas no relacionadas a las isoformas anteriores pero que sus
genes codifican para proteinas homodlogas a quitina en Arabidopsis. Las quitinasas
incluyen miembros del grupo acido y basico, los cuales se conoce que apuntan al
apoplasto y a la vacuola respectivamente (Brunner ef al, 1998). De hecho es posible
clasificar 1as glucanasas y las quitinasas en cuatro o cinco clases dependiendo de su
similitud de secuencia, localizacion subcelular e inducibilidad (Sela-Buurlagee ef al.,
1803). Las propiedades antiflingicas de las B-1,3-glucanasas y endoguitinasas han sido
confirmadas en ensayos in vivo; los resultados muestran que la combinacion de las dos
enzimas da mucho mayor actividad que las proteinas individuales (Shewry vy Lucas, 1997).
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Observaciones similares en condiciones in vitro fueron realizadas por Collinge ef al
(1993).

Al respecto, Zhu et al. (1994) mostraron que la co-expresion constitutiva de quitinas de
arroz y la B-1,3-glucanasa de alfalfa en arroz da una mayor proteccién contra Cercospora
nicotianae, que si se expresan las proteinas por separado, posiblemente por un efecto
sinergista de las hidrolasas sobre la pared celular del patégeno. Castaneda ef al. (2000)
bajo condiciones in vitro encontraron un efecto similar sobre ei hongo Sigatoka negra en
banano, determinando que las enzimas por separado no son inhibidoras del crecimiento
del hongo. Sela-Buurlage ef al., (1993} mencionan la capacidad que tiene la quitinasa
vacuolar clase | y la isoforma B-1,3-glucanasa de inhibir el crecimiento de diferentes tipos
de hongos y Collinge et al. (1993} las probaron en condiciones in vitro y observaron que
tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de Fusanum sofani.

2.5. La biotecnologia como herramienta al mejeramiento de Musa.

El mejoramiento genético convencional de bananos y platanos, especies poliploides de
multiplicacién vegetativa, sigue siendo dificil. Es un procesc complejo que implica la
creacion de poblaciones heterogéneas, su caracterizacion cualitativa y cuantitativa, la
seleccidn y experimentacion de genotipos mejorados durante varios afos y en diferentes
lugares, que posibilitd la obtencién de cultivares superiores (Dale, 1998; Vuyisteke, 1999).

La biotecnologia puede intensificar la utilizacién de la variabilidad genética y superar
ciertas barreras biologicas. En la década pasada la biotecnologia ha sido precedida de un
mayor impacto en el mejoramiento de las musaceas pero desafortunadamente los
progresos tambien han sido lentos (Dale, 1999).

Hoy en dia, el desarrollo de Ia bictecnologia ofrece la posibilidad de obtener material libre
de patdgenos y plagas, ademas de ampliar la variacion genética y lograr obtener, en un
tiempo relativamente corto, nuevas lineas para seleccién y evaluacion.

Las técnicas simplies de cultivo de tejidos han facilitado enormemente la maniputacién y
mejoramiento del material genético de Musa. Se estan aplicando las técnicas de genética
molecular para perfeccionar el mejoramiento de Musa mediante el anélisis del genoma y
el desarrollo de sistemas de mejoramiento asistido por marcadores (Vuylsteke, 1899)
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Las metodologias establecidas para la propagacion de bananos y platanos han sido
extensamente estudiadas en los dlitimos afos, por lo que actuaimente se dispone de
métodos muy eficientes para la propagacién de distintos genotipos de Musa.

2.5.1 Embriogenesis somatica y supensiones celulares embriogénicas.

El principio de Hambertandt (1802), dice que cada célula vegetal, cualquiera que sea su
especializacion, si esta viva y posee un nicleo, esta en capacidad de producir una planta
entera. Es decir, la totipotencia significa que cada célula vegetal mantiene la capacidad
de expresar todo el potencial genético de la planta madre. Este principio se basa en los
fenomenos de diferenciacién y desdiferenciacién celular. La desdiferenciacién es el
mecanismo que permite a una célula somatica o especializada convertirse en una célula
no diferenciada de tipo meristematico o embriogénico,

La embriogenesis somatica es el proceso por el cual las células somaticas desarrollan
plantas, a través de diferentes estados morfolbgicos caracteristicos sin que se de la fusién
de gametos. Este proceso ocurre naturalmente en una amplia gama de especies, tanto a
partir de tejidos reproductivos como el nticleo y las células sinérgidas, asi como a partir de
tejidos somaticos (Williams y Maheswaran, 1988).

El proceso de la embriogénesis somatica tiene diferentes etapas: a). Induccion de la
embriogénesis somatica, b). Proliferacién del callo embriogénico, c). Expresion de ia
embriogénesis somética o formacion de los embriones somaticos y d). Maduracién y
germinacion de los embriones soméaticos (Parrot, 1993).

La embriogénesis somatica a partir de flores masculinas y femeninas descritas por
Escalant ef al 1994, Cote ef al (1998) y Grapin et al. (1996, 1998, 2000), consiste en
cortar las flores masculinas después de la formacion del racimo. Los tejidos puestos en
cultivo, constituyen las manos de las flores masculinas inmaduras aisladas de la yema en
condiciones de esterilidad, colocando Unicamente los rangos florales mas cercanos al
meristerna terminal, con un tamafo inferior a 3 mm. Para el caso de las flores femeninas
Grapin et al. (1998, 2000) mostraron que para establecer los cultives, es necesario cortar
las plantas en su base cuando parece que el meristema vegetal terminé de evolucionar en
un meristema floral. Después se abren longitudinaimente los seudotalios para extraer la
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yema joven y en condicion estéril se aislan las manos de flores de tamano inferior a 3mm
y se ponen en cultivo. Para el cultivar Curraré las yemas contienen menos de 20 manos
diferenciadas.

Otro método para la obtencion de la embriogénesis somatica fue ia establecida por
Schoofs et al. (1997) en la Universidad de Lovaina, Belgica, quienes obtuvieron
embriogénesis somatica y regeneracion de plantas utilizando el meristema apical del brote
(Scalps).

En musaceas, la proliferacion del callo es posible en medio semi-sélido (Ma, 1991) 6 en
medio liquido. Sin embargo el método que resulta mas interesante es el segundo, el cual
permite establecer una suspensién celular embriogénica que se puede mantener por
varios meses, permitiendo homogenizar el desarrollo del material para obtener un
crecimiento sincronizado de los embriones y plantas regeneradas (Parrot, 1993).

A partir de los callos obtenidos en los procesos de embriogénesis somatica se procede al
establecimiento de suspensiones celulares que consisten de células libres y agregados
celulares distribuidos en un medio liquido en movimiento. Estas suspensiones se pueden
mantener por largos periodos por medio del suministro continuo de nutrientes.

El crecimiento de ias suspensiones celulares comprende las siguientes fases: a) fase de
latencia, b) fase exponencial, ¢) fase lineal, d) fase desaceleracion progresiva y la e) fase
estacionaria. La fase de latencia se observa cuando en un medio fresco se subcultivan
suspensiones celulares que estan en el periodo de crecimiento. En la fase exponencial o
fase logaritmica, la tasa especifica de crecimiento 6 el aumento de la biomasa por unidad
de conceniracion de la misma, es constante y medible. En la fase lineal, la tasa de
crecimiento declina uniformemente con el tiempo. Esta declinacién aumenta en la fase de
desaceleracién progresiva, para alcanzar finalmente la fase estacionaria, en la cual, no
hay aumento neto en ia sintesis de biomasa o en el nimero de células (Rosaies, 1894).

Para caracterizar el crecimiento de las suspensiones celulares pueden ser utiles los
siguientes pardmetros: numero de células, actividad mitdtica, peso, turbidez y volumen
(Szabados, ef af,, 1991).

L.a embriogénesis somatica en Musa, utilizando suspensiones celulares embriogénicas,
ha sido materia de investigacion desde 1962 (Novak, 1982} Se han desarrollado cuatro
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métodos principales dependiendo de los diferentes explantes utilizados. En este sentido
Novak et al (1989), utilizaron la lamina foliar o fragmentos de rizoma de plantas
producidas in vitro; Dhed’a ef al. (1991), iniciaron el establecimiento de las suspensiones
celulares con secciones pequefas de yemas que se enconiraban en proliferacién'sobre
un medio liquido; Marroquin et al. (1993), Cronauer y Krikorian (1988), Escalant y Teisson
(1988, 1989) establecieron suspensiones embriogénicas de embriones cigéticos
inmaduros; Ma (1891), utilizé flores masculinas para iniciar el cultivo de suspensiones.
Escalant ef al (1994a, 1994b), obtuvieron también tejidos embriogénicos a partir del
cultivo de flores masculinas. Cote ef al (1996); Grapin ef al. (1998), establecieron
suspensiones celulares embriogénicas en Musa cv Gran enano con flores masculinas.
Grapin et al. (1998), lograron establecer callos embriogénicos y suspensiones celulares
embriogénicas de flores femeninas de Musa cv ‘Curraré’ con lo que la técnica se extiende
potencialmente a todos los tipos de Musa.

Desde 1991 se realizan trabajos en CATIE, estableciendo y mejorando la técnica de
embriogénesis somatica. Actualmente se cuenta con un sistema de propagacion masal y
regeneracion celular bien establecido, por lo que se dispone de una técnica competitiva
fundamental para ser aplicada en mejoramiento genético no convencional.

2.5.2. Transformacion genética.

La transformacion genética puede ser definida como, la introduccion e integracion estable
de genes dentro del genoma nuclear y su expresion en plantas transgénicas {Sagi, 2000).

En todos los programas de biotecnologia, la capacidad de trabajar directamente con
variedades élites es extremadamente importante y el desarrollo de nuevas variedades es
dinamico y estd sujeto a constantes cambios debido principalmente a la capacidad
mutagénica de los patégenos (Christou, 1993).

Mejoramiento molecular de plantas es el término ampliamente usado ahora para el
mejoramiento no convencional de plantas cultivadas usando un rango de técnicas de
biologia molecular (Sagi, 2000). Estas técnicas incluyen la identificacién, aislamiento vy
caracterizacion de importantes genes codificados, tratados agrondémicamente y su
introducciéon dentro de cultivares, via transformacion y regeneracion in vitro (Séagi, 2000).
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L.a transferencia de nuevos genes dentro del genoma de la planta puede resultar en un
incremento de la tolerancia al estrés abidtico, de la proteccidén contra patdgenos o
enfermedades. Puede también mejorar las cualidades nutricionales vy fisiologicas é las
propiedades de almacenaje. El mejoramiento molecular no puede ser considerado como
una alternativa de mejoramiento clasico, es mas que un instrumento compiementario
(Sagi, 2000). Bidlogos moleculares y mejoradores tradicionales necesitan trabajar juntos
para indentificar genes de interés y probar en campo los cullivares transgénicos
(Michelmore, citado por S8agi 2000).

La prioridad del mejoramiento en banano es la generacion de cultivares con resistencia a
plagas y enfermedades. Sin embargo, el mejoramiento clasico, el cual esta basado en ia
hibridacion sexual, es seriamente limitado por un alto grado de esterilidad masculina y
femenina en los cuitivares comestibles mas imporiantes (Sagi, 2000).

El mejoramiento convencional es posible en muchas instancias, pero es necesario contar
con un gran numero de polinizaciones para obtener muy pocas semillas. Cultivares
comerciaimente importantes como el subgrupo Cavendish (AAA), no son faciles de
mejorar convencionalmente debido a su total esterilidad femenina. Las inflorescencias de
muchos cultivares en el subgrupc Platano {(AAB) estan completamente ausentes o
gradualmente degeneradas. Por eso se hace necesario la infroduccién de caracteristicas
de resistencia por medio de la transformacion genética, como potencial para validar las
técnicas de mejoramienio genético (Sagi, 2000).

En musaceas de interés comercial la transformacion genetica es bien justificada debido
principaimente a que es un cultivo que presenta esterilidad, poliploidia y propagacién
vegetativa, por lo que el mejoramiento convencional es dificil de realizar (Sagi ef al 1995,
Remy et al. 1998; Becker ef al 2000).

Durante l|a dltima década, han sido probadas un amplio rango de técnicas de
transformacién genética y esto hace evidente que las células gque son capaces de
regenerar plantas pueden ser transformadas por uno de estos métodos, entre los mas
usados estan el bombardeo de particulas o el cocultive con Agrobacterium tumefasciens
(Sagi, 2000).
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2.5.3. Bombardeo de particulas (biobalistica).

El bombardeo de particulas (biobalistica) usa la aceleracidén de microparticulas de metales
pesados como el oro 6 tungsteno cubiertos con ADN. Estas microparticulas penefran y
liberan el ADN dentro de las células de la planta, para que luego sean seleccionadas y
regeneradas por la planta (Russell, 1993; Sagi, 2000; Walden, 1995).

El empleo de bombardeo de microproyectiles de alta velocidad con particulas de metal es
el método més ampliamente usado, debido principalmente a que tiene un amplio rango de
hospederos y no es tan limitado como es el caso del método de transformacién con
Agrobacterium (Christou, 1993; Walden, 1995).

En banano las plantas transgénicas han sido producidas optimizando la técnica de
aceleracion de particulas bajo el bombardeo de particulas, para la transformacién de
cultivo de suspensiones celulares embriogénicas (Sagi et al. 1995; Remy et al. 1998).

La introduccion de genes foraneos por transformacion genética no siempre confiere alto
nivel de resistencia para las plantas transgénicas, como es lo ideal en plantas mejoradas
tradicionalmente, pero puede protegerlas, facilitando la tolerancia de las plantas a algunos
patdgenos (Sagi ef al. 2000).

La transferencia de nuevos genes dentro del genoma de la planta puede resultar en el
incremento de la tolerancia al estrés abidtico, proteccion contra plagas v enfermedades o
puede mejorar las propiedades nutricionales, calidad fisiologica o propiedades de
almacenaje (Sagi, 2000).

Los primeros trabajos realizados en transformacién genética de banano fueren llevados a
cabo por Sagi et al (1994) y el cual trabajé con transformacién genética por
electroporacion en protoplastos del cultivar Bluggoe, subgrupo AAB, logrando establecer
las condiciones para la expresion transitoria con el gen GUS.

May et al. (1995) lograron recuperar plantas transgénicas de Cavendish, cv Gran Enano,
por cocultivo de meristemas con A. tumefasciens. Remy et al (1998) obtuvieron plantas
transformadas del cultivar plantain “Three Hand Planty" (AAB) que expresaron el gen
antifingico con tolerancia a Fusarium, por medio del bombardeo de particulas en
suspensiones celulares embriogénicas. Pérez ef al. (1999), lograron tranformacion
estable con A tumefasciens en los cultivares Gran Enano, Williams, "Three Mand Planty"
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y FHIA18. De igual manera Ganapathi ef al, (1999, 2001a, 2001b) con A. tumefasciens
lograron obtener plantas transformadas de! cultivar Rasthali (AAB), a partir de
suspensiones celulares.

Becker ef al (2000) desarroilaron un método estable para la evaluacion’ de [a
transformacién y regeneracion estable del cultivar Gran Enano por bombardeo de
microproyectiles, utilizando suspensiones celulares embriogénicas de flores immaduras
masculinas.

La facilidad de la introduccidon del ADN en las células de |as plantas a través del sistema
de bibalistica combinado con un buen protocolo de regeneracion (callos, cultivo de
células, embriogénesis somatica), constituye un sistema Optimo para realizar
transformacion genética en diferentes cultivos (Christou, 1993).

2.5.4. Agrobacterium tumefasciens.

Los sistemas de transferencia de genes basados en Agrobacterium explotan la habilidad
de este organismo para transferir ADN a las plantas dicotiledéneas (Cruz, 1998). Durante
la infeccién por Agrobacterium tumefasciens, un fragmento denominado T-ADN, el cual es
parte del plasmido Ti (pTi, o plasmido inductor de tumor) se integra al genoma vegetal
ocurriendo el fendmeno de transformacién. También participan los genes de virulencia
(vin (Zupan y Zambryski, 1995, Cruz, 1998); que incluyen ocho operones (vir A a vir H),
localizados en el plasmido Ti, y que codifican para los factores que actian en la
transferencia del T-ADN dentro del nacleo de la célula vegetal Asimismo estan
involucrados los genes cromosomales (chv) que afectan la virulencia de la bacteria, los
cuales participan en la unién de la bacteria con la célula vegetal (Zupan y Zambryski,
1995,1897).

A. tumefasciens hace uso de diferentes vectores para la transformacion:

= \ectores cointegrativos, son vectores intermediarios que se han desarrollado para que
se pueda lievar a cabo la integracion de los genes foréneos en el T-ADN. Son
vectores pequefios que pueden ser manipulados en Escherichia coli y transferidos a
Agrobacterium. Estos plasmidos no pueden replicarse en Agrobacterium, pero
contienen segmentos de ADN homélogos que permiten la recombinacién del
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intermediario en la region del T-ADN para formar la estructura co-integrada (Cruz,
1898).

s Vectores binarios, son plasmidos intermediarios con estabilidad en Escherichia
coli y Agrobacterium, por lo que su origen de replicacién funciona en ambas
bacterias. Cuando el plasmido se introduce en Agrobacterium se puede
replicar de manera independiente del plasmido Ti, el evento que ocurre es un
reconocimiento por parte de |las secuencias Vir a las secuencias del T-ADN
presentes en el intermediario. Estos vectores son los mas utilizados debido a
su facilidad de manipulacién (Walden, 1985. May, 1995)

Agrobacterium tumefasciens tiene algunas ventajas: a)- presenta una aita probabilidad de
integracion de copias unicas de los genes introducidos, b)- es un evento preciso porque
generaimente sblo se integra el fragmento de los genes de interés de ADN, ¢)- es un
sistema que puede ser usado en una gran cantidad de tejidos vegetales (L.upotto, 1999).

2.5.5. Importancia y uso de los cultivos embriogénicos y las técnicas de
transformacion genetica en la lucha para la resistencia a Sigatoka negra.

Desde el punto de vista de la propagacién de plantas, la embriogénesis somatica se
considera un metodo eficiente, considerando el nimero de plantas regeneradas por
unidad de tiempo (Villalobos y Thorpe 1991) y de superficie (Etienne et al. 1997). La
embriogénesis somatica ofrece algunas ventajas sobre la regeneracién por
organogénesis, entre ellas, la formacion de organismos completos, que no requieren
pasos separados de induccion de brotes y raices (Parrot, 1993) Esto es particularmente
ventajoso durante la fransformaciéon genética, donde sélo se desea cambiar una
caracteristica.

En las Musaceas, la embriogénesis somatica es un proceso lento en el cual pueden
transcurrir de dos a seis meses, desde el momento de la inoculacion de los explantes
hasta la aparicion de los calios embriogénicos ¢ embriones somaticos. Sin embargo a
partir de un pequeno volumen de suspension celular de 0.01 ml es posible obtener de 200
a 300 embriones somaticos (Novak et al. 1989).
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| a capacidad de obtener mayor cantidad de embriones en dreas mas reducidas de
espacio, se puede llevar a cabo utilizando el cuitivo en inmersidn temporal. Esto asegura
incrementos en las tasas de multiplicacién y conversion de embriones en plantas en
medio liquido, asi como la produccién de embriones somaticos de forma mas
sincronizada (Teisson et al. 1985; Escalant, ef a/.1995; Bieberach, 1995; Gémez Kosky
et al. 2000).

Etienne ef al. (1997) lograron mayores tasas de recuperacién de embriones somaticos en
café, al comparar el sistema de inmersion temporal (recipiente RITA) con el sistema
tradicional (medio de cultivo gelificado). De esta manera se logrd la recuperacion de 8000
plantulas en un solo RITA, comparado con 1500 frascos de vidrio necesarios para
producir la misma cantidad de plantas. Asimismo, estos autores obtuvieron una mayor
sincronizacioén y homogenizacion de los embriones con €l sistema de cultivo en inmersién
temporal.

En este sistema los embriones somaticos se multiplican en cascada a través del
fendmeno de embriogénesis somatica adventicia, cada embrion forma 4 o 5 embriones
nuevos, los cuales se separan dando continuacién al proceso. La germinacion alcanza
tasas de hasta un 80% y el crecimiento se obtiene transfiriendo los embriones a otra
unidad de inmersion con los medios de germinacidon y desarrolio respectivamente
(Escalant ef al. 1994a, 1985).

Un sistema de regeneracion masiva de plantas por embriogénesis somatica ofrece la
posibilidad de realizar transformacién genética directa e indirecta, mediante la
transferencia de genes a los embriones somaticos, o usando las suspensiones celulares
como fuente de celulas para la transformacion celular, potenciaimente estos tejidos son
un blanco ideal para la transformacion genética (Becker ef al. 2000; Schoofs, ef al. 1995).

En la constante lucha por lograr plantas resistentes a Sigatoka negra, la tecnica de
inmersion temporal es muy beneficiosa para lograr la multiplicacién de las células
transformadas y la posterior regeneracion de plantas con la caracteristica de resistencia
integrada en su genoma, en un menor tiempo y con mayor homogeneidad de las plantulas
en crecimiento (Escalant ef al. 1994).
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lll.- MATERIALES Y METODOS
3.1. Localizacion del estudio

El trabajo se realizd en los Laboratorios de Biotecnologia del CATIE, Tumialba, Costa
Rica, y en el laboratorio del Departamento de Ingenieria Genética del Ceniro de
investigacion y de Estudios Avanzados (CINVESTAV), Unidad Irapuato, México.

Las actividades del proyecto comprendieron dos fases:
- la muitiplicacién de las suspensiones celulares embriogénicas de banano y platano.
- la transformacion genética de las suspensiones celulares, a través de la metodologia

de bombardeo de particulas.

3.2. Materiales

3.2.1. Material vegetal

Se utilizd suspensiones celulares de banano, cultivar ‘Gran Enano’ (Musa spp. Grupo
AAA, subgrupo Cavendish) de doce meses de edad, y de platano, cultivar ‘Curraré’ (Musa
spp. grupo AAB, subgrupo Plantain) de 38 meses de edad, iniciadas y muitiplicadas en el
Laboratorio de Biotecnologia del CATIE. lLas suspensiones utllizadas durante la
experimentacion fueron tomadas en la fase de crecimiento exponencial, entre siete y diez
dias después del subcultivo.

3.2.2. Vectores de transformacion
Plasmido pHAGG.

Este plasmido fue construido y proporcionado por el CINVESTAV vy esta constituido por
los siguientes genes (Fig. 1):

- el gen reportero B-giucuronidasa (uid A)

- el gen marcador con resistencia al antibidtico higromicina (hph)
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- los genes de la B-1.3 glucanasa y quitinasa de la clase | de tabaco utilizados para inducir
resistencia a Mycosphaerella fijiensis.

Los genes estan clonados bajo el control del promotor constitutivo 358 del virus del
mosaico de la coliflor (CaMV 358). -
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Figura 1. Esquema del vector pHAGG constituido por los genes de quitinasa (TACH) y
glucanasa, el gen reportero B-glucuronidasa (uid A} y el gen marcador higromicina (hph).

Plasmido pBi121

El plasmido pBI121, se utilizd como control, y ademas permitié optimizar condiciones de
transformacién. Para el presente estudio, este plasmido fue proporcionado por el
CINVESTAV, aunque normaimente es obtenido de los Laboratorios Clontech.

La construccion pBl121 esta constituida por los siguientes genes (fig. 2):
- &l gen reportero de expresion transitoria uid A

- ¢l gen marcador con resistencia al antibidtico kanamicina (nptll)
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Los genes estan clonados bajo el control del promotor constitutive 35S del virus del
mosaico de la coliflor (CaMV 353).

12700 pb - Hind ti

Hoz tar
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Figura 2. Diagrama del vector binario pBI121, el cual muestra los bordes derecho (RB) e
izquierdo (L.B), el promotor 358 del virus del mosaico de la coliflor, el gen nptll para
resistencia a kanamicina y el gen de la p-glucuronidasa (uidA) unido al terminador de la
nopalina sintetasa (Nos ter).
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3.2.3. Pistoia para bombardeo de particulas

Se utilizé el sistema de aceleracidén de particulas, Biobalistica PDS-1000/HE de BIO-RAD,

3.3. Métodos
3.3.1. Preparacion de las suspensiones celulares

Todas |las suspensiones fueron iniciadas y mantenidas siguiendo el protocolo descrito por
Cote ef al (1996). Las suspensiones celulares se multiplicaron en el medio M2 (Anexo 1)
como lo reporta la literatura (Cote et al. 1996; Grapin et al. 1986).

El procedimiento previc al bombardeo de particulas incluyé la preparacion de las
suspensiones en varios pasos:

. Disponibilidad de suspensiones ceiulares entre 7 y 10 dias después del subcultivo
(fase exponencial de crecimiento).

- Tamizaje de las suspensiones 7 a 10 dias antes del bombardeo utilizando filtros de
250 - 500 um, con el propésito de lograr mayor uniformidad celular.

- Eliminacién gradual del medio liquido hasta obtener una relacion celular de 1 mi de
células en 5 mi de medio liquido (0.2 mi célula/ml de medio liguido).

- Del volumen resultante, se resuspendid el contenido celular y se dispenso en alicuotas
de 1 mi sobre discos de papel filtro (Whatman n® 4) de 55 cm. Esto se realizd
colocando el filtro en el recipiente de filtracién Nalgene, aplicando vacio para distribuir
homogéneamente las células sobre el papel filtro.

- El papel filtro con las células se colocé en cajas Petri conteniendo el medio de

multiplicacién celular M2 suplementado con un acondicionador osmético, el cual
consistio de 18 g/l manitol y 18 g/l sorbitol. El medio fue gelificado con 7 g/l de
agarosa (Sigma) vy el pH fue ajustado 5.3.

- Las células permanecieron en el medio osmético 24 horas antes y 24 horas después
del bombardeo.
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3.3.2. Preparacion de plasmidos

La clonacidn de los genes de Quitinasa y Glucanasa fue realizada en el CINVESTAV-
Irapuato, México para el caso del pHAGG (20 kb) que deriva del vector binario pGPTV-hpt
construido por Becker ef al. (1998). Este plasmido se encuentra clonado en XL1 Blue, en
medio de cultivo LB con 50 mg/l de kanamicina, siendo necesario realizar una
maxipreparacion para aislar y purificar el ADN plasmidico.

El plasmido pBI121 es un vector binario, derivado del BIN 19 gue contiene las secuencias
repetidas del plasmido pTiT7 para la integracion del T-ADN a células vegetales. Este
plasmido se encuentra clonado en XL1 Blue, en medio de cultivo LB con 50 mg/l de
kanamicina, siendo necesario realizar una maxipreparacion para aislar y purificar el ADN
plasmidico (Frisch ef al.1995).

3.3.3. Preparacioén de microproyectiles

Durante el bombardeo se compard |a efectividad del uso de particulas de oro y tungsteno
de Bio-Rad de 1 pm de diametro. Las particulas fueron preparadas de acuerdo al
procedimiento descrito por Becker ef al. (2000). Para tal efecto 60 mg de particulas de
oro & tungsteno fueron lavadas tres veces en etanol y fres veces en agua destilada estéril
antes de suspenderias en 1 ml de glycerol esteril al 50% (v/v). Antes del bombardeo los
microproyectiles fueron preparados mediante la sonificacion de 25 pl de particulas de oro
6 tungsteno por 30 segundos, seguido de la mezcla con 2 ug del plasmido ADN, 25 ul de
CaCl; (2.5 M) y 5 ul de espermidina base libre (0.1 M).

3.3.4. Condiciones de bombardeo

El bombardeo se realizd utilizando alicuotas de 5 pl de preparacion de microproyectiles
cubiertos con el ADN de interés en cada disparo. Se evaluo dos distancias de disparo (6
y 9 cm) dentro de la camara de bombardeo y dos presiones de gas Helio, para lo cual se
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utilizd diferentes tipos de membranas de ruptura (1100 y 1350 psi). En cada bombardeo

se utilizd 1pg de ADN y cada muestra de suspension celular fue bombardeada una vez.

Seguidamente el material bombardeado se incubd en platos Petri, los cuales fueron
colocados en un cuarto de cultivo a la oscuridad 2 27°C + 1°C durante una noche.

Para poder establecer la mejor condicién de bombardeo se ufilizaron suspensiones
celulares de los cultivares Gran Enano y Cumraré. Como testigo se utilizé suspensiones
celulares no bombardeadas.

3.3.5. Recuperacion y regeneracion de suspensiones celulares transformadas.

El material bombardeado y no bombardeado permanecié durante 24 horas en el medio
M2 osmotico después del evento de transformacion. Posteriormente fue transferido al
medio de regeneracion M3 (Anexo 2) donde permanecié 10 dias para la recuperacion
celular, En esta etapa el medio M3 no contiene los agentes selectivos, la higromicina
para el pHAGG y la kanamicina para el plasmido pBi121.

Seguidamente las celulas fueron sometidas al agente selective (higromicina 6 kanamicina)
en el medioc M3 hasta la recuperacidn de agregados celulares. Las células fueron
subcultivadas y transferidas cambiando el papel filtro con los agregados celulares a medio
fresco cada 45 dias, hasta la proliferaciéon de embriones somaticos en estado globular.

3.3.6. Analisis de ia expresion transitoria uid4 g-glucuronidasa (GUS).

El analisis histoguimico para determinar la expresién transitoria del gen GUS se llevd a
cabo 48 horas despues del bornbardeo, segin lo descrito por Sagi ef al. (1995). Para tal
efecto después de cada disparo, se recuperd células bombardeadas en 1 mi de medio M2
y la solucién se colocod en un plato Petri pequefio para su homogenizacién. De esta
solucion se tomd 0.5 mi, y se agregd al buffer de expresidn transitoria (X-Gluc) para ser
incubado durante 24 horas a 37°C (Anexo 5). El nimero de puntos azules fue
cuantificado colocando la muestra sobre una cuadricula vy el conteo visual se realizé con
la ayuda de un estereoscopio. El resto de la solucién fue colocada en el medio M3 sin
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antibidticos para facilitar la regeneracion celular durante los primeros 10 dias después del
bombardeo, sin ser expuesto a un estrés adicional (seleccion).

3.3.7. Analisis de ia expresion estable utilizando resistencia a antibidticos

La evaluacion de la expresién estable del gen de resistencia a antibidticos se llevé a cabo
en el medio M3 con 100 mg/l de kanamicina (Becker ef al. 2000) y 50 mg/! de higromicina
(Sagi ef al. 1995).

El material celular transformado (0.5 mi/Petri) y no transformado de ios dos cultivares
estudiados (Gran Enano y Curraré) se colocd en medio M2 de multiplicacidén celular
conteniendo 100 mg/l de kanamicina, 50 mg/i de higromicina, y 7 g/l de agarosa.

Este experimento se evalud mediante el analisis de las células muertas (secciones
necrosadas) y las células sobrevivientes al tratamiento de seleccidn.

3.3.8. Analisis histoldgico

Con el fin de documentar el estado celular de las suspensiones celulares a utilizar antes vy
después del bombardeo de particulas se realizé un estudio histoloégico a diferentes
niveles:

- Muestras de suspensiones celulares, tomadas inmediatamente antes del bombardeo de
particulas.

- Muestras sometidas a la prueba de la expresién transitoria con el gen GUS, en el
momento de la expresion de la coloracién azul de las células.

- Muestras de cultivos celulares tomados después de la prueba de seleccion con los
antibioticos kanamicina e higromicina.

Cada una de estas muestras se colocé en blogues de agar-agua al 1% antes de
procesarios, para evitar la disgregacién de los cultivos celulares. luego, cada muestra
fue colocada en un fijador (Glutaraldehido: paraformaldehido) durante 24 horas a 4°C.
Posteriormente se lavaron con buffer fosfate a pH 7.2, la deshidratacion de las muestras
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se realizé con una serie ascendente de etanol (50, 70, 80,90, 95, 100, 100), con cambios
de 1 hora en cada concentracion de alcohol.

Seguidamente se realizd la infiltracion en Historesina a 4°C durante una noche, y la
preparacion de los bloques. Los cortes se realizaron a 4 um, de grosor. La tincion se hizo
con la técnica Naphtol Blue Black. Los reactivos y el protocolo de esta tecnica es: 2,4~
Dinitrophenyl Hidrazine (15 minutos), acido periédico (10 minutos), Schiff (10 minutos a la
oscuridad), Schift-Naphtho! Blue Black (4 minutos en bafio Maria a 38°C). En todos estos
pasos se debe realizar un lavado posterior al tiempo de inmersion. Finalmente las
muestras se colocaron en acido acético al 7% con tres 3 cambios a intervalos de 1
minuto.

3.3.8. Variables a estudiar
El estudio comprendié las siguientes variables:

- Expresién transitoria del gen GUS mediante el contec de puntos azules, a diferentes
distancias de disparo (6 y 9 cm) contra diferentes presiones de gas Helio (1100 y 1350
psi), dos plasmidos diferentes (pHAGG vy el pBI121), y dos microproyectiles diferentes (oro
y tungsteno),

- Sobrevivencia de las células (cv Gran Enano y cv Curraré) en contacto con los
antibioticos de seleccion (kanamicina e higromicina), para todas las variables antes
mencionadas., La sobrevivencia indica la presencia en la célula de los genes que
expresan resistencia a los antibioticos.

3.4. Recoleccion de datos
3.4.1. Disefio experimental

En esta investigacion se utilizd un disefio completamente al azar (DCA) y disefio de
tratamientos en arreglo factorial 2° con 3 repeticiones. Este arreglo factorial genera 32
tratamientos (Anexo 8), que con las 3 repeticiones por tratamiento, da un total de 96
unidades experimentales.



Factores:

A= Presion (1100 y 1350 psi)

Bj= Distancia de disparo: {6 y 9 cm)
Ci= Microproyectiles: (oro y tungsteno)
D= Cultivares: (Gran Enano y Curraré)

En= Plasmidos: (pHAGG y pBI 121)

Modelo maiematico simplificado:
Yer = L +T; + Ej con: Y = Variable respuesta
p = Media general
T, = Efecto de tratamiento desdee=1ae =32

Eor = Error experimental en la repeticion r con el

tratamientoe;r=1ar=32

28
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Factores gue influyen en la eficiencia del bombardeo.
4.1.1Calidad de las suspensiones celulares

La multiplicacién de las suspensiones celulares de banano y platano se presentd de forma
normal, utifizando el protocolo ya establecido por algunos autores (Cote ef af 1996; Grapin
et al. 1996: 1988, 2000). Para ambas suspensiones se trabajdé con una densidad de 0.3
mi de células/mi de medio de cuitivo. Ocho dias después del subcultivo en el medio M2 el
incremento en el volumen celular fue de 400 % (6.06 ml) para el cultivar Curraré y de 153
% (2.3 mil) en el cultivar Gran Enano (Cuadro 1). En este periodo de tiempo es cuando la
suspension celular experimenta la fase de crecimiento exponencial, y es el momento
adecuado para iniciar los evenios de transformacién. Se aprovecha la etapa de activa
division celular y la viabilidad que presentan las células en esta fase.

Cuadro 1. Evaluacion del crecimiento en volumen (ml) de las supensiones celulares de
los cultivares Curraré y Gran Enano 8 dias después del subcultivo, durante la fase de
crecimiento exponencial. Cada valor representa el promedio de 3 repeticiones por cultivar.

Cuitivar

Curraré

Gran Enano

Dias de cuitivo

Promedio {ml)

Promedio (mb)

0 dias

1.5

1.5

8 dias

8.07a

2.3b

lgual que se observé una tasa de multiplicacion diferente para cada cultivar refigjando
diferencias estadisticas altamente significativas, también se mostré, contraric & lo
esperado, diferencias en la capacidad regenerativa de las suspensiones, (Fig.3) siendo
superior para el cultivar Curraré con suspensiones de mayor edad (38 meses) Estos
resultados posiblemente estan relacionados con la calidad de la suspension celular asi
como con la gran diferencia de edad entre ellas. Estas observaciones coinciden con
algunos autores quienes consideran que la edad de las suspensiones celulares juega un
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papel muy importante al momento de llevar a cabo los eventos de transformacion. Las
células jovenes en la fase de crecimiento exponencial son los blancos optimos para la
transformacion por el método de bicbalistica debido a que son células sanas, receptivas a
la transformacién y que pueden resistir el estrés del bombardeo (Ded'a ef al. 1991,
Sanford et al. 1993; Becker et al. 2000).

Sin embargo Becker ef al (2000) consideran que suspensiones celulares recién
establecidas no favorecen la obtencion de plantas transgénicas de Gran Enano, logrando
constatar que las suspensiones celulares bombardeadas alcanzaron su mas alta
capacidad regenerativa después de seis meses de establecidas. Asimismo, Sagi ef al.
(1995) lograron mejores resuitados al bombardeo cuando utilizaron suspensiones
celulares del cv Bluggoe de dos afios.

funcion de la calidad y la edad de cultivo. a. Curraré (38 meses) con mayor calidad y
capacidad de regeneracién. b. Gran Enano (12 meses) con menor calidad y capacidad de
regeneracion.

Al observar las suspensiones al microscopio se pudo constatar, que en efecto, hay
diferencias con respecto a la calidad de las mismas entre cultivares (Fig. 4). En la Figura

4a se observa para el cultivar Curraré la presencia de agregados celulares bien definidos
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y de células con contenido citoplasmatico denso, lo que permite identificar una suspension
celular muy homogénea, consfituida por células que tienen una gran capacidad
regenerativa.

El estudio histologico permitié observar en detalle la calidad de esta suspension, la cual
muestra células muy turgenies con un citoplasma denso, haciendo notar la presencia de
nucleos grandes bien definidos con nucleolos claramente diferenciados. Ademas se pudo
observar que la mayoria de las células estan en activa division celular (Fig. 4b). En
algunas células mas viejas se observan granos de almidén (Fig. 4¢), mientras que en las
céiulas jévenes que estan en constanie divisibn no se presentan esas estructuras
almidonosas (Fig.4b). Tomando en cuenta el nimero de células con estas caracteristicas
podriamos considerar que un 90% de las células embriogénicas son de muy buena
calidad. Estos resultados coinciden con las observaciones de Grapin et al. (1998, 2000},
quienes menciononaron la presencia de proteinas solubles y pequefias vacuoclas con
precipitados proteicos en este tipo de células.

Contrariamente la suspensiébn celular del cultivar Gran Enano muesira una gran
heterogeneidad en su contenido celular (Fig. 4d). Se observan celulas de forma alargada,
en baston, vacias y sin contenido citoplasmatico. Ademaés existen muy pocos agregados
celulares, o cual es un indicativo de gue la suspension de Gran Enano es de calidad
celular inferior. La histologia de esta suspensidn confirma estas observaciones al mostrar
que predominan células de mala calidad, vacias (Fig. 4e), con agrupamientos de granulos
de almidon (Fig. 4f) y una gran cantidad de ellas con divisiones asimétricas (Fig. 4g). En
muchas células el nicleo esta plasmolizado, y tanto las células aisladas como los
agregados celulares, muesiran paredes engrosadas lo cual no es observable en las
células de Curraré (Fig. 4h). Estas observcaciones concuerdan con la caracterizacion
morfohistolégica realizada por Georget ef al. (2000) quienes identificaron cinco tipos
celulares, indicando que la presencia en Gran Enano de un tipo u otro esta relacionado
con la edad de {a suspensién celular,

En este trabajo se sugiere que tanto la presencia de almidén en grandes cantidades como
el engrosamiento de las paredes celulares pedrian constituir barreras fisicas que limitan la
penetracién de los proyectiles al interior celular.
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Figuras 4. Comparacién de suspensiones celulares de los cultivares Currare (AAB) y
Gran Enano (AAA) antes de iniciar el bombardeo de microproyectiles. a.Suspension
celular del cv Curraré mostrando agregados celulares {(ag) y células con contenido
citoplasmatico denso (10X). b. Corte histolagico del cv Curraré que muestra células en
division simétrica con nucleos (n) bien diferenciados. ¢. Células de Curraré (20X) con
granos de almidén (af). d. Suspension celular de Gran Enano (10X), se observa la
heterogeneidad de la suspension y la poca presencia de agregados celulares (ag). e.
Corte histolégico de la suspensioén de Gran Enano (20X) donde se observa células vacias
(v). f. Células (20X) con gran contenido de almidén (af). g-h. Células con division
asimétrica y engrosamientos de las paredes celulares (20X).
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4.1.2- Tipo de microproyectil (oro y tungsteno)

Estadisticamente no se observd diferencias significativas con respecto al tipo de
microproyecti! (oro y tungsteno) utilizado durante el bombardeo (Anexo 8).

6 cm

1100 psi

Scm

6 cm

1350 psi

Scm

]
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Tratamientos

Oro Tungsteno

Figura.5. Expresién transitoria del gen reportero de la B-glucuronidasa (GUS) en
suspensiones celulares de banano (cv Gran Enano) y platano (cv Curraré) sometidas a
diferentes condiciones de bombardeo. Las medias con la misma letra no difieren segun la
prueba de Tukey (p=0,05).
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Sin embargo, al analizar las medias de los tratamientos (Fig. 5, Anexo 8) representadas a
través del conteo de puntos azules (expresion transitoria del gen de la B-glucuronidasa,
(GUS), se observd que la mayor eficiencia se obtuvo en los tratamientos 7 v 23 con el
microproyectil de tungsteno y para el cultivar Currare,

Estos resultados contradicen en parte la opinién de oiros autores quienes relacionan las
particulas de fugsteno, con una baja eficiencia en la obtencion de la expresion transitoria
(Russell ef al. 1892; Sanford ef al. 1993). Estos autores consideran que si bien el
fungsteno tiene la ventaja de ser mas barato y de estar disponible bajo la forma de
diferentes agregados, presenia particulas extremadamente irregulares en forma y tamafio,
es potencialmente toxico para ciertos tipos de células, y esta sujeto a la oxidacién, lo que
puede alterar la unién con el ADN, acelerando el proceso de degradacion del mismo.
Contrariamente las microparticulas de oro, son esféricas y mas uniformes, lo que permite
optimizar su tamafio para cada tipo de célula. Ademas, el oro tiene la cualidad de ser
bioldgicamente inerte, no es toxico y no modifica la velocidad de reaccién del ADN al ser
delimitade por éste. No obstante, el oro tiene la desventaja de formar aglomerados
irreversibles en soluciones acuosas, por lo que no se recomienda preparario muchos dias
antes de su uso (Russell ef al. 1992; Sanford et al. 1993).

Otros autores consideran que independiente del tipo de particula hay factores como el
tamafic adecuado de las particulas, las condiciones de almacenamiento y la preparacion
antes del bombardeo, que se deben tomar en cuenta para tener éxito en biobalistica
(Sanford et al. 1993; Potrikus ef al. 1998).

4.1.3. Vectores de transformacion

El analisis estadistico muestra diferencias significativas entre los dos vectores de
transformacion (Anexo 8, Anexo 8), siendo el plasmido pHAGG el que presenta los
promedios mas altos del conteo de puntos azules durante la expresién fransitoria (Fig. 5).
Esto se refleja principaimente en los fratamientos 3, 7 y 23 del cultivar Curmraré donde se
obtuvieron valores promedio de 1596, 2207 y 1692, respectivamente. Estos valores se
reflejan en la capacidad de regeneracion que mostraron estos tratamientos en la etapa de
seleccion {Anexo 7). Consideramos estos resuitados de gran valor, debido a que este
vector de transformacion es el portador de los genes de quitinasa y glucanasa que
confieren la resistencia a la Sigatoka negra en banano y platano.
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Los resultados obtenidos con el vector de transformacion pBl121, portador del gen
marcador que confiere resistencia a ia kanamicina, no fueron lo esperado. El nimero de
puntos azules obtenido para ambos cultivares en las mismas condiciones no fue muy
elevado y en algunos tratamientos (16, 28, 32) los eventos de expresion transiton‘g fueron
muy bajos (Fig.5, Anexo 8).

En el caso de Gran Enano es posible que la calidad celular también afectara la capacidad
de insercién de los genes en el interior celular,

4.1.4. Presion y distancia durante ! bombardeo

Aparentemente la variable presién de gas Helio (1100 y 1350) no fue un factor
determinante de la expresion transitoria. Con ambas presiones de Helio se logré tener
resultados satisfactorios, conservando los otros factores de variacion (Anexo 6).

Con respecto a las distancias de bombardeo utilizadas (6 v 9 cm) la situacion fue
diferente, ya que entre ellas se observo diferencias estadisticamente significativas, con un
alfa < al 0.05 (Anexo 8). El Cuadro 2 (Anexo 6 ) muestra los datos obtenidos para la
expresion transitoria donde el mayor numero de punios azules se observd en los
tratamientos (3,7,19,23) con una distancia de disparo de 6 cm. La interaccién de las dos
variables (presidn/distancia) no mostré diferencias estadisiicas significativas (Anexo 8).
Sin embargo, al analizar las medias de los fratamientos, Ia interaccién presién 1100 psi
contra la distancia de 6 cm, mostro los mejores resuitados en los datos obtenidos a través
de la expresion transitoria (Fig.5, anexo 6).

De los pocos estudios realizados con bombardeo de particulas en banano, la mayoria han
utilizado el sistema de baja presion (Sagi ef al (1995). Estos autores trabajaron con
celulas embriogénicas de banano del cv Bluggoe y determinaron la distancia de 4 om
como optima para el bombardeo. A esta distancia y a baja presién (70psi) lograron mas
de 800 puntos azules en 25 mg de células. En otras monocotiledoneas se han obtenido
valores de hasta 8702 puntos azules en 100 mg de células en maiz (Vain ef al. 1993) y de
422 puntos azules sobre 300 mg de celulas en arroz (Wang ef al. 1988).

Finner ef al (1992), utilizaron un sistema de bombardeo de baja presién (60 psi) en
'suspensiones celulares de maiz y encontraron diferencias respecto a la distancia de
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bombardeo al evaluar la expresién transitoria. La distancia de 17 cm fue superior
comparada con distancias mayores o menores. Asimismo, a esa distancia pero a una
presion superior (80 psi) se obtuvo mayor cantidad de puntos azules, aunque la pérdida
de células por expulsion fue mayor.

Sandford et al. (1993) consideran que a mayor distancia de disparo se reduce el impacto
de velocidad mejorando la dispersion de las particulas, mientras que a distancias muy
cortas combinado con grandes descargas de proyectiles se puede provocar grandes
velocidades de lanzamiento. Es posible que con distancias grandes de disparo, a pesar
de favorecer la dispersion de las particulas, también se pueda afectar la capacidad de
penetracion de las ceiulas en detrimento de la cantidad de células transformadas.

4.1.5. Determinacion de la expresidn transitoria

Tal como se menciond en secciones precedentes, las suspensiones celulares de los
tratamientos 7 y 23 (Fig. 5, Anexo 6) expresaron la mayor reaccién al agente revelador (X-
Gluc) de la expresion transitoria de la B-glucuronidasa (GUS), después de 48 horas del
bombardeo. Resultados similares fueron obtenidos en otros cultivares de Musa (cv
Bluggoe) por Sagi ef al (1995a; 1995b). No obstante, para otras especies la maxima
expresion del gen GUS se logré con periodos mas cortos después del bombardeo, 24
horas en Pinus faeda (Stomp ef al. 1991) o mas largos, 3 dias en yuca (Schopke ef al.
1996).

La observacion microscopica de las células bombardeadas (Fig.6) reveld que la mayoria
de los agregados celulares que dieron positivo al gen GUS (Fig.6a), expresan este gen en
la totalidad de la masa celular (Fig.6b). Como puede observarse, la tincion es muy fuerte,
significando que el evento de fransformacién fue bastante exitoso. Ademas se observo
que aun después del proceso de division celular las células hijas contintian expresando la
coloracién azul gue caracteriza la presencia del gen. Alrededor de estos agregados
celulares también se observan células transllcidas, sin coloracién, las cuales
evidentemente no son portadoras del gen GUS (Fig.6c).

El estudio histologico confirma estas observaciones y nos revela la presencia del gen
GUS tanto en el interior de las celulas individuales como en los agregados celulares (Fig.
Bd). Ademas se observo que las células que expresan el gen conservan su capacidad de
divisidn (Fig.6e). El dafo celular también fue observado despues del bombardeo en
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ambos cultivares mediante la plasmélisis celular y la presencia de nucleos y nucleolos

poco diferenciados (Fig.6f).

Posiblemente las céluias que no muestran la coloracion azul no fueron impactadas por los
proyectiles (Fig. 6¢). Lo anterior demuestra que es un evento aleatorio donde algunas
células pueden no recibir ¢l impacto de los proyectiles y otras pueden ser alcanzadas por
mas de un proyectil La presencia de una particula en el citoplasma no excluye la
presencia de una segunda particula en el nicleo (Hunold et al.1994). Esto puede conducir
a la muerte del tejido o bien a la expresion transitoria, tal como ha sido mencionado por
otros autores. Esta condicién puede inhibir la expresién y provocar el silenciamiento de
los genes de interés debido a la insercion de copias multiples en el genoma, tal como se
ha observado en soya (Hadi et al. 1996; Fu et al. 2000; Matzke et al. 1996).

Figura 6. Observaciones microscopicas de los agregados celulares embriogénicos del cv Currare
mostrando la expresion transitoria de la B-glucuronidasa (GUS) después de 48 horas de realizado
el bombardeo. a. Vista general de la suspension celular después de 16 horas en presencia de la
solucion reveladora (4X). b. Agregado celular mostrando la tincion total del contenido celular(20X).
c. Células transiticidas (fr) que no expresan el gen GUS (20X}, d. Presencia del gen GUS en el
interior celular (20X). e. Células en division (20X). . Dafio celular en células de Gran Enano,
obsérvese la plasmolisis celular (p) y la presencia de nicleos y nucleolos poco diferenciados
{20X).
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4.1.6. Sensibilidad de Iias suspensiones celulares o los agentes selectivos
higromicina y kanamicina

4.1.6.1. Seleccion con higromicina (pHAGG)

El estado de desarrollo de las células despues de cuatro y ocho semanas de cultivo en
presencia del medio con el agente selectivo higromicina, se evalué mediante el criterio de
supervivencia o muerte, La Fig.7 y Anexo 7 muestran los resultados para el cultivar
Curraré, en la cual se observan células necrosadas (Fig. 7a) que no soportaron la
seleccién y células que sobrevivieron (Fig. 7b) a la seleccidn con el antibibtico
higromicina. Posiblemente, |la supervivencia de estas células fue favorecida por el periodo
de 10 dias que permanecieron en medio de cultivo sin el agente selectivo (higromicina 75
mgfl), después del bombardeo. Periodos de cultivo sin seleccién han sido utilizados por
otros autores (Vain et al. 1993; Hadi ef al. 1996), sin embargo; en ningun caso se
mencionan ventajas o desventajas al respecto. El estudio histolégico reveld los danos
ocasionados a nivel de citoplasma por este agente selectivo, lo cual corresponde a células
plasmolizadas, completamente vacuoladas y con nicleos mal definidos (Fig. 7¢). No
obstante, también se observan grupos de células en divisién, con nucleos bien definidos,
las cuales soportaron el proceso de seleccidn (Fig. 7d). Estas celulas eventualmente se
muitiplicaron y continuaron con el proceso de regeneracion.

Las células de Curraré de los tratamientos 7, 23, y 19 (Fig. 5, Anexo 8) que sobrevivieron
al proceso de seleccidn mostraron mayor tolerancia al antibittico y después de ocho
semanas de estar en el medio de seleccién (M3 con higromicina 75 mg/l) mostraron la
formacion de los primeros agregados celulares en crecimiento activo (Fig. 7e). Estos
resultados son interesantes debido a que normalmente se utilizan concentraciones de
antibidtico inferiores, en rangos de 0 a 50 mg/l. Por ejemplo, Sagi et al (1995)
demostraron que la higromicina fue el mejor agente selectivo sobre células embriogénicas
de banano, después de comparar diferentes concentraciones (0-50 mg/ff) y diferentes
antibidticos (geniticina, higromicina, kanamicina, neomicina y paramomicina). Sin
embargo, encontraron que la concentracién de 50mg/l de higromicina inhibic el
crecimiento celular, con un incremento en la toxicidad en tiempos prolongados de
exposicién. No obstante, esa misma concentracion resultd muy eficiente para la
transformacion estable de soja segun Vain ef al (1993), asi como la seleccion de 75
clones de soja, de acuerdo a Hadi ef af (1996).
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Los agregados fueron subcultivados nuevamente en el medio de regeneracién con
seleccién sobre el cual se reveld la supervivencia mediante un aumento en el grado de
desarrollo de las masas proembriogénicas, evidenciando la diferenciacion de embriones
globulares (Fig. 7).

El andlisis histoquimico para evaluar la expresion del gen GUS en estos materiales
mostrdé una intensa y uniforme tincion azul indicando la eficiencia de la expresidn del gen
en el contenido celular (Fig. 7 g;h).

La evaluacion histologica de las masas embriogénicas permitid determinar la capacidad
de integracion del agente revelador (X-Gluc) dentro del tejido celular. Se observd que la
mayoria del tejido inferno también presentaba la coloracién azul (Fig.7i). Asimismo se
identificd la presencia de muchos proembriones con gran cantidad de almidon en la
periferia de los agregados y nlcleos bien definidos en la mayoria de las células, lo que
permite suponer un estado de turgencia celular (Fig.7j). También se observé que la
mayoria de las células estan en divisién celular activa mostrando muy buen estado de
desarrollo. El centro de |os agregados esta constituido basicamente por células
meristematicas y se observa gran cantidad de células embriogénicas en la parte extema.
Se considera que la gran cantidad de almidones que presentan estas células puede ser
un indicativo de que las células embrionarias necesitan fuentes energéticas para su
desarrolio y conversion en embriones somaticos. Numerosos embriones en diferentes
estados de desarrolio fueron observados en el medio de seleccién con higromicina (Figs.
7 k.
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Figura 7. Respuesta de cultivos celulares y embriogénicos del cultivar Currare al medio
de seleccion (M3 con higromicina 75 mg/l). a.Células necrosadas que no soportaron la
seleccion. b.Células que sobrevivieron a la seleccién. ¢. Dafos ocasionados por el agente
selectivo, células plasmolizadas, completamente vacuoladas y con nlcleos mal definidos
(X). d. Células que soportaron la seleccion, obsérvese los grupos de células en division y
con nucleos bien definidos (X). e Formacion de agregados celulares. f. Diferenciacion de
embriones globulares. g-h. Coloracion azul de la masa celular indicando la expresion del
gen GUS. i. Histologia de la masa celular mostrando la expresion GUS en el tejido interno
(X). J Proembriones y células meristematicas con gran contenido de almidon (X). k.
Embriones en diferentes estados de desarrollo. i. Obsérvese un embrién bien formado (e).
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4,1.6.2. Seleccién con kanamicina (pBl121)

Para el vector de transformacion pBi121 la expresion transitoria no fue tan exitosa, por lo
tanto, era de esperar que la seleccién para resistencia al antibiotico kanamicina (M3 con
100mg/l de kanamicina) tampoco fuera exitosa. Efectivamente los resuitados de
supervivencia y muerte de las células (Anexo 7) después de cuatro semanas de cultivo en
el medio con seleccién mostraron un estado necrético parcial (Fig.8a), el cual fue uniforme

en la mayoria de los tratamientos después de ocho semanas. Para el cultivar Gran Enano

el efecto fue mayor (Fig. 8b).

Figura 8. Respuesta de cultivos celulares embriogénicos de los cultivaes Curraré y Gran
Enano al medio de seleccion (M3 con kanamicina 100 mg/l). a. Cultivos de Curraré
mostrando un estado necrético parcial. b. Cultivos de Gran Enanc mostrando un estado
necrético uniforme.

Suponemos que el fracaso obtenido en los eventos de transformacion con el plasmido
pBI121 puede estar asociado al agente selectivo kanamicina, considerando que los otros
parametros de transformacién no fueron modificados. El efecto inhibitorio de Ia
kanamicina ya ha sido mencionado tanto para banano (Becker ef a/2000), como para
otras especies (Vasil ef al. 1991; Yao et al 1995).
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4.1.7. Germinacion y desarrollo de embriones soméaticos regenerados en medio con
seleccion

Los agregados celulares de Curraré que lograron superar la etapa de seleccidn en medio
M3 (tratamientos 7, 19 y 23) regeneraron en embriones globulares, los cuales se
desarroliaron posteriormente en embriones bien diferenciados sobre el medic de
germinacion M4 (Fig.9a, Anexo 3). Considerando que los embriones regenerados
provienen del vector de transformacion pHAGG con el agente selectivo para higromicina,
se procedié a cultivar estos embriones en el medio M4 de germinaciéon sin el agente
selectivo. Esto para evitar que el proceso de germinacion de los embriones fuera
bloqueado, debido a que el efecto inhibitoric de algunos antibiticos sobre la germinacion
va ha sido observado por varios autores (Yao ef al.1995; Becker ef a/. 2000).

Una vez lograda Ia germinacién, los embriones se subcultivaron en el medio de desarrollo
M5 (Anexo 4) con el respectivo antibidtico. Estos embriones muestran un desarrolio
normal con la diferenciacién de los primordios foliares (Fig. 9b) y la apariciéon de las
primeras hojas verdes (Fig. 9¢). Iniciaimente se logrd la germinacion de 12 embriones
(Fig.9d), no obstante que los agregados celulares continian con el proceso de
diferenciacion. De igual forma, Sagi ef al. (1995) lograron regenerar 25 plantas del cultivar
Biuggoe bajo la presion de seleccion del antibiotico higromicina, Todas las plantas dieron
positivo al gen GUS y también expresaron el gen hph después del analisis de PCR.

Cabe destacar que por primera vez en el cultivar Curraré (AAB) se observé la expresion
del gen GUS durante la germinacion de embriones somaticos regenerados indirectamente
a partir de flores femeninas. Esto dio lugar a piantas en desarrolio que expresan el gen
reportero (GUS) en hojas (Fig. 9e) y raices (Fig.9f). Estas observaciones hacen suponer
que después de cinco meses de haber realizado los eventos de transformacion tanto la
expresién del gen reportero (GUS), como la del gen marcador hph para la resistencia a
higromicina son estables. En musaceas solo se ha reportado la expresion estable del gen
GUS, utilizando el bombardeo de particulas en los culiivares Williams y Bluggoe (Sagi et
al;,. 1995); Gran Enano (Becker ef a/; 2000) y en el cultivar AAB "Three Hand Planty”
(Remy ef al.;1998). No obstante, que el mayor niimero de cuitivares ha sido transformado
utilizando A.tumefasciens, Gran Enano (May ef al.1995; Hemandez et al 1999:Moy ef
al.;1998); FHIA 02 (Moy et al.1998); Williams, “Three Hand Planty” y FHIA 18 (Pérez ef
al 1999); y el cultivar AAB “Rasthali” (Ganapathi et al. 1999, 2001a).



Figura 9. Germinacion y desarrollo de embriones somaticos del cv Curraré regenerados
en medio de seleccién (M3 con higromicina 75 mg/l). a. Diferenciacién de embriones
sobre el medio de germinacién M4. b. Embriones mostrando la diferenciacién de los
primordios foliares. ¢c. Embriones mostrando las primeras hojas verdes. d. Embricnes
completamente germinados. . Secciones de hoja de plantas en desarrollo que muestran
la presencia del gen GUS. f. Secciones de raiz de plantas en desarrolio mostrando la
presencia del gen GUS.
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La Figura 10a. muestra las plantas de Curraré en desarrollo sobre el medio M5 con el
agente selectivo Estas plantas no difieren de las obtenidas en el proceso normal de
conversion de embrién en planta sin pasar por los eventos de transformacion genética
(Fig.10b). Obsérvese también embriones normales y embriones que murieron, al ser
sometidos al proceso de seleccidon con higromicina 76 mg/l (Fig. 10c). En resultados
presentados por Sagi et al. (1995) la concentracién de 50 mg/l de higromicina fue
suficiente para inhibir el desarrollo de las plantas no transformadas. En nuestro caso se
podria esperar que concentraciones superiores de higromicina (75mg/l} resultaran letales
para las plantas que no integraron el gen de resistencia.

Figura 10. Plantas de Curraré en el medio de desarrollo M5. a. Plantas en presencia del
agente selectivo. b. Plantas que no pasaron por los eventos de transformacidn genética.
c. Embriones normales {en) y embriones muertos durante la seleccion (ern).

Finalmente, cabe destacar que el éxito logrado durante esta investigacion estuvo
directamente relacionado con la disponibilidad de un eficiente sistema de regeneracion
celular de banano y platano, desarrollado en el CATIE, asi como, con la experiencia en
ingenieria genética aportada por el equipo cientifico del CINVESTAV de Irapuato, Mexico.
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CONCLUSIONES

Se lograron establecer las condiciones de bombardeo para la transformacion genética
de suspensiones celulares de banano y platano (cv Gran enano y Curraré) en el
laboratorio de Biotecnologia del CATIE.

Se lograron determinar las condiciones de recuperacion de las suspensiones celulares
de banano y platano después de la transformacion.

Las particulas de tungsteno fueron mas eficientes para la transformacién genetica de
banano y platano.

Se determind que las condiciones éptimas de bombardeo fueron 6 cm a 1100 psi.

Los evenios de tfransformacién genética se lograron cuantificar a través de la
expresion transitoria con el gen GUS, por medio del conteo de puntos azules en
células embriogénicas 48 horas después del bombardeo.

Se demostrd la presencia y actividad del gen reporiero GUS en los agregados
celulares embriogenicos a través de un analisis histoquimico.

El plasmido pHAGG que porta los genes de resistencia al hongo expresé los mejores
resuitados de transformacion genética en el cultivar Currare (AAB), a nivel de
expresion transitoria y de seleccion comparado con el plasmido pBI121.

Ademas de cumplir con los objetivos originales, se alcanzd los siguientes logros

adicionales:

E=

Se logré la germinacidén de embriones somaticos en medio M4 y el desarrollo a planta
completa en medio M5 con seleccion (Higromicina 75mgfl) por primera vez en el
cultivar Curraré. Ademas se comprobd la presencia del gen reportero GUS en tejidos
de hoja y raiz en las plantas obtenidas.

lL.as plantas obtenidas serén posteriormente analizadas por métodos moleculares,
para confirmar su transformacion, y evaluadas en invernadero para su posible
resistencia a Sigatoka negra.

Con este trabajo se confirmé los beneficios que aporta el trabajo conjunto entre
instituciones al compartir sus fortalezas.
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RECOMENDACIONES

Contar con un sistema de regeneracion adecuado para lograr recuperar los materiales
que seran sometidos al proceso de fransformacion genetica,

Realizar una cinética del crecimiento de las suspensiones celulares para verificar la
capacidad de multiplicacién de las mismas y el momento adecuado para su uso en
transformacion.

Verificar mediante el analisis microscopico e histoldgico la calidad de las células
individuales y de los agregados celulares que se ulilizaran durante la transformacion.

Selecccionar el microproyectii adecuado para cada tipo de material biologico para
reducir fa pérdida del material bombardeado por algun efecto negativo de la actividad
celular.

Preparar los microproyectiles justo antes de iniciar con el proceso de transformacion
para evitar cambios en las particulas que puedan interferir negativamente al momento
de realizar los disparos, especialmente cuando se utiliza oro.

Realizar analisis histoquimicos en las etapas posteriores al bombardeo para asegurar
el exito de la transformacidn genética a nivel del gen reportero.

Mantener en todo momento el material vegetal bajo presion de seleccidn con el agente
selectivo adecuado.

Continuar los trabajos en transformacion genetica en diferentes cultivares de Musa sp
mediante la técnica de bombardec de particulas, asimismo, iniciar y comparar la
gficiencia de este sisiema con respecto al uso de Agrobacterium.
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Anexo 1 Medio de multiplicacion M2

Macro y microelementos de MS (Murashige y Skoog 19862), biotina 1mg/l, glutamina
100mgfl, extracto de maita 100mg/1,2,4-D 1mg/1 y sacarosa 45 g/l. E! medio es ajustado
aun pH:5.3.

Anexo 2. Medio de regeneracion M3

Sales inorganicas Concentracion {(mg/l)
KNO: 2500
CECIz ’ 2H20 200
MgS0O, 7TH0O 400
NHyHPO, 300
MHSO4' Hzo 10
H; BO; 5
ZTISO4' 7H20 1
Kl 1
CUSO4 5H20 0.2
NaMoO4 2”20 0.1
COC!Z SHzo 0.1
Fuente de hierro

FeSO4 ?Hzo 15
NaEDTA 20

Vitaminas de MS

Biotina 1
Glutamina 100
Extracto de malta 100
Prolina 230.2
ANA 0.2
Zeatina 0.05
2iP 0.2
Kinetina 0.1
Lactosa 10 gfi
Sacarosa 45 gl
Agarosa 7 all

PH 5.3
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Anexo 3. Medio de cuitivo M4
Macro y microelementos de MS (Murashige y Skoog 1962), vitaminas MS, BAP 0.5 mg/l,
AlA 2 mg/l, y sacarosa 30 g/l. El medio es ajustado a un pH:5.8. Gelrite 4 g/l.

Anexo 4. Medio de cultivo M5

Macro y microelementos de MS (Murashige y Skoog 1962), vitaminas MS, y sacarosa 30
a/l. El medio es ajustado a un pH:5.8. Gelrite 2 g/l.

Anexo 5. Buffer de expresién transitoria (GUS).

Preparar tampom "Buffer” fosfato 50 mM a pH 7:
A =100 ml de NaH,PO;a 0.2 M (2.76 g en 100 ml de agua).
B = 200 ml de Na;HPO4 a 0.2 M (5.68 g en 200 mi de agua).
Mezclar 100 ml de A con 156.4 ml de B = Buffer fosfato.

Preparar
Triton X 100 al 10%.
Cloranfenicol 50 mg/ml

Preparar 50 ml del revelador para el gen GUS
Tornar 13 mi de la solucion Buffer fosfato
0.5 mi de Triton X 100 al 10%
37 ml de Hx0
50 mg del reactivo 5-Bromo-4-chioro-3-indlyl-beta  D-glucuronide  acid
cyclohexylammoniun salt (X-Gluc) 2mM (disolver en DMSQO).
50 4d de cloranfenicol (50 mg/ml).

Mezclar y filtrarlo con filtros milliporo 0.22 um y luego agregarie 10 ml de metanol.

Dejar en contacto la solucién reveladora GUS con el tejido transformado por 24 horas a
37°C.



Anexo 6. Cuadro 2. Resultados de la cuantificacion de los puntos azules en la

expresion transitoria, respecto a los tratamientos.

{psi) {cm) yectil {cv) azules Miento
Oro Gran Enano %};ﬁgf’ 7%4 ; :gg

. Curaré | Poior | tas | 4abe

Tungsteno Gran Enano %%ﬁ%’le 47%7 g 222

1100 Curraré %%ﬁ%? ZggT ; 2&3 c
oo | GranEnano| Bl | 233 | toane

0 ourars | B | ‘s | 1oame

Tungsteno | G Enano | Bio? | 75 | 14 abe

currs_| BRCS ST | e

oo |GranEnano| Foipy | s | 1oabe

6 Curraré %};?13? a0 | s0ake

Tungsteno @ran Enano %ﬁ%ﬁs ?gg g?’. :gg

1350 curare | St | ‘w0 | aaabe
o |CrnEnan| PRSS | Gp | Zabe

; e | B | | o

Tungsteno | ©ran Enano F;gﬂ%? ?18 gg igg

e | DRSS | o

"Las medias con la misma letra no difieren {p<0,05}, seaiin la prueba de tukey.
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Anexo 7. Cuadro de sobrevivencia y muerte de las células después de permanecer 60 y

90 dias en medio M3 con 75 mg/l higromicina

Sobrevivencia Muerte
Tratamiento 30 dias 80 dias 30dias | 60 dias
1 ++ 0 + bt
2 b 0 + Ao
3 e 0 0 ot
4 b 0 0 +ht
5 +4 0 + o
5] ++ 0 + bt
7 b ++ 0 +
8 R 0 0 bt
2] ++ 0 + Fobot
10 + 0 ++ +dk
11 gk 0 0 et
12 4+ 0 0 o
13 e 0 0 +++
14 0 0 +t4 e
15 ++ 0 + oo
16 N 0 0 +t
17 bk 0 + +ht
18 0 0 +p +++
19 +t e + ++
20 b 0 0 4t
21 ot 0 + hefepe
22 + 0 b 4+
23 e ++ + “+
24 ++ 0 + e
25 + 8] ++ +++
26 o+ 0 + e
27 b+ 0 0 dropf
28 b 0 0 +++
28 e 0 + okt
30 +4 0 + bt
31 ook 0 0 ek
a2 ot 0 0 e+
Cu o et 0 0
GE e + 0 ++

 Tratamientos con las misma letra no difieren entre si (p<0,05), segin la prueba de tukey.

pHAGG = tratamientos impares
pBM21 = tratamientos pares



Anexo 8. Analisis del disefio estadistico y sus interacciones.

F.variacién ~ GL Tipo il S8 Cuadrado medio ValorF _ Pr>F
A 1 0.2678788 0.2678788 0.09 0.7677
B 1 22,2024670 22.20248670 7.29 £.0088
C 1 0.1606869 0.1606869 0.05 0.8190
D 1 6.6870053 6.6870953 2.20 0.1432
E 1 116.1836417 116.1836417 38.16 <.0001
A*B 1 0.2081170 0.2061170 0.07 0.7956
A*C 1 0.6624070 0.6624070 0.22 0.6425
A*D 1 5.3114804 5.3114604 1.74 0.1913
A'E 1 0.2288345 0.2288345 0.08 0.7848
B*C 1 9,0082608 9.0082608 2.96 0 0802
B*D 1 9.3706597 9.3706597 3.08 0.0842
B*E 1 1.4426597 1.4426597 0.47 0.4937
cD 1 1.0147383 1.0147383 0.33 0.5657
CE 1 3.7980757 3.7980757 1.25 0.2682
D*E 1 25.9284364 25.9284364 8.52 0.0049
A*B*C 1 0.6646436 0.6646436 0.22 0.6419
A*B*D 1 0.7359177 0.7359177 0.24 0.6247
AB*E 1 0.6274287 0.6274287 0.21 0.6514
A*C*D 1 1.8482926 1.8482926 0.61 0.4388
A*C'E 1 0.7429698 0.7429698 0.24 0.6230
A*D*E 1 0.1715479 0.1715479 0.06 0.8131
B*C*D 1 1.6991185 1.6891185 0.56 0.4578
B*C*E 1 0.8774320 0.8774320 0.29 0.5832
B*D*E 1 3.9187356 3.9187356 1.29 0.2608
C'D'E 1 1.6673081 1.6673081 0.55 0.4620
A*B*C*D 1 0.0002473 0.0002473 0.00 0.9928
A*B*C*'E 1 2.8145569 2.8145569 0.92 0.3399
A*C*D*E 1 0.0260148 0.0260148 0.01 0.9266
B*C*D*E 1 0.1290831 0.1290831 0.04 0.8375
ABCDE 2 0.6380376 0.3190188 0.10 0.9007
A = Presion (1100 y 1350 psi)
B = Distancia de disparo (6 y 9 cm)
C = Microproyectil (oro y tungsteno)
D = Cultivar (Gran Enano y Curraré)
E = Vector de transformacion (pHAGG y pBI121)
Resultados del PROC GLM.
Fuente Grados de Suma de Cuadrado F PrF
Variacion libertad cuadrados medio calculada ~
Tratamiento 31 219.03 7.066 2.32 0.0023
Error 64 194.85 3.044
Total 95 413.89
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