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RESUMEN

Un paso importante en la obtencion de plantas transgénicas, es eliminar los genes
marcadores de seleccion, ya que son causa de problemas tecnoldgicos y de rechazo por la
opinién publica internacional. En banano se desarroll6 un método para escindir estos genes
mediante el sistema de recombinacion Cre/lox guiado por promotores inducibles por golpe de
calor. Sin embargo el golpe de calor trae consigo desventajas durante la obtencion de las
plantas transgénicas. Este trabajo tuvo como objetivo obtener plantas transgénicas de
banano cultivar Grande naine (Musa AAA) libres de genes marcadores de seleccion
mediante el sistema de recombinacién Cre/lox guiado por el promotor REG-2, inducible en el
desarrollo de embriones soméaticos. Se evalu6 la actividad del gen uidA guiado por el
promotor REG-2 en diferentes momentos del proceso de obtencién de plantas transgénicas.
Se observé que el promotor solo se activd en embriones soméaticos formados y maduros.
Este promotor se clon6 en el vector pPGW-A para crear el vector de auto-escision pREG2-A 'y
transformar las suspensiones celulares embriogénicas de banano. Se comparoé la eficiencia
de transformacion en medio selectivo con higromicina o geneticina, y se observdé que no
ocurrié la escisiobn prematura de los genes marcadores de seleccion, la relaciéon de
eficiencias en ambos antibidticos fue 1,03. Las plantas regeneradas fueron analizadas
mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa, hibridacion por Southern y secuenciacién
para verificar la escision de dichos genes y de la recombinasa Cre. Estos andlisis mostraron

la escision del gen hpt con una eficiencia de 77.8 %.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

Los platanos y bananos (Musa spp.) son cultivos perennes, pueden cosecharse durante todo
el aflo y se encuentran entre los principales cultivos en los paises tropicales y subtropicales
de alta presion demografica. Son el alimento basico de cerca de 500 millones de personas
de todo el mundo (Zambrano et al., 2007).

En el afio 2010 la produccion mundial de platanos superé los 36 millones de toneladas,
mientras que en bananos mas de 102 millones de toneladas (FAOSTAT, 2012). Entre los
principales paises productores se encuentra la India, Ecuador, Brasil y China, y en menor
escala otros paises tropicales de América, Asia y Africa (FHIA, 2007).

Estos cultivos estdn expuestos a enfermedades, plagas, sequia, salinidad y al agotamiento
de los nutrientes del suelo (Mobambo, 2002). Las enfermedades han afectado seriamente la
industria dedicada a la produccion y la exportacion de bananos. Entre ellas se encuentran el
Mal de Panamé causada por Fusarium oxiysporum f. sp. cubense (Jain, 2002; Marin et al.,
2003) y las manchas foliares de la hoja causadas por varias especies de Mycosphaerella
(Mourichon y Fullerton, 1990; Carlier et al., 2000).

Los esfuerzos en el mejoramiento de Musa sp. para la resistencia a enfermedades con el
empleo de métodos tradicionales presentan numerosos problemas, tales como:
partenocarpia, esterilidad, poliploidia y largos ciclos de seleccion (Sweenen et al., 2003).
Estos problemas han conllevado al uso de alternativas para desarrollar nuevas variedades
resistentes a estrés bidtico y abidtico. Los métodos biotecnoldgicos, y en especifico la
ingenieria genética, aparecen como una via para superar estas limitaciones. En efecto,
utilizando estas herramientas se pueden introducir cambios genéticos especificos en un
corto periodo de tiempo (Sagi et al., 1994).

Para la transformacion genética de bananos se han utilizado principalmente el bombardeo de
particulas (Becker et al., 2000; Matsumoto et al., 2005; Vishnevetsky et al., 2011) y la

transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens (Ganapathi et al., 2001; Khana et
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al., 2004; Remy et al., 2005; Pérez-Hernandez et al., 2006; Ghosh et al., 2009; Chong-Pérez
et al., 2012b).

El establecimiento de un sistema de transformacion genética requiere que la secuencia que
se introduce tenga genes marcadores que permitan seleccionar los tejidos transformados.
Dentro de estos, los mas utilizados en banano son nptll y hpt que confieren resistencia a los
antibiéticos kanamicina e higromicina respectivamente y el gen bar o pat a los herbicidas que
tienen como ingrediente activo la Fosfinotricina (Reyes et al., 2010).

Una vez que se ha realizado la seleccién de los eventos de transformacion, generalmente los
genes marcadores de seleccidon no son necesarios. Por el contrario, su continua presencia
puede crear preocupaciones en la percepcion publica y ademas problemas tecnolégicos
(Natarajan y Turna, 2007). Entre los problemas tecnolégicos se encuentran, la influencia de
las secuencias regulatorias (promotores y terminadores) de estos genes en la actividad de
otros transgenes o genes propios de la planta. También podrian causar efectos pleiotropicos,
donde la actividad de las enzimas pueden influir sobre la actividad de otras enzimas (Abden
y Miki, 2009; Miki et al., 2009). Ademas para sistemas de transformacion donde no se cuenta
con otros marcadores de seleccion, la presencia de estos evitan la re-transformacion
(Chong-Pérez et al., 2012a).

En banano cv. ‘Grande naine’ (Musa AAA) se ha logrado escindir genes marcadores de
seleccién con el uso del sistema de recombinacion Cre/lox guiado por promotores inducibles
por golpe térmico (Chong-Pérez et al., 2012a). Sin embargo, el uso del golpe térmico trae
consigo un paso mas en el proceso tecnoldgico de obtencion de plantas transgénicas y
adema@s las células podrian ser afectadas por el golpe térmico.

En otras especies se han utilizado promotores inducibles en procesos fisioldgicos de la
planta para inducir la actividad de la recombinasa del sistema de recombinacion Cre/lox.
Como ejemplo podemos citar el uso de promotores inducibles en la formacion de gametos en

Arabidopsis thaliana (Verweire et al., 2007); el uso del promotor del gen cruC de Arabidopsis
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thaliana para escindir el gen marcador de seleccidon en semillas de tabaco (Morav¢ikova et
al., 2008); y el uso del promotor del gen appl para escindir el marcador de seleccion durante
la embriogénesis somética en soya (Glycine max L.) (Li et al., 2007).

En arroz (Oriza sativa L.), el gen REG-2 codifica la proteina 7S-globulina (Sun et al., 1996) y
su expresion es muy especifica en embriones cigoticos con estados avanzados de desarrollo
y en las capas de la aleurona (Miyoshi et al., 1999; Qu y Takaiwa, 2004). Este modelo de
expresion podria ser ideal para la escision de los genes marcadores de seleccion en los
sistemas de transformacion genética, para plantas regeneradas via embriogénesis somatica.
A pesar de que se han escindido genes marcadores de seleccién con el uso de promotores
inducibles por golpe térmico en Musa, no existe una metodologia para escindir genes
marcadores de seleccion mediante promotores inducibles en la formacion y maduraciéon de
embriones somaticos de este género.

Teniendo en cuenta los aspectos anteriormente descritos, se plantea la siguiente hipotesis
de trabajo:

Mediante el uso del sistema de recombinacidn sitio especifico Cre/lox guiado por el
promotor REG-2 inducible en la formacién y maduracion de embriones somaticos,
serd posible obtener plantas transgénicas de banano cv. ‘Grande naine’ (Musa AAA)
libres de genes marcadores de seleccion.

Para dar respuesta a esta hipétesis se definié el siguiente objetivo general:

v' Obtener plantas transgénicas de banano cv. ‘Grande naine’ (Musa AAA) libres de genes
marcadores de seleccion mediante el uso del sistema de recombinacion Cre/lox guiado
por el promotor REG-2 inducible durante la formacion y maduracion de embriones
somaticos.

Para cumplimentar dicho objetivo se propusieron los siguientes objetivos especificos:
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Caracterizar la actividad del promotor REG-2 de arroz en el proceso de obtencion de
plantas transgénicas de banano cv. ‘Grande naine’ (Musa AAA) utlizando como
herramienta la expresion del gen uidA,

Determinar si hay escision prematura de los genes marcadores de seleccion durante el
proceso de seleccion,

Demostrar mediante andlisis moleculares de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR), hibridacion de Southern y secuenciacion, la escision de los genes marcadores de

seleccion.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Origen del género Musa

En cuanto al origen del género Musa, se considera que la peninsula Malaya en el continente
asiético, es el primer centro de origen de Musa balbisiana y Musa acuminata, los cuales se
cruzaron dando lugar a la formacion de todas las variedades comestibles conocidas en
América (Belalcdzar, 1991; Jones 2000). Respecto a la introducciéon en América, fue
trasladado desde la Gran Canaria a Santo Domingo por Fray de Berlanga en 1516 y luego a
Cuba (Lopez 1989).

2.2 Taxonomia

Las muséceas pertenecen a la clase de las monocotiledéneas, al orden Zingiberales y a la
familia Musaceae, la cual incluye los géneros Musa y Ensete segun (Simmonds 1962).

El género Musa se divide en cuatro: Australuminosa, Cllimusa, Rhodochlamys y Eumusa.
Esta ultima comprende a las especies Musa acuminata y Musa balbisiana. Para la seccion
Eumusa el numero basico cromosémico es de n=11. Las musaceas comestibles se dividen
en dos tipos: platanos y bananos, que tuvieron su origen a partir de dos especies silvestres
las cuales son diploides. La ploidia y el genomio de cada cultivar esta representado con A
para indicar la procedencia de Musa acuminata y con B para la de Musa balbisiana (Stover y
Simmonds, 1987).

Existen cultivares diploides AA vy triploides AAA, que son los dos tipos de banano cultivados,
sin embargo los platanos son hibridos entre las dos especies ancestrales, AAB (Simmonds
1962). También existen triploides (ABB, BBB) y tetraploides (AAAA, AAAB y AABB)

(Sandoval y Muller, 1999).



Revisidn Bibliogrdfica

2.3 Cultivar ‘Grande naine’

Este cultivar pertenece al grupo AAA, subgrupo Cavendish o sea, que es un triploide que
solamente tiene genoma Acuminata, el cual tiene una gran distribucion a nivel mundial
(Pérez et al., 2002). Entre sus principales ventajas tiene: la altura de la planta, alrededor de
los 2.5 m, que lo hace mas facil de manejar y mas estable al dafio del viento, presenta un
indice de cosecha méas alto que otros cultivares y el intervalo de emergencia-floracion y
floracibn-madurez fisiologica es de 196 y 122 dias respectivamente, lo que hace un ciclo
completo de 318 dias (Soto 1985).

Descripcion Morfotaxonémica (Musalogue, 2001)

Caracteristicas de la planta

» Color de la savia: lechoso

Habito de hoja: intermedia

Altura del pseudotallo: 2.1-2.9

Aspecto de pseudotallo (m): normal

Color del pseudotallo: verde-amarillo

Color de las manchas: carmelita oscuro

Apariencia del pseudotallo: brillante (no cremoso)

Desarrollo de los hijos: mas de % de la altura de la planta madre

Posicion de los hijos: Cercando a la madre

YV Vv VY V¥V VY V¥V VY V V

Manchas en la base del peciolo: pequefias
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Caracteristicas del Fruto:

> Posicién del fruto: curvado hacia arriba (oblicuamente, a un angulo de 45  hacia
arriba)

> Apice del fruto: despuntado-inclinado

» Forma del fruto: curvado

» Numero de frutos: 217

» Largo del fruto (cm): 21-25

» Seccion trasversa del fruto: ligeramente aristado

Caracteristicas de las inflorescencias/brote masculino:

» Largo del pedunculo (cm): 31-60
» Posicion del racimo: cayendo verticalmente
» Tipo de raquis: presente y los brotes masculinos pueden ser degenerados o

persistentes.

» Posicion del raquis: verticalmente cayendo

» Tipo de brote masculino: normal (presente)

» Forma del brote masculino: intermedio

» Comportamiento de la bractea antes de caer: enrollado

» Forma del 4pice de la bractea: ligeramente puntiagudo

» Imbricacion de las bracteas: bracteas jovenes ligeramente solapadas
» Color de la parte externa de la bractea: rosado-purpura

» Color de la parte interna de la bractea: rojo naranja
» Color de la cascara del fruto maduro: amarillo

» Cicatriz de la bractea en el raquis: muy prominente
» Pulpa en el fruto: con pulpa

» Cera en la bractea: moderadamente cerosa

» Restos de flores en el &pice del fruto: estilo persistente
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2.4 Importancia

Los pladtanos y los bananos son un componente importante en la dieta de millones de
personas de todo el mundo, que encuentran en ellos una fuente excelente de carbohidratos,
minerales y vitaminas para satisfacer parcialmente sus necesidades diarias, y una fuente de
divisas para aquellos paises que exportan estas frutas frescas (FHIA 2007).

En el mercado internacional, una de las principales frutas que conforman el movimiento
diario son los bananos. En términos de volumen, se encuentran entre las primeras frutas de
exportacion, y ocupan el segundo lugar, después de las citricas en términos de valor (Espinal
et al., 2006; FAO, 2007). Ademas se consideran como producto de gran impacto econémico,
social y ambiental, considerandose que esta industria, es un importante recurso de ingreso y
empleo para muchos paises exportadores, mayormente en Latinoamérica y el Caribe, asi
como, Asia y Africa (FAO, 2007).

2.5 Mejoramiento Genético

2.5.1 Mejoramiento Genético Convencional

Los bananos y platanos son cultivos dificiles de mejorar genéticamente debido a que la
mayoria de los cultivares son estériles, no producen semillas, son partenocarpicos y
presentan largos ciclos de seleccion. A pesar de esto, los programas de mejoramiento
genético han progresado en afios recientes y como resultado empiezan a aparecer nuevas
variedades disponibles para su evaluacion (Sweenen et al., 2003).

El trabajo de mejoramiento genético convencional comenzé en los afios 20 del siglo pasado,
en el Imperial College of Tropical Agriculture, en Trinidad y un poco mas tarde en Jamaica
con un programa paralelo (Leiva-Mora 2006). Estos programas involucran cruzamientos
entre plantas con diferentes niveles de ploidia. Debido a que el éxito en estos cruzamientos a
menudo se basa en una meiosis alterada, es decir, produccion de gametos no reducidos,
pueden producirse hibridos con diferentes niveles de ploidia (Ortiz y Vuylsteke, 1996;

Vuylsteke et al., 1996).



Revisidn Bibliogrdfica

Con las investigaciones realizadas por la Fundacion Hondurefia de Investigacion Agricola
(FHIA) surgido un grupo de platanos y bananos hibridos triploides y tetraploides con
resistencia a la Sigatoka negra, Mal de Panama (Fusarium oxisporum) y nematodos (Rowe y
Rosales, 1990, 1994). Entre estos se destacan los hibridos tetraploides FHIA 1 (AAAB),
FHIA 2 (AAAA), FHIA 3 (AABB), FHIA 18 (AAAB) y FHIA 21 (AAAB), que han mostrado una
alta resistencia a la Sigatoka negra. Esta resistencia se expresa por un alargamiento del ciclo
de la enfermedad, la reduccion del tamafio de las lesiones y de la capacidad de produccién
de esporas (Pérez 1996).

2.5.2 Mejoramiento genético por mutaciones

Los sistemas de mejoramiento por mutaciones inducidas, se basan en que los agentes
mutagénicos (fisicos o quimicos) producen cambios similares a los que se presentan en las
mutaciones naturales, en un periodo de tiempo relativamente corto y en mayor cantidad
(Donini y Sonnino, 1998; Perea 1998). Estos son cambios en el ADN nuclear u organelo
citoplasmético, dando lugar a mutaciones génicas, cromosémicas 0 genomicas, pero la
limitacion del mejoramiento genético por mutacion es la no especificidad del caracter
cambiado (Maluszynski et al., 1995).

En Musa, debido a los problemas de mejora genética convencional anteriormente
mencionados, el mejoramiento genético empleando mutaciones cobra un rol importante
(Nichterlein, 2000). El quimerismo originado por el tratamiento mutagénico de estructuras
multicelulares y la seleccion dipléntica, representan el mayor obstaculo para el aislamiento
de mutantes sométicos inducidos. En banano (triploides) cada locus pudiera presentarse en
tres alelos dominantes (AAA), dos dominantes y uno recesivo (AAa), uno dominante y dos
recesivos (Aaa) o tres recesivos (aaa). Como las mutaciones son generalmente recesivas la
posibilidad de obtener una mutacion util estara restringida a tres configuraciones Aaa, aAa,
aaA (Morpurgo et al.,, 1997). Es por ello que una alternativa ha sido, la induccion de

mutaciones con el empleo de técnicas biotecnoldgicas.
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2.5.3 Mejoramiento genético por Biotecnologia

Debido a las limitaciones que presenta el mejoramiento genético clasico, la aplicacion de las
técnicas biotecnolégicas ha aumentando en todo el mundo para mejorar el manejo y las
propiedades de los platanos y bananos.

La técnicas biotecnoldgicas incluyen cultivos de tejidos, cultivo de anteras, fusion de
protoplastos, embriogénesis somatica, mejoramiento genético por mutacion in vitro, variacion
somaclonal, seleccién in vitro, citometria de flujo de ADN, marcadores moleculares y la
transformacion genética (Arvanitoyannis et al, 2008).

La Biotecnologia Vegetal tiene tres objetivos bésicos de interés para la mejora genética: el
incremento de la variabilidad genética sin intervenciéon de la reproduccion sexual, la
propagacion de genotipos normalmente inestables en la reproduccion sexual y la
disminucion en el nimero o en la duracion de los ciclos de seleccidon necesarios para un
determinado programa de mejora (Pérez 1998a).

El uso de la biotecnologia ofrece un valioso medio de generacion y obtencion de plantas de
banano y platanos, resistentes a diferentes enfermedades ya que permite trabajar con un
elevado numero de individuos y aumenta de esta forma la posibilidad de encontrar los
caracteres deseados. Ademas, existe un control del ambiente y el acceso a las plantas libres
de la enfermedad (Leiva-Mora 2006).

También se pueden desarrollar técnicas para el rescate de embriones, seleccién in vitro
desde etapas muy tempranas a factores bi6ticos y abi6ticos, induccién de mutaciones in vitro
(con el consiguiente incremento de la eficiencia del agente mutagénico), desarrollo de
técnicas de transformacién genética empleando métodos directos o indirectos (biolégicos) y
la micropropagacion de los somaclones seleccionados para los estudios de extension
(Pérez, 1998b).

El requisito de mayor importancia para utilizar el cultivo de tejido en los programas de
mejoramiento genético por Biotecnologia, es poder contar con un sistema de regeneracion

10
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muy eficiente, para que las células modificadas genéticamente puedan desarrollarse y
regenerar plantas que manifiesten las caracteristicas deseadas (Pérez, 1998a).

Se han desarrollado programas de mejoramiento genético empleando estos métodos para la
obtencion de plantas resistentes a enfermedades, reduccion del porte de las plantas, mejora
de la calidad de los frutos, entre otros, en el CIRAD (Centro de Cooperacion Internacional en
Investigacion Agronémica para el Desarrollo) segun Bakry y Horry (1994), en el Instituto de
Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT) (Pino et al.,, 1998), en el Instituto de
Biotecnologia de las Plantas (IBP) (Pérez, 1998a), ademas se han desarrollado proyectos
nacionales en Sudan, Pakistan, Malaysia y Australia (Roux et al., 1994).

2.6 Cultivo de tejidos en platanos y bananos.

Existen dos métodos principales de regeneracién in vitro que han sido utilizados para la
propagacion, la organogénesis y la embriogénesis somética. La regeneracion de plantas por
una y otra via depende de las caracteristicas genéticas de las plantas y del manejo del
cultivo in vitro, que tiene en cuenta la manipulacién, los medios de cultivo y otras condiciones
ambientales (Tisserat, 1991; Gomez, 1998).

La embriogénesis somatica, es un proceso que permite que células vegetales no cigoticas
incluyendo células haploides, formen embriones somaticos con una estructura bipolar y sin
conexion vascular con el tejido original, resultando en plantas completas (Kamle et al., 2011).
Es un proceso asexual con expresion de la totipotencia celular, que involucra la
desdiferenciacién de una célula no cigética y su posterior rediferenciacion, resultando en la
formacion de todas las caracteristicas celulares de una planta madura (Namasivayam, 2007).
En el género Musa, el desarrollo de la embriogénesis somatica ha tenido dos objetivos
principales: disponer de una técnica con alta eficiencia para la micropropagacion y de un
sistema de regeneracion a nivel celular Gtil para la transformacion genética, hibridacion

somatica, induccién de mutaciones y variacion somaclonal (Aguila et al., 2012).

11
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En Musa la embriogénesis somética ha sido obtenida por diferentes vias, mediante el cultivo
de embriones cigéticos, tejido foliar y rizoma, meristemos altamente proliferantes, a partir de
flores masculinas y femeninas (Aguliar et al., 2008).

La embriogénesis somatica en banano fue mejorada mediante la induccién de callos a partir
de flores masculinas inmaduras, posteriormente se procede al establecimiento,
mantenimiento y multiplicacion de las suspensiones celulares embriogénicas que seran el
material de partida para la induccion y desarrollo del embribn somatico, seguido de la
maduracion, germinacion y conversion de las plantulas (Escalant et al., 1994; Cote et al.,
1996; Grapin et al., 1996; Daniels et al., 2002; Khalil et al., 2002; Jalil et al., 2003).

2.7 Transformacion genética

La transformacion genética es la metodologia mediante la cual se inserta ADN foraneo de
manera estable dentro de un genoma hospedero, y resulta una técnica de mejoramiento con
amplias potencialidades en la ingenieria genética (Gelvin 2003a).

Existen diferentes metodologias para la transformacion genética de plantas, siendo la
biobalistica y la mediada por Agrobacterium tumefaciens las mas utilizadas. Las bacterias del
género Agrobacterium son componentes ubicuos de la microbiota del suelo, siendo la
mayoria de estas saprofiticas cuyo habitat es la materia organica en descomposicion
(Escobar y Dandekar 2003).

Sin embargo, algunas de estas especies causan enfermedades neoplasicas en plantas. Por
ejemplo, A. rhizogenes, causante de la formacion de raices adventicias; A. rubi (enfermedad
de la agalla de la cafa), A. vitis (agalla de la corona de uva) y A. tumefaciens (enfermedad
de la agalla de la corona (Gelvin 2003b). Estas enfermedades han sido descritas como una
forma de colonizacién genética, debido a que se caracteriza por la transferencia y expresion
de un conjunto de genes hacia las células de las planta causando un crecimiento celular

incontrolado y la produccion de estas células de sustancias nutritivas para la bacteria. Estas
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sustancias, conocidas como opinas, son aminoacidos de bajo peso molecular y derivados
fosfatados de azucares (Schell et al., 1979).

Desde el primer evento de transformacion genética en banano descrito por Sagi et al. (1994)
varios protocolos de transformacion genética han sido desarrollados, los cuales difieren en el
método de transferir el ADN, tipo de explante y cultivares empleados (Becker et al., 2000;
Wang et al., 2000; Matsumoto et al., 2002).

Entre los métodos de transformacion genética disponibles, el mediado por Agrobacterium
tumefaciens es el mas empleado en Musa. A través de este método se han obtenido plantas
transgénicas empleando la cepa LBA4404 vy tejido meristematico como fuente de explante
(May et al., 1995). Los explantes ideales para la transformacién genética son las
suspensiones celulares embriogénica, debido a que los embriones somaticos formados
pueden tener un origen unicelular o pluricelular pero a partir de pocas células. Por lo tanto la
posibilidad de obtener plantas quiméricas es baja (Grapin et al., 1996).

El primer protocolo de transformacion genética via Agrobacterium tumefaciens de
suspensiones celulares, fue desarrollado por Ganapathi et al., (2001) en el cultivar de
banano Rasthali (Musa AAB). En otras investigaciones se ha logrado una eficiencia de 10 a
50 plantas transgénicas por 50 mg de células embriogénicas (Khana et al., 2004; Pérez-
Hernandez et al.,, 2006; Ghosh et al., 2009). También, se ha descrito la produccion de
plantas transgénicas a partir de tejido meristematico (Tripathi et al., 2008; Subramanyam et
al., 2011).

El establecimiento de un protocolo de transformacion genética requiere que la secuencia que
se introduce tenga genes marcadores de seleccion que permitan seleccionar los tejidos
transformados, en platanos y bananos los mas empleados han sido nptll (Herrera-Estrella et

al., 1983), hpt (Herrera-Estrella et al., 1983) y el als (Ganapathi et al., 2001).
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2.8 Genes Marcadores de Seleccion

2.8.1 Generalidades

Los genes marcadores de seleccion (GMS) son una herramienta indispensable en la
transformacion genética puesto que permiten diferenciar aquellas células, tejidos y plantas
gue han sido transformados de los que no se transformaron. Los GMS pueden clasificarse
en dependencia de si permite el desarrollo del tejido transformado (seleccion positiva) o
causan la muerte de este (seleccidon negativa). Ademas, si la seleccion requiere la presencia
de sustratos externos es condicional o si no la requiere no condicional (Miki y Mchugh,
2004). Los marcadores de seleccion de tipos positivos y condicionales necesitan de la
presencia de antibitticos (kanamicina e higromicina), herbicidas (fosfinotricina) o compuestos
quimicos, como sustratos normalmente téxicos para las plantas sin transformar (Miki y
Mchungh, 2004).

También se han desarrollado marcadores de seleccion positivos condicionales, donde se
utilizan agentes no toxicos, que pueden ser sustratos que permiten el crecimiento y
diferenciacion de las células o tejidos transformados (Ferndndez, 2006; Sundar y Sakthivel,
2008). Por ejemplo, la manosa no puede ser usada en muchas plantas como fuente de
carbono, pero la enzima fosfomanosa isomerasa, codificada por el gen manA, que convierte
la Manosa-6-fosfato a Fructuosa-6-fosfato, siendo esta ultima metabolizada rapidamente por
la planta para emplearla como fuente de carbono, por lo que en este caso la manosa seria el
agente selectivo (Reed et al., 2001).

El gen que codifica para la Neomicina fosfotransferasa (neo o nptll) fue aislado a partir del
transposon Tn5 en Klebsiella pneumoniae. Este confiere resistencia a los aminoglucésidos
tales como kanamicina, neomicina, paronomicina y geneticina (G418) (Bevan et al., 1983;
Fraley et al., 1983; Herrera-Estrella et al., 1983). Por su parte, el gen de la higromicina
fosfotransferasa (hpt) confiere resistancia a higromicina B, un aminoglucésido téxico a la
célula vegetal debido a que inhibe la sintesis protéica (Blochlinger y Diggelmann, 1984).

14



Revisidn Bibliogrdfica

Ambos antibiéticos han sido empleados en la obtencion de plantas transgénicas de platanos
y bananos (Pérez-Herndndez et al., 2006; Ghosh et al. 2009; Vishnevetsky et al., 2011;
Subramanyam et al., 2011).

Otro ejemplo de seleccion positiva condicional es el uso de herbicidas. Este sistema tiene la
ventaja que las plantas pueden ser asperjadas para la seleccion en casa de cultivo o en
campo y a su vez puede ser el gen de interés. La L-fosfinotricina es un analogo estructural
del acido L-glutamico y actia como inhibidor de la enzima glutamina sintetasa provocando la
acumulacion de amonio a niveles téxicos para la planta. Para la resistencia a este herbicida
se han identificado dos genes que codifican para la Fosfinotricina N-acetiltransferasa (PAT),
estos son el gen pat de Streptomyces viridochromogenes (Wohlleben et al., 1988) y el gen
bar (de resistencia a biolafos) de Streptomyces hygroscopicus (Thompson et al., 1987).

2.8.2 Percepcién publica de los Organismos Genéticamente Modificados

En afios resientes el uso y liberacion de Organismos Genéticamente Modificados (OGM), ha
provocado un intenso debate publico con respecto a los alimentos y productos que contienen
estos organismos y el riesgo de su consumo. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
define los OGM, como aquellos organismos en los cuales el material genético ha sido
alterado por una via que no ocurre de forma natural (Domingo y Bordonaba, 2011).

Las evaluaciones para cada cultivo genéticamente modificado (GM) han sido realizadas
usando diferentes parametros, el resultado mas comuan es que tanto los cultivos GM como
los convencionales tienen una respuesta similar (Magafia-Gomez y de la Barca, 2009).

En este sentido los estudios de riesgos de los OGM reflejan la complejidad de este tema. Sin
embargo, el publico en general desconoce las ventajas o desventajas que ofrece esta
tecnologia y el amplio rango de aplicaciones que estas pueden tener. Desde la primera
generacion de los OGM las discusiones se han centrado en el riesgo al ambiente y a las

salud humana (Key et al., 2008).
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En la actualidad no existe un consenso en el debate sobre los posibles riesgos que puedan
ocasionar los cultivos transgénicos y como minimizar estos riesgos (Hills et al., 2007). En
este sentido, el debate se ha enfocado a la posible transferencia de los genes de resistencia
a antibidticos, presentes en las plantas transgénicas hacia microrganismos del suelo y las
plantas aledafias, mediante transferencia horizontal de genes.

Por otro lado, se encuentra la transformacion de bacterias en la cadena alimenticia. El ADN
libre persiste en algunos materiales por semanas y en otros casos algunas bacterias
desarrollan una competencia quimica natural para tomar este ADN del medio. Ademas, en el
tracto gastrointestinal de los humanos y animales, el ADN puede permanecer estable
durante un tiempo determinado, fundamentalmente en el colon (van den Eede et al., 2004).
La transformacion natural constituye el principal mecanismo de transferencia de genes en
procariotas. Este consiste en la captacion del ADN extracelular y su integracion al genoma
(de Vries y Wackernagel, 2002). EI ADN cromosomal transferido dentro una especie puede
ser integrado mediante recombinacion homdloga. Sin embargo, el ADN foraneo con baja o
ninguna secuencia idéntica, puede ser integrado en bacterias por dos mecanismos
diferentes. Uno, consiste en pequefas secuencias nucleotidicas especificas, reconocidas por
enzimas tales como transposasas o integrasasas, que pueden “cortar y pegar’ el ADN en
estos sitios. El otro mecanismo, esta determinado por la recombinacion no homéloga que
une moléculas de ADN, donde existen pocos pares de nucleétidos idénticos (de Vries y
Wackernagel, 2002). En bacterias presentes en la flora intestinal de humanos y animales
podria ocurrir transferencia horizontal de genes. Este fendbmeno podria ocurrir con genes de
resistencia a antibiéticos, los cuales se pueden transferir hacia bacterias patdogenas y estas a
su vez podrian manifestar una determinada resistencia a antibidticos empleados en la
practica clinica. Sin embargo, el riesgo de que esto ocurra es minimo debido a los procesos
de degradacion del ADN que ocurren durante la digestion. Por otro lado varios estudios han

demostrado en el caso especifico del gen marcador nptll, que la transferencia horizontal de
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este gen entre plantas transgénicas y microrganismos no es significativo al ser comparada
con la transferencia del gen nptll entre bacterias (Miki y McHugh, 2004; Ramessar et al.,
2007).

Otra de las consecuencias de la continua presencia de los genes marcadores de seleccion y
sus elementos regulatorios son los efectos pleiotropicos, donde la actividad de las enzimas
pueden influir sobre la actividad de otras enzimas (Miki et al., 2009). Las secuencias
regulatorias de los genes marcadores de seleccion puede tener influencia sobre los
transgénes o genes enddgenos que se encuentran cerca de los sitios de insercién (Yoo et
al., 2005; Zheng et al., 2007).

Por otro lado el escape de genes de resistencia a herbicidas a plantas mas cercanas es una
preocupacion. Muchos cultivos transgénicos son compatibles sexualmente con plantas
silvestres 0 arvenses gue se encuentran relativamente cerca a estos cultivos, por lo que
podria ocurrir un flujo genético (Ellstrand, 2003). Pero este proceso consta con varias
barreras, ya que ambos tienen que crecer en estrecha proximidad, coincidir con la etapa de
floracion y la progenia debe ser suficientemente fuerte para propagarse (Mallory-Smith y
Zapiola, 2008). En este sentido las preocupaciones se han centrado en impedir que esto
ocurra, una via es colocando barreras aledafias a las zonas con los cultivos transgénicos
(Lemaux, 2009). Otra estrategia consiste en impedir la transferencia del polen a plantas
presentes en areas cercanas mediante un retardo o disminucion de la floracion (Kwit et al.,
2011).

Debido a lo planteado anteriormente existe una tendencia mundial a la eliminacion de los
genes marcadores de seleccion en plantas transgeénicas.

2.8.3 Estrategias para obtener plantas transgénicas libres de genes marcadores de
seleccion

Aunque los genes marcadores de seleccion (GMS) son indispensables en casi todos los
protocolos de transformacion genética, estos generalmente no son necesarios una vez
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obtenida la planta transgénica. Por el contrario, su permanencia puede causar ciertos
problemas los cuales pueden ser solucionados con la eliminacion de los GMS. Aunque la
mayoria de los GMS empleados son seguros para la salud humana, el ambiente y han sido
aprobados por agencias regulatorias (Ramessar et al., 2007), una parte importante del
publico se opone al uso generalizado de los genes de resistencia a antibiéticos y herbicidas.
La eliminacion de los genes marcadores de seleccidon de las plantas transgénicas permite la
retransformacion con el mismo marcador de seleccion. Por ejemplo en soya esta estrategia
ha sido usada para introducir consecutivamente dos genes involucrados en la biosintesis del
acido féatico (Eckert et al., 2006).

Existen diferentes estrategias para la eliminacion de los genes marcadores de seleccion,
entre los que se encuentran, el empleo de los elementos transponibles, por ejemplo el Ac/Ds
de maiz, el cual ha sido usado para la reubicacion y eliminacion del gen marcador de
seleccion en tomate (Solanun esculentum) (Yoder y Goldsbrough, 1994) y arroz. Estos
elementos transponibles pueden ser eliminados del genoma después de la expresion de la
transposasa; los cuales pueden reinsertarse 0 no. Si ocurre una reinsercion del transposon,
el gen de interés es colocado en el elemento transponible, asi el gen de interés sera
reinsertado en un locus diferente al que se encuentra el gen marcador de seleccién y seran
segregados en la descendencia (Cotsaftis et al., 2002).

Otro método desarrollado para eliminar el gen marcador, es el que tiene en cuenta la
maquinaria de reparacion del ADN de la célula vegetal. De esta forma, la reparacion de la
ruptura en la doble cadena de ADN, puede ser mediante recombinacion homéloga o por no
homologia en la unién final de la cadena, lo cual es importante para la supervivencia de
todos los organismos (Orel et al., 2003). La proporcion de recombinacion homdloga, con
respecto a los eventos de no homologia en la unién final aumenta, si las secuencias
homélogas cercanas a la rotura estan disponibles (Siebert y Puchta, 2002). Durante el
proceso de reparacion el gen marcador de seleccion puede ser convertido o eliminado
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(Fishman-Lobell et al., 1992). Orel et al. (2003) mostraron que la via asociada a la deleccién
fue cinco veces mas que la via de conversion de genes.

Sin embargo, las dos estrategias mas usadas son la cotransformacion y los sistemas de
recombinacion sitio especifica (Darbani et al., 2007).

En la cotransformacion el gen marcador de seleccion y el gen de interés estan presentes en
dos plasmidos diferentes o en dos ADNs-T diferentes. Las células vegetales seleccionadas
con frecuencia contienen el gen marcador de seleccion y el gen de interés no selectivo. Si el
gen marcador de seleccion y el gen de interés estan integrados en loci diferentes, estos
pueden segregarse independientemente y se puede lograr una descendencia libre de genes
marcadores de seleccion. Esta estrategia se emplea para la transformaciéon mediada por
Agrobacterium tumefaciens o biobalistica (Darbani et al., 2007).

Existen tres vias diferentes para lograr la co-transformacion: (ia) introduccion de dos ADNs-
T, en cepas de Agrobacterium independientes o (ib) introduccion via biobalistica de dos
plasmidios en el mismo tejido; (i) introduccion de dos ADNs-T transportados por replicones
diferentes dentro de la misma cepa de Agrobacterium; y (iii) introduccion de dos ADNs-T
localizados en el mismo replicdn de una cepa de Agrobacterium (Afolabi et al., 2005).

Con el empleo de esta estrategia se han logrado obtener plantas transgénica libres de
marcadores de seleccion, en soya (Glicine max L.) (Sato et al., 2004; Behrens et al., 2007) y
garbanzo (Cicer arietinum) (Acharjee et al., 2010). Pero este método no puede ser aplicado a
plantas estériles, especies propagadas vegetativamente y en plantas con un ciclo de vida
prolongado como los forestales (Matsunaga et al., 2002).

En la estrategia de recombinacion sitio especifica el gen marcador de seleccion es
flanqueado por los sitios de reconocimientos de la recombinasa en repeticiones directas. Una
vez que se haya seleccionado el evento transgénico sera posible escindir el GMS por la
actividad de la recombinasa, la cual actuara sobre los sitios de reconocimiento escindiendo

toda secuencia que esté entre estos dos sitios (Darbani et al., 2007).
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Varias vias han sido desarrolladas para proporcionar la actividad de la recombinasa, estas
incluyen: (i) la retransformaciéon con una construccion que contenga el gen de la
recombinasa, (ii) cruzamiento con plantas que expresen la recombinasa, (iii) expresion de la
recombinasa mediante vectores virales y (vi) activacién inducida de la actividad de la
recombinasa (Darbani et al., 2007).

Los sistemas de recombinacién més empleados son el CRE/lox del bacteriéfago P1 (Hoess
et al., 1982; Hoess y Abremski, 1985), FLP/frt de Saccharomyces cerevisiae, (Cox, 1983;
Senecoff et al. 1985) y R/RS de Zygosaccharomyces rouxli (Araki et al., 1985). Estos
sistemas son derivados de la familia de recombinasas relacionada con la tirosina. Estas
estan definidas por un residuo catalitico de tirosina utilizado para cortar el ADN blanco
durante el proceso de recombinacion (Gidoni et al., 2008; Wang et al., 2012).

La recombinacion sitio especifica se divide en dos categorias fundamentales teniendo en
cuenta la posicion del gen de la recombinasa. En la primera ambos transgenes y el gen
marcador de seleccién estan en vectores diferentes, en la cual la recombinasa puede ser
liberada a la planta transgénica por retransformacion o por cruzamiento sexual (Russel et al.,
1992; Hoa et al., 2002; Kerbach et al., 2005). La primera planta transgénica libre de genes
marcadores de seleccion comercialmente viable, se obtuvo por este método, al crear la linea
de maiz (Zea mays) LY038, donde el gen marcador de seleccion nptll, que se encontraba
entre los sitios lox fue eliminado mediante la introduccioén del gen cre por cruzamiento sexual
(Ow, 2007). Pero la principal limitacion de ambos sistemas es que requieren de mas tiempo y
de una labor mas intensa durante el mejoramiento genético y solo son aplicables a especies
con reproduccion sexual.

Sin embargo en la segunda categoria que emplea la recombinacién sitio-especifica, el gen
marcador de seleccion y el gen de la recombinasa estan en el mismo vector entre los sitios
de recombinacion, y se le suele denominar como vectores de auto-escision. Estos contienen
solo los genes marcador de seleccion y recombinasa, flanqueados por los sitios de
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reconocimiento de la recombinasa, y el gen de interés fuera del sitio de reconocimiento
(Verweire et al., 2007).

Como en los casos anteriores, en los métodos de auto-escision, el gen de la recombinasa no
debe ser expresado hasta después de la seleccion. La expresion de la recombinasa puede
ser inducida por una sefial externa o una sefial intrinseca, dando lugar a la auto-escision de
los genes marcadores y de la recombinasa, localizados dentro de los sitios de
reconocimiento por la enzima. Un ejemplo es el empleo de promotores inducibles por golpe
térmico guiando la expresion de la recombinasa, logrando escindir el gen marcador en
Arabidopsis (Hoff et al., 2001; Thomson et al., 2009), maiz (Zhang et al., 2003), papa
(Solanum tuberosum) (Cuellar et al., 2006), arroz (Oryza sativa) (Akbudak y Srivastava,
2011; Khattri et al., 2011), banano (Chong-Pérez et al., 2012a). La recombinasa ademas
puede estar bajo el control de un promotor inducible quimicamente, como es el caso del
promotor GST-1I-27 de maiz el cual es inducido por el antidoto de herbicida Safener,
mediante el control del sistema R/RS en tabaco (Sugita et al., 2000), con la induccién por -
estradiol con el sistema Cre/lox en Arabidopsis (Zuo at al., 2001), en arroz (Sreekala et al.,
2005) y en tomate (Zhang et al., 2006). También puede ser mediante el control de
promotores inducibles por una sefial endégena, formando parte del ciclo de vida de la planta.
Por ejemplo Mlynarova et al., (2006) usaron el promotor NTM19 especifico de esporas para
dirigir la expresion del gen cre, logrando escindir el gen marcador de seleccién en tabaco

(Nicotiana tabacum) durante la formacion de microsporas. Se ha logrado obtener plantas

transgénicas de soya, libre de genes marcadores de seleccion usando el gen cre de la
recombinasa, bajo el control de un promotor inducible durante la embriogénesis somética (Li
et al., 2007). Moravc¢ikova et al., (2008) usaron el promotor CruC de Arabidopsis inducible en
semillas para el control de la expresion del gen cre en semillas de tabaco. Con una

estrategia similar se obtuvieron plantas de Brassica napus libres de genes marcadores de
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seleccion mediante un promotor de Brassica napus especifico de semilla (Kopertekh et al.,
2009; 2010).

La escision del gen marcador de seleccion mediado por la recombinasa tiene la ventaja que
este puede convertir loci de transgenes complejos a menos complejos o la integracion de

copias simples (Verweire et al., 2007).
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3. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realiz6 en los laboratorios de Biologia Molecular, Embriogénesis
Somética y Transformacion Genética del Instituto de Biotecnologia de las Plantas (IBP),
perteneciente a la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas, en el periodo
comprendido desde febrero del 2011 hasta septiembre del 2012.

TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS GENERALES DE TRABAJO

Los medios y frascos de cultivo utilizados en este trabajo fueron esterilizados en autoclave a
121 °C y 1.2 kg.cm™ de presion, por tiempos que variaron en dependencia del volumen de
medio de cultivo a esterilizar, segun informacion técnica de la firma SIGMA (1991). Los
platos metalicos para el manejo de los explantes, los tamices para filtrado, placas de Petri y

pipetas, fueron esterilizados en la estufa a 180 °C durante dos horas.

Los medios de cultivo en estado semisélido se dosificaron en frascos de vidrio con capacidad
total de 250 ml, a los que se les adicionaron 30 ml de medio de cultivo, en placas de Petri de
5,0 y 10,0 cm de didmetro con capacidad de 10,0 y 20,0 ml de medio de cultivo y en tubos de

vidrio de 25 ml de capacidad, con 10 ml de medio de cultivo.

El instrumental (pinzas y espatulas) se desinfectd en un esterilizador eléctrico modelo DENT-
EQ que permaneci6 dentro de la camara de flujo laminar, donde se realiz6 el manejo de los
materiales biologicos (establecimiento, subcultivos y cambios de medios de cultivo). En los
trabajos con suspensiones celulares embriogénicas, se utilizaron pipetas cortas de vidrio de
15.0 ml de volumen y un PIPETBOY (Drummond). El manejo de los cultivos en medio de
cultivo semisolido y de las suspensiones celulares, se realizé en condiciones de esterilidad
empleando una camara de flujo laminar horizontal. El pH fue ajustado con NaOH 0,5 Ny HCI

0,5 N, antes de la esterilizacion en autoclave.
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Establecimiento y mantenimiento de suspensiones celulares embriogénicas del

cultivar ‘Grande naine’.

Para el establecimiento de las suspensiones celulares embriogénicas, se emplearon masas
de embriones soméaticos obtenidos de callos embriogénicos de alta frecuencia. Se colocaron
150-200 mg de masa fresca (mgMF) de embriones obtenidos de los callos formados de las
flores masculinas inmaduras en frascos Erlenmeyers de 25 mL de capacidad y se afiadié 3
mL de medio de cultivo liquido propuesto Bieberach (1995) (sales MS 100%, biotina 1 mg/L,
vitaminas MS 10mg/L, L-glutamina 100 mg/L, extracto de malta 100 mg/L, sacarosa 45 g/L,

2.4 D 1 mg/L).

Los Erlenmeyers fueron colocados en un agitador orbital modelo INFORS (HT), bajo
condiciones de oscuridad, a una velocidad de 90 rpm y temperatura controlada a 27+ 2 °C.
Después de 15 dias de cultivo se filtré la suspension celular que se formoé a partir de los
embriones somaticos, usando una malla metélica con un tamafio de poro de 500 pum. Las
suspensiones se multiplicaron en frascos de 50, 100 y 250 mL. Posteriormente las
suspensiones en fase de multiplicacion cultivadas en frascos Erlenmeyers de 250 mL fueron

utilizadas para los experimentos de transformacion.

Para la multiplicacion de las suspensiones se utilizé una densidad celular de cultivo inicial de
3,0 % del volumen de células sedimentadas, siguiendo la metodologia propuesta por Gomez

etal., (1999).
Analisis estadistico

Se empled un disefio completo al azar y para la comparacion de medias relacionadas con el
namero de colonias vivas se aplico la prueba de hipoétesis t-student para un nivel de

significancia de p<0.05, con ayuda del paquete estadistico SPSS version 18 para Windows.
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3.1 Caracterizacién de la actividad del promotor REG-2
Clonacion del promotor REG-2 en los vectores pGW-Ay pCAMBIA1301

Un fragmento de 1252 pb de la region promotora del gen REG-2 (del inglés Rice Embryo
Globulin 2) fue amplificado a partir de ADN genomico de arroz cv. Nipponbare (Oryza sativa
grupo japonica) usando cebadores que contenian los sitios de entrada attBl y attB2 del
sistema Gateway (Invitrogen) y los sitios EcoRI y Ncol para la clonacién clasica mediante
enzimas de restriccion. Los cebadores usados para clonar el promotor REG-2 fueron: REG-2
FW sense (EcoRlI), 5-GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG CTG AGA ATT CGT
CGA CGA GCG AGT CAT TAG-3'y REG-2 RV antisense (Ncol), 5-GGG GAC CAC TTT
GTA CAA GAA AGC TGG GT CCA TGG AGG TGT TCG ATC GAT CCT AGC-3'. En negrita
se sefiala la secuencia especifica del promotor y subrayada estd la secuencia de

reconocimiento de las enzimas de restriccion.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés Polymerase Chain Reaction) se
realiz usando 0.625 L de la Taq polimerasa PrimeSTAR® HS (Takara, Jap6n) en 50 pl de
la mezcla de reaccion que contenia 1 ul de ADN total (200 ng), 10 ul del tampo6n PrimeSTAR
para PCR a 5X, 400 uM de cada dNTP y 5 pM de cada cebador. La reacdn fue llevada a

cabo en un termociclador Mastercycler (Eppendorf, Alemania) con las siguientes
condiciones: 98°C por 1 min, seguido por 35 ciclos de desnaturalizacion a 98°C por 10
segundos, 55°C de hibridacion por 10 segundos, sintesis a 72°C por 90 segundos, y una

extension final a 72°C por 10 minutos.

El producto del PCR se introdujo en el vector pDONR-Zeo® a través de la reaccion BP
durante toda la noche, siguiendo las instrucciones del fabricante (Invitrogen), dando como
resultado el vector REG-2 Entry clone. A continuacion el fragmento EcoRI-Ncol del REG-2
Entry clone se usoO para sustituir la regién del promotor 35S en los sitios EcoRI-Ncol del

plasmidio pCAMBIA1301 (CAMBIA, Canberra, Australia), formando el plasmidio
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pREG2::uidA. Este vector permitié caracterizar la expresion del promotor REG-2 en cuanto a

tiempo y especificidad del tejido. El plasmidio pPCAMBIA1301 fue usado como control.

Posteriormente el promotor se introdujo en el vector de destino pGW-A (Verweire et al.,
2007) a traves de la reaccion LR para formar el plasmidio pREG2-A. Ambos plasmidios
(PREG2::uidA y pREG2-A) fueron transformados en las células competentes de E. coli cepa
DH5a (Invitrogen) y crecieron en medio de cultivo semisolido LB, que contenia 50 mg/L de
kanamicina a 37°C, durante toda la noche. De 10 a 20 colonias se seleccionaron y crecieron
en medio liquido LB. ElI ADN fue aislado usando el kit GenElute™ Plasmid DNA (Sigma,
Alemania), chequeado por analisis de restriccion enzimética seguido de una corrida
electroforética. Los plasmidios binarios fueron transformados en la cepa EHA105 de
Agrobacterium tumefaciens (Hood et al., 1993) por el método de congelacion y
descongelacion (Holsters et al., 1978). Este protocolo se describe a continuaciéon: La
transformacion se realizé a partir de células competentes preparadas segun la metodologia
de (Hofgen y Willmitzer 1988). A 500 pL de cultivo de células competentes se afiadieron 10
pL del plasmidio (1ug). Luego de homogenizar con cuidado se sometié la mezcla a la
siguiente secuencia de golpes térmicos: 5 minutos en hielo, 5 minutos en N, (liquido) y 5

minutos a 37 °C. Este procedimiento se realizé por duplicado.

Posteriormente el cultivo se dejé enfriar por 10 minutos en hielo, se le afiadié 1,0 mL de
medio de cultivo Luria Bertani (LB, 10 g/L de triptona, 5 g/L de extracto de levadura, 10 g/L
de NaCl) y se incub6 a 28 °C por 4 horas. Luego se inocularon de 100 a 600 pL del cultivo en
placas con medio de cultivo semisolido LB en presencia de los antibiéticos adecuados
(rifampicina y kanamicina). Se incubaron toda la noche y se seleccionaron colonias aisladas
al azar para chequear la transformacion, mediante el aislamiento de ADN plasmidico y la

digestion con enzimas de restriccion.
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Transformacion genética de suspensiones celulares embriogénicas del cultivar ‘Grande

naine’ (Musa AAA) mediada por Agrobacterium tumefaciens.

Para la transformacién genética se utilizo la cepa EHA105 de Agrobacterium tumefaciens, en
la cual se introdujeron los plasmidios pREG2::uidA y pCAMBIA1301 como vectores de

transformacion.
Infeccion y Co-cultivo.

Antes de la transformacion, se aislé una colonia de la cepa EHA105 que contenia por
separado cada uno de los plasmidios anteriormente mencionados, las cuales crecieron en
medio de cultivo sélido LB que contenia 50 mg/L de kanamicina y rifampicina y se inocularon
cada una en 3 mL de medio de cultivo LB liquido en presencia de los antibi6ticos
anteriormente mencionados (precultivo). Los precultivos se incubaron por 24 horas a 28 °C 'y
200 rpm. Luego se inocularon (50 pL) por separados en 50 mL de medio de cultivo YEP (10
g/L de extracto de levadura, 10 g/L de bactopeptona, 5 g/L de NacCl, pH 7,0) con las mismas
concentraciones de antibiéticos y se mantuvieron toda la noche en zaranda orbital (Retomed)
a 150 revoluciones por minuto (rpm). Luego las células fueron colectadas por centrifugacion
a 5000 rpm por 10 minutos y el precipitado fue resuspendido en medio de cultivo liquido ZZ
(sales MS al 50%; vitaminas MS; acido ascorbico 10 mg/L; sacarosa 30 g/L; 2,4-D 1 mg/L;
pH 6.12 antes de la esterilizaciébn por autoclave), libre de antibidticos, ajustandose la
densidad optica (DOsgo) entre 0,4 y 0,5. Posteriormente se le afiadi6 a la suspension

bacteriana acetosiringona para una concentracion final de 200 pM y espermidina a 1,0 mM.

Las suspensiones celulares embriogénicas se emplearon con nueve dias posteriores al
tltimo subcultivo. Estas se ajustaron a una concentracion de 33% del volumen de células
sedimentadas en un tubo coénico de vidrio graduado de 15 mL de capacidad. Con la ayuda de
la micropipeta (SOCOREX) de 1000 pL y puntas azules (con las puntas cortadas), se

homogenizd la suspensiéon celular embriogénica y luego se mezclaron 200 pyL de esta
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(aproximadamente 50 mg de peso fresco) con 1 mL del cultivo de la suspension bacteriana.
La infeccién se realizé en placas multipozos (Nalgene) con 24 capacidades que luego fueron

colocadas en la oscuridad a 25 °C en un agitador orbital a 25 rpm por 6 horas.

Subsiguientemente las células vegetales se transfirieron a una malla de poliestireno (50 pm)
colocadas encima de papel de filtro para eliminar el exceso de la suspension de
Agrobacterium tumefaciens. Las mallas fueron transferidas a placa de Petri de 5 cm de
diametro que contenian 10 mL de medio de cultivo semisolido ZZ con 3 g/L Gelrite y 200 uM
de acetosiringona a pH ajustado a 6.3 antes de la esterilizacion por autoclave. El co-cultivo

se realiz6 por 6 dias en la oscuridad a una temperatura de 21°C.
Seleccién y regeneracion

Después del co-cultivo, las células fueron transferidas a medio de cultivo semisélido ZZ en
presencia del agente selectivo higromicina (50 mg/L) y 200 mg/L de timentina para eliminar la
bacteria. Estas se mantuvieron en este medio de cultivo durante ocho semanas con
subcultivos a medio fresco cada dos semanas, en condiciones de oscuridad y a una

temperatura de 27 + 2°C.

Posteriormente, estas fueron transferidas para un medio de cultivo de formacion de
embriones sin agente selectivo RD1 (medio de cultivo MS al 50% de las sales; con é&cido
ascorbico 100 mg/L; mioinositol 100 mg/L; Gelrite 2,5 g/L, sacarosa 3% (m/V) y pH 5.8 antes
de ser esterilizado por autoclave) y fueron colocados durante cuatro semanas a la oscuridad

a una temperatura de 27 + 2°C.

Luego los embriones somaticos se colocaron en tubos de vidrio de 25 mL de capacidad, con
10 mL de medio de cultivo de germinaciéon (sales y vitaminas MS al 100%; 6-BAP (6-
bencilaminopurina) 0,5 mg/L; AIA (&cido indolacético) 2,0 mg/L; 30 g/L de sacarosa; 2,5 g/L
Gelrite; y el pH 5.8). El cultivo se realiz6 en condiciones de luz natural a 27 + 2°C. Después

de un mes en estas condiciones, las plantas regeneradas fueron subcultivadas en tubos de
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vidrio de 25 mL de capacidad, con 10 mL de medio de cultivo MS suplementado con
sacarosa al 3%. Los que no germinaron fueron transferidos a un medio de cultivo de

germinacion fresco durante otro mes.
Determinacion histoquimica de la B-glucuronidasa (Ensayo GUS)

El ensayo histoquimico se llevé a cabo en diferentes muestras transformadas genéticamente
con el plasmidio pPREG2:uidA, en diferentes periodos de tiempos posterior a la inoculacién con A. tumefaciens (1, 4,
8, 12 y 16 semanas). Células embriogénicas, masas proembriogénicas, embriones somaticos y
plantulas se incubaron a en una solucion tampén que contenia 1 mM de la sal
ciclohexilamonio del acido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucurénico (sustrato de la enzima
comercialmente X-Gluc (Duchefa, Haarlem, Paises Bajos), 100 mM de tampoén fosfato (pH
7.0, 50 mM Na,HPO,y 50 mM KH,PO,), 10 mM EDTA, 5 mM de ferricianuro de potasio, 5
mM de ferrocianuro de potasio, 0.1% de Triton X-100, 1 mM X-Gluc (Jefferson et al. 1987).
En todos los casos las muestras fueron incubadas a 37°C y oscuridad durante la noche. Se
evalué de manera cualitativa la expresion de lap -glucuronidasa a través de la presencia de

los puntos o manchas de color azul en las muestras anteriormente mencionadas.

3.2 Determinacion de la escision prematura de los genes marcadores de seleccion

durante el proceso de seleccion

Suspensiones celulares embriogénicas de banano cv. ‘Grande naine’ (Musa AAA), fueron
inoculadas con A. tumefaciens que contenia el plasmidio pREG2-A, el proceso de
transformacion y regeneracion se realiz6 como se explica en el acapite 3.1. Después de las
ocho semanas en medios selectivos con higromicina (50 mg/L) o geneticina (50 mg/L), se
evalud la posible escisién de los genes marcadores de seleccion mediante la comparacion

del niumero de colonias embriogénicas crecidas en ambos medios selectivos.
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3.3 Analisis moleculares
3.3.1 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

El ADN gendmico se extrajo de hojas de plantas de banano transformadas con el plasmidio
PREG2-A, a partir del kit de extraccion de ADN Gendémico de Plant GenElute™ (Sigma,
Alemania). Para la PCR se usaron alrededor de 100 ng de ADN gendmico, se utilizé6 como
enzima de polimerizacion ExTaq (Takara, Japdn). Para determinar la eficiencia de escision
del gen marcador de seleccion, se emplearon dos combinaciones de tres cebadores. La
secuencia de dichos cebadores es la siguiente: C-3300-F, 5-GCG GAC GTT TTT AAT GTA
CTG AAT TAA CG-3’; nptll-SR, 5-CCG CAT TGC ATC AGC CAT GAT GG-3’; y codA-1, 5'-

GTC GCC AAC CCG CTG GTC AAT ATT C-3..

En el caso de que ocurra la escision, el PCR con la combinacion de los cebadores C3300-
F/nptll-SR debe amplificar un fragmento de 724 pb (pares de bases). Si esta no ocurre,
entonces el resultado debe ser una banda de 8.3 kb (kilobases). Para evitar los resultados
falsos negativos debido a la dificultad de amplificar el fragmento de 8.3 kb, el PCR también
fue realizado con la combinacion de los cebadores codA-1/nptll-SR. En este caso, si ho

ocurre la escision se debe obtener un fragmento de 1,441 kb.

La reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen total de 25.L, que contenia, 1.0 yL de

ADN gendmico a 100 ng/uL, 5 uL de cada cebador a 5 pmol/uL, 200 uM de dNTP, buffer de
reaccion de la Taq polimerasa a 1X, 1 U ExTaq polimerasa (TaKaRa), a la mezcla de PCR
se adicion6é 0.1% (w/v) de albumina de suero bovina (BSA) y 1.0% (w/v) de polivinil
pirrolidona (PVP) para aumentar la especificidad de la reaccion (Zin et al., 2003). Se empled
un Termociclador (Eppendorf, Alemania), iniciando el proceso de desnaturalizacion a 95 °C
durante 1 minuto, seguido por 30 ciclos a 94 °C durante 30 segundos, 60 °C durante 30

segundos y 72 °C por 8 0 1.5 minutos , con una extension final a 72 °C por 15 minutos.
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3.3.2 Analisis de hibridacion por Southern

El AND gendmico se extrajo a partir de hojas de plantas in vitro de banano cv. ‘Grande naine’
(Musa AAA) empleando el kit de extraccion de ADN Nucleon Phytopure (RPN8511, GE
Healthcare) segun las instrucciones del fabricante. Posteriormente 3@y de ADN fueron

digeridos durante 3 horas con las enzimas Mval/Vspl (Fast digest, Fermentas, Alemania).

Luego los fragmentos de ADN fueron separados mediante una electroforesis en gel de
agarosa al 0,8 % (p/V) durante 14 horas a 25 V. Posteriormente el gel fue tefildo en una
solucién de bromuro de etidio (5 pg/l) para corroborar la digestiéon del ADN. Se utilizaron 40
ng de marcador de peso molecular marcado con digoxigenina (Molecular Weight Marker VII,
Roche, Vilvoorde, Belgium), para realizar una estimacion del tamafio de las bandas. Después
de los tratamientos de desnaturalizacion (0.5 M NaOH; 1.5 M NacCl) y neutralizacion (1.5 M
NaCl; 1.0 M Tris-HCI; pH 7.0), el ADN fue transferido desde el gel hacia una membrana de
nylon Hybond (RPN203B; GE Healthcare) por fuerzas de capilaridad ascendente, usando el
tampon SSC 20X (NaCl 3 M, citrato de sodio 0,3 M, pH 7.0) toda la noche a temperatura

ambiente.

La incorporacion de la digoxigenina dentro de la sonda nptll se hizo mediante una reaccién
de PCR con la enzima Tag ADN polimerasa, los cebadores utilizados tenian la siguiente
secuencia: S-nptll-F 5 —ATG ATT GAA CAA GAT GGA TTG CAC GC-3' y S-nptll-R2 5'-
TGA TGC TCT TCG TCC AGA TCA TC-3'. El procedimiento de hibridacion se realizo
siguiendo las instrucciones del proveedor (Roche, Vilvoorde, Belgium), a 50°C durante toda
la noche. Los lavados de estringencia se realizaron segun indica el proveedor.
Posteriormente se aplico el sustrato CSPD® (Roche) acorde con las instrucciones del

fabricante, para detectar la sefiales por inmuno-quimioluminisencia en peliculas de rayos X.
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3.3.3 Anadlisis de la secuencia obtenida después de la recombinacion

Para confirmar la escision de los genes marcadores de seleccion del genoma de banano, se
purificé la banda de 724 pb del PCR1 en seis lineas libres de genes marcadores de
seleccion, utilizando el kit de extraccion de GenElute Gel Extraction Kit™ (Sigma-Aldrich). La
secuenciacion fue realizada por la compafiia Macrogene Europe (Paises Bajos) empleado

los cebadores C-3300-F y nptll-SR.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion de la actividad del promotor REG-2

Con el objetivo de desarrollar un sistema de auto-escision en banano cultivar ‘Grande naine’
(Musa AAA), primeramente se estudio el patron de expresion del promotor inducible de arroz
REG-2 durante el proceso de embriogénesis somatica en este cultivar de banano. El
promotor REG-2 codifica para una proteina del tipo 7S-Globulina la cual es capaz de
expresarse en embriones cigéticos maduros (Sun et al., 1996; Miyoshi et al., 1999; Qu y
Takaiwa, 2004). La expresion de este gen esta regulada temporal y espacialmente en
semillas de arroz y aumenta su expresion durante el desarrollo del embrion cigotico. Por
tanto, el perfil de expresion de este gen seria conveniente, para controlar la expresion del
gen cre, durante el proceso de transformacion genética.

En el plasmidio pCAMBIA1301, el promotor 35S fue remplazado por el promotor REG-2,
para conducir la expresion del gen uidA. La figura 1A muestra la region del ADN-T del
plasmidio resultante pREG2::uidA. La actividad del promotor REG-2 se comprobd
visualmente, por medio de la expresion de la -glucuronidasa en diferentes periodos de
tiempos posterior a la inoculaciéon con A. tumefaciens (1, 4, 8, 12 y 16 semanas). Durante las
primeras cuatro semanas no se observé expresion GUS (Fig. 2A y B), en la semana ocho
durante el proceso de seleccibn pocos embriones mostraron la expresion de la B-
glucuronidasa (2C). Sin embargo, la actividad GUS se visualizé a las 12 semanas en los
embriones sométicos formados en medio de cultivo RD1 y en embriones sométicos
secundarios localizados en la base de las plantulas germinadas, no asi en las plantulas
germinadas (Fig. 2D y E). Por el contrario se observd expresion GUS en los grupos de
células, embriones sométicos y plantulas derivadas de las células embriogénicas
transformadas con el plasmidio pCAMBIA1301 durante las semanas evaluadas (Fig. 2F, G,

H, 1y J).
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Figura 1 Esquemas de la region ADN-T de los plasmidios usados en los experimentos de
transformacion. (A): pREG2::uidA. plasmidio evaluado derivado del pCAMBIA1301 con el
REG-2 para guiar la expresion del gen reportero uidA. (B): pREG2-A: construccion de
autoescision de los casetes de expresion de los genes marcadores de seleccion y de la
recombinasa (HCCN) asi como el producto esperado (N) después de la escision mediada
por la recombinasa Cre; REG-2: promotor del gen de la proteina embrio globulina 2 de arroz;
LB y RB, borde izquierdo y borde derecho del ADN-T; uidA: gen que codifica para la -
glucuronidasa; Tnos: sefal de poliadenilacion del gen de la nopalina sintetasa; lox: sitios de
reconocimiento por la recombinasa; hpt: gen de la higromicina fosfotransferasa; Pnos,
promotor del gen de la nopalina sintetasa; T35S, CaMV 35S sefiales de poliadenilacion;
codA, gen de la citosina desaminasa; nptll, gen de la neomicina fosfotransferasa; cre-intron,
gen de la recombinasa Cre que contiene un intrén; P35S, promotor 35S. El promotor REG-2
se introdujo via reaccion LR (Gateway®); dando lugar a la presencia de los sitios attB1 y
attB2 antes y después de la secuencia del promotor respectivamente. Los cebadores usados
en el andlisis de PCR vy los sitios de restriccion y sondas empleadas en el andlisis de

Southern, se indican respectivamente en la parte superior e inferior de las construcciones.
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Figura 2 Andlisis histoquimico de la expresion GUS dirigido por el promotor REG-2
especifico de embriones (panel superior) y por el promotor 35S (panel inferior), en embriones
somaticos transgénicos de banano cv. ‘Grande naine’ (Musa AAA). (A, F) una semana, (B,
G) 4 semanas, (C, H) 8 semanas, (D, I) 12 semanas y (E, J) 16 semanas, después de la
transformacion con A. tumefaciens cepa EHA105, que contenia el plasmidio pPCAMBIA1301
(panel inferior) y el pREG2::uidA (panel superior).

A partir de los patrones de expresion del gen uidA guiado por el promotor REG-2, se
investigo la estrategia de auto-escision de los genes marcadores de seleccion durante la
transformacion en banano con A. tumefaciens utilizando para ello el sistema de

recombinacion sitio especifico Cre-lox en el plasmidio pREG2-A (Fig. 1B).

4.2 Determinacién de la escisién prematura de los genes marcadores de seleccion
durante el proceso de transformacion

Después de dos meses en seleccion aparecieron colonias de embriones supuestamente
transformadas con el plasmidio pREG2-A, en ambos medios selectivos, mientras que las
agregados no transformados mostraron una necrosis intensa, lo cual puede estar debido
fundamentalmente a la no insercion de los genes fordneos dentro del genoma de la célula

vegetal.
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Transcurridas ocho semanas del proceso de seleccion, las suspensiones celulares
embriogénicas transformadas con el plasmidio pREG2-A formaron un promedio de 50,43 +
10.75 colonias de embriones por placas en medio selectivo con higromicina y 48,86 + 10.55
en medio selectivo con geneticina no existiendo diferencias significativas entre ellas.

En este experimento se obtuvo una relacion de transformacion estable de 1.03 al comparar
el nimero de colonias que crecieron en higromicina con respecto a las crecidas en G418.
Este resultado es un indicativo de que no ocurrié escisién del gen marcador de seleccion
(hpt), durante la etapa de seleccion (2 meses).

Las colonias embriogénicas resistentes a higromicina se colocaron en un medio de cultivo
libre de antibidticos RD1, hasta completar el desarrollo y maduracion de los embriones
somaticos. Luego de dos meses en medio de cultivo de germinacion se observé la formacién
de brotes y un desarrollo normal de las raices. Posteriormente a las lineas transgénicas
obtenidas a partir de estos embriones se les realizaron los andlisis moleculares.

4.3 Analisis moleculares

4.3.1 Anédlisis de PCR

Para verificar la escisién de los genes marcadores de seleccion, se realizé un andlisis del
ADN de las lineas de plantas regeneradas mediante PCR utilizando dos combinaciones de
tres cebadores. Los cebadores C3300-F/nptll-SR amplifican una banda de 724 pb (pares de
base) (fragmento “N”, Fig.1B) cuando ocurre la escisién y una banda de 8.3 kb (kilobase)
cuando no ocurre dicha escision (el fragmento ADN-T original “HCCN”, Fig.1B).

Para confirmar estos resultados, un segundo PCR fue realizado con la combinacion de
cebadores codA-1/nptll-SR la cual debe amplificar un fragmento de 1441 pb correspondiente
al ADN-T no recombinado “HCCN” (Fig.1B) mientras que, ninguna amplificacion es posible si
ocurre la escision debido a que la secuencia del cebador codA-1 coincide con un fragmento

del gen codA que se encuentra dentro del segmento a escindir.
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Basado en estos principios, 44 lineas de plantas fueron seleccionadas al azar para el andlisis
de PCR con las combinaciones de cebadores C3300-F/nptll-SR (PCR 1) y codA-1/nptll-SR
(PCR 2). La figura 3, muestra que en el andlisis de PCR1, solo 22 lineas tenian el fragmento
“N” obtenido debido a la recombinacion (724 pb); cuatro lineas mostraron el fragmento sin
recombinar “HCCN” (8,3 kb); en seis lineas se observaron ambas bandas, mientras que en

12 lineas no se encontrd ninguna sefial.

PCR1
PSR B U DAY BUBRBDRALVDALUD DG GHON SIT73 R 010097 113119131 200200205 C- C+ KO M 70105108 W
83kb = b i
.' [ - .
¥ - -
: .
724pb —p (TR R— [ [— n (S - ™ / l ¢
B . R v - R ePees 8 =

Figura 3 Analisis por PCR de lineas transgénicas de banano cv. ‘Grande naine’ (Musa AAA)
regeneradas después de seis meses de ocurrida la transformacén. PCR1: Combinacion de
cebadores C-3300-F/nptll-SR produciendo un fragmento de 724 pb especifico para el alelo N
(escision) y/o un fragmento de 8.3 kb indicativo para el alelo original HCCN, Co-, plantas sin
transformar; C+, plasmidio control; H,O, control de agua. MWM: Marcador de Peso
Molecular Gene Ruler® DNA Ladder Mix (Fermentas).

Por otro lado, los resultados del PCR2 mostraron que el fragmento de ADN de 1441 pb
“HCCN” estuvo presente en 21 lineas, las cuales incluyen las seis lineas que mostraron las
dos bandas en el PCR1, las cuatro lineas que tenian solo el fragmento de 8.3 kb, siete lineas
que contenian solamente el fragmento “N” de escision y cuatro lineas que no mostraron

ninguna sefal en el PCR1 (Fig.4).
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Figura 4 Analisis por PCR de lineas transgénicas de banano cv. ‘Grande naine’ (Musa AAA)
regeneradas después de seis meses de ocurrida la transformacén. PCR2: combinacion de
cebadores CodA-1/nptll-SR produciendo un fragmento de 1441pb especifico para el alelo
HCCN, Co-, plantas sin transformar; C+, plasmidio control; H,O, control de agua. MWM:
Marcador de Peso Molecular Gene Ruler® DNA Ladder Mix (Fermentas).

Estos datos permitieron confirmar los resultados obtenidos en el PCR1 y la estrategia para
usar la segunda combinacion de cebadores y detectar posibles resultados enmascarados.

De las 22 lineas que resultaron positivas a la escision del fragmento, el PCR2 revel6é que 15
de las lineas estaban libres de genes marcadores de seleccién, con un promedio de 34% de
las lineas analizadas (15/44). También 13 lineas mostraron ambos fragmentos “N” y “HCCN”,
esto pudo ser debido a que estas lineas contenian multiples inserciones de ADN-T en su
genoma o a la coexistencia de dos tipos de células producto a una escision incompleta que
resulta en la formacion de plantas quiméricas. Por otra parte, ocho lineas no mostraron
escision e igualmente ocho lineas no mostraron ninguna sefial, lo cual indica que estos
fueron escapes en el proceso de seleccion.

4.3.2 Andlisis de hibridacién por Southern

A su vez, para confirmar los resultados obtenidos en el analisis de PCR, fueron
seleccionadas 19 lineas al azar para la hibridacion mediante el andlisis de Southern. EI ADN
genémico de estas lineas fue digerido con BstNI/Asel e hibridado con una sonda

correspondiente a un fragmento de 488 pb del gen nptll.
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Las plantas en las cuales ocurrid la escision, exhibieron una banda de 842 pb, mientras que

una banda de 1717 pb es indicativo de una secuencia ADN-T original no recombinada

(Fig.5).

105 109 113 Co- MWM

2799bp

2799bp 1953bp
| 1 os3bp 1515bp
1515bp 1 164bp
llﬁ-j‘bp 992 bp

2 718bp
718bp 492bp

Figura 5 Andlisis de hibridacién por Southern blot de lineas transgénicas de banano cv.
‘Grande naine’ (Musa AAA) con el plasmidio pREG2-A. Se digerieron 20 pg de ADN total con
las enzimas Asel y BstNI, luego los fragmentos separados fueron hibridados con una sonda
nptll (488 pb) marcadas con digoxigenina. Co-, control de plantas no transformadas; Co+
plasmidio linializado; MWM, marcador de peso molecular de ADN VII (Roche) marcado con
digoxigenina.

Como se muestra en la figura 6, nueve lineas mostraron una recombinacioén eficiente de los
sitios lox y revelaron solo la banda de 842 pb (14, 23, 24, 25, 44, 15, 50, 82 y 109). Esto
confirma los resultados de PCR, excepto para la linea 25, la cual mostré una banda de 1441
pb en el PCR2 (indicativa de que no hubo escision). Ademas, siete lineas mostraron solo la
banda con 1717 pb lo que indica que la escision no ocurrié en estas lineas (13, 39, 5, 70, 71,

105y 113).
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En estos resultados no se evidencié sefal de escision (842 pb) en las lineas 71 y 113, como
fue esperado de los resultados del PCR1 (Fig.4); lo cual pudo ser debido a la naturaleza
guimérica de estas lineas.

Solo la linea ocho mostré las bandas de 1717 pb y 842 pb en el analisis de Southern, como
se esperaba del analisis de PCR. Quizas esta linea tenia multiples inserciones del ADN-T y
en una o alguna de estas ocurri6 la recombinacion de los sitios lox generando asi el
fragmento “N” mientras en los otros ADN-T no hubo recombinacion (Fig. 6).

4.3.3 Andlisis de la secuencia obtenida después de la recombinacién

Para confirmar la escision de los genes marcadores de seleccion del genoma de banano, se
purificé la banda de 724 pb en seis lineas libres de genes marcadores de seleccion,
obteniéndose en todas las lineas los resultados esperados para una recombinacion precisa.
En esta se observa la secuencia del cebador C3300-F, la secuencia especifica del sitio de
recombinacion lox remanente después de ocurrida la escision y parte de la secuencia del

promotor de la nopalina sintasa perteneciente al casete de expresion del gen nptll.

Pros lox C3300-F

(LGt bat  CAT ALl Gl CTTCGTATAGCATAL { BRIl i CAGTA

did o dd Aot | SR Lo PSR RS P IFLIVMEVT LA E SEIRELTIEN U 15N A T VORI Y WL P | LY VR I W Y L

Figura 6 Secuencia de confirmacion de la escision de los genes marcadores de seleccion
del genoma de la linea 14 de banano transgénico cv. ‘Grande naine’ (Musa AAA). El
fragmento de 724 bp fue amplificado a partir de ADN gendmico en el PCR1 con los
cebadores (C3300-F, 5-GCGGACGTTTTTAATGTACTGAATTAACG-3' y nptll-SR, 5'-
CCGCATTGCATCAGC CATGATGG-3).
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En la literatura cientifica se hace referencia a diferentes procedimientos para la eliminacion
de los genes marcadores de seleccion, posterior a los procesos de transformacién genética y
seleccion, con el objetivo de obtener plantas transgénicas libres de marcadores de seleccion
(Darbani et al.,, 2007). Entre estos procedimientos se encuentra la recombinacion sitio
especifica. Este es un sistema muy versatil que puede ser empleado por diferentes vias en
cualquier especie de plantas. Una de estas vias es la estrategia de autoescision, en la cual la
expresion condicional de la recombinasa es controlada por promotores inducibles. Este
sistema es de gran importancia para las especies propagadas vegetativamente o en
especies con un ciclo vegetativo de larga duracion, donde es imposible usar otros métodos
gue requieren la segregacion y/o cruzamiento (Darbani et al., 2007).

Para desarrollar este experimento nos basamos en el sistema Cre/lox guiado por el promotor
embrién-especifico REG-2, para obtener plantas transgénicas de banano libres de genes
marcadores de seleccion. El éxito de este sistema, dependi6é de la expresion tempo-espacial
de este promotor de arroz en agregados celulares y embriones sométicos de banano.

En este trabajo, no fue observada la activacién de este promotor en las fases tempranas
posterior a la transformacion, durante la multiplicacién de los agregados celulares de banano
(1 y 4 semanas), un periodo en el cual la presién de seleccion es aplicada para eliminar las
células no transformadas, pero se observd expresion GUS en algunos ebriones formados
durante la semana ocho, ya que desde este periodo empiezan a formarce algunos
embriones, debido a la asincronia de la embriogénesis somética en banano. Sin embargo se
observo una fuerte expresion de la B-glucuronidasa cuando se formaron los embriones
somaticos en la semana numero doce. En contraste, la expresion GUS estable no fue
detectada en las plantas regeneradas, lo que demuestra que la actividad del promotor REG-

2 es regulada durante la embriogénesis somética en banano.
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En arroz, el gen REG-2 codifica la proteina 7S-globulina (Sun et al., 1996) y su expresion es
muy especifica en embriones cigéticos con estados avanzados de desarrollo y en las capas
de aleurona (Miyoshi et al., 1999). Por su parte, Qu y Takaiwa (2004), demostraron que la
actividad del promotor REG-2 ocurre solamente en embriones cigéticos maduros y en la
capa de aleurona, sin expresion en el endospermo del arroz. Este modelo de expresion es
ideal para la escision de los genes marcadores de seleccibn en los sistemas de
transformacion genética, para plantas regeneradas via embriogénesis somética como en la
uva (Vidal et al., 2009), arroz (Wagiran et al., 2010) y coniferas (Klimaszewska et al., 2005).
Sin embargo en los grupos de células, embriones somaticos y plantulas derivadas de las
células embriogénicas transformados con el plasmidio pCAMBIA1301, se observo expresion
GUS estable, lo cual se debe a que la expresion del gen uidA estaba dirigida por el promotor
constitutivo 35S, el cual tiene la capacidad de mantener activa la expresion de un gen
determinado durante todo el ciclo de vida de la planta y en todos los tejidos de la misma.
Segun los resultados obtenidos, el promotor REG-2 se indujo durante el desarrollo de los
embriones sométicos de banano cv. ‘Grande naine’ (Musa AAA) al visualizarse una fuerte
expresion GUS en la semana 12 posterior a la transformacién con Agrobacterium
tumefaciens. Este resultado demostrd una vez mas la especificidad de la expresion de este
promotor durante el desarrollo de embriones, logrando una alta expresion en estos de la -
glucuronidasa.

Debido a las caracteristicas que presenta el vector utilizado para la auto-escision de los
genes marcadores de seleccion (el gen hpt se localizaba entre los sitios lox y el gen nptll se
localizaba fuera de los sitios lox), las células transformadas con el plasmidio pREG2-A, se
colocaron en dos tipos de medios selectivos (higromicina y geneticina), con el objetivo de
observar si ocurrié escision prematura del gen hpt. El andlisis estadistico demostr6 que no

hubo diferencias significativas entre los nimeros de colonias embriogénicas crecidas en
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ambos medios selectivos. Esto se debe, a que el promotor empleado (REG-2) para el
control del gen cre, no se activd durante la seleccibn, momento en el cual debe ocurrir la
multiplicacion de las células embriogénicas pero no el desarrollo del embridn. De esta forma
se evitd la recombinacion de los sitios lox y la escision del gen marcador de seleccién. Esto
refleja la naturaleza del promotor (tejido especifico) el cual es capaz de activarse durante el
desarrollo del embrion somético al igual que hace en el embrion cigético (Sun et al., 1996;
Miyoshi et al., 1999).

Por otro lado los resultados obtenidos de los analisis moleculares (PCR e hibridacion por
Southern blot) demostraron la excisién de los genes marcadores de seleccion. Si tomamos
en cuenta solamente las plantas transgénicas (36), el analsis de PCR realizado revel6 la
escision completa del gen marcador de seleccion en 41,7% (15/36) de las plantas
analizadas, y un 36,1% (13/36) de plantas quiméricas o0 que mantenian una copia del
fragmento ADN-T sin recombinar, para un 77,8% de eficiencia en la escision del gen
marcador de seleccion. Estos resultados son similares a los obtenidos por Chong-Pérez et
al. (2012) en este cultivar de banano, quienes lograron plantas transgénicas libres de genes
marcadores de seleccion con el uso del sistema de recombinacion Cre/lox guiado por
promotores inducibles por golpe de calor.

Por otro lado, el Southern blot confirmé los resultados del PCR, y corrobor6 la escision de los
genes marcadores de seleccion (hpt y codA) y del gen Cre del genoma del banano. No
obstante, los resultados del PCR y los analisis de hibridacion Southern blot no concordaron
en las lineas 25, 71 y 113. El PCR realizado a estas lineas mostré la ambas sefiales
(escision y no escision), mientras el Southern blot mostré el fragmento “N” recombinado en la
linea 25 y el fragmento sin recombinar “HCCN” para las lineas 71 y 113, lo cual puede ser
debido a la coexistencia de células donde la recombinacién ocurri6 y otras donde no,

mostrando asi que estas plantas podrian ser quiméras.
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El quimerismo puede ser asociado a una insuficiente expresién del gen Cre durante el
desarrollo del embrion somatico. Este es un fendmeno inherente a la tecnologia de la
transgenesis y puede ser influrenciada por muchos factores, como el numero de copias del
transgen, patrén de integracion compleja y el sitio de insercion en el genoma (Jorgensen et
al., 1996; De Wilde et al., 2000).

La relacion entre los niveles de expresion del gen Cre y la eficiencia de recombinacion, fue
observada en plantas superiores por otros autores (Marjanac et al., 2008). Sin embargo,
otros resultados refieren que la expresion del gen Cre es menos susceptible a variacion
cuando este gen estd gobernado por un promotor tejido especifico o un promotor regulado
durante el desarrllo (Van Ex et al., 2009).

Segun Maximova et al., (2002), una fase de multiplicacion de embriones soméaticos puede
ser introducida en el protocolo de transformacion para reducir la incidencia de plantas
qguiméricas, basado en el origen unicelular de los embriones sométicos secundarios.

En este sistema de auto-escision la presion de seleccién fue aplicada durante ocho
semanas. Al parecer este tiempo no fue suficiente para eliminar las células sin transformar,
causa de la ocurrencia de un 18% (8/44) de escapes durante la seleccion. Sin embargo, un
incremento de la concentracion del antibiético o del periodo de cultivo en seleccion,
combinado con una sincronizacion en el proceso de embriogénesis somatica podria ser una
solucién para este problema. Adicionalmente, un tratamiento con acido abscisico (ABA) en el
medio de cultivo de maduracion de los embriones soméaticos podria ser incluida en el
protocolo de transformacion. De hecho, se plantea que el ABA induce la expresién de
algunos genes en embriones cig6ticos y embriones somaticos, como son los genes Late-
Embryogenic Abundant (LEA) (Ikeda et al., 2006). Asi mismo, la expresién del promotor
REG-2 es inducida en embriones cig6ticos de arroz en presencia de ABA (Sun et al., 1996) y

pueden ser esperados algunos efectos en los embriones sométicos. Segun Sholi et al.
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(2009) cuando el ABA fue incluido en el medio de cultivo de maduracion, se incrementd
alrededor de cinco veces la germinacién de los embriones somaticos, lo cual hace mucho
mas atrayente la idea de utilizar este regulador de creciemiento en nuestro sistema de auto-
escision.

En otros trabajos se ha hecho referencia ha una frecuencia de excisiéon del 100%, con
empleo de sistemas basados en el promotor NTM 19 especifico del polen de tabaco
(Mlynérova et al., 2006), promotores SDS y AP1 en Arabidopsis thaliana (Verweire et al.,
2007), promotores BGP1 y PAB5 especificos de polen (Luo et al., 2007) en plantas de
Arabidopsis thaliana y tabaco.

Por otro lado, MoravCikova et al. (2008), mostraron que el promotor del gen cruciferin C
(CruC) de Arabidopsis, permitié la obtencion de plantas transgénicas de tabaco libres del gen
marcador de selecciébn. También el promotor LAT52 especificos de polen, obtenido de
tomate acoplado con el sistema de recombinacion CinH-RS2 fue empleado para eliminar los
genes marcadores de seleccion del polen de tabaco (Moon et al., 2011).

Igualmente, Bai et al. (2008) informaron la excision de un gen marcador de seleccion en
arroz, en un sistema donde el gen Cre fue controlado por el promotor OsMADS45 especifico
de flores, el cual es el Unico descrito para especies monocotiledéneas. En soya la eficiencia
de excision fue de 5-30% cuando el gen Cre fue dirigido por un promotor appl de
Arabidopsis thaliana especifico en embriones somaticos (Li et al., 2007). Este sistema
demostré por primera vez, la posibilidad de dirigir la activacién del gen Cre con un promotor
regulado durante el desarrollo en condiciones de cultivo in vitro.

En otras investigaciones se ha logrado escindir genes marcadores de seleccién con el
empleo del sistema de recombinacion Cre/lox guiado por varios tipos de promotores.
Empleando este sistema de recombinacion, Liu et al.(2005) lograron un 95.7% de escision

de GM en plantas de tabaco, al emplear un promotor inducible por golpe térmico. Por su
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parte, Wang et al. (2005) obtuvieron una eficencia de 70-80% plantas de tabaco libres de
genes marcadores con el promotor HSP17.5E inducible por golpe térmico.

En plantas de papa, Cuellar et al. (2006) lograron un 4.7% de escision de GM, al emplear el
promotor hsp70 de Drosophila melanogaster inducible por golpe térmico. También, Deb Roy
et al. (2008) obtuvieron plantas de A. thaliana libres del gen marcador nptll a través del
promotor hsp, inducible por golpe térmico. Mientras que Khattri et al. (2011), lograron una
linea de arroz transgénico que portaba una contruccion lox y una simple copia del gen cre
bajo el control del promotor HSP17.5E inducible por golpe térmico.

Por otro lado, se logré entre 29-66% de escisidbn de genes marcadores de seleccion en
Arabidopsis thaliana con empleo del promotor XVE inducible a la presencia de B-estradiol
(Zuo et al., 2001). Con este mismo promotor, se obtuvo una eficiencia del 29.1% en plantas
transgénicas de arroz (Sreekala et al., 2005 ). También Zhang et al. (2006) hacen referencias
a plantas de tomate libres de GM, con una eficiencia del 15% usando un promotor inducible
guimicamente. Similarmente, Ma et al. (2009) lograron plantas transgénicas de tomate libres
del gen marcador de seleccion (nptll), con una eficiencia de 41% al utilizar un promotor
inducible a la presencia de acido salicilico.

En el arroz ha sido intensamente estudiado la escision de genes marcadores de seleccion
mediado por el sistema Cre-lox. En un estudio, se observo un 58.3% de deleccion de los
genes marcadores de seleccion en la segunda generacion de los hibridos obtenidos (Hoa et
al., 2002). A su vez, el empleo de este sistema controlado por un promotor especifico del
estado floral permiti6 una eficiencia de 37.5% en tres de ocho lineas de arroz (Bai et al.,
2008).

También se ha logrado escindir genes marcadores de seleccion con empleo de sistemas de

recombinacion sitio especifica FLP/frt y el sistema de recombinacion R/RS.
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En el primer caso, Shan et al. (2006) emplearon este sistema controlado por un promotor
inducible por golpe térmico (hsp), donde emplearon dos construcciones: pCAMBIA1300-
betA-frt-als-frt y pPCAMBIA1300-hsp-FLPhpt. Mediante el proceso de retransformacion el gen
de recombinasa FLP (betAfrt-als-frt) se introdujo en plantas de tabaco transgénico. Estas
plantas al ser tratadas con golpe térmico, el gen marcador als, flanqueado por los sitios frt,
fueron escindidos por la expresion de la recombinasa y el control del promotor hsp.

Por otro lado, Woo et al. (2009) lograron plantas trangénicas de tabaco libres del gen hpt
mediante el empleo del sistema FLP/frt utilizando un promotor inducible al estrés oxidativo.
Posteriormente, Fladung et al. (2010) escindieron el GM en un clon de 4lamo, con empleo de
los sitemas de recombinacion sitio especifico Cre/lox y FLP/frt. Las recombinasas (FLP y
Cre), fueron guiadas por un promotor inducible por golpe térmico Gmhspl7.5-E de soya,
flanqueados por los sitios de reconocimiento (frt y lox).

Trabajos recientes describen la obtenciébn de plantas transgénicas de maiz libres de
marcadores de seleccion que expesan constitutivamente el gen AtNHX1 de A. thaliana el
cual le confiere tolerancia a la salinidad empleado el sistema de recombinacion sitio
especifico FLP/frt (Li et al., 2010). Las plantas transgénicas que expresaban el gen FLP
fueron cruzadas con plantas que portaban el gen AtNHX1 y un mutante als, el cruzamiento
sexual dio lugar a la obtencion de plantas libres del gen marcador, ya que este se
encontraba flanqueado por los sitios de recombinacion frt.

Por otro lado, se ha empleado el sistema de recombinacién R/RS, el cual ha sido empleado
en cultivos de importancia agronémica y se han obtenido plantas transgénicas libres de GM
de seleccion en A. thaliana, maiz, tabaco y arroz (Hoff et al. 2001; Zuo et al. 2001; Zhang et

al. 2003; Yuan et al. 2004; Sreekala et al. 2005).
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En todas estas metodologias la excision del gen marcador ocurre durante la reproduccién
sexual, por eso estos sistemas no son aplicables en especies que son propagadas
vegetativamente o tienen un cliclo de vida largo.

En esta investigacion se demostro la capacidad del promotor REG-2 para dirigir la expresion
del gen de la recombinasa en estados tardios del desarrollo de los embriones sométicos y
obtener plantas transgénicas libres de genes marcadores de seleccién en banano cultivar

‘Grande naine’ (Musa AAA).
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Recomendaciones

Conclusiones

1. Se logro caracterizar el promotor REG-2 durante el proceso de transformacion
genética de banano cv. ‘Grande naine’ (Musa AAA) mediante la expresion del gen
uidA,

2. No hubo escisibn prematura de los genes marcadores de seleccién durante el
proceso de seleccion, por lo que no afectd la eficiencia de transformacion,

3. Se comprob6 mediante analisis de PCR, hibridacién de Southern y secuenciacion, la
escision de los genes marcadores de seleccion,

4. Se logré obtener plantas transgénicas de banano cv. ‘Grande naine’ (Musa AAA)
libres de genes marcadores de seleccion con el empleo del sistema de

recombinacion sitio especifico Cre/lox guiado por el promotor REG-2.
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Recomendaciones

1. Aplicar este sistema de recombinacion sitio especifico Cre/lox en otras especies para

escindir los genes marcadores de seleccion.

2. Evaluar la influencia del ABA durante la maduracién de los embriones somatico.
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