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RESUMEN

En el estudio se desarroll6 una metodologia de transformacién genética mediante Agrobacterium tumefaciens en cultivares colombianos de cafia de
azicar. La transformacion se evalué mediante la expresion del gen GUS. Callos embriogénicos y explantes meristematicos de los genotipos CC85-92,
CC84-75 y CC87-505 se transformaron usando tres cepas (AGL-1, LBA4404 y EHA105) con el plasmido pCambia 1305.2 y dos (EHA105 y LBA4404)
con pCambia 2301. Se usé el medio de infiltracién (IM) con acetosiringona y se evalué el tiempo de cocultivo y la densidad 6ptica de la bacteria al
momento de la induccion. Los genotipos mostraron respuesta diferencial con las combinaciones cepa-plasmido: obtuvieron mayor expresion del
gen GUS cuando el genotipo CC85-92 se transformé con la cepa AGL-1-pCambia 1305.2. CC84-75 y CC87-505 mostraron mayor expresion cuando
se transformaron con la cepa EHA105-pCambia 1305.2. Mayor eficiencia en la expresién se obtuvo cuando la bacteria se indujo en IM después
de siete dias de cocultivo y cuando la densidad éptica de la bacteria fue de 0.2¢p¢um al momento de la induccién. Se demostré superioridad de los
explantes en la eficiencia de transformacion.
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ABSTRACT

The aim of the present study was to develop a transformation method mediated by Agrobacterium in Colombian cultivars of sugarcane. Transformation
was evaluated in each step through transient GUS expression. Embryogenic calli and meristematic explants of CC85-92, CC84-75 y CC87-
505 cultivars, were transformed using Agrobacterium tumefaciens AGL-1, LBA 4404 and EHA 105 strains, harboring pCambia 1305.2 plasmid.
Furthermore, strains LBA 4404 and EHA 105 harboring pCambia 2301 were also tested. Bacterian activator medium, named infiltration media
(IM) with acetosyringone was used. Co-cultivation time and bacteria optical density before induction were tested. Sugarcane cultivars evaluated
showed differential response to different strain-plasmid combinations, obtaining higher GUS expression when CC85-92 was transformed using
AGL-1 strain harboring the vector pCambia 1305.2. CC84-75 and CC87-505 cultivars showed higher GUS expression using EHA 105 strain
harboring pCambia 1305.2 vector. The most efficient expression was evident after 7 days of co-cultivation and when bacteria optical density was
0.2600nm before induction in IM medium. This study demonstrated that meristematic explant is more suitable than embryogenic callus as a target
to be transformed by Agrobacterium tumefaciens.
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INTRODUCCION delos de sefializacion celular, transporte célula a célula,

La transformacion genética se ha usado en la ma-
nipulacién genética de mas de 120 especies por medio
de Agrobacterium tumefaciens. Partiendo de un modelo
biolégico usado por la naturaleza se ha desarrollado una
técnica que no sélo ha permitido transformar genética-
mente organismos vegetales, sino el desarrollo de mo-

importe nuclear de proteinas y ADN y mecanismos de
integracion genémica (Tzfira y Citovsky, 2000).

Esta metodologia se ha establecido para dicotile-
déneas y recientemente en monocotiledéneas. Ofrece
ventajas sobre los otros sistemas de transformacion,
como transferir ADN a las células vegetales con ter-
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minaciones definidas, fragmentos de ADN grandes con
pocos o ningtn rearreglo, con alta reproducibilidad y
sin necesidad de utilizar equipos costosos.

Los cultivares modernos de cafia de aztcar son
hibridos interespecificos con alto nivel de ploidia, lo
que dificulta el mejoramiento genético convencional
debido a la compleja base genética del cultivo. Estas
caracteristicas hacen necesario desarrollar sistemas de
mejoramiento utilizando la ingenierfa genética con el fin
de introducir genes de interés en variedades o hibridos
comerciales (Lakshmanan et al., 2005).

Son varios los reportes de éxito en la transforma-
cion de cafa de azticar usando diferentes metodologias
como el bombardeo de particulas (Gallo-Meagher e
Irvine, 1996), electroporacion (Arencibia et al., 2000) y
usando Agrobacterium (Manickavasagam et al., 2004).
Algunas de las caracteristicas que se han introducido en
el germoplasma son resistencia a herbicidas (Falco et al.,
2000; Leibbrandt y Snyman 2003), resistencia a virus
(Rangel et al., 2002; Gilbert et al., 2005) y resistencia
a insectos (McAllister et al., 2004).

El objetivo del presente trabajo fue desarrollar una
metodologia de transformacién genética de variedades
comerciales colombianas de cafia de azicar usando
Agrobacterium tumefaciens. La transformacién en cada
paso se evalu6 mediante la expresion transitoria del gen
GUS en callos embriogénicos y en explantes meriste-
madticos con alta capacidad de regeneracion.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron dos tipos de tejido (explantes me-
ristemdticos y callos embriogénicos) de tres genotipos
de cafia de azicar (CC85-92, CC84-75 y CC87-505).
Los callos embriogénicos se indujeron a partir de tejido
meristematico de la parte basal del tallo de plantas de
3 meses de edad crecidas en invernadero, en medio
de induccién de callos MIC (Gallo-Meagher e Irvine,
1996). Los callos se mantuvieron en condiciones de
oscuridad a 28°C por aproximadamente seis sema-
nas. Los callos producidos se subcultivaron cada dos
semanas en medio nuevo de induccién. Los explantes
meristematicos consistieron en rodajas tomadas de los
10 primeros centimetros de la parte apical del tallo de
plantas crecidas en campo de 6 a 8 meses de edad. Am-
bos tejidos se esterilizaron y se mostraron una capacidad
de regeneracion preliminar superior al 85%.

En los ensayos se usaron tres cepas de Agrobacte-
rium (AGL-1, EHA105 y LBA4404) que llevan el vector
pCambia 1305.2, el cual contiene el gen de seleccion
hptll (higromicina fosfotransferasa II), que confiere
resistencia al antibidtico higromicina B para la seleccién
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del tejido transformado. Ademds posee el gen reportero
GUSPlus® (B-glucuronidasa), que contiene la secuencia
de un péptido rico en glicina (PRG), la cual facilita la
excrecion extracelular de la B-glucuronidasa acelerando
la expresion del gen GUS in vivo. El pldsmido también
posee un gen fuera de laregion del ADN-T, que confiere
resistencia a la kanamicina, antibidtico con el cual se
selecciona la bacteria.

También se evaluaron dos cepas (EHAI105 y
LBA4404) que llevan el plasmido pCambia 2301, el
cual contiene el gen de seleccion nptll (neomicina fosfo-
transferasa II) para la seleccién del tejido transformado
y otorga resistencia a los antibidticos aminoglicésidos
(neomicina, kanamicina, paromomicina y gentami-
cina). También posee el gen reportero GUS y un gen
fuera de la regién del T-DNA que confiere resistencia
a kanamicina.

Las cepas bacterianas se activaron en medio LB
(Sambrook et al., 1989), suplementado con 50 mgL”
de kanamicina durante 16 horas a 28°C en agitacién
continua (240 rpm). El cultivo se diluy hasta alcanzar
una densidad 6ptica de 0.2¢¢onm €n el medio IM (Va-
quero, 1999), en agitacién a 240 rpm a 28°C durante
2 horas en oscuridad. Las condiciones se establecieron
en ensayos preliminares con diferentes medios de ac-
tivacion y densidades opticas (0.2,0.4,0.6,0.8y 1.0 a
600, de absorbancia).

Los callos se sumergieron en solucién bacteriana
y se sometieron a infiltracion por vacio de 84.43 kPa
por cinco minutos. Los explantes de rodajas de tejido
meristematico se infiltraron durante una hora. Los te-
jidos se secaron en papel filtro estéril Whatman N° 1y
se transfirieron a medio de cocultivo sélido (Gallo- Me-
agher e Irvine, 1996) suplementado con acetosiringona.
El cocultivo se realiz6 en condiciones de oscuridad y
humedad relativa de 49% y 21° C. El tiempo de cocultivo
se evalud desde 1 a 7 dias.

Después del cocultivo los tejidos se lavaron con
cefotaxima 500 mgL™ para eliminar la bacteria del teji-
do. El tejido se secd y se realizé la prueba de expresion
transitoria del gen GUS.

La evaluacion transitoria del gen reportero GUS-
Plus® y GUS se realiz6 segin Jefferson et al. (1987)
y McCabe et al. (1988). El tejido se mantuvo en esta
solucion a 37° C por 24 horas.

Los ensayos de transformacion se realizaron en un
arreglo multifactorial donde se evaluaron las variables
medio de activacién bacteriana (3) y fase de creci-
miento de la bacteria (5); para variable combinacién
cepa-pldsmido se evaluaron dos combinaciones cepa
plasmido para los genotipos CC 85-92 y CC 87-505; y
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tres para el genotipo CC 84-75 (Tabla 1). Se evaluaron
en 30 tratamientos para los genotipos CC 85-92 y CC
87-505 y 45 parael genotipo CC 84-75; se evaluaron 32
callos embriogénicos por tratamiento. La variable de
respuesta fue la expresién transitoria del gen reportero
GUS. El andlisis de los datos fue descriptivo debido a
la carencia de repeticiones y el bajo nimero de datos
por tratamiento. Para los ensayos con los explantes
meristemédticos (20 por tratamiento) se evalué sélo
la densidad 6ptica de la bacteria a 0.2 a 600,,. En la
prueba transitoria del gen reportero GUSPlus® y GUS
se incluyé como control positivo tejido vegetal de arroz
transformado

Tabla 1. Variables evaluadas en los ensayos de trasformacion
mediante Agrobacterium tumefaciens

Factores Modalidades o niveles

Genotipo CC 87-505:
EHA 105/pCambia 1305.2
EHA 105/pCambia 2301

Genotipo: CC 84-75:

EHA 105/pCambia 1305.2
AGL-1 /pCambia 1305.2
EHA 105/pCambia 2301

Genotipo: CC 85-92:

EHA 105/pCambia 1305.2
AGL-1 /pCambia 1305.2

IM (Vaquero, C., 1999)

MR(Zi- Zhang et al., 2004)

Tabares, E (CIAT,

comunicacién personal)

0.1

Combinacién cepa- plasmido

Medios para la activacién bacteriana

Densidad 6ptica de la bacteria a 0.4
600nm de absorbancia 0.6

RESULTADOS Y DISCUSION

Expresion transitoria del gen GUS utilizando callos
embriogénicos

Los resultados indicaron respuesta diferencial de
los genotipos a las combinaciones cepa-pldsmido eva-
luadas (Figura 1). El genotipo CC85-92 mostré mayor
expresion del gen GUS cuando se transformé con la cepa
AGL-1-pCambia 1305.2 (Tabla 2). El vector pCambia
1305.2 evaluado con tres cepas de A. tumefaciens
mostré comportamiento diferencial en la capacidad de
transformacion, similar a lo obtenido con el pldsmido
pCambia 2301 evaluado con dos cepas. Sin embargo, los
ensayos con las dos cepas no mostraron buena expresion
del gen GUS, excepto con el genotipo CC87-505. Con
la cepa LBA 4404 no hubo expresiéon. Esto coincide
con lo sugerido por Amoabh et al. (2001) acerca de la
habilidad de diferentes vectores en la misma cepa de
Agrobacterium para transferir el ADN-T.

E’, 100% @ Explantes  OCallos)
900/0 T
S 80%-
c 70% -
2 60%-
g 8 50%
2 40%-
$ 30% -
° 20% -
9 10% -
= 0%
CC 85-92 CC 84-75 CC 87-505
AGL-1- EHA105- EHA105-
pC 1305.2 pC 1305.2 pC 2301

combinaciones cepa-plasmido

Figura 1. Respuesta de los genotipos a las diferentes
combinaciones cepa-plasmido en callos embriogénicos y
explantes meristematicos.

Se lograron mejores resultados cuando la bacteria
se encontraba a una D.O de 0.2¢¢gpm 2l momento de la
induccién con acetosiringona. A medida que la densidad
Optica fue mayor, el porcentaje de callos GUS positivo
disminuyd, llegando en algunos casos a cero. Esto in-
dica la importancia de la concentracion de la bacteria
al momento de inducir los genes vir,

Larespuesta en la expresion fue significativamente
superior en el dia 7 de cocultivo (Figura. 2). Similar
resultado reportaron Hoshi et al. (2004) en la transfor-
macién genética de lirio mediada por Agrobacterium.
Sin embargo, se ha reportado que periodos prolongados
de cocultivo pueden favorecer sobrecrecimiento de la
bacteria y muerte del tejido (Manickavasagam et al.,
2004). En cafa de azicar se ha reportado como tiempo
6ptimo de cocultivo 3-4 dias (Manickavasagam et al.,
2004; Zi-Zhang, 2004). En el presente estudio se eva-
luaron estos dias de cocultivo, pero ademds se evaluaron
los dias 1y 2 al igual que los dias 5, 6 y 7. En los dias
de cocultivo 3y 4 las expresiones del gen GUS fueron
de 7.8% y 3.7% en promedio, respectivamente. En el
séptimo dia de cocultivo se obtuvo en promedio para
los tres genotipos el 60.86% de expresion. La expresion
del gen GUS en callos embriogénicos se observa en la
Figura 3.

Expresion transitoria del gen GUS utilizando ex-
plantes meristematicos

Con explantes meristemdticos se obtuvieron por-
centajes superiores de transformacién (Figura. 1). El ge-
notipo CC85-92 con la cepa AGL-1-pCambia 1305.2 en
el medio de activacion IM present expresion transitoria
del gen GUS de 100%. El genotipo CC84-75 presentd la
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Tabla 2. Expresion transitoria del gen GUS en callos embriogénicos.

Medio de Densidad Callos
Variedad Activacion Cepa Plasmido optica Callos N° GUS+ Dia. Coc % Exp.GUS
CC 84-75 IM EHA 105 pC1305.2 0.2 32 1" 5,6,7 34.37
CC 84-75 IM EHA 105 pC1305.2 0.4 32 6 57 18.75
CC 84-75 IM EHA 105 pC1305.2 0.6 32 2 7 6.25
CC 84-75 IM EHA 105 pC1305.2 0.8 32 2 5,8 6.25
CC 84-75 IM EHA 105 pC1305.2 1.0 32 0 0 0
CC 87-505 IM EHA 105 pC1305.2 0.2 32 5 5,6,7 15.62
CC 87-505 IM EHA 105 pC1305.2 0.4 32 4 57 12.5
CC 87-505 IM EHA 105 pC1305.2 0.6 32 2 5,7 6.25
CC 87-505 IM EHA 105 pC1305.2 0.8 32 1 7 3.125
CC 87-505 IM EHA 105 pC1305.2 1.0 32 0 0 0
CC 85-92 IM AGL-1 pC1305.2 0.2 32 5,6,7,& 53.12
CC 85-92 IM AGL-1 pC1305.2 0.4 32 10 5,6,7,& 31.25
CC 85-92 IM AGL-1 pC1305.2 0.6 32 2 7,8 6.25
CC 85-92 IM AGL-1 pC1305.2 0.8 32 1 5 3.125
CC 85-92 M AGL-1 pC1305.2 1.0 32 2 6,7 6.25
Tabla 3. Expresion transitoria del gen GUS en explantes meristematicos.
Tiempo % de
N° de Exp de e xpresion
Variedad Cepa Plasmido D.O Explantes Medio AC' gus+ inoculacion GUS
CC 85-92 AGL-1 pC1305.2 0.2 20 IM 20 1h 100
CC 84-75 EHA 105 pC1305.2 0.2 20 IM 16 1h 80
CC 87-505 EHA 105 pC2301 0.2 20 IM 15 1h 100
1/ Medio de activacion bacteriana
8% 1" Tmcc ss-02
70% 1
C = L—
0 g 60%+ |ECC84-75
n o o L
23 " 50% + CC 87-505 Figura 2. Efecto del tiempo
QT S 409 & de cocultivo en la expresion
X 40% o .
o %0 transitoria del gen GUS
2 30%
Q= 0
S o
~ 10% -
0%

Dias de cocultivo

mayor expresion con lacepa EHA105 pCambia 1305.2.
de 75% El genotipo CC87-505 presentd mejor expresion
con la cepa EHA 105 pCambia 2301 con 100%, y 75%
con la cepa EHA105-pCambia 1305.2 (Tabla 3). La
expresion del gen GUS en explantes meristematicos se
observa en la Figura 4.

En cafia de aziicar se han reportado resultados
positivos de transformacién mediante la via de embrio-
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génesis directa utilizando explantes meristematicos. Los
resultados obtenidos por Snyman et al. (2006); Desai et
al. (2004) y Mulleegadoo y Dookun- Saumatally (2005)
han demostrado ciertas ventajas del uso de explantes
sobre callos embriogénicos para la transformacién
utilizando el bombardeo de particulas. La regenera-
cién por la via de embriogénesis directa ha permitido
obtener hasta 72% de plantas transgénicas a partir de



MARTHA LILIANA BONILLA BETANCOURT: EXPRESION DEL GEN GUS EN CANA DE AZUCAR

105-pCambia 1305.2.

Figura 3. Expresion transitoria del & - B
gen GUS. A. Genotipo CC 85-92
transformado con la cepa AGL-
1-pCambia 1305.2. B. CC 84-75 '
transformado con la cepa EHA !
105-pCambia 1305.2. C. CC 87- &
505 transformado con la cepa EHA

3

Figura 4. Expresion transitoria del Gen GUS en explantes meristematicos. A. Variedad CC85-92 cepa AGL-1-pCambia 1305.2 B.
Variedad CC84-75 cepa EHA 105-pCambia 1305.2. C. Variedad CC84-75, cepa AGL-1-pCambia 1305.2 D.Variedad CC87-505
cepa EHA105-pCambia 1305.2 E. Variedad CC87-505 cepa EHA105-pCambia 2301.

explantes meristemdticos. Estas ventajas se refieren a
la reduccién en el tiempo de cultivo. Ademads, se ha
evidenciado reduccién de variacién somaclonal debido
a que se acorta el tiempo de exposicion a hormonas de
crecimiento como el 2,4D (Hoy et al., 2003).

Los resultados indican que con el uso de explantes
meristemdticos se desarrolla un sistema rdpido y efi-
ciente de transformacién para la obtencién de plantas
transgénicas. Ademads, permitiria mejorar la eficiencia
de transformacién de genotipos recalcitrantes a la trans-
formacién cuando se usan callos embriogénicos.

CONCLUSIONES

Se identificé respuesta diferencial de los genotipos
a las combinaciones cepa—pldsmido evaluadas.

La mayor expresion del gen GUS fue evidente
cuando la bacteria fue inducida en el medio de acti-
vacién IM conteniendo MES pH 5.6, MgCl, y aceto-
siringona (200 uM). Asi mismo, se determiné que la
bacteria debe tener una densidad 6ptica de 0.2 goonm al
momento de la induccién de los genes vir. La mayor
expresion del gen GUS se obtuvo después de siete dias
de cocultivo.

Se demostrd superioridad de los explantes meris-
temdticos en la respuesta a la expresion transitoria del
gen GUS.
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