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1 INTRODUCCION

Dentro de las enfermedades causadas por bacterias, que atacan al cultivo de la
papa en el sur de Chile, se destaca el género Erwinia, el cual, ya sea en campo o0 en
almacenaje provoca severas pudriciones blandas; y el género Streptomyces cuyo efecto
es reducir la calidad de los tubérculos. Frente a esta situacion, se puede sefialar que las
formas de enfrentar los problemas causados por este grupo de agentes son de manera

principalmente preventiva.

La introduccion de resistencias contra estas enfermedades a lineas genéticamente
avanzadas o0 a cultivares, utilizando el mejoramiento tradicional a partir de material
resistente, se ve limitado por la dificultad de mantener las caracteristicas genéticas del

cultivar utilizando este tipo de mejoramiento.

La ingenieria genética representa una alternativa de mejoramiento interesante de
evaluar ya que, no sélo se limita a la resistencia presente en plantas similares, sino
también, abre una mayor alternativa de genes a utilizar de distintas especies. La utilizacion
de genes de accion litica tales como magainina 2, contra bacterias, representarian una
opcién que ayuda a reducir las pérdidas producidas por estas bacterias. Ademas, esta

metodologia permitiria mantener las caracteristicas que hacen interesante a un cultivar.

Para d proceso de transformacién mediante Agrobacterium tumefaciens existen
numerosos protocolos publicados para Solanum tuberosum, los que presentan diferencias
entre si. En esta tesis se compararan estas metodologias, con el objetivo de determinar la
mas eficiente, en relacion a inoculacién y tratamiento de los explantes previo y durante el
proceso de transformacion y regeneracion, que conduzcan a generar un protocolo que
permita la transferencia de genes liticos a cultivares de papa de importancia econémica en
Chile.

Los objetivos especificos de esta tesis son:
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Establecer una metodologia de inoculacién eficiente para Agrobacterium tumefacies
cepa EHA105/pBINPLUS.
Evaluar la respuesta de transformacion de los distintos tipos de explantes (hojas,
tallos).
Determinar una metodologia que permita una rapida regeneracion de las células
transformadas.
Determinar la respuesta de los cultivares Desirée, Kennebec y Shepody a la
transformacion en relacion a la presencia de callo y regeneracion de éstos.
Evaluar a través de la reaccion en cadena de la polimerasa, la insercion de los genes
transferidos, neomicina fosfotransferasa Il (NFTII).



2 REVISION BIBLIOGRAFICA

21 Enfermedades en el sur de Chile.

La principal zona productora de papas semillas y consumo en Chile, esta
representada por la Décima Region. Este cultivo constituye una alternativa de rotacion y
una fuente de trabajo e ingresos para la region (ACUNA, 1993). Ademas, la zona ofrece
una serie de condiciones de clima y suelo ideales para su produccion, asi como también,
no presentar enfermedades descalificadoras tales como la marchitez bacteriana Ralstonia
solanacearum (Smith) Yubuuchi, el carbén de la papa Angiosorus solani Thirumulachar &
O'Brein y el nematodo dorado Heterodera rostochiensis Wollenweber (CONTRERAS,
1991).

Entre las principales enfermedades que atacan al cultivo, en el sur de Chile, se
destacan dentro de los hongos: el tizon tardio de la papa provocado por Phythophtora
infestans (Mont.) de Bary, tizon temprano causado por Alternaria solani Sorauer, sarna
negra Rhizoctonia solani Kiihn, fusariosis (Fusarium sp), sarna polvorulenta Spongospora
subterranea (Wallr.) Lagerh. Dentro de las bacterias se destaca la sarna comun
Streptomyces scabies (Thaxter) Waksman y Henrici y las pudriciones humedas producidas
por Erwinia spp (CONTRERAS, 1997).

Segun WILSON y CONNER (1995), la sarna comun, el pie negro y las pudriciones
blandas en los tubérculos; provocan serias pérdidas a nivel mundial debido a la reduccion
en la produccién y calidad; con el consecuente aumento de costos, producto del manejo.
Estas enfermedades se encuentran entre los problemas fitopatol6gicos de importancia en
la décima region para el cultivo de la papa (ACUNA, 1994).

Segin ACUNA y RIFFO (1993), en prospecciones hechas para detectar la
presencia de infecciones latentes de Erwinia spp en semilleros de la Décima Region, en
Chile, el porcentaje varia entre 40 a 100% para semilla prebasica y basica, lo que indica la
alta cantidad de tubérculo semilla que tiene la bacteria presente.
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En condiciones de campo y almacenaje se pierde alrededor de un 5% y un 10% de

tuberos respectivamente, pudiendo presentarse pérdidas superiores al 20% en cultivos de

papas provenientes de tubérculos con la infeccién latente y en ausencia de otra
enfermedad (Ciampi et al., 1983 citado por ACUNA y RIFFO, 1993).

En la Décima Region, en relaciébn a inspecciones realizadas a semilleros de
Palena, Llanquihue, Chiloé y Valdivia; en patologias a nivel de piel; la sarna comun
representa la tercera en importancia después de la sarna plateada y sarna negra o

rhizoctoniasis’

2.1.1 Pudriciones Blandas. Las enfermedades que generan las Erwinias pectinoliticas
son complejas ya que envuelve varias especies y subespecies de bacterias, por los
diferentes tejidos que atacan y por las distintas fuentes primarias de in6culo (DE BOER,
1994).

Dentro de las pudriciones blandas, Erwinia carotovora ssp carotovora (Jones)
Bergey et al. (Ecc) es la mas comun, pareciendo ser la mas importante en el género;
mientras Erwinia carotovora ssp atroseptica (Van Hall) Dye (Eca) es una variante de
temperaturas mas bajas, limitandose solo al cultivo de la papa (AGRIOS, 1995).

Segun CIAMPI et al. (1991), Erwinia carotovora es un importante patbgeno que
causa pérdidas de plantas y tubérculos en condiciones de campo, mientras bajo
condiciones de almacenaje las cepas de Bacillus, Pseudomonas y Erwinia; son mas

importantes.

Eca y Ecc son bacterias que poseen forma de baston, flagelo peritrico, tamafio
aproximado de 0,7 a 1,5 pm, que no forman endosporas y son aerobios facultativos
(CENTRO INTERNACIONAL DE LA PAPA CIP, 1980). Son habitantes del suelo, donde
pueden sobrevivir asociados a restos de tubérculos, plantas o persistir en suelos himedos
y templados frios (LATORRE, 1992).

De acuerdo a CIAMPI et al. (1991), en aislamientos realizadas en el sur de Chile, a

partir de tubérculos enfermos en almacenaje, se puede apreciar que las principales

! CHILE, Servicio Agricola Ganadero (SAG). 1999. Décima Regién. Comunicacion Personal.
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bacterias presentes son Eca y Ecc. Bajo condiciones éptimas de almacenaje estas
bacterias pueden permanecen pasivas, pero si el tubérculo estd humedo, con mala
ventilacion o su superficie esta dafiada, las bacterias proliferan causando las pérdidas (DE
BOER, 1994).

2.1.1.1 Sintomas. De acuerdo a AGRIOS (1995), las lesiones producidas por las
pudriciones humedas comienzan con pequefias manchas liquidas que crecen en didmetro,
profundizan y producen un ablandamiento del tejido, lo que es bien definido en un

principio, pero luego toma una coloraciébn crema mucilaginosa, formando una masa

desorganizada de células. En la Figura 1 se pueden observar tubérculos afectados.

OUAN S A
% &:]\ |\,'.‘. )‘

2.'(‘*

) A

FIGURA 1 Sintomas provocados por Erwinia en tubérculos y en campo, en
plantas de papa.
FUENTE: Adaptado de CIP (1980).

Las bacterias invaden los espacios intercelulares donde se multiplican y generan
enzimas pectinoliticas, que macera los tejidos por la destruccion de la lamina media.
También pueden producir pequefias cantidades de enzimas celuloliticas que provoca la
difusién del agua desde las células al espacio intercelular, con lo cual la célula se
plasmoliza y muere (AGRIOS, 1995; CIP, 1980).

El tejido afectado por pudriciones, toma una coloracibn crema o0 canela y
consistencia blanda granular, cuya separacion del tejido sano se demarca facilmente por la
formacion de bordes castafios a negros. Es inodora y a medida que la pudricibn avanza
toma un olor desagradable, consistencia viscosa y pegajosa, debido a la llegada de
organismos secundarios (CIP, 1980).



Asociadas a pudriciones blandas, se pueden encontrar también bacterias
pectinoliticas de los géneros: Pseudomonas, Bacillus, Clostridium y Flavobacterium (CIP,
1980).

Tubérculos afectados por estas bacterias, desarrollan una apariencia externa
intacta, pero poseen internamente un liquido turbio, el cual puede salir al exterior por
agrietaduras tomando una coloracion gris, canela o café oscura al contacto con el aire
(AGRIOS, 1995).

La enfermedad puede aparecer primeramente en campo cuando se parte desde
semilla infectada, ademas, la infeccion se puede producir por heridas o por invasién a
través de las lenticelas. La dispersion, tanto en campo como en almacenaje, se facilita por
la accion de insectos (AGRIOS, 1995).

El “pie negro”, causado por Eca. provoca la aparicion de un ennegrecimiento de la
parte basal del tallo desde el tubérculo semilla, lo que se acompafia con necrosis
vasculares por sobre las lesiones. En la Figura 1, es posible apreciar esta sintomatologia
(DE BOER, 1994; LATORRE, 1992). Estas lesiones pueden abarcar todo o parte del tallo,
el follaje se puede tornar clorético, las hojas pueden enrollarse hacia arriba en un
comienzo, marchitarse y morir. Los brotes antes de emerger pueden ser invadidos y morir
(CIP, 1980).

2.1.1.2 Medidas de manejo. Las pudriciones blandas se pueden reducir evitando la
humedad excesiva del suelo durante la cosecha, lo que reduce la posibilidad de
infecciones por lenticelas, cosechando a temperaturas menores a 20°C, reduciendo el
dafio de tipo mecénico en los tubérculos, protegiéndolos de la desecacion o la radiacion
solar directa (CIP, 1980; DE BOER, 1994; LATORRE, 1992).

Los tubérculos, antes del almacenamiento deben ser enfriados a temperaturas
menores de 10°C, para luego mantenerlos a temperaturas de 1,6 °C a 4,5°C, con buena
ventilacion, bajo contenido de CO,. Se debe impedir la formacion de peliculas de liquido
sobre los tubérculos que favorece las pudriciones (AGRIOS 1995; CIP, 1980)
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Segun AGRIOS (1995), se deben desechar los tubérculos dafiados o en malas
condiciones, eliminar los focos de infeccion que aparezcan en el almacenamiento y

desinfectar el lugar de almacén.

Lograr una buena suberizacion de los tubérculos antes de la siembra o una
desinfeccion de éstos, ayuda a reducir las infecciones provocadas por Fusarium gque
predisponen a la accion de las bacterias del género Erwinia. Otra medida importante seria

la de arrancar aquellas plantas que presentes sintomas en terreno (CIP, 1980).

2.1.2 Sarna comun. La sarna comun de la papa causada por S. scabies, se encuentra a
través de todo el mundo siendo mas frecuente en suelos arenosos, con pH neutros a

ligeramente alcalinos y en afios con relativa sequia (AGRIOS, 1995).

Las lesiones en los tubérculos son superficiales, erupciones o cavidades, las que
causan pérdidas directas por reduccion de la calidad del tubérculo, y por ende, de su
comercializacion, no asi de su rendimiento 0 su mantencion en almacenaje (CIP 1980;
LORIA, 1994).

S. scabies es un patégeno que puede sobrevivir por tiempo indefinido como micelio
0 esporas en la mayoria de los suelos, exceptuando los mas acidos (AGRIOS, 1995;
LATORRE, 1992). También, sobrevive en restos de plantas infectadas en el suelo,
pudiendo penetrar a tejidos sanos por heridas o aberturas naturales (AGRIOS, 1995).

Streptomyces acidiscabies Lambert y Loria, no es tan comun como S scabies. Es
capaz de soportar pH mas bajos, lo que permite la aparicion de sarna en suelos acidos y
posee la caracteristica de no sobrevivir largos periodos en el suelo (LORIA, 1994).

S. scabies es una bacteria, que a pesar de su crecimiento micelial sobre medios de
cultivo, carece de nucleo y posee pared celular rigida, pero también se asemeja
morfolégicamente a los hongos por la presencia de filamentos vegetativos de didmetros
menores a 1lum, conidios en forma de barril, conidioforos ramificados (CIP, 1980;
AGRIOS, 1995).
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La infeccion de los tubérculos se produce, a través, de las lenticelas jovenes o
estomas antes que se diferencie el peridermo o a través de heridas (CIP, 1980). Los
filamentos se desarrollan intercelularmente y posteriormente intracelulares, las lesiones

guedan separadas del resto del tejido por capas de peridermo (CIP, 1980).

2.1.2.1 Sintomas. Una vez que el patdgeno ha penetrado al interior del tubérculo, este
crece entre unas cuantas capas de células las que mueren y permiten su vida saprofitica.
Ademas, genera sustancias que estimulan a las células vivas a dividirse con rapidez y a
producir capas de células de corcho que aislan al patégeno. Los sintomas en tubérculos
se pueden observar en la Figura 2 (AGRIOS, 1995).

FIGURA 2 Sintomas en tubérculos de papa provocados por S. scabies.
FUENTE:  CIP (1980).

Las lesiones de la sarna comun en los tubérculos, tienen una coloracién canela
claro al castafio, con una ligera capa de corcho protuberante en 1 a 2 mm, o hundidas de
no mas de 7 mm de profundidad las cuales son mas oscuras. Pueden ser de forma
definida circular de 5 a 8 mm de diametro rara vez mayores a 10 mm pudiendo también
ser irregulares (CIP, 1980).

Las células por debajo de la lesién forman capas de células de corcho que
presionan el tejido hacia fuera lo que les da una apariencia costrosa, esto abre la puerta
para organismos secundarios (AGRIOS, 1995).

Apariciones de sintomas mas severos de la enfermedad se generan en condiciones
de suelo més bien secos (AGRIOS, 1995).
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2.1.2.2 Medidas de manejo. Su diseminacion se produce por el agua en el suelo, o por

suelo llevado por el viento o en tubérculos infectados (AGRIOS, 1995).

S. scabies, puede encontrarse en el suelo, especialmente en aquellos para la
produccion de papas o en los tubérculos, por esto se debe evitar utilizar tubérculos
semillas contaminados para no introducir cepas agresivas. (LORIA, 1994).

La humedad en el suelo durante el manejo y semanas después de la iniciacion de
tuberizacion puede reducir la severidad de algun tipo de sarna, ademés, el pH del suelo

cuando es menor a 5,4 impide ataques severos de algunos tipos de sarna (LORIA, 1994).

Como medidas preventivas se debe mantener altos los niveles de humedad del
suelo durante y después del establecimiento de los tubérculos, desde 4 a 9 semanas de
acuerdo a la variedad, evitar aplicaciones excesivas de cal, utilizar variedades con un

grado de resistencia, rotaciones y utilizacion de semilla sana (CIP, 1980).

Cultivares resistentes pueden proporcionar un grado significativo de control, sin
embargo, la inmunidad no ha sido identificada, existen pocos cultivares resistentes y éstos
aun pueden desarrollar la enfermedad, si las densidades del patégeno son altas o las
condiciones del suelo son favorables (LORIA, 1994).

2.2 Mejoramiento de la papa.

El mejoramiento tradicional de plantas implica el movimiento de caracteristicas
deseables a plantas, a través, de técnicas de genética Mendeliana, lo que ha permitido
aumentos de rendimientos e incorporacion de resistencias a enfermedades. Esto involucra
bastante tiempo alrededor de 15 afios la introduccion, seleccién, y el establecimiento de la
caracteristica deseada en un cultivar comercial (DESTEFANO et al., 1991). Tampoco es
una opcion atractiva cuando ciertas caracteristicas se quieren introducir en lineas de
mejoramiento avanzadas o sobre cultivares (DALE y HAMPSON, 1995).

Los métodos de mejoramiento tradicionales en papa, se ven reducidos en su
eficiencia debido a la esterilidad y tetraploidia, sumado a los altos niveles de heterocigosis
(BEAUJEAN et al., 1998).
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Ademads, la introduccién de resistencia a enfermedades por los métodos

tradicionales, limita la utilizacion de genes que estan en un pequefio grupo de organismos
sexualmente compatibles (DESTEFANO et al., 1991; WILSON y CONNER, 1995).

En relacion a evaluaciones realizadas al material genético de papa chilena, es
importante sefalar la existencia de resistencia a virus X, Y y PLRV, a Eca, Synchytrium
endobioticum (Schilb.) y Meloidogyne spp, destacandose, también, los altos contenidos de
proteinas, almidon, materia seca y otras determinaciones hechas en azlcares reductores,
solanina y vitamina C. (CONTRERAS, 1984) Es destacable sefialar que el germoplasma
chileno es una fuente potencial de resistencia a pudriciones humedas y pie negro (CIAMPI
y ANDRADE, 1984). Encontrandose ademas algunos clones con un grado de resistencia a
S. scabies (MONTALDO y SANZ, 1962).

Otra condicion que dificulta los cruzamientos, son las diferencias en ploidia entre la
especie cultivada y los parientes silvestres (CUBILLOS, 1990).

KALAZICH et al. (2000), sefala que el pie negro en campo y las pudriciones
blandas en bodega generadas por Eca, son las enfermedades mas importantes en el sur
de Chile, la incorporacién de resistencia genética a variedades comerciales a esta
enfermedad ha sido dificil por lo cual la Ingenieria Genética es una alternativa para la

obtencién de resistencia.

La Ingenieria Genética permite la introduccion de caracteristicas especificas dentro
de un cultivar comercial sin la hibridaciébn del mejoramiento tradicional, manteniendo asi
las caracteristicas deseables para un determinado cultivar (WILSON y CONNER, 1995).
En el Cuadro 1, se puede observar las principales aplicaciones de estas tecnologias,

siendo la resistencia a enfermedades una importante aplicacion para cultivos en general.
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CUADRO 1 Resumen de ensayos de campo realizados en Estados Unidos, entre
1987 y 1999, subdivididos en periodos de tres afios, de acuerdo a las

categorias del material transgénico.

ARos (% de cada categoria respecto aintervalos de 3

afos)
Categorias de transgenia 1987 1990 1993 1996 1999
Tolerancia a herbicidas 67 22 33 24 24
Resistencia a insectos 22 21 22 23 9
Resistencia a virus 11 29 16 16 -
Resistencia a bacterias - 5 2 1 -
Resistencia a hongos - 4 4 8 6
Propiedades agrondmicas - 3 2 3 6
Calidad de productos - 8 18 17 52
Genes marcadores - 3 1 3 -
Resistencia Nematodos - - <1 - -
Otras - 6 2 5 3

FUENTE: DUNWEL (1999).

2.3 Péptidos liticos.

Son pequefios péptidos de 23 a 47 aminoacidos, los cuales parecen formar parte
de un sistema inducible de defensa que actia rompiendo las membranas celulares
(WILSON y CONNER, 1995).

En general, el sitio de accidén de estas moléculas parece ser los lipidos presentes
en la membrana plasmatica, a los cuales se unen casi exclusivamente por sus
caracteristicas estructurales; un dominio catiénico rodeado por una superficie hidrofébica
Kini y Evans (1989), citado por DESTEFANO et al. (1993), lo que provoca alteraciones en
el potencial y permeabilidad de la membrana, induciendo una lisis osmotica rapida
(DESTEFANO et al., 1993).

2.3.1 Tipos. En forma natural es posible distinguir péptidos que poseen diferentes
origenes tales como: defensinas encontradas en humanos Ganz et al. (1985), citado por
WILSON y CONNER (1995), magaininas encontradas en la rana Xenopus laevis Daud
ZASLOFF (1987); cecropina de la polilla gigante de la seda Hyalophora cecropia L.
(HULTMARK et al.,1980).

Magainina y cecropina a diferencia de otros péptidos presentan una falta de
actividad hemolitica, mostrando selectividad para la membrana de células procariontes
(Boman y Hultmark 1987 citado por WILLSON y CONNER, 1995). De esta manera
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WILSON y CONNER (1995), sefialan que los genes que codifican para estos péptidos
podrian ser utilizados para ser incorporados en cultivos como la papa para mejorar su nivel

de resistencia a enfermedades bacterianas.

2.3.1.1. Magainina. pertenece a una familia de péptidos liticos posibles de aislar desde la
piel de la rana africana X. laevis. Tiene una actividad antimicrobial de amplio espectro, con
lo cual a bajas concentraciones es capaz de inhibir el crecimiento de muchas especies de
bacterias, hongos e inducir lisis osmética en protozoos (ZASLOFF, 1987). Este péptido
esta conformado por 23 amino&cidos encontrdndose dos tipos: magainina 1 y magainina

2, diferenciadas por residuos en los aminoacidos 10 y 22, (CHEN et al., 1988).

Este péptido es una a-hélice amfifilica, la cual interactda con la doble capa lipidica

y proteinas especificas dentro de la membrana (Wade et al. 1990, citado por LUDTKE y
HUANG, 2000). En general, los péptidos liticos provocan la ruptura de la membrana
celular, forman canales ionicos selectivos a aniones Guy y Raghunathan, (1988), citado
por KRISTYANNE et al., (1997) o por la despolarizacion de la membrana provocan la
muerte celular (Westerhoff et al., 1989, citado por KRISTYANNE et al., 1997).

La caracteristicas de selectividad podrian estar dadas por la presencia de proteinas
especificas dentro de la membrana, lo que impediria a magainina actuar sobre células
eucariontes a bajas concentraciones (LUDTKE y HUANG, 2000). También, se sefiala que
la presencia de fosfolipidos acidos en las membranas bacterianas a diferencia con los
niveles de colesterol y otros esteroles, en las células hospederas, cooperarian en parte a
esta selectividad (Maloy y Kari 1995, citado por KRISTYANNE et al., 1997).

La accion de magainina sobre las bacterias se ha demostrado a través de la
elaboracion de péptidos sintéticos de magainina, que comparten propiedades biologica y
cromatograficas similares o idénticas al purificado desde la piel de X. laevis, lo que
demuestra que el amplio espectro de accidn de magainina no se debe a contaminantes,
sino a su accion en si (ZASLOFF et al., 1988).

2.3.1.2 Cecropina. Es aislada de la hemolinfa de polilla H. Cecropia y provee una defensa
antibacterial en invertebrados (Steiner et al., 1981, citado por ZASLOFF, 1987). Este
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péptido, tiene una actividad contra un amplio rango de bacterias fitopatégenas (Jaynes et
al., 1987, citado por WILLSON y CONNER, 1995).

Un andlogo sintético a la cecropina B corresponde a cecropina SB-37, cuya
estructura corresponde a una hélice a-anfipética, que tiene una actividad litica sobre la

membrana citoplasmética de las bacterias (KALAZICH et al., 2000).

2.3.2 Aplicaciones de los péptidos liticos. La transferencia de genes que codifiquen
para péptidos antimicrobianos a cultivos como papa, debe cumplir algunas condiciones
como no ser toxicos para la papa y deben inhibir la actividad de determinados
microorganismos patégenos (WILLSON y CONNER, 1995).

En experimentos realizados para evaluar la accién de los péptidos liticos en papas
in vitro, demostraron que las concentraciones generadas de péptidos liticos en células
transgénicas que expresen tales genes no tendrian una accion fitotoxica sobre las células
vegetales, también se observd una fuerte inhibicion de Streptomyces sp. dada por
cecropina A y P1 y magainina 2 amida. La misma accion de estos pepetidos se observo
sobre Erwinia, pero en especial se noté la accion de la cecropina B.(WILLSON vy
CONNER, 1995).

En evaluaciones de campo hechas en la estacion experimental del Instituto de
Investigaciones Agropecuarias INIA Remehue, en la ciudad de Osorno, Chile, sobre clones
transgénicos que contienen el gen cecropina al ser inoculadas con Eca, se determin6
resistencia significativa de los clones transgénicos por sobre plantas no transformadas del
cultivar Desirée, manteniendo las lineas transgénicas las caracteristicas morfologicas de la
variedad (KALAZICH et al., 2000).

La insercion de genes que codifiquen para la cecropina B en plantas de papa del
cultivar Desirée realizadas en Chile, incrementaron la resistencia y redujeron la severidad
de pie negro o de pudriciones blandas en ensayos de campo (ARCE et al., 1999).

La bioactividad de magainina 2 ha sido comprobada sobre patdégenos de plantas
tales como Thielaviopsis brasicola (Berkeley y Broome) Ferraris, R. solani, Fusarium
oxysporum Schle., Vertcillium dahliae Kleb, en los cuales se han observado cambios en
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tamafio y forma de las mitocondrias, degradacion de estas y de las matrices
citoplasmaticas, reduccién en los ribosomas y vacuolizacion del citoplasma 12 horas
después de la aplicacion del péptido. Todo esto deja de manifiesto el potencial de este
péptido para otorgar resistencia a hospederos de estos patdégenos (KRISTYANNE et al.,
1997).

Un problema que se podria presentar con este tipo de control es el desarrollo de
células resistentes que son capaces de escapar de la accién litica del péptido, lo cual se
podria superar con la incorporacion de genes que codifiquen para méas de una forma de
péptidos liticos, lo que aumenta la probabilidad de quebrar la resistencia por mutaciones
de los patégenos (WILLSON y CONNER, 1995). Ademas, la presencia de mas de una
forma del péptido tiene una accidén sinérgica, como se demostré en ensayos in vitro
realizados sobre S. acidiscabies, S. scabies y E carotovora, donde se evalu6 el efecto de
cecropina A 'y maganina 2 (WILLSON y CONNER, 1995).

2.4 Metodologias de obtencién de plantas transgénicas.

De la gran cantidad de estrategias de transferencia de genes existentes, sélo pocas
han sido exitosas en un amplio rango de especies. La insercion directa al protoplasma
celular de un determinado ADN se puede realizar con polietilen glicol, electroporacion o
microinyeccion. Alternativamente los tejidos de plantas pueden ser bombardeados con
particulas cubiertas con ADN, el cual ha sido un método ampliamente utilizado en la
transformacion de plantas monocotiledéneas (PUDDEPHAT et al., 1996).

Otro importante sistema de obtencion de plantas transgénicas, es la utilizacién de
vectores como A. tumefaciens o Agrobacterium rhizogenes (Riker et al.) Conn
(POTRYKUS, 1991).

2.4.1 Género Agrobacterium . es una bacteria de suelo, gram negativo que tiene la
capacidad de transferir ADN de su plasmidio Ti o Ri al nucleo de las células de la planta
donde se integra dentro de los cromosomas y se expresa (BINNS, 1999).

El género Agrobacterium pertenece a la familia Rhizobiaceae, poseen forma bacilar
de 0,8 por 1,5 a 3,0 mm, puede poseer de uno a cuatro flagelos unidos lateralmente y tiene

la caracteristica de ser aerébico y no esporulante (BUCHANAN y GIBBSON, 1974).
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Dentro del género Agrobacterium, existen las especies A. tumefaciens,

Agrobacterium radiobacter (Beijernck y Van Delden) Conn, A. rhizogenes y Agrobacterium

rubi (Hildebrand) Starr y Weiss. Todas estos son habitantes del suelo en especial A.

radiobacter que es comun en la mayoria de ellos. El resto llega principalmente a través de
material vegetal contaminado (BUCHANAN y GIBBSON, 1974).

La “agalla de la corona” es provocada por A. tumefaciens el cual afecta a plantas
lefiosas y herbaceas de 140 géneros, de mas de 60 familias; A. rubi induce la “agalla del
tallo” en frambuesas y A. rhizogenes la “raiz pilosa” en manzano (AGRIOS, 1995). Sus
hospederos son principalmente plantas dicotiledoneas y algunas gimnospermas (De
Cleene & De Ley, 1981, citado por GRANT et al., 1991).

La forma por la cual Agrobacterium causa enfermedad, es a través de la
trasferencia de un segmento de su plasmidio Ti en los sitios de la planta donde existen
heridas (HOOYKAAS et al.,, 1991). El plasmidio Ti es un circulo cerrado de ADN
constituido por aproximadamente 100 genes, donde se encuentra la region del T-ADN
formada por 20 kb. variando entre 14 a 42 kb., bordeada por secuencias de 25 pares de
bases repetidas en cada extremo (RAVEN et al., 1992; GRANT et al., 1991). El plasmidio y
sus partes se pueden ver en la Figura 3.

v
region

T-ADN: Regidn de transferencia LB : Borde izquierdo

RB : Borde derecho nos : Nopaline sintetasa
Noc : Catabolismo nopalina ori : Origen de replicacion
tra : Loci trasferencia conjugativa vir : Loci de virulencia

FIGURA 3: Mapa de un plasmidio Ti Nopalina.
FUENTE: LIPP (1993)
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El tipo de sintoma que provoca Agrobacterium esta dado por el tipo de plasmidio Ti

inductor de tumor o Ri inductor de raices pilosas (AGRIOS, 1995). Este segmento se

integra en el genoma de la planta, lo que se traduce en la codificacion de enzimas

responsables de la biosintesis de fitohormonas, o que afectan la respuesta de las células
de la planta a estas sustancias (GRANT et al., 1991).

El T-ADN es portador de varios genes, dentro de los cuales se destacan uno que
codifica para enzimas que participan en la sintesis de opinas, dos que codifican enzimas
gue intervienen en la sintesis de auxinas y uno que codifica para una enzima que cataliza
la sintesis de citoquininas. Todas estas cooperan con el crecimiento y division

descontrolada de células de la planta hospedera (RAVEN et al., 1992).

En el plasmidio Ti o Ri es también posible distinguir una regién de virulencia (vir)
que participa en la escision, transferencia e integracion del T-ADN en el genoma de la
planta y una regién responsable del catabolismo de los opinas para su utilizacion por parte
de la bacteria (GRANT et al.,, 1991). Las opinas son derivados de aminoacidos que la

bacteria utiliza como fuente de carbono y nitrégeno. (RAVEN et al., 1992).

Las cepas de Agrobacterium pueden ser clasificadas de acuerdo al tipo de opina,
ya que cada una lleva genes especificos para la sintesis y también sus respectivos genes
para su catabolismo (GRANT et al., 1991). Las cepas se describen de acuerdo a las
opinas que producen en el tumor, dentro de las cuales se destacan las cepas octopina,
nopalina, succinopina y leucinopina (HOOYKAAS et al., 1991).

2.4.1.1 Proceso de transferencia del T-ADN. Han sido identificado numerosos genes como
participantes en el proceso de transferencia de T-ADN, algunos localizados en el
cromosoma de la bacteria, los genes chv, mientras que otros se presentan en el plasmidio
Ti, genes vir (HOOYKAAS et al., 1991).

El primer paso de la transferencia del T-ADN, es la union de la bacteria a las
células, en los sitios heridos de la planta; en este proceso juega un papel activo
Agrobacterium en relacion al menos activo que juega la planta (GRANT et al., 1991).
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Los genes chv afectan la biosintesis y la secrecidn de sustancias, tales como b 1,2

glucan y succinoglican (GRANT et al., 1991). Cualquier mutacién en algun loci de estos

genes genera cepas incapaces de unirse a las células de la planta (Douglas et al., 1985

citado por HOOYKAAS et al., 1991). En papa se ha encontrado que los genes chv no son

importantes para el proceso de union de la bacteria con la planta (Hooykaas et al., 1987,
citado por HOOYKAAS et al., 1991).

La activacion de los genes vir se produce como respuesta a sefiales moleculares
sintetizadas por las plantas heridas (NESTER y GORDON, 1994), tales como ciertas
azucares monosacaridos y sustancias fendlicas (BINNS, 1999).

La region vir del tipo octopina est4 conformada por 24 genes vir en 7 operones los
cuales pueden contener de 1 a 11 genes, estos se nombran desde vir-A hasta vir-H
(HOOYKAAS et al., 1991). Cuatro de estos operones son esenciales para la virulencia vir
A, vir B, vir D y vir G, por lo cual, cualquier mutacion de ellos guia a cepas avirulentas.
Toda mutacién en los otros loci guia a atenuar la formacion de tumores o a restringir el
rango de hospederos para la induccion del tumor (HOOYKAAS et al., 1991).

Los genes vir Ay vir G, son requeridos para la activacién de todos los otros genes
vir (Winans et al., 1986, citado por NESTER y GORDON, 1994). La proteina vir A es una
proteina transmembranar que al unirse a la sustancias fendlicas forma un complejo. Este
funciona como una quinasa, fosforilando la proteina vir G la cual es capaz de unirse a las
secuencias promotoras de los otros genes vir, con lo cual se activa la transcripcion del
resto de genes (GRANT et al., 1991).

Las proteinas generadas por los genes virD1 y virD2 procesan el T-ADN,
reorganizando y cortando las secuencias bordes debido a su actividad endonucleasa
(RIVA et al, 1998). La proteina virD2 es capaz de unirse en forma covalente por un enlace
fosfodiester al extremo 5 del T-ADN. Este enlace es de alta energia y completamente
reversible lo que permitiria su posterior integracion dentro del genoma de la planta (Tinland
et al., 1995, citado por ZHU et al., 2000).

La hebra de T-ADN vy el vir E2 son trasnlocados desde la bacteria al citoplasma de
la célula vegetal por un poro codificado por el operon vir B (ZHU et al., 2000). Una vez en
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el citoplasma de la célula vegetal, el complejo del T-ADN y vir D2 es cubierto por el virE2
(Binns et al.1995, citado por RIVA et al., 1998) Estos dos vir juegan un importante rol en la
localizacion de sefiales del nucleo (RIVA et al., 1998). Es asi como el carboxilo terminal
del virD2, se piensa guia al nucleo el T-ADN, en conjunto con la proteina del hospedero
aKarioferina (ZHU et al., 2000).

El T-ADN transferido se integra en uno o mas de los cromosomas de la célula de la
planta, lo que provoca la formacion del tumor de la agalla de la corona por la sobre
produccion de auxina y citoquininas (HOOYKAAS et al., 1991).

25  Transformacion.

Segun CONNER et al. (1991), la transferencia de genes a través de Agrobacterium
involucra, en términos generales, el reemplazo de los genes del T-ADN responsable de
inducir el tumor de la agalla de la corona, por otros genes, que posteriormente se
expresaran en la planta producto de una co-cultivacion de los tejidos de la planta con el
Agrobacterium modificado. Por lo tanto, cualquier secuencia entre las secuencias bordes
puede ser transferida dentro de las células de la planta (GRANT et al., 1991). Un esquema

se presenta en la Figura 4.

2.5.1 Inoculaciéon y co-cultivo. La metodologia de inoculacién consiste en sumergir
explantes de las plantas a modificar como cotiledones, hojas, tallos, capas delgadas de
células, peciolos cotiledonares, pedunculos, hipocotilos, microesporas o proembriones, en
cultivos de Agrobacterium modificados, su posterior secado en papel filtro y su cultivo en
medios de co-cultivo; permitiendo la posterior generacion de callos (GRANT et al., 1991).
Otra alternativa, es utilizar s6lo un medio que permita la formacion de callo y la

regeneracion, lo que simplifica el proceso (M"HAMDI et al., 1998).
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FIGURA 4. Proceso de transformaciéon
FUENTE: Adaptado de RAVEN et al. (1992).

Segun CONNER et al. (1991), el tiempo de inoculacion para lograr la
transformacion de papas es de 2 a 3 dias después de haber sumergido los explantes por
30 segundos en Agrobacterium. Por otra parte, WENYU y XUERONG, (1997), proponen
tiempos de inoculacion que van desde los 4 a 10 min, dependiendo del tipo de explante y

un periodo de co-cultivo de 4 dias.

Para la obtencion de explantes se pueden utilizar plantas in vitro, estas ultimas

tienen la ventaja de eliminar la necesidad de esterilizar el material antes de co-cultivar con
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Agrobaterium. Esto reduce la posibilidad de contaminacion microbioldgica y el estrés del
tratamiento quimico sobre los tejidos a transformar (CONNER et al., 1991).

2.5.2. Eliminacion. Posteriormente a la inoculacion y co-cultivo, 2 a 3 dias después, los
explantes se transfieren a un medio con un antibidtico cefotaxime o carbenicillina que
suprima el crecimiento de Agrobacterium (GRANT et al., 1991). Otra alternativa, es la
utilizacion del antibittico timentina, el cual ha demostrado ser eficiente en la eliminacion de
las bacterias y no afectar el proceso regeneratorio posterior, lo que puede ocurrir con los
antibiéticos anteriormente nombrados (NAUERBY et al., 1997).

2.5.3 Seleccidon. El siguiente paso de la transformacion, es la seleccion de aquellas
células que fueron modificadas (HIGGINS et al, 1992). Esto se puede realizar con la ayuda
de genes marcadores componentes Utiles para la seleccién de células modificadas con T-
ADN (GRANT et al., 1991).

Para identificar las células de la planta modificadas se puede utilizar genes con
resistencias especificas a algunos quimicos como antibiéticos, los que le permiten a las
células modificadas desarrollarse en niveles gue normalmente serian téxicos (CONNER et
al., 1991). El gen marcador mas popular utilizado en la transformacién de plantas es el gen
neomicina fosfotransferasa Il (NFT IlI) que confiere resistencia a kanamicina (Conner y
Meredith, 1989, citado por CONNER et al., 1991).

Las células de las plantas que expresan el gen NFTIl son capaces de fosforilar la

kanamicina u otros antibioticos lo que les confiere la resistencia (CONNER et al., 1991).

Para seleccionar colonias de células de papa modificadas a partir de
Agrobacterium con esta resistencia, se transfieren a medios a los cuales se les ha
adicionado kanamicina luego de 4 a 5 dias desde su incubacion (CONNER et al., 1991).
La seleccion se puede iniciar desde el momento en que se previene el crecimiento de
Agrobacterium (GRANT et al., 1991). La concentracion del agente selectivo es mantenido
posteriormente, a través de todo el desarrollo de la planta (GRANT et al., 1991). Este en
ocasiones puede llegar a impedir el desarrollo de brotes por lo cual se debe reducir su

concentracion u omitir en regeneracion para el caso de papa (CONNER et al, 1991).
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La mayoria de las colonias de células seleccionadas por su resistencia a

kanamicina mantienen esta caracteristica posteriormente a la seleccion, registrandose

muy pocos escapes. Esto se puede explicar por la accién de colonias de células vecinas a

estos escapes que desactivan a kanamicina y de esta manera detoxifican el medio, lo que
contribuye significativamente a aumentar su frecuencia (CONNER et al., 1991).

La expresion transciente ocurre en grandes zonas seguidas de la transferencia de
Agrobacterium, lo que contribuye a aumentar la frecuencia de estos escapes. Esto puede
deberse a la no integracion del T-ADN, por la pérdida de ADN o de la expresion de los
genes posterior a la formacion de las colonias (CONNER et al., 1991).

2.5.4 Regeneracion. Luego de la seleccion, de las colonias de células transformadas se
procede a la regeneracion de plantas (CONNER et al.,, 1991). Los métodos de
transformacién pueden mejorar su eficacia si es posible optimizar los procesos
regeneratorios, lo cual es variable dentro de una especie, cultivar y diferentes células de
las plantas (M"HAMDI et al., 1998).

Es importante lograr reducir la duracién de esta fase, ya que un mayor tiempo
implica problemas de variacion somaclonal (WENYU y XUERONG, 1997). El tiempo es
variable de acuerdo a la citoquinina utilizada (M'HAMDI et al., 1998) es asi como la
utilizacion de ribdsido de zeatina en el medio de regeneracion en transformaciones
realizadas en papa, permite reducir la fase de callo y acelerar la formacion de brotes con lo
gue se reduce el problema de la variaciéon somaclonal (BEAUJEAN et al., 1998).

2.6 Factores que influyen en la transformacién de los tejidos.

La eficiencia de la transformacion en plantas dicotiledoneas es dependiente de
muchos factores como el cultivar, el medio del pre-cultivo de los explantes y la cepa de
Agrobacterium utilizada (HIGGINS, 1992). La eficiencia de transformacion puede ser
incrementada por la manipulacion de los explantes o el aumento de la virulencia de la
bacteria (HENZI et al., 2000).

El tiempo de co-cultivacién es un factor que puede incrementar la transformacion,

ya que este permite la infeccién a las células de la planta por parte de la bacteria, para lo
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cual la region vir del plasmidio debe ser inducida para lograr asi la transferencia del T-
ADN, con un 6ptimo de 2 a 3 dias (HIGGINS, 1992).

Como se sefialé anteriormente, la induccion de los genes vir es producida por
sustancia fendlicas, tales como: acetociringona y alfa-hidroxi-acetociringona (Stachel et
al., 1985 citado por GODWIN et al., 1991). De estos estimulos de induccion, el
acetociringona parece ser el Unico que podria mejorar la frecuencia de transferencia
(Higgins, 1992 citado por HIGGINS, 1992). Para el caso de Brasica oleracea L var. italica.
se ha podido observar aumentos en la eficiencia de transformacion no sélo con la adicién
de acetociringona sino también con la utilizacion de opinas ya sea en el medio de cultivo

de las bacterias o en el de co-cultivo (HENZI et al., 2000).

Otras condiciones importante para lograr una alta inducciéon son: mantener una
temperatura menor a 30°C, aumentar la presencia de glucosa presente en el medio y
mantener un pH de acuerdo al plasmidio a utilizar, en el caso de octopina y leucinopina se

requiere un pH 5,3 y para nopalina se prefiere un pH 5.8 (HOOYKAAS et al., 1991).

El tipo de explante es otro factor influyente, las hojas de papa son facilmente
dafladas durante la manipulacion lo que implica una disminucion en el porcentaje de
transformacion (De Block, 1988, citado por BEAUJEAN et al., 1998). Por el contrario,
explantes internodales son mas resistentes a la manipulacién y méas déciles en condicion
in vitro. Ademas, no presentan un grado de variabilidad tan grande como los explantes de
hoja los cuales ienen respuestas diferenciales al cultivo in vitro de acuerdo a su edad
(BEAUJEAN et al, 1998).

En trabajos realizados por WENYU y XUERONG (1997), en papas del cultivar
Desirée, en donde se compara la presencia de callo o brotes sobre los explantes
inoculados de hojas, discos de microtuberos y tallos. Las hojas demostraron tener altas
frecuencias de transformacion cercanas al 81% en relacion a discos de microtubérculos
con un 70% y explantes de tallo con un 49%.

Se propone también, la utilizacion de explantes de peciolo, ya que al tener una

menor zona de corte implica una mayor facilidad para eliminacion de A. tumefaciens con el
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menor cultivo subsecuente en medios con antibiético, ademas de producir tasas de

regeneracion de un 98 a 100% para el cultivar Desirée (YEE et al., 2001).

2.7  Confirmacién de lainserciéon de los genes.

Para probar la naturaleza transgénica de una planta es necesario la utilizacion de
una serie de herramientas como los tratamientos control, encontrar una fuerte correlacion
entre bs tratamientos y los resultados predichos, ademéas de entre los datos fisicos y
fenotipicos, evidenciar la presencia del gen foraneo, correlacionar las caracteristicas
fisicas y fenotipicas con la transmision a la descendencia sexual y por ultimo, un andlisis

molecular y genético en esta descendencia.(POTRYKUS, 1991).

La integracion de un gen foraneo en el genoma de una planta puede ser
determinado via un Southern o una PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) (GRANT
etal., 1991).

En investigaciones realizadas sobre clones de papa utilizando el gen lisozyma se
evalu6 el numero de copias en las cuales se integré este gen en el genoma de la planta a
través de un Southern Blot y su nivel de expresion a través de Northern Blot, lo cual se
correlacion6 con el nivel de expresion detectado en los clones analizados (SERRANO et
al., 2000).

La reaccion en cadena de la polimerasa es capaz de amplificar enormemente una
copia de un gen o parte de este por la accion de la ADN polimerasa, a través de una serie
de ciclos repetidos de sintesis y desnaturacion lo que implica aumentos geométricos en el
namero de tramos amplificados (GRIFFITHS et al., 1992). Esto se logra con la utilizacion
de partidores de alrededor de 20 nucleétidos de largo los que son complementarios a las

secuencias de término que se desea amplificar (HARTL y JONES, 1998).
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3 MATERIAL Y METODO

3.1 Ubicacion.

Todo el desarrollo de esta tesis; desde el cultivo in vitro de las plantas de papa,
cultivo de A. tumefaciens y el proceso de transformacion; se realizé en el laboratorio de
cultivo de tejidos de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Austral de Chile.

3.2 Material vegetal.

Para la transformacion se utilizaron plantas de papa Solanum tuberosum ssp
tuberosum de tres cultivares de importancia econdmica, presentes en el sur de Chile:
Desirée, Kennebec, Shepody; pertenecientes a la coleccién in vitro de la Universidad
Austral de Chile.

Estas fueron mantenidas en camara de cultivo con un fotoperiodo de 16 horas luz,

con una intensidad luminica de 3500 lux a 24°C +/- 2°C.

3.2.1. Mantencion de las plantas. Las plantas de papa se cultivaron por espacio de 2-3
meses en un medio que posee macronutrientes, micronutrientes y vitaminas MS
Murashige y Skoog (1962), citado por GEORGE, (1993), al que se le adicioné 40 mg/L de
acido ascorbico, 500 mg/L de caseina hidrolizada, 30 g/L de sacarosa y 6 g/L de agar
Sigma; se le ajustd el pH a 5,8 con KOH al 0,5 N (CONNER et al.,, 1991). Luego se
autoclavo a 121°C por 15 min. a 1,2 atm. Los reguladores de crecimiento 6-bencil amino
purina (BAP) y ribdsido de zeatina (RZ) se agregaron al medio previo a la esterilizacion,
para el caso de los antibioticos se adicionaron después de la esterilizacion a través de

filtro esterilizado.

3.3  Cepas de Agrobacterium tumefaciens.

Se utilizd6 como vector la cepa EHA 105 que posee el plasmidio pBINPLUS (ver
Figura 5), el que contiene el gen magainina y el gen marcador neomicina fosfotransferasa
II (NFTII), que confiere resistencia a kanamicina. Ademas, lleva resistencia a kanamicina
fuera de la region del T-ADN. Este plasmidio fue disefiado en Crop & Food Research
Ltda., Nueva Zelanda y donado con fines cientificos a Ximena Henzi G. Ph.D., al proyecto
DID S199914 por A.J. Conner Ph.D.
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FIGURA 5.  Plasmidio pBINPLUS?

3.3.1 Mantencion de las bacterias. Esto se realizd en un medio solido Luria y Broth (LB)
Anexo 1, al cual se le adicion6 25 mg/L de kanamicina, para que sélo sean capaces de
crecer en este medio aquellas bacterias que posean el plasmidio pBINPLUS. Las bacterias

se incubaron a 28°C, durante 5 dias. Su crecimiento se puede observar en la Figura 6.

FIGURA 6  Agrobacterium tumefaciens en medio LB

Posteriormente se seleccionaron colonias individuales, que se cultivaron en medio

LB liquido (Anexo 2); a este se le agregd también kanamicina en dosis de 50 mg/L, como

agente selectivo.

2 CONNER, A. 1999. Soil, plant and ecologycal division. Lincoln University. New Zealand.
Comunicacién Personal
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El cultivo se mantuvo en un agitador orbital a 100 rpm. durante una noche a 28 °C.

Como resultado se obtuvo un cultivo de A. tumefaciens que alcanzo su fase logaritmica de
crecimiento y mayor actividad para el proceso de transformacion *(ver Figura 7).

FIGURA7 Medio de cultivo liquido LB para A. tumefaciens sin bacterias
(izquierda) y con bacterias (derecha).

3.4  Transformacion de los cultivares.

Esta investigacion consider6 tes fases: en las dos primeras se utilizo el cultivar
Desirée para evaluar distintos métodos de inoculacion y formas de corte de los explantes.
En la tercera fase se evalu6 la respuesta de los tres cultivares Desirée, Kennebec y
Shepody a dos protocolos distintos de regeneraciéon que varian en la fuente de citoquinina
a utilizar. El resumen de estas fases se puede observar en la Figura 8.

3.4.1 Comprobacién de transformacion de las plantas con el gen NFTII. Para probar la
insercion de el gen NFTII en los cultivares, se realizé un andlisis de la reaccion en cadena
de la polimerasa PCR, utilizando los partidores especificos para este gen.

3 HENZI, X. 2000. Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Austral de Chile. Comunicacion
Personal.
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factores a estudiar para los tres experimentos.

Representacion de los pasos de una transformacion y resumen de los

3.5 Efecto de la dilucién en la transformacién del cultivar Desirée (Primer

experimento).

En este primer experimento, se utilizaron plantas in vitro de 2-3 meses, del cultivar

Desirée, utilizando explantes de entrenudo cortados longitudinalmente y de tamafio

uniforme 3 a 4 mm, los que se aprecian en la Figura 9. Estos se inocularon con A.

tumefaciens, el cual fue cultivado en medio LB por espacio de una noche. Esto permitio

plantear dos tratamientos:

a) 10 mL de la solucion LB+Bacterias.

b) Dilucion 1:10, (1mL solucién LB+Bacterias : 10 mL LB fresco).
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Para lo cual se deposit6 la cantidad de LB anteriormente indicada en una placa Petri,

conjuntamente con los explantes previamente cortados con la ayuda de una lupa. El
tiempo de inoculacién fue de 1 min.

FIGURA 9 Tipo de corte en explantes de entrenudo.

Una vez terminado el periodo de inoculacién, se elimin6é el sobrenadante y se
secaron los explantes con papel filtro estéril (ver Figura 10); para posteriormente
depositarlos en un medio denominado de co-cultivo, que consiste en el mismo utilizado
para el cultivo previo de las plantas, mas 0,2 g/L de &cido naftalen acético (ANA) y 2 mg/L
de 6-bencil amino purina (BAP). En este medio se mantuvieron por un periodo de 3 dias.
Se utilizaron 20 explantes por placa Petri ordenados segun la Figura 11.

Una vez terminado este periodo de co-cultivo, los explantes fueron cambiados al
medio de eliminacion, que consiste en el mismo anterior pero a este se le adicion6 300
mg/L de timentina (tricarcilin de sodio y clavunato de potasio). Este antibiético tiene como
fin eliminar a A. tumefacies. En esta etapa los co-cultivos fueron mantenidos por espacio

de 2 dias, para luego ser transferidos a medio fresco.
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FIGURA 10 Secado de los explantes en papel filtro estéril.
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FIGURA 11 Disposicion explantes en placa.

Posteriormente se trasladaron a un medio denominado de seleccion, ya que posee
un agente para seleccionar soélo a aquellos grupos de células transformadas. Este medio
es igual al anterior, manteniendo los 300 mg/L de timentina mas 100 mg/L de kanamicina;
esta ultima tiene la funcién de seleccionar a aquellos grupos de células transformadas. En
esta etapa los explantes se mantuvieron por un periodo de 6 semanas, realizando cambios

de medio cada 2 semanas.

Cada tratamiento se realiz6 con 8 repeticiones, para las cuales se evaluaron la
cantidad de explantes que presentaron callos transgénicos por placa. Para poder
determinar si existia independencia entre la dilucion y la formacion de callo, se realizé una
prueba de independencia Chi-cuadrado.




30
3.6 Forma de corte en explantes de entrenudo (Segundo experimento).

En este segundo experimento, también se utilizaron plantas de papas in vitro del
cultivar Desirée de 2 a 3 meses de edad, con el fin de determinar si existia independencia
entre la presencia de callo y la forma de corte de los explantes, para lo cual se utilizé una
prueba de Chi-cuadrado, con 3 repeticiones.

Las dos formas de corte fueron:
a) Cortando los entrenudos longitudinalmente.

b) Cortando los entrenudos sélo en los extremos o en forma de disco. (ver Figura 9).

El tiempo de inoculacion fue de 1 minuto, utilizando las bacterias diluidas en
proporcion 1:10. Luego se trasladaron a un medio de co-cultivo y permanecieron en éste
por tres dias. La metodologia posterior es igual a la utilizada en el primer experimento.

En este experimento también se evalué la regeneracion, para lo cual se emple6 el
mismo medio MS modificado del comienzo, reduciendo la cantidad de sacarosa a 5 g/L,
eliminando las auxinas y afiadiendo reguladores de crecimiento tales como: 5 g/L &acido
giberélico GA3 y 6-bencil amino purina BAP 2 mg/L.

En este experimento se quiso determinar si existia independencia entre:
- la presencia de callos en el explante y la forma de corte.
- la cobertura de callos por explante (alta o baja) y la forma de corte.

- la cobertura de brotes por explante (alta y baja) y la forma de corte.

En el primer caso se determind el total de explantes que presentaron callo para las
dos formas de corte, y también el nUmero de explantes que no lo presentaron para los dos
tipos de corte. Con estas cuatro categorias se procedid a realizar una tabla de
contingencia para evaluar independencia entre estos dos factores: la forma de corte y la
presencia de callos.

En el caso de la cobertura de alta o baja cantidad de callo, se consider6 como alta
la presencia de focos que cubran mas del 50% del explante, y como baja menor al 50%.
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Para el caso de los brotes, se tomo también la cobertura en el explante, siendo alta
cuando era mayor al 50%, o menor si los brotes se presentaban en una superficie menor

al 50% del explante.

3.7 Efecto del cultivar y tipo de explante sobre el porcentaje de transformacion
(Tercer experimento).

En esta etapa se utilizaron tres cultivares de papa, Desirée, Kennebec y Shepody,
de 2 a 3 meses de edad en condicién in vitro. La evaluacion se realizé en la fase de callo,
en donde se determind si existian diferencias entre los cultivares, tipos de explante y la

existencia de alguna interaccion entre cultivares y explante.

Luego, en la fase de regeneracion, se evalud la influencia del tipo de citoquinina a
utilizar en la obtencion de brotes a partir de los explantes inoculados. Se evalud la
respuesta a 6-bencil amino purina BAP (2 mg/L) y ribésido de zeatina (0,8 mg/L). Este
medio es igual al utilizado en regeneracion en el experimento dos, solo diferenciandose en

la fuente de citoquinina a utilizar.

A los 7 dias en regeneracion, se evalu6é el numero de explantes inoculados que
fueron capaces de regenerar, solo para el cultivar Desirée, ya que en el caso de los otros
dos no existia aun presencia de brotes. Una segunda evaluacion se realiz6 a los 28 dias

en regeneracion para los tres cultivares.

3.7.1 Analisis estadisticos para el experimento 3. Para determinar diferencias
estadisticas entre los distintos factores se utilizé el andlisis de varianza previa
comprobacion del supuesto de homogeneidad de varianza. Para aquellos que no

cumplieron con esta condicion se les someti6 a la transformacién de Bliss.

Aseno, / x (3.1)
100

Los analisis involucraron los siguientes factores: cada uno con tres repeticiones

a)Explante (hoja y entrenudo).
Cultivar (Desirée, Kennebec y Shepody).
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b) Explante (hoja y entrenudo).
Método (BAP y ZR).
Para cultivar Desirée a los 7 dias.

C) Cultivar (Desirée, Kennebec y Shepody).
Explante (hoja y entrenudo).

Método (BAP y RZ).

A los 28 dias.

Para aquellos factores que presentaron diferencias estadisticas, se les aplico el test

de comparaciones multiples de Tukey.

En el caso de la contaminacion por A. tumefaciens, al no lograr homogeneidad de

varianza se aplicé la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis.

3.7.2 Tipos de explantes. Se utilizaron explantes de hojas cortadas por la nervadura,

como se aprecia en la Figura 12; y explantes de tallo cortados en forma de disco sélo en
los extremos (ver Figura 9).

FIGURA 12 Corte en explantes de hoja.

3.7.3 Evaluaciones en callo y regeneracién. Durante la fase de regeneracion se
mantuvo una intensidad baja de luz, tapando las placas con papel blanco (CONNER et al.,
1991).
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Se evalud la respuesta de los explantes en la fase de seleccion, en la cual se
determiné por cada placa el porcentaje de explantes que presentaban callo después de 6
semanas en este medio. Luego, en la fase de regeneracion se determiné el porcentaje de
explantes que formaron brotes; a partir de aquellos sometidos a inoculacion; a los 7 dias y
a las 4 semanas de estar en regeneracion, a estos valores se les sometioé a un analisis de

varianza.

En esta Ultima etapa al tener contaminacién en regeneracion producto de la
reaparicion de A. tumefaciens, se tratd de determinar si existian diferencias estadisticas
significativas entre la contaminacion para cada tipo de explante, lo cual se realiz6 a través

de un analisis no paramétrico.

3.8  Analisis molecular.

La cuarta fase de esta tesis tenia como objetivo comprobar la transformacion de las
plantas, a través de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para lo cual, de las
plantas regeneradas se tomé material aéreo: tallos y hojas, de los cuales se extrajo ADN
genomico, de acuerdo a (Lassner et al., 1989 citado por HENZI, 1999), el cual fue
sometido a un PCR (HENZI et al., 1998); utilizando partidores para el gen NFTII; bajo
condiciones de 40 ciclos de 94° C (1 min.), 45° C (1 min.) y 72 ° C. (2 min.) para la
amplificacion de este gen, con el fin de determinar la naturaleza transgénica de estas

plantas.

Para evaluar la PCR se prepar6 un gel de agarosa con 0,32g de agarosa, 40 mL de
agua destilada. Esta mezcla se calenté en d microondas hasta lograr una apariencia
transparente, luego se le agregé 0,8 mL de TAE 50X (Tris acetato EDTA 0,04 M Tris
acetato, 0,01 M EDTA a pH 8) y 4 nL de bromuro de etidio. Seguido de esto, la mezcla se
puso en un molde con el fin de que gelifique. Una vez logrados los pocillos en el gel, se
procedié a cargar las muestras que correspondian a 10 niL de reaccion PCR y 2 niL de
tampon de carga (Gricerol 30%, azul de bromofenol 0.0025%, disuelto en TE que
corresponde a 10 mM Tris-HCL pH 8 y EDTA 1 mM)

Una vez lograda la migracion de las bandas, se observé el gel con un

transiluminador ultravioleta.



4 PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Método de utilizacion de bacterias.

En la transformacién de plantas mediante A. tumefaciens existe una gran
diversidad de protocolos, los cuales varian entre especies y dentro de éstas. En el caso de
S. tuberosum existen distintas metodologias de transformacion. Es asi como para la etapa
de inoculacién, algunos autores utilizan las bacterias en forma diluida en proporcién de
1:10 (BEAUJEAN et al., 1998), y otros las utilizan en forma no diluida (WENYU vy
XUERONG, 1997; CONNER et al.,, 1991). En pepino se ha determinado que la
concentracion de las bacterias; en este caso A. tumefaciens; es un factor influyente en la
frecuencia de callo a obtener (SARMENTO et al., 1992).

En esta investigacion se evalud si existia independencia entre la presencia de
callos transgeénicos y la utilizacion de las bacterias sin dilucion o diluidas en una proporcion
de 1:10. En la Figura 13, se presentan el nimero de explantes con callos transgénicos
obtenidos al final de la etapa de seleccion, en la cual s6lo deberian crecer aquellos grupos
de células que han sido trasformados, pues llevan un periodo de 6 semanas en presencia
de kanamicina, y so6lo aquellos grupos de células transformadas serian capaces de
detoxificar este antibidtico. Los datos indican que existe una dependencia entre la

presencia de callos transgénicos y la dilucion de las bacterias (P-valor < 0,05). (Anexo 3).

De acuerdo a estos resultados queda de manifiesto que la forma més apropiada de
utilizar las bacterias en la etapa de inoculacion es diluyéndolas, ya que una menor
cantidad de bacterias en los explantes, podria reducir la posibilidad de contaminacion y
muerte de éstos. Es asi como WENYU y XUERONG, (1997), sefialan que una exposicion
muy larga de los explantes a las bacterias, provocaria la muerte o la ausencia de brotacion
de los callos, generados a partir de los explantes, debido a que las bacterias pasarian a
ser contaminantes en esos niveles.
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FIGURA 13 Numero de explantes que presentaron callos transgénicos en explantes
de entrenudo del cultivar Desirée al utilizar A. tumefaciens en forma

diluida y sin dilucién.

Este primer experimento fij6 la metodologia de inoculacion a utilizar en los

experimentos posteriores.

4.2 Efecto de la forma de corte en explantes de entrenudo.

Una exitosa transformacion dependera de la combinacién de numerosos factores.
Dentro de los factores que se relacionan con el tejido a transformar, es importante evaluar
previamente qué tejidos no s6lo son capaces de ser transformados sino también de

regenerar.

Existen distintas formas de tratar los explantes de entrenudo, previo al proceso de
inoculacion, ya sea cortandolos a manera de disco o en forma longitudinal. Es asi como
BEAUJEAN et al. (1998) logro tasas de transformacion de un 90% al cortarlos en forma
longitudinal. Para determinar si existia independencia entre el tipo de corte y la cantidad
de explantes con callos transgénicos, se evaluaron ambos tipos de corte. Los resultados
obtenidos en estos experimentos se muestran en la Figura 14. El valor obtenido mediante
chi-cuadrado (P-valor > 0,05) (Anexo 4) coloca en evidencia que la presencia de callos
transgénicos es independiente del tipo de corte en los explantes de entrenudo.
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FIGURA 14 Numero de explantes que presentaron callos transgénicos en explantes
de entrenudo del cultivar Desirée, cortados en forma longitudinal y en
forma de disco

Se quiso determinar también si el tipo de corte podria influir en la cobertura de
callos por explante (Figura 15), o si podria tener la manipulacién generada por el tipo de
corte algun efecto sobre la brotacién (Figura 16). BEAUJEAN et al. (1998), propone que un
corte longitudinal de los explantes de entrenudo permitiria dejar disponible una mayor
zona vascular accesible para A. tumefaciens, lo que permitiria obtener una mayor cantidad
de brotes. Para estas dos situaciones, el chi-cuadrado arrojé independencia (Anexo 5, 6).
Por lo tanto, de acuerdo a estos experimentos, el tipo de corte no influiria en la cobertura
de callos transgénicos ni en la brotacibn por explante. Por consiguiente en los
experimentos posteriores se utilizaron explantes de entrenudo cortados en forma de disco
s6lo por su mayor facilidad de manipulacion.

La forma de corte longitudinal en los explantes de entrenudo, es bastante compleja,
debido al tamafio del explante y a que este tipo de corte implica una mayor manipulacion
de éstos, lo que puede provocar dafios 0 una mayor probabilidad de contaminacién. En
relacion a este ultimo punto, en trabajos realizados en Brassica, una pequefia superficie
de corte en los explantes, facilita la eliminacién de Agrobacterium (Moloney et al., 1989,
citado por YEE et al., 2001), lo que reduce la posibilidad de contaminacion.
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FIGURA 15 Numero de explantes con callos transgénicos segun el tipo de corte en
relacion ala cobertura de callos por explante.
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FIGURA 16 Numero de explantes con brotes transgénicos del cultivar Desirée,

segun el tipo de corte y su respuesta en cobertura de brotes por
explante.

En la Figura 17 es posible observar la respuesta en cobertura de callos, alta en
explantes cortados a manera de disco (a y c), y baja en explantes cortados en forma
longitudinal (b) o la ausencia de callo como en el caso d. En relacion a la cobertura por
brotes, también es posible ver en la Figura 28, explantes de entrenudo con alta cantidad
de brotes (a y c), o en baja cantidad (b).
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4.3. Explantes de entrenudo y hoja.

En esta parte de la investigacion se evaluo la respuesta a la transformacion de los
tipos de explante: hoja y entrenudo, cortados en forma de disco. Los resultados obtenidos
en estos ensayos mostraron que en los explantes de entrenudo, los callos se encontraban
en los extremos de los explantes, es decir, en las zonas de corte o podian cubrir gran
parte del explante; tener soélo algunas zonas transformadas o no tenerlas (Figura 17 a, c,
b, d). Para el caso de las hojas, los callos aparecieron solo en las zonas de corte o donde
se encontraban dafiadas (Figura 18).

Se pudo determinar que existen diferencias estadisticas altamente significativas

(Anexo 7) para los dos tipos de explantes en relacién a la cantidad de explantes con callo
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(ver Figura 19). Con porcentajes de transformacion de un 92% en explantes de entrenudo
y un 78% en explantes de hoja. Esta diferencia se podria explicar debido a la mayor
resistencia que presentan los explantes de entrenudo a la manipulacién y su mayor
facilidad de trabajo en condiciones in vitro (BEAUJEAN et al., 1998). Mientras los
explantes de hoja al presentar mayores dafios, presentan muerte de explantes en co-
cultivo o en la fase de callo (WENYU y XUERONG, 1997), lo que reduce las tasas de

transformacion para este tipo de explante.

Al evaluar la respuesta de los dos tipos de explantes a la regeneracion, no se
encontraron diferencias estadisticas significativas entre ellos (ver Figura 20, Anexo 9). Al
relacionar este resultado con el anterior, referente a la presencia de explantes con callo, se
pudo observar que los explantes de entrenudo, aunque generaron una mayor cantidad de
explantes con callo, sélo un 22% de estos generaron brotes; mientras los explantes de
hoja, aunque formaron una menor cantidad de explantes con callo, regeneraron en un
32%, lo que compenso la menor produccién de callo por este tipo de explante, provocando

gue no existieran diferencias estadisticas en regeneracion.

Se debe agregar que los explantes de hoja en general tienen un mayor tiempo de
regeneracion, lo que podria influir en la aparicién de variacion somaclonal y de alteracién
de las caracteristicas del cultivar (WENYU y XUERONG, 1997). Por lo cual, lo que se
busca son métodos que permitan la obtencion de bajas frecuencias de variacion
somaclonal, sumado a independencia del genotipo y lograr regeneracion en el menor
tiempo posible para que estas técnicas tengan aplicaciones comerciales en la obtencion
de transgénicos (BEAUJEAN et al., 1998).

Una ventaja de los explantes de entrenudos, son sus bajas tasas de pseudo-
transformacion (WENYU y XUERONG, 1997). Lo que aseguraria una transformacion real,
es decir, que las plantas regeneradas a partir de este tipo de explantes tienen una mayor
probabilidad de ser transgénicas que los brotes generados a partir de explantes de hoja.
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* Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas al 1% TUKEY.

FIGURA 19 Porcentajes de callos transgénicos relativos al tipo de explante.
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* Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas al 5% TUKEY.

FIGURA 20 Porcentajes de brotes transgénicos segun tipo de explante.

Un problema presentado por los explantes de hoja, fue su mayor contaminacion
con A. tumefaciens, en comparacion con los explantes de entrenudo (P-valor < 0.01,
Anexo 10), lo cual se evidencio al término del proceso de regeneracion, aproximadamente
a la semana 5, en donde comenzaron a aparecer explantes con crecimiento de A.
tumefaciens en porcentajes indicados en la Figura 21. LEPPE, (1993) observo
contaminacion después de varias semanas de cultivo y regeneracion en explantes de

entrenudo.

La aparicién de estas bacterias en el proceso regenerativo, a pesar de la presencia
del antibiético, en este caso timentina, se pudo deber a la superficie del explante o la
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presencia de una zona de corte mayor, lo que facilitaria la mantencion de las bacterias en
los explantes de hoja en relacion a los explantes de entrenudo que sélo presentan corte en
los extremos. Es asi como YEE, et al. (2001) propone el uso de explantes de peciolo en
conjunto con la lamina, ya que éstos al tener una menor superficie de corte, ofrecen una
mayor facilidad en la eliminacién de A. tumefaciens después del proceso de co-cultivo.
Otros autores proponen lavados de los explantes por espacio de 30 min entre el cambio
desde co-cultivo a seleccion con una solucion liquida de MS mas cefotaxime, el cual es un
antibidtico para eliminar a A. tumefaciens (BEAUJEAN et al.,, 1998) y de esta forma

reducir la posibilidad de contaminacion por su reaparicion.

e

(77774

Entrenudo

FIGURA 21 Porcentaje de explantes con sobrecrecimiento de A. tumefaciens.

4.3.1 Tipo de explante y cultivar. En cuanto a la respuesta de los cultivares y el tipo de
explante a utilizar, para el caso de los cultivares Desirée y Shepody no existieron
diferencias estadisticas significativas, es decir la cantidad de callos transgénicos a obtener
en estos cultivares no depende del tipo de explante. Para el caso de Kennebec queda de
manifiesto una diferencia estadistica altamente significativa (Anexo 7) entre los tipos de
explante, siendo un 31% mayor el explante de entrenudo por sobre el de hoja (Figura 22).
Por lo tanto, en un proceso de transformacion para este Ultimo cultivar se deberian utilizar
explantes de entrenudo, lo que reafirma lo propuesto por WENYU y XUERONG, (1997),

los cuales sefalan la existencia de interaccion entre cultivar y explante.

Esta interaccion es comun en los procesos de transformacion y en especial en la
etapa de regeneracion, es asi como explantes de hipocétilos de Brassica rapa resultan ser
los que proveen las tasas mas altas de regeneracion, y por ende, transformacion (Radke
et al., 1992, citado por PUDDEPHAT et al., 1996). En el caso de Brassica oleracea var.
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Italica Plenck. se ven influenciadas las frecuencias de transformacion y regeneracion por el
efecto cultivar y explante, obteniéndose con los explantes de hojas las tasas mas altas
(HENZI et al., 1999).

La relaciéon de los explantes y cultivares en regeneracion no es significativa (Anexo
9), con lo cual se podria concluir que daria igual utilizar, para estos cultivares, cualquier
explante ya sea hoja o tallo. Esta condicion se contrapone a resultados encontrados por
(Zinder y Belknap 1993, citado por WENYU y XUERONG, 1997), en los cuales queda en
evidencia la estrecha relacion entre explantes de discos de microtubérculos y los
genotipos de papa Lemhi Russet, Russet BurkanK, Wadseon y Yanke Chipre. Esta
relacion no fue apreciada en este ensayo, debido tal vez, a diferencias entre los genotipos
y explantes utilizados.

Valores sin correccion %
Cultivar Entremido  Hoja

Cesirea a8 a4
Shepody a1 a3
kennebec g8 [515]

Shepody Kennebec

Cultvares

* Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas al 1% TUKEY

FIGURA 22 Porcentajes de callos transgénicos de tres cultivares segun tipo de
explante.

44  Respuestade cultivares.

Al evaluar el porcentaje de callos transgénicos por cultivar al finalizar la etapa de
seleccién, se pudo determinar que no existen diferencias estadisticas significativas entre
ellos (Anexo 7), lo que se observa en la Figura 23. Esto coincide con resultados obtenidos
en ensayos de regeneracion de papa entre los cultivares Desirée, Nagore y Superior, en
los cuales al mes de cultivo no se observaban diferencias estadisticas significativas en la
presencia de callo para explantes de hoja con porcentajes que variaban entre entre 70-
90% (M'HAMDI et al., 1998).
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Por el contrario, HIGGINS et al. (1992), al evaluar la expresién del gen Gen de la 3-
Glucuronidasa (GUS), el cual permite evaluar en forma temprana el proceso de
transformacion, determind diferencias entre cultivares al comienzo del proceso de

transformacion, dada por la condicién genotipica de la variedad.

Las diferencias entre genotipos son mas notorias en la fase de regeneracion, es asi
como en trabajos donde se evaluaba la capacidad regeneratoria de 34 variedades de
papa, solo la mitad de ellas fue capaz de regenerar con explantes de disco de tubérculos.
(DALE y HAMPSON, 1995).

Esta diferente respuesta entre cultivares no solo se observa en papa, sino también
en transformaciones realizadas sobre cultivares de Brassica oleracea var. Italica con A.
rhizogenes, donde no sélo se aprecian diferencias en regeneracion sino también en

trasformacion (HENZI et al., 1999).
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* Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas al 5% TUKEY.

FIGURA 23 Porcentaje de callos transgénicos, de acuerdo al cultivar.

4.5 Proceso de regeneracion.
En general, los primeros brotes ya fueron visibles a los 7 dias desde el cambio de
medio inductor de callo a regeneracion para el cultivar Desirée. Para el caso de los

cultivares Kennebec y Shepody, estos aparecieron hacia el dia 14.

Distintos autores proponen diferentes fuentes de citoquininas BEAUJEAN et al.
(1998), CONNER et al. (1991), por lo cual esta investigacion traté de determinar la mas
eficiente en el proceso regenerativo para los tres cultivares. Los resultados obtenidos
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evidencian diferencias estadisticas altamente significativas entre la utilizacién de 6-bencil
amino purina y ribésido de zeatina, en relacion a la regeneracion observada a los 7 dias
(Figura 24, Anexo 8). Esta mayor eficiencia del ribdsido de zeatina se traduce en la
obtencion de brotes en el menor tiempo posible, lo que concuerda con lo sefialado por
BEAUJEAN et al. (1998), el cual sefala la reduccion de la fase de callo y la aceleracion en
la formacion de yemas por parte de esta citoquinina. Sélo el cultivar Desirée logré generar

brotes a los 7 dias, no observandose diferencias entre los explantes de entrenudo y hojas.

Esta condicion de mayor rapidez en el proceso regeneratorio se vuelve a apreciar a
los 28 dias, donde el rib6sido de zeatina es superior un 13% a la otra fuente de citoquinina
BAP. (Figura 25, Anexo 9).

Al analizar si existian diferencias estadisticas entre los cultivares en regeneracion,
se determinaron porcentajes muy bajos para los cultivares Kennebec y Shepody, 8 y 5%
respectivamente, lo que contrasta con los porcentajes superiores observados en el cultivar
Desirée de alrededor de un 58% (ver Figura 26). Esto indicaria que el medio utilizado en el
proceso de regeneracion no seria el éptimo para estos cultivares. Esta diferencia en
respuesta reafirma que el proceso de regeneracién es variable entre células, tejidos,
cultivares y especies (M"HAMDI et al., 1998).

G6-Bencil aming
[mrina BAP
Ribasido e
reatina RZ

asenob100)~{1/2

RZ

F uente de citoguininas

* Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas al 1% TUKEY.

FIGURA 24 Porcentaje de brotes transgénicos a los 7 dias en regeneracion, de

acuerdo ala fuente de citoquinina a utilizar.
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FIGURA 25 Porcentaje de brotes transgénicos a los 28 dias en regeneracion, de

acuerdo a la fuente de citoquinina a utilizar.

Desirée ha presentado un porcentaje de regeneracion de 58%, lo que es bajo en
relacion a los valores encontrados por BEAUJEAN et al. (1998), quien sefiala porcentajes
cercanos al 88%, lo que se podria deber a diferencias en los métodos, especialmente en la
fuente de auxinas, ya que este autor utilizé 2,4 acido diclorofenoxiacetico 2,4 D y ribésido
de zeatina a lo largo de todo el proceso de transformacion y regeneracion. En ensayos de
s6lo regeneracion realizados por YEE et al. (2001), se alcanzaron porcentajes que
variaban entre 98-100% usando medios que inducen la formaciébn de callo y
posteriormente la brotacion.

Shepody presentdé una baja regeneracion, lo que es coincidente con trabajos
realizados por YEE et al. (2001), quienes sefialan que las cantidades enddgenas de
reguladores de crecimiento para este cultivar provocarian una menor regeneracion. Este
mismo autor propone la utilizacién de sub-cultivos adicionales en regeneracion, es decir,

ampliar el tiempo de regeneracion para este cultivar.

Para el caso de Kennebec su porcentaje de regeneracion es muy bajo en relacion a
otros trabajos de regeneracion, lo cual se podria explicar por la diferencia de respuesta de
los explantes, ya que en algunos trabajos alcanza tasas de regeneracion de 87-98 %, pero

con explantes de peciolo con la lamina entera. Ademas, en los medios de cultivo, se utiliza
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un medio inductor de callo y regeneracion en forma combinada; &cido indol acético (AlA)
0,5-2 mg/L, 3 mg/L de BAP y 1 mg/L acido giberélico (YEE, et al., 2001); lo que contrasta
con el medio de regeneracion utilizado en esta investigacion, tanto en la fuente de
citoquinina, concentracion y presencia de auxinas. Ademas, el trabajo de YEE et al.
(2001), solo corresponde a regeneracion sin la utilizacion de A. tumefaciens, lo que altera
los resultados que se obtienen en un proceso regeneratorio, ya que éste no soélo se ve
influenciado por este factor (DALE Y HAMPSON, 1995).
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* Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas al 1% TUKEY.

FIGURA 26 Porcentajes de brotes transgénicos, segun cultivar.

Por otra parte, se pudo observar la existencia de una interaccion altamente
significativa (Anexo 9) entre el cultivar Desirée y la fuente de citoquinina ribésido de
zeatina. Este cultivar respondié en un 43% de mayor regeneracion, en relacién a la
utilizacion de 6bencil amino purina. Para los otros cultivares no hubieron diferencias
estadisticas significativas (Figura 27). Ya sea los niveles endégenos de reguladores del
crecimiento en Shepody, la composicion del medio para Kennebec, o el tipo de explante
pueden haber enmascarado este efecto.
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FIGURA 27 brotes transgénicos de tres cultivares, relativos al tipo de citoquinina a
utilizar.

El promedio de brotes obtenido para el cultivar Desirée fue de 3.53 brotes por
explante, lo que es bajo en relacion a otros trabajos de transformacion, los cuales varian
de 6,8- 11.1 (YEE et al., 2001; BEAUJEAN et al., 1998). En la Figura 28, se muestran

distintos grados de regeneracion para explantes de entrenudo.

FIGURA 28 Distintos grados de brotacion en explantes de entrenudo.
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Una vez terminado el periodo de regeneracion, se procedié a sacar los brotes y

llevarlos a un medio de cultivo igual al utilizado en la mantencién de las plantas. Sélo se

pudieron obtener plantas del cultivar Desirée, ya que los pocos brotes formados para los

cvs Shepody y Kennebec, se perdieron por la reaparicion de A. tumefaciens. Por lo cual,
se obtuvieron 16 lineas transgénicas para el cultivar Desirée (Figura 29).

FIGURA 29 Planta in vitro transgénica del cultivar Desirée.

46  Analisis molecular.
Una vez enraizadas las plantas, se extrajo ADN desde las hojas y tallos del cultivar
Desirée. Este fue sometido a la reaccion en cadena de la polimerasa, utilizando partidores

especificos para lograr amplificar el gen NFTII en las lineas transgénicas obtenidas.

Una primera confirmacion de la naturaleza transgeénica de las plantas, ya se obtuvo
al observar el crecimiento; tanto de callo como regeneracion de éstos en medios
selectivos con kanamicina; ya que sélo las células transformadas son capaces de crecer
en niveles normalmente téxicos para una célula vegetal. (CONNER et al., 1991).

En la Figura 30, se puede apreciar claramente la presencia de la banda amplificada
para el gen NFTII (603 bp), la cual esta presente en las lineas transgénicas seleccionadas
y no en el testigo, que es una planta Desirée sin transformar. Esto asegura la naturaleza

transgénica de las plantas debido a la presencia de el gen marcador NFTII.
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Algunas de las pruebas que se deberian realizar en estas lineas transgénicas, son:
PCR para el gen magainina, evaluaciones del niumero de copias insertas dentro del

genoma de la planta, evaluacion de su expresion, y posteriormente ver su respuesta en

invernadero.
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FIGURA 30 Gel de electroforesis que compara 4 plantas transgénicas Desirée (hoja
y tallo) con el gen NFTII, con respecto a un testigo del mismo cultivar

sin la presencia de dicho gen.
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5 CONCLUSIONES

De acuerdo a este trabajo se pude concluir:

Una metodologia eficiente de inoculacion seria la utilizacion de las bacterias diluidas
en una proporcion de 1:10, ya que la presencia de callos en explantes de entrenudo es
dependiente de la dilucion de las bacterias.

La presencia y cobertura de callo, asi como también la cobertura de brotes en

explantes de entrenudo es independiente del tipo de corte.

Hasta la etapa de seleccion, los explantes mas apropiados en relacion a la presencia
de callo fueron los de entrenudo, pero al evaluar regeneracibn no existieron
diferencias.

Es posible reducir el tiempo de regeneracion utilizando como fuente de citoquinina el
ribésido de zeatina, ya que este permitié una regeneracion mas rapida en comparacion
a 6-bencil amino purina, y una mayor cantidad de explantes con brotes después de un
mes de regeneracion.

Los cultivares Desirée, Kennebec y Shepody no presentaron diferencias estadisticas
significativas en cuanto a la presencia de callo hasta la etapa de seleccion, pero si la
presentaron en regeneracion, siendo Desirée el cultivar que logré las tasas mas altas

de regeneracion de un 58%.

A través de la técnica PCR fue posible evaluar la presencia en el genoma de las
plantas del gen marcador NFTII, lo que evidencio la naturaleza transgénica de estas
plantas.

El protocolo Optimo de transformacion, para esta investigacion, comprenderia la
utilizacion de las bacterias diluidas en proporcion de 1:10, explantes de entrenudo
cortados en forma de disco, y en regeneracion utilizar como fuente de citoquininas el

ribésido de zeatina.
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6 RESUMEN

Dentro de las enfermedades bacterianas que atacan al cultivo de la papa (Solanum
tuberusum L.) en el sur de Chile, se destaca la accibn de género Erwinia, que provoca
pudriciones blandas; y el género Streptomyces, que produce la sarna comun.

Las uUnicas formas de enfrentar estos problemas son de manera preventiva o a
través del mejoramiento genético. Dentro de este Ultimo encontramos la ingenieria
geneética, que representa una alternativa interesante, ya que mantiene las caracteristicas
del cultivar incorporando solo los genes de interés.

Existen numerosos protocolos publicados para la transformacion de S. tuberosum,
sin embargo, ellos presentan una gran diversidad.

El objetivo de este trabajo fue determinar una metodologia eficiente de inoculacion
y tratamiento de los explantes previo y durante el proceso de transformacion vy
regeneracion, que conduzcan a generar un protocolo que permita la transferencia de
genes liticos a cultivares de papa de importancia econémica en Chile.

Se utilizaron tres cultivares de papa: Desirée, Kennebec y Shepody, los cuales
fueron transformados con el vector Agrobacterium tumefaciens cepa EHA105. Este vector
posee el plasmidio pBINPLUS, en el que est4 contenido el gen magainina 2. Este gen
codifica un péptido de accion litica, que tendria una accion sobre Erwinia y Streptomyces.

De acuerdo, a esta investigacion, el protocolo Optimo de transformacion
comprenderia la utilizacion de las bacterias dluidas en proporcion de 1:10, explantes de
entrenudo cortados en forma de disco y la utilizacién de ribésido de zeatina como fuente

de citoquinina en regeneracion.
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SUMMARY

Erwinia soft rot and common scab caused by Streptomyces spp. are among the
most important bacterial diseases that affect potato tubers (Solanum tuberosum L.) in
southern Chile.

The only way of facing these problems is through prevention or genetic breeding. In
the latter case, genetic engineering represents an interesting alternative, since it maintains
cultivar characteristics by incorporating only the specific gene of interest.

A number of protocols for the transformation for S. tuberosum have been published,
however, they show great diversity in their methodology.

The objective of this research was to determine an efficient methodology for the
inoculation and treatment of the explants before and during the transformation and
regeneration process. This methodology would lead to the generation of a protocol which
allows to transfer litic genes to cultivares of economic importance in Chile.

Three potato cultivars (Desirée, Kennebec and Shepody) were transformed using
the vector Agrobacterium tumefaciens, strain EHA105. This carries the pBINPLUS plasmid,
which contains the magainin 2 gen, that codifies for a peptide with litic activity, which would
have an action upon Erwinia and Streptomyces.

Results of this study showed that the most appropriate protocol of transformation
would include the use of A. tumefaciens diluted up to a proportion of 1:10, cut explants in

form of disc and the use of zeatin riboside as citokinin source in regeneration.
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ANEXO 1 Medio LB sdlido.

Concentracion

1% Bactotriptona

0,5 % extracto de levadura
0,5 % NacCl

Bacto Agar

10g/L
59/l
5g/L
15 g/L

ANEXO 2 Medio LB Liquido.

Concentracion

1% Bactotriptona
0,5 % extracto de levadura
0,5 % NaCl

10g/L
59/L
59/l
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ANEXO 3 Prueba de independencia entre dilucién y la presencia de callo
Dilucion
Callo Sin Con (1:10) Total
Con 174 207 381
Sin 140 108 248
Total 314 315 629
Chi-cuadrado Grados de libertad p-valor
6,99 1 0,0082
6,56 1 0,0104*

* Con correccion de Yates

ANEXO 4 Prueba de independencia entre la presencia de callo y la forma de corte

en explantes de entrenudo

Tipo de corte

Callo Disco Longitudinal Total
Con 40 37 77
Sin 20 23 43
Total 60 60 120
Chi-cuadrado Grados de libertad p-valor
0,33 1 0,5679
0,14 1 0,7034 *

* Con correccion de Yates
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ANEXO 5 Prueba de independencia entre la cobertura de callo por explante y la
forma de corte

Tipo de corte

Cobertura Disco Longitudinal Total
Alta 13 10 37
Baja 27 27 40
Total 23 54 77
Chi-cuadrado Grados de libertad p-valor
0,27 1 0,6001
0,08 1 0,7833*

*  Con correccion de Yates

ANEXO 6 Prueba de independencia entre la cobertura de brotes por explante y la

forma de corte

Tipo de corte

Cobertura Disco Longitudinal Total
Alta 19 11 38
Baja 21 27 40
Total 30 48 78
Chi-cuadrado Grados de libertad p-valor
2,83 1 0,0923
2,10 1 0,1469*

*  Con correccion de Yates
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ANEXO 7 Andlisis de varianza en relacion al porcentaje de explantes con callo,

segun los factores cultivar y explante.

AsenoJ (%Explante_con__callos/100)

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado F calculado  Valor-P
variacion cuadrados libertad medio
A. Explante 1257,63 1 1257,63 16,59  0,0004 **
B. Cultivar 15,4325 2 7,71626 0,1 0,9036
C. Repeticiéon 1801,77 5 360,354 4.7 0,0037
Interaccion
AB 1467,16 2 733,581 9,68 0,0008**
Error 1819,53 24 75,8137
Total 6360,9 34
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ANEXO 8 Analisis de varianza en relacion al porcentaje de explantes con brotes a

los 7 dias en regeneracion, segun los factores explante y método.

AsenoJ (Yoexp lantes__con _brotes/100)

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado F calculado  Valor-P
variacion cuadrados libertad medio
A. Explante 14,3122 1 14,3122 0,30 0,6018
B. Método 1596,43 1 1596,43 33,82 0,0011**
C. Repeticiéon 137,986 2 68,9931 1,46 0,3040
Interaccion
AB 13,5187 1 13,5187 0,29 0,6118
Error 283,206 6 47,201
Total 2045,45 11
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ANEXO 9 Analisis de varianza en relacién al porcentaje de brotes regenerados a

los 28 dias, segun los factores cultivar, explante y método.

AsenoJ (%transgeni cos/ 100)

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado  F calculado  Valor-P
variacion cuadrados libertad medio
A Cultivar 11264,5 2 5632,26 59,21  0,0000**
B Explante 278,387 1 278,387 2,93 0,1012
C Método 631,639 1 631,639 6,64 0,0175*
D Repeticion 66,8828 2 33,4414 0,35 0,7075
Interaccion
AB 506,939 2 253,47 2,66 0,0920
AC 1390,78 2 695,39 7,31 0,0037**
BC 19,1775 1 19,1775 0,20 0,6578
Error 2092,7 22 95,1225
Total 16774,5 33
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ANEXO 10 Analisis de Kruskal-Wallis para contaminacion en explantes de hojay

entrenudo.
Explante Tamafio muestra Promedio
Hoja 17 21,79
Entrenudo 17 13,20

Test estadistico = 9,15 6 Valor P=0,0024
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