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EXPRESION TRANSIENTE DEL GEN REPORTERO B GLUCORONIDASA
EN EMBRIONES SOMATICOS DE Heliconia strictaTRANSFORMADOS
CON Agrobacterium tumefaciens

TRANSIENT EXPRESSION OF THE GLUCURONIDASA GENE ON SOMATIC EMBRYOS OReliconia stricta
BY Agrobacterium tumefacieMdEDIATED TRANSFORMATION
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Resumen

Factores tales como la cepa bacteriana, el tiempo de precultivo de los embriones y el tiempo de cocultivo con la bacteria
fueron evaluados en términos de la expresion transiente délugam embriones sométicos Heliconia stricta Los

resultados mostraron que la cepa bacteriana y el tiempo de cocultivo tienen efecto significativo en el porcentaje de
embriones con expresion transiente, lo que no ocurre con el tiempo de precultivo. La cepa LBA4404, que porta el plasmido
pBI121, con tres dias de cocultivo mostré el mejor resultado en la expresion trans{Bursalia embargo, el efecto de

algunos antibiéticos y tiempos de cocultivo prolongados sobre procesos posteriores a la transformacion deben ser
evaluados con el fin de optimizar un protocolo que permita la transformacion estable de los embriones somaticos de esta

especie.

En este estudio se reporta por primera vez la transformacion genética en una especie ddeliémeia aunque
inicialmente en forma transitoria.

Palabras claveH. stricta, transformacion genética, tumefaciensexpresion transientp glucoronidasa

Abstract

Factors such as the bacterial strain preculture time and coculture time with the bacteria were evaluated in terms of the
transient expression of ge@eison somatic embryos éfeliconia stricta The results showed that the bacteria strain and
coculture time had significant effects on the percentage of embryos with transient expression, but not the preculture time.
The strain LBA4404 with the plasmid pBI121, with three days of coculture, showed the best transient expression of the
geneGusin this specie. However, it will be necessary to evaluate the effect of certain antibiotics and longer coculture times
on the process after transformation, in order to optimize a protocol that allows for the stable transformation of the embryos.

Key wordsH. stricta, genetic transformatiod,. tumefaciengransient expressiofi,glucuronidasa.

INTRODUCCION

Heliconia strictaes una planta monocotiledénea produce una inflorescencia bracteal erecta de
perteneciente a la familia Heliconiaceae, la cual color rojo a anaranjado con margenes amarillas
agrupa alrededor de 250 especies conocidaso verdes, bastante atractivas (Kressal, 1999).

como “platanillos” (Berry y Kress, 1991H. En la actualidad existe un mercado discretamen-
stricta se cultiva como especie ornamental para te creciente para estas plantas ornamentales tro-
la produccién de flores de corte, debido a que picales. A pesar de que Colombia es el segundo
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exportador mundial de flores de corte y el centro de presenta problemas como estacionalidad en la
biodiversidad de este género, el mercado de expor-produccion de flores, ademas de la variabilidad
tacion de este tipo de flor es todavia incipiente. De genética de las especies que puede llevar a la
otro lado, siendo flores ornamentales bastante atrac-obtencion de caracteristicas horticulturales no
tivas, las heliconias son hierbas con crecimiento deseables, asi como la lenta germinacion de las
erecto medio a alto (la mayoria de las especies al-semillas (Berry y Kress, 1991; Krestal, 1999).
canzan varios metros de altura) y con un crecimiento Por lo anterior, resulta fundamental el desarrollo
rizomatoso bastante extenso, caracteristicas que,de técnicas alternativas de mejoramiento geneéti-
ademas del peso, tamafio, baja durabilidad en flo- co que permitan resolver algunos problemas in-
rero, estacionalidad y sensibilidad a bajas tempera- herentes que dificultan la comercializacion de esta
turas, entre otras, han hecho su proceso deespecie promisoria.
comercializacion algo lento y dificil.

La biologia molecular ha permitido a los investi-
Se ha identificado que variaciones en la morfolo- gadores alterar caracteristicas individuales en es-
gia de la planta y nuevas caracteristicas florales pecies de importancia ornamental y agronémica
son prerrequisitos importantes para la expansion (Gasser y Fraley, 1989; Glick y Thompson, 1993;
de la industria de plantas ornamentales (Krishna Murray, 1993; McElroy, 1996; Derolest al.,
Raj et al, 1997), por lo que el desarrollo de nue- 1997). Actualmente existen varios protocolos para
vos fenotipos de plantas, incluyendo variaciones e| mejoramiento de flores de corte en rosas, tuli-
en la altura, el tamafio, la forma, el color de la panes, g|adi0|05, crisantemos y OrqufdeaS, entre
flor, el ciclo de floracion, el color de las hojas y otras (Derolest al, 1997; Kamo, 1997; Krishna
la re_sistencia a enfermedades, pod_rl'a_\n b_e,neficiarRaj et al, 1997; Zukeret al, 1998). La efectivi-
ampliamente su proceso de comercializacion (De- 454 de Ia ingenieria genética se basa en un buen
roleset al, 1997; Zukeret al, 1998). sistema de regeneracion, un sistema de transfor-
macioén eficiente y la disponibilidad de genes para
la transferencia (Hutchinsoat al, 1992; Zuker
et al, 1998). En este momento se cuenta con va-
rios protocolos de regeneraciéon via embriogéne-
sis somética para este género (Valencia y

El mejoramiento tradicional continta siendo la
principal fuente de nuevos cultivos y variedades
para el mercado de ornamentales, pero éste pre-
senta varias limitaciones tales como el limitado
“pool génico” contenido en una especie y la nece- ., : .
sidad de sucesivos y largos cruces para fijar la ca- Atehortla, 1.9.99)' y el grupo de genes disponi-
racteristica de interés. Este proceso puede tomarP/€S Para utilizar con miras a mejorar algunas
muchos afios y frecuentemente el producto final Caracteristicas agronomicas es cada vez mayor,
es una combinacién de caracteristicas deseables dracias al aislamiento e identificacion de nuevos
indeseables (Derolest al, 1997; Zukeret al., genes en diferentes especies (Hutchinsoal.,
1998). La transgénesis vence estas limitaciones 1992; Murray, 1993; Winter y Kahl, 1995; Dero-
debido a que el DNA utilizado en el proceso de leset al, 1997; Curtiset al, 1999).
transformacion puede ser aislado de cualquier or-
ganismo y la transferencia a la planta huésped so6loAgrobacterium tumefacieres el vehiculo de trans-
involucra unos pocos genes, dando como resulta- ferencia genética mas utilizado para la transfor-
do una progenie idéntica a su parental pero con macion de varias especies monocotiledoneas que
una o dos caracteristicas nuevas, es decir, no codi-incluyen arroz (Aldemita y Hodges, 1996; Dong
ficadas previamente en su genoma. et al, 1996; Hieiet al, 1997), esparrago (Byte-
bier et al., 1987) y banano (Magt al, 1995),
Aunque hasta ahora no se conoce mucho sobreademas de varias flores de corte, mencionadas
el mejoramiento de las heliconias por métodos anteriormente (Hutchinsoet al, 1992; Gutter-

tradicionales, existen algunas limitaciones para sonet al, 1994; Kamo, 1997; Zukest al, 1998:
su desarrollo debido a que la propagacion sexual Curtis et al, 1999).
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A la fecha se han publicado varias revisiones so- el control del promotor y terminador de la nopa-
bre la transformacion genética de especies orna-lina sintetasanos, el cual codifica para una enzi-
mentales por esta técnica (Pellegrinessthal, ma cuyo producto génico confiere resistencia a
1994; Deroleset al, 1997; Kamo, 1997; Curtis  |a kanamicina, y el genidA bajo el promotor

et al, 1999; Giovanninet al, 1999). La mayoria del virus del mosaico de la coliflo§aMV35S y

de las especies ornamentales transformadas hang| terminadomos que codifica para la enzinfa
sido flores de corte, lo que refleja la dominancia glucuronidasa (GUS) (Krishna Ret al, 1997),
gque este sector tiene d_entro del mercado global f,e suministrada por la Corporacion para las In-
de ornamentales (Hutchinsen al, 1992; Molet vestigaciones Bioldgicas (CIB). Las cepas bacte-

al., 1995; Rosatet al, 1996; Derolegt al, 1997; : .
' g ’ ety ' : rianas Agl-1 y C58C1 (Wordragen y Dons, 1992;
Kamo, 1997; Zukeet al, 1998; Mol, 2000). Es Kamo, 1997), con el plasmido pBIG101, que

claro que la transferencia mediada portumefa- contiene los genesptll bajo el promotor y ter-

cienses la técnica de transformacion prefe_rlda_ minadomos y Gus-intron(May et al, 1995; Ohta
en el &rea de los ornamentales ya que su baja efi- . .
et al., 1990) bajo el promotor y terminador

ciencia para infectar especies monocotiledéneas D
ha sido superada en muchos casos. CaMV35_S fueron sqmlnlstradas. por el Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT).

Debido a la biodiversidad deeliconiaspresen- ., .
tes en Colombia y el potencial ornamental que La seleccién de estas cepas en la presente inves-

éstas tienen, el presente trabajo tuvo como obje- i9acion se debi6 a que éstas han sido utilizadas
tivo general la evaluacion de un sistema de trans- CON €xito para la obtencion de plantas transgeéni-
formacion transitoria que facilitara la posibilidad €as en varias especies monocotiledoneas (Martin
de transferir genes foraneos de interés en embrio- €t al, 1992; Mayet al, 1995; Donget al, 1996;

nes somaticos del. stricta Ishidaet al, 1996; Kamo, 1997; Krisnah Raj
al., 1997; Zukeret al, 1998; Curtiset al, 1999;
Materiales y métodos Kuvshinov et al, 1999; Belarmino y Mii, 2000;

Tanget al, 2000).
Material vegetal. Todos los ensayos fueron rea-
lizados empleando embriones somaticos en esta-Las cepas bacterianas fueron mantenidas en me-
do globular deH. stricta obtenidos de acuerdo  dio LB sélido, suplementado con los respectivos
con la metodologia planteada por Valencia y antibiéticos. Una colonia fue usada en cada caso
Atehortla (1999) Los meristemos florales fue- para inocular 100 ml de caldo LB Sup|ementad0
ron extraidos y puestos en medio basal MS (Mu- ¢on Ios respectivos antibiéticos y con 0@ de
rashige y Skoog, 1962) modificado para inducir acetosiringona (AS) (Sheng y Citovsky, 1996).
la formac[én de embriones somaticos (Valencia | 55 células se pusieron sobre un agitador a 150
y Atehortda, 1999). rpm a 28 °C y bajo condiciones de oscuridad
durante 24 horas. A la mafana siguiente los cul-
tivos fueron centrifugados a 3.000 rpm durante
10 minutos y resuspendidos en medio minimo
AB modificado, suplementado con 1QM de
AS y 0.5% de glucosa durante 4 horas, para la
induccion de los genedgr. Finalmente, este cul-
tivo se usé para la inoculacién.

Cepas bacterianas y plasmidosCon el fin de
mirar la influencia de factores como la cepa bac-
teriana, el tiempo de precultivo con acetosiringo-
nay el tiempo de cocultivo con la cepa bacteriana
sobre la eficiencia de la transferencia del T-DNA
mediada porAgrobacterium tumefaciensn em-
briones somaticos di. stricta se evalud la efi-
ciencia de transformacion midiendo la expresién

transitoria del gerGus Transformacion genética, cocultivo deA. tume-

faciens con embriones somaticosSe precultiva-
La cepa bacteriana LBA4404 (Hoekeratal. ron embriones somaticos en estado globular de

1983) con el plasmido pBI121 (Jefferson, 1987), H. strictaen medio MSm (MS de multiplic_acién)
vector binario que contiene los gergst! bajo suplementado con 200M de AS por periodos



Actual Biol24 (77): 5-12, 2002 Naranjo E&t al.

de uno, dos y tres dias, antes de realizar la inocu-caja de petri con 25 ml de medio de induccion,
lacion. Los embriones se inocularon por aplica- suplementado con diferentes concentraciones de
cion de gotas de la suspension bacteriana sobrekanamicina: 0, 100, 150, 180, 200, 220, 250 y
ellos. El cocultivo con las diferentes cepasAde 300 mgl/l. Dos réplicas fueron utilizadas para cada
tumefaciensse realizé en la oscuridad, durante nivel de kanamicina. Las réplicas se evaluaron
uno, dos y tres dias sobre medio de multiplica- durante cuatro semanas en su apariencia general,
cion a pH 5.75. color y porcentaje de multiplicacion del callo de

acuerdo con la escala de Santana (1982).
Después de los diferentes tiempos de cocultivo,
los embriones se lavaron durante cinco o seis diasAnalisis estadistico.Los resultados se analiza-
con medio basal MS liquido suplementado con ron por medio del programa STATISTICA. Se
cefotaxime (250 mg/l) y carbenicilina (300 mg/l) realiz6 un andlisis multifactorial MANOVA de tres
(Shackelford y Chlan, 1996) y finalmente fueron factores con interaccion, para evaluar los efectos
transferidos a medio MSm soélido suplementado de los diferentes factores sobre la variable de res-
con estos mismos antibiéticos y con kanamicina puesta, porcentaje de embriones transformados.
200 mgl/l para la seleccién. Después de este pro-
cedimiento fue realizada la prueba de expresion RESULTADOS Y DISCUSION
de Gus

Transformacién genética.El éxito de la trans-
Tincion histoquimica (expresion deésug. Se to- formacion mediada poA. tumefacienslepende
maron embriones soméaticos de los diferentes en-no sélo de la eficiencia en la transferencia del
sayos con las cepas para determinar el nivel de DNA y del sistema de regeneracion, sino tam-
expresion del geusen ellos después de la trans- bién de la subsecuente eliminacion de esta bacte-
formacioén. El sustrato 5 bromo-4 cloro-3indolyl- ria de las células transformadas (Tab@l, 2000).
B-D-glucuronide (x-gluc) fue solubilizado en En nuestro caso, la combinacion de los antibioti-
formamida y llevado a una concentracién final cos carbenicilina y cefotaxime, usados para la
de 0.5 mg/ml con buffer fosfato y adicionado di- eliminacion de la bacteria después del tiempo de
rectamente a los embriones en tubos eppendorf.cocultivo, fueron efectivos en las condiciones
Los embriones se incubaron a 37 °C durante 16 a mencionadas anteriormente. Sin embargo, el efec-
18 horas para permitir la reaccion enzimatica de to de éstos sobre el proceso de multiplicacion de
la B glucuronidasa con el sustrato (Jefferson, los embriones y su capacidad de regeneracion aun
1987). Embriones somaéticos sometidos a las mis- no ha sido evaluado para el casoHilestricta
mas condiciones, pero sin la bacteria, fueron usa- Algunos autores han reportado el efecto delete-
dos como control para la evaluacion de la reo de éstos y otros antibidticos sobre la capaci-
expresion endogena de la enzima en los embrio- dad embriogénica y de regeneracion de los
nes. La expresion del ggdus fue determinada  explantes en especies comBmassica Phalaenop-
como el porcentaje de embriones somaticos que sis y Juglans entre otras (Nakamuet al, 1998;
presentaron coloracion azul al ser sumergidos en Kuvshinovet al, 1999; Belarmino y Mii, 2000;
el sustrato x-gluc. Tanget al, 2000; Santarémt al, 1998).

Sensibilidad a la kanamicina.Se establecié la  Con estos antecedentes, es clara la importancia
sensibilidad de los embriones a la kanamicina con de una seleccion y evaluacion de antibidticos efi-
relacion al control (medio sin kanamicina) para cientes para la eliminacion de la bacteria después
determinar la maxima concentracion de kanami- del proceso de transformacién. Aunque los anti-
cina que permite la multiplicacion de los embrio- bioticos fueron efectivos para la eliminacion de
nes transformados, eliminando o inhibiendo la la bacteria, es necesario evaluar sus efectos en
multiplicacién de los no transformados. Se pu- procesos posteriores a la transformacion en em-
sieron seis grupos de embriones somaticos en unabriones somaticos de heliconia.
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Efecto de la cepa bacteriana, el tiempo de pre-
cultivo y el tiempo de cocultivo.El analisis mul-
tifactorial realizado a los resultados del porcentaje
de expresién transitoria del g&us dio como
resultado significancia estadistica, Unicamente
para la interaccién entre los factores cepa bacte-
riana y tiempo de cocultivo (p = 0.000417), lo
gue sugiere el efecto de estos dos factores sobre
la expresion transitoria del geBus

. . Figura 2. Influencia del tiempo de precultivo y el tiempo de
En cuanto a la cepa bacteriana (figuras 1, 2'y 3), cocultivo sobre la eficiencia de transformacién de embriones
se encontré que en el cultivo cén tumefaciens somaticos dél. strictatransformados coA. tumefaciensepa
LBA4404 se obtuvo el mayor porcentaje de ex- C58C1 pBIG101. La eficiencia se presenta en medida de la
presion ransiora del geBus Este fesullado no S/ s s rbrines s e
sorprende, ya que esta cepa bacteriana ha sidog o <C e e e o 9 ’
frecuentemente usada para la transformacion de
varias especies monocotiledéneas con bastante
éxito y calificada como altamente agresiva (Be-
larmino y Mii, 2000; Bond y Roose, 1998; Cao
et al, 1998; Curtiset al, 1999; Hieiet al., 1994;
Ishidaet al, 1996; Kuvshinowet al, 1999; Mi-
guel y Oliveira, 1999; Seabra y Pais, 1998).

Figura 3. Influencia del tiempo de precultivo y el tiempo de
cocultivo sobre la eficiencia de transformacion de embriones
somaticos dél. strictatransformados cofl. tumefaciensepa

Agl-1 pBIG101. La eficiencia se presenta en medida de la
expresion del geBussobre los embriones somaticos que crecen
en medio de seleccién que contiene 200 mg/l de Kan, dos semanas
después de la transformacion

Figura 1. Influencia del tiempo de precultivo y el tiempo de  bacteriana(s) que se seleccionen para llevar a
cocultivo sobre la eficiencia de transformacion de embriones cabo el proceso de transformacion.
somaticos dél. strictatransformados cofl. tumefaciensepa

LBA44_0,4 pBI121. La eficiencia se presenta’e_n medida de la En trabajos anteriores realizados con otras espe-
expresion del geBussobre los embriones somaticos que crecen

en medio de seleccion con 200 mg/l de Kan, dos semanas despuéézieS se reporta que el tiempo de cocultivo con la

de la transformacién bacteria provoca un incremento en la eficiencia
de transformacion, pero con disminucion en la
supervivencia del explante y otros procesos pos-

El efecto del tiempo de cocultivo produjo un in- teriores a la transformaciéon (Caad al., 1998;

cremento en el porcentaje de expresion transito- Cerveraet al, 1998; Belarmino y Mii, 2000; Yan

ria del genGusen la transformacion con la cepa et al, 2000). En nuestro caso, estos efectos aun

LBA4404 y un decrecimiento en la transforma- no han sido evaluados.

cion con las cepas C58C1 y Agl-1. Este resultado

sugiere que el factor tiempo de cocultivo debe EI tratamiento de un periodo de precultivo en un

ser evaluado en funcion de la(s) cepa(s) medio suplementado con acetosiringona antes de
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la inoculacion con la bacteria no tuvo efecto cla- no transformados, por lo cual fue elegida como
ro sobre la eficiencia de transformacion (figuras la concentracién de antibidtico para el proceso
1, 2y 3). La no significancia estadistica de este de seleccion. La resistencia de los embriones so-
factor sobre la eficiencia de transformacion per- maticos deH. stricta a la kanamicina es bastante
mite sugerir su eliminaciéon en experimentos alta cuando se compara con resultados obtenidos
posteriores de transformacién con el g@He- con tejidos de otras especies tales como banano,
liconia. Es de anotar que aunque el tiempo de arroz, maiz, soya y algunas flores de corte, entre
precultivo no tuvo un efecto estadisticamente sig- otros (Mayet al, 1995; Aldemita y Hodges, 1996;
nificativo sobre la expresion del g&dus los Hiei et al, 1997; Krisnah Ragt al, 1997; Pyne y
embriones sometidos a tres dias de precultivo y Lloyd, 1998; Biet al, 1999; Giovanniniet al.,

tres de cocultivo con la cepa LBA4404 fueron 1999). Varios trabajos han sido publicados acer-
los que presentaron mayor porcentaje de expre- ca del efecto de diferentes concentraciones de este
sion transitoria del geus observandose 48%  antibidtico sobre los procesos de organogénesis,
de expresion. En trabajos realizados con otras potencial embriogénico, regeneracion y otros,
especies se ha reportado que tiempos de preculti-posteriores al proceso de transformaciéon (Bond
Vo extensos pueden ser deletéreos para los explany Roose, 1998; Eady y Lister, 1998; Haymes y
tes y en otros casos han afectado negativamente laDavis, 1998; Kokko y Karenlampi, 1998; Seabra

expresion transitoria del ggbus (De Bondtet al, y Pais, 1998; Chauviet al, 1999; Kuvshinowet
1994; Aldemita y Hodges, 1996; Miguel y Olivei- al., 1999; Miguel y Oliveira, 1999). Por esta ra-
ra, 1999). z6n puede ser recomendable evaluar otra clase
de genes que confieran resistencia a otros anti-
Expresion de Gus. La actividad deGus se evi- bidticos, con el fin de evitar el uso de concentra-
denci6 claramente en los embriones inoculados ciones tan altas en el proceso de seleccién y que
con las diferentes cepae A. tumefaciengesul- podrian en algin momento afectar procesos pos-

tados no mostrados). La coloracién azul obser- teriores a la transformacion del tejido vegetal. En
vada demuestra que la incorporacion y expresion esta investigacion el proceso de regeneracion de
del genuidA tuvo lugar en los embriones somati- plantas transformadas se encuentra todavia en
cos deH. stricta Los embriones control (no ino- proceso de seleccion de los embriones transfor-
culados con la bacteria) no mostraron actividad mados. Se sabe que los niveles de expresion tran-
de Gus lo que descarta su expresion enddgena. siente no necesariamente reflejan los resultados

de la expresion estable de los genes insertados. A
Sensibilidad a la kanamicina.Los datos presen-  pesar de lo anterior, sirven de guia para futuros
tados en la tabla 1 muestran que la concentracion estudios, méaxime teniendo en cuenta que este es
de kanamicina de 200 mg/l en el medio inhibe el primer reporte de transformacion genética en
por completo la multiplicacion de los embriones el géneroHeliconia

Tabla 1. Efecto de las diferentes concentraciones de kanamicina sobre la multiplicacion de embriones
somaticos no transformadosidestricta

Concentracion 0 100 150 | 180 200 220 250 300
de kanamicina (control)

(mg/))

Grado

de multiplicacion 4-5 2-3 1-2 1-2 1-1 0-1 0-1 0-0
(Santana, 1982)

0: callo muerto; 1: callo sin multiplicacion; 2: 25% de multiplicacion; 3: 50% de multiplicacién; 4: 75% de
multiplicacion; 5: 100% de multiplicacion.

10



Naranjo E&kt al. Actual Biol24 (77): 5-12, 2002

CONCLUSION de este sistema no convencional para mejorar esta
u otras especies del género, con el fin de transfe-
En esta investigacion se reporta por primera vez rir genes de importancia. Algunas de las caracte-
la transformacion en forma transitoria de una es- risticas que pueden ser mejoradas en el género
pecie del génerbieliconia Debido a que se cuenta son la disminucién del peso, el tamafio, la sensi-
con protocolos de regeneracion bien establecidos, bilidad a las bajas temperaturas y la introduc-
el desarrollo de un método de transformacion re- cién de nuevos colores, ademas de modificar la
lativamente eficiente fue el principal objetivo del estacionalidad de la flor, que puedan darle ma-
presente trabajo. Factores como la cepa bacteria-yor valor agregado y competitividad en el mer-

na, el tiempo de precultivo con acetosiringona y
el tiempo de cocultivo con la cepa bacteriana fue-
ron evaluados y otros deben ser tenidos en cuen-
ta para trabajos futuros. La meta final es disponer
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