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RESUMEN

Se desarrollé6 una metodologia rapida y eficiente para la transformacion genética de segmentos internodales de
tallos de papa (Solanum tuberosum L.), de la variedad Désirée, mediante Agrobacterium tumefaciens, utilizando
fosfinotricina (PPT, glufosinato de amonio) como agente de seleccion. Esta metodologia provocé una eficiencia de
transformacién del 68% y la induccidon de brotes después de 4 a 5 semanas en presencia de 2 mg/L de fosfinotricina.
Se empleé exitosamente el ensayo del clorofenol rojo en segmentos de hojas de plantas transformadas, lo cual
demostré la expresion del gen bar. La presencia de este gen en el genoma de los clones resistentes se confirmé
mediante reaccion en cadena de la polimerasa. Ademas, se observé la elevada resistencia de clones transgénicos
hasta la concentraciéon de 500 mg/L de fosfinotricina, con un desarrollo fenotipico normal. Estas plantas transgénicas
se transplantaron a casas verdes, y después de ser asperjadas con el herbicida Finale® (Bayer CropScience), a una
concentracion de 2.5 L/ha, se mantuvieron vigorosas y de color verde, a diferencia del control no transgénico, que
murié después de 7 dias.
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ABSTRACT

Efficient transformation of potato stems segments from cultivar Désirée, using phosphinothricin as selection
marker. A fast and efficient methodology for transforming internodal segments in stems of potato Solanum
tuberosum L.) Désirée cultivar, with Agrobacterium tumefaciens and by using phosphinothricin (PPT, gluphosinate
ammonium) as selection agent, was developed. Shoots obtained with 68% transformation efficiency were induced
4 to 5 weeks later in the presence of phosphinothricin at 2 mg/L. The chlorophenol red assay was successfully
employed in segments of leaves from transformed plants, demonstrating the expression of the bar gene, and its
presence was confirmed in the genome of explants by polymerase chain reaction. Moreover, increased resistance of
transgenic clones at phosphinothricin concentrations up to 500 mg/L was observed, also showing a normal phenotypic
development. These transgenic plants were transplanted into greenhouses where they also showed to be resistant
to the Finale® herbicide (Bayer CropScience) at a concentration 2.5 L/ha, growing green and vigorously as did not

the non-transgenic control plants that died 7 days after treatment.
Keywords: potato, genetic transformation, herbicide resistance, Finale®, PPT, phosphinothricin

Introduccion

La papa (Solanum tuberosum L.), por su alta pro-
ductividad y su elevado contenido de carbohidratos,
vitaminas y proteinas, constituye uno de los culti-
vos de mayor importancia para la alimentacion
mundial. En Cuba, anualmente se plantan alrededor
de 13 000 hectéreas de papa, con un rendimiento me-
dio entre 18 y 25 toneladas por hectarea, que equivale
a 300 000 toneladas anuales [1]. Sin embargo, los
rendimientos pueden aumentar hasta el 30% si se
disminuye la elevada incidencia de las malezas [2].
Las malezas constituyen un problema a escala
mundial, ya que afectan los rendimientos y la cali-
dad de numerosos cultivos de interés econémico.
Esta situacion ha constituido el impulso principal
del desarrollo de plantas transgénicas resistentes
a herbicidas. El uso de estas plantas y la aplicacion
dirigida de los herbicidas puede incrementar sig-
nificativamente las cosechas de interés [3]. AUn no
se comercializan variedades transgénicas de papa
resistentes a herbicidas, por 1o que la aplicaciéon de
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esta estrategia productiva constituye un reto para
nuestro pais.

Se han descrito diferentes metodologias para la
obtencién de papa transgénica mediante la utilizacion
de Agrobacteriumtumefaciens como vector. Lamayo-
ria de estas metodol ogias emplean como marcador de
seleccion genes que confieren resistencia a antibioti-
cos [4, 5], por 1o que hay poca informacion sobre €l
comportamiento del cultivo en presenciade herbicidas
como agentes de seleccion [6-10]. Entre los agentes
de seleccién de gran utilidad por su doble funcién
para seleccionar las células transformadas y eliminar
las malezas, se describié la fosfinotricina (PPT; glu-
fosinato de amonio), compuesto activo de herbicidas
comercialestales como Bastel o Final€®. Laobtencién
de cultivos comerciales resistentes a fosfinotricina es
de gran importancia, porque estos herbicidas son de
amplio espectro en el control de malezas, poseen baja
toxicidad para el hombre, los animales y el medio
ambiente, y por ello, tienen gran aceptacion por los
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agricultores [11]. La enzima que se identifico parala
inhibicion delaactividad del PPT fuelafosfinotricina
acetiltransferasa (PAT), la cua se codifica por e gen
bar de Streptomyces hygroscopicus [12]. La PPT es
también un andlogo del glutamato que inhibe irre-
versiblemente la actividad de la glutamina sintetasa,
enzima responsable de la asimilacion de amonio y la
regulacién del metabolismo del nitrégeno enlasplantas.
La inhibicion de la glutamina sintetasa provoca la
muerte de los tejidos no transformados, y las plantas
mueren por la acumulacién de amonio [13].

Los protocolos de transformacién de la papa que
emplean la fosfinotricina como agente de seleccion,
publicados hasta lafecha, promueven € uso de dos ti-
posdeexplantes: hojas[14, 15] y discosdetubérculos
[16]. Sin embargo, se ha descrito que los segmentos
internodal es de tallo con explantes, cuyamanipulacién
in vitro es mésféacil, constituyen un elevado potencial
de regeneracion [17, 18] y pueden ser un material
atractivo paralograr unaelevadaeficienciaen e proceso
de transformacion [19].

Por esa razon, nos propusimos optimizar una me-
todol ogia de transformacion genéticadelapapa, apartir
de segmentos internodales de tallos de la variedad
Désirée, utilizando la fosfinotricina como agente de
seleccion. Mediante un protocol o de regeneracion mo-
dificado en nuestro laboratorio [20], se obtuvieron
plantas transgéni cas resi stentes a el evadas concentra-
cionesdefosfinotricina. Estasplantas se caracterizaron
por su actividad fosfinotricina acetiltransferasa.

Materiales y métodos

Material vegetal

Para este trabajo se utilizaron plantas de papa de la
variedad Désirée propagadas in vitro en un medio de
propagacion (PP), subcultivadas en un medio fresco
cada 4 semanas. El pH del medio se gjustd a5.7 antes
del proceso de autoclaveo, y laesterilizacion serealizd
aunatemperaturade 121 °C y una atmosfera de pre-
sién. Estas plantas se cultivaron en un fotoperiodo de
16 h luz, con una temperatura de 25°C.

Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados se optimizaron en
nuestro laboratorio [20]:

- Medio de propagacion (PP): sales MS [21],
0.4mg/L detiamina, 100 mg/L de myo-inositol, 2 mg/L
de pantotenato de calcio, 30 g/L de sacarosay 6 g/L de
fitoagar.

- Medio de induccién de callos (SC): sales MS,
0.4 mg/L detiamina, 100 mg/L de myo-inositol, 20 g/L
de sacarosa, 3.5 mg/L de BAP (bencil aminopurina),
0.01 mg/L de &cido naftalenacético (ANA) y 6 g/L de
fitoagar.

- Medio de induccién de brotes (SB): sales MS,
0.4 mg/L de tiamina, 100 mg/L de myo-inositol,
20 ¢g/L desacarosa, 3.5 mg/L de &cido giberélico (GA3)
y 6 g/L de fitoagar.

- Medio deinduccién de callos (JC): salesMS,
0.4 mg/L detiamina, 100 mg/L de myo-inositol, 20 g/L
de sacarosa, 4 g/L de manitol, 3.5 mg/L de BAP,
0.2mg/L deécidoindolacético (AlA), 6 g/L defitoagar.
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Transformacién genética de segmentos
internodales de papa

Para | os experimentos de transformacion genética se
empled lacepaAt 2260 deAgrobacteriumtumefaciens
que portabael plasmido pCAMBIA 3300 (CAMBIA,
Australia). Este vector contiene el gen bar, queexpre-
sa la enzima fosfinotricina acetiltransferasa (PAT).
Este gen se encuentra bajo las sefiales de regulacion
del promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor
(CaMV) y del terminador 35S (Figura1). Seincubdla
bacteria en un medio liquido Luria-Bertani(LB) [22]
con 50 mg/L derifampicina, 100 mg/L de estreptomi-
cinay 30 mg/L de kanamicina; durante 16 h a 28 °C
con agitacion (100 rpm), hasta alcanzar una densidad
Opticaentre 0.7 y 0.9 a620 nm.

Se tomaron segmentos internodales de tallos, de
plantas de 4 a5 semanas de edad, y solamente se uti-
lizaron los primeros seis segmentos (de5a7 mm) a
partir del apice, segiin como describen Enriquez y
cols. (1997) [20]. Previamente se determind que la
concentracién minima letal de PPT, para la inhibi-
cion de la morfogénesis de los explantes de papa es
2 mg/L. Los segmentos internodales se cortaron y se
sumergieron en una solucion bacteriana diluida 1:20
enlassalesM S durante 10 minutos, paralainfeccion.
Luego, los explantes infestados se colocaron en el
medio SC para el co-cultivo en la oscuridad y con
unatemperatura de 22 °C durante 48 horas. Estos ex-
plantes se lavaron dos veces con agua estéril y una
vez con agua mas claforan (500 mg/L), y se eliminé
€l exceso de agua poniéndol os sobre un papel de fil-
tro estéril. Se cultivaron alaluz durante 10 a 15 dias
en un medio SC con 500 mg/L de claforany 2 mg/L
de PPT. Después se transfirieron a medio SB con
500 mg/L de claforany 2 mg/L de PPT, hastala for-
macion de brotes.

L os brotes regenerados de aproximadamente 1 cm
de altura seindividualizaron y se pusieron a enraizar
en un medio PP con 500 mg/L declaforany 2 mg/L de
PPT. Las plantas enraizadas fueron propagadas in
vitro y se pusieron a enraizar en una concentracion
superior de PPT (5 mg/L).

Ensayo de clorofenol rojo

Parareadlizar el ensayo del clorofenol rojo (CR) [23]
se usaron fragmentos de hojas in vitro de clones
de papa resistente a 5 mg/L de PPT. Este indicador
de pH se resuspendi6 en etanol y se afladi6 al medio
JC después de preparado, el cual quedd a una con-
centracion de 50 mg/L y con una coloracién rojo
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Figura 1. Fragmento del T-DNA del vector pCAMBIA 3300 que
porta el gen bar. LB: borde izquierdo; RB: borde derecho; Tsss:
terminador 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV); bar:
gen de la fosfinotricina acetiltransferasa; Psss: promotor 35S
del CaMV.
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purpura. Posteriormente, se incorporo la fosfinotri-
cina (5 mg/L) a la esterilizacién del medio, sin que
influyera sobre el color del medio de cultivo. La
evaluacion se realizo a las 72 horas, y durante ese
tiempo las hojas estuvieron sometidas a un foto
periodo de 16 h luz por 8 h de oscuridad y a una
temperatura de 25 °C.

Como control delacoloracion del medio, se empled
una placa con €l medio JC mas CR (sin explantes),
y otrasdosplacascon PPT y sin PPT (con explantes
no transformados) como controles de la transgéne-
sis. Para el ensayo se tomaron tres placas por cada
clon transformado y diez fragmentos de hojas por
cada placa.

Andlisis de plantas resistentes a fosfinotricina
mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa

El ADN gendémico de plantas de papa resistentes
a2 mg/L de PPT y del control no transformado, de 5
a6semanas, sepurificd apartir de1 g detgjido dehoja,
siguiendo el protocolo de Dellaporta (1983) [24].
Como cebadores se utilizaron los oligonucleéti-
dos complementarios alaregion 5" y 3" del gen bar
[25]. Las secuencias empleadas fueron las siguientes:
5-CGAGACAAGCACGGTCAACTTC-3 (cebador
directo)y 5’ AACCCACGTCATGCCAGTTC-3 (cebe
dor reverso). El producto de lareaccion en cadenadela
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) esperado
debe ser un fragmento de 402 pb correspondiente al

gen bar. Las reacciones tuvieron un volumen final

de 30 nlL y contenian la mezcla siguiente: tampén
10X de Tag ADN Pol (Promega); 1.75 mM deMgCl;,
25 pmol de cada cebador (directo y reverso); 200 niv

de desoxioligonucledtidos (Promega); 1U deTag ADN
Pol (Promega) y 200 a 600 ng de ADN genémico. Es-
ta reaccion se desarroll6 en un equipo de PCR (PTC-
100TM MJ Research) programado para un ciclo de
5mina 95 °C, seguido por 40 ciclosde 1 mina 95 °C,
1mina62°Cy 1mina72°C,y al fina, unaextensiéon
a72 °C durante 10 min. Los productos de la PCR se
analizaron en geles de agarosatipo | (Sigma) a 0.8%.

Evaluacién de la resistencia in vitro de las
plantas transgénicas a altas concentraciones
de PPT

Para este ensayo se utilizaron diferentes concentra-
cionesde PPT (2,5, 10, 25, 50, 100, 250 y 500 mg/L).
Se cogieron yemas de plantas in vitro propagadas
en PP con 2 mg/L de PPT, se colocaron 2 yemas por
frasco de cristal y 4 frascos por concentracion. Como
controles se emplearon plantas no transgénicas de la
variedad Désirée en cada concentraciéon y plantas
transgénicas de cada clon en un medio PP sin seleccién.
Se observo el desarrollo delashojasy lasraices, y se
midi6 la alturade las plantas.

Ensayo de resistencia al herbicida comercial
Finale® en condiciones de casas verdes

El ensayo deresistenciaal herbicidaFinale® serealizd
con 10 clones transgénicos (8 plantas/clon) y el
control no transgénico (20 plantas), las cuales se
trasplantaron amacetas en casas verdes. El herbicida
comercial Finale® (Bayer CropScience, que contenia
150 g/L de glufosinato de amonio) se usd para as-
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perjar estas plantas, a una dosis de 2.5 L/ha (dosis
de campo).

Resultados y discusién

Influencia de la eficiencia de regeneraciéon
sobre la eficiencia de transformacién

El empleo de la fosfinotricina como agente de selec-
cion es una dternativa para la transformacion de
cultivos deimportanciaecondémicacomo lapapa, pa
ra la cua se emplea frecuentemente la kanamicina
[26-29] en la seleccidn de plantas transgénicas. La
utilidad dual de este herbicida permite su aplicacién
en la seleccion de los transformantes y también en el
control delas malezas, unavez quelas plantas trans-
génicas se cultiven a escala de campo. Sin embargo,
existen pocos reportes de obtencion de plantas de
papa resistentes a fosfinotricina [14-16], y ninguno
de ellos describe e uso de los segmentos de tallos
como explantes. Se ha descrito que los segmentos
internodales de tallo constituyen explantes que
poseen un elevado potencial deregeneracion [17, 18],
y pueden ser un material atractivo paralograr elevada
eficienciaen el proceso detransformacion [1, 14, 19].

Para este estudio se utilizé un protocolo optimiza
do de regeneracion de tallos [20], que consté de dos
pasos: induccién de callosen el medio SCy formacion
de brotes en el medio SB. Este protocol o posibilitd la
formacion de callos amarillosy verdes de 10 a 15 dias
después de la infeccion con Agrobacterium tume
faciens, en el medio SC que contenia 500 mg/L de
claforany 2 mg/L de PPT (Figura2A). A los 30 dias
de la infeccidn, se observo el crecimiento de brotes
normales (Figuras 2D y 2E), y se obtuvieron entre
2.9y 4.3 brotes por cada explante que regeneré en
presencia del PPT. Més del 60% de los explantes
regeneraron brotes en un medio de seleccién con PPT
(Tabla 1); y en resultados previos se observé que los
mayores niveles de regeneracion se alcanzaron en los
segmentos 2 y 3 de los entrenudos, a partir del dpice
delaplanta.

Lamayoriadelos protocol os paralatransformacion
de papa publicados utilizan un sistema de dos pasos
con mediosde cultivo diferentes: uno paralainduccion
decallosy otro paralaformacion de brotes. Este sis-
tema ha resultado eficiente a partir de segmentos de
tallos [17, 18, 30, 31] y de hojas [32-34] en diferen-
tesvariedades de papa, apesar de emplearse diferentes
combinaciones hormonal esen algunos casos. Sin ember-
go, a utilizarlo en la transformacion de dos variedades
de papa Andina resultd ineficiente, y solo lograron una
mejor frecuencia de regeneracion en kanamicina (28 y
34%) a utilizar un solo medio de cultivo con Zeatina
y AIA [35].

Una combinacion de BAPy ANA, similar ala uti-
lizadaen el medio SC, también resulté ser efectivaen
lainduccion de callos a partir de segmentos de hojas
en unavariedad de papa Andina [32], pero serequirio
la combinacion de ANA, ZR (ribésido de zeatina) y
GA; paralaformacion de brotes. Sin embargo, en este
trabajo se utilizd solamente GA; en la formacion de
brotes y se obtuvo una frecuencia de regeneracion en
PPT superior (Tablal) alareportada paralavariedad
Andina (58%) en kanamicina[32]. Laadicion GAs en
el medio SB promovi6 € desarrollo y la elongacion
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de los brotes regenerados (Figuras 2D y 2E), lo cua

sucede también en otras variedades de papa[20, 36].

En cambio, Newell y colaboradores (1991) [30], quie-

nes utilizaron una combinacion hormonal similar a
la utilizada en este trabajo, en segmentos de tallos de
las variedades Désirée y Kennebec, lograron unafre-

cuencia de transformacion en kanamicina (13 'y 14%)

inferior alareportada en este estudio con PPT (68%)

(determinada por €l porcentaje de explantes que re-

generan brotes en PPT). El medio de regeneracion es

uno de los requerimientos masimportantes paralograr

una transformacién eficiente, por eso estos resulta-

dos coinciden con los de otros autores [ 15, 37] en que
existe unainteraccion entre el genotipo y el protocolo
de regeneracion utilizado.

En la mayoria de los segmentos internodales in-
festados, se observé unareducidaformacion de callos
sobre el medio SC con 2 mg/L de PPT (Figuras 2A 'y
2C). Al inicio de su desarrollo, en algunos explantes
estos callos eran muy pequefios y esféricos (simi-
lares a callos embriogénicos) (Figura 2B), y en otros
explantes se formaba una masa de callos compacta
de color verde (Figura 2C), de donde emergian los
brotes. A pesar de esta diferencia, en todos |os casos
se obtuvieron plantas normal es. En la variedad Russet
Burbank se obtuvieron callos similaresy ninguno de
los brotes analizados resultd ser una quimera [30].
Algunos autores afirman que las células de papa
cultivadas son muy sensiblesalavariacion somaclonal,
y que la disminucién de la proliferacién de callos
puedereducir esavariacion [17, 38]. Laformacion de
callosestarel acionadacon lametilacin deimportantes
genes que inducen la diferenciacion celular, lo cua
provoca una pérdida progresiva de la totipotenciay
la formacion de brotes aberrantes [39]. Estudios que
comparan genotipos transgénicos y no transgénicos
en segmentos de tallos de papa muestran que el pro-
ceso de transformacién tiene un efecto significativo
sobre laformacion de callos [40].

En los controles no transformados sin seleccion se
obtuvo el 100% de formacién de callos en un extremo
0 en ambos extremos de |os entrenudos, de los cuales
emergieron brotes después de 10 dias en e medio SB
de regeneracion, con una eficiencia de regeneracion
del 100% (se refiere a porcentaje de explantes que
regeneran) y con 7.15 brotes por explante (datos no
mostrados). A diferenciade esto, en el control negativo
no hubo formacioén de callos ni brotes en los explantes,
los cualestomaron unacoloracion parda, y su necrosis
total ocurrié 30 dias después de permanecer en un
medio SB con 2 mg/L de PPT.

En total, en este trabajo se obtuvieron 452 brotes
regenerados en presencia del herbicida (correspon-
diente a 3 experimentos) (Tabla 1), y se seleccioné un
grupo de 100 brotes (clones) para poner aenraizar en
un medio PP con claforan y PPT (2 mg/L). Después
de 7 diasbajo esa presion de seleccion, crecierony en-
raizaron 68 clones quedieron lugar aplantas normales,
con unaceficienciadetransformacion del 68% (serefiere
al porcentaje de plantas regeneradas que enraizaron en
2 mg/L de PPT). Los datos obtenidos muestran la
elevadaeficienciade este protocol o de transformacion
de tallos con seleccién directaen PPT, con respecto a
otros protocol os de transformacién de papa que em-
plean hojas como explantes [14, 33]. Por gjemplo, a
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Control - ClonT1 Clon T2

Clon T3 Clon T8

Figura 2. Regeneracién in vitro de plantas transgénicas de papa: crecimiento in vitro y seleccién en PPT.
A. Formacién de callos en segmentos internodales de tallos después de 15 dias en un medio SC con

claforén y 2 mg/L de PPT.

B, C, D y E. Formacién de brotes en un medio SB con 500 mg/L de claforan y 2 mg/L de PPT (By C: 20

dias y D y E: 30 y 40 dias).

F. Planta no transgénica enraizada en un medio PP con 2 mg/L de PPT (izquierda) y planta transgénica

enraizada en un medio PP sin seleccién (derecha).

G. Plantas transgénicas enraizadas en un medio PP con 100 mg/L de PPT; a la izquierda, el control no

transgénico.

transformar las variedades Bintjey Désirée (rege-
neracion en tres pasos), De Block (1998) [14] obtuvo
una eficiencia de transformacion del 30%, en un me-
dio de induccion de callos con 5y 10 mg/L de PPT
(esta eficiencia se midio por la formacién de callos
en presencia del compuesto activo). Cuando Barrell
y cols. (2002) [33] seleccionaron hojas directamente
en 10 mg/L de PPT, tampoco obtuvieron brotes. Estos
autores [14, 33] coinciden en que la fosfinotricina es
menos eficiente que la kanamicina como marcador de
seleccion en la papa (se refieren a la regeneracion de
brotes en PPT), lo cual difiere con los resultados del
presente estudio con la variedad Désirée.

De las 68 plantas o clones enraizados en 2 mg/L de
PPT, 15 clones (22%) enraizaron en 5 mg/L de PPT.
Hubo cuatro de estos clones (resistentesa5 mg/L) que

30. Newell C, Rozman R, Hinchee M,
Lawson E, Haley L, Sanders P, et al. Agro-
bacterium-mediated transformation of
Solanum tuberosum L. cv. Russet Burbank.
Plant Cell Reports (1991); 10(1): 30-34.

31. DucreuxL, Morris W, Taylor M, Millam
S. Agrobacterium-mediated transforma-
tion of Solanum phurej. Plant Cell Report
(2005); 24:10-4.

32. Banerjee A, Prat S, Hannapel A. Efficient
production of transgenic potato (Solanum
tuberosum L. sspandigena) plant viaAgro-
bacterium mediated transformation. Plant
Science (2006); 170:1732-8.

33. Barrell P, Shang Youngjin, Cooper P,
Conner A. Alternative selectable markers
for potato transformation using minimal
T-DNA vectors. Plant Cell, Tissue and
Organ Culture (2002); 70:61-8.

Tabla 1. Frecuencia de regeneracién de brotes a partir de segmentos de tallos seleccionados

en 2 mg/L de PPT

. Nomero de Numero de Numero de Total de brotes Numero de
Experimentos lant explantes con explantes con regenerados brotes/explantes
explantes callos (%) brotes (%) en PPT con brotes
I 60 60 (100) 50 (83.3) 145 2.9
I 60 60 (100) 36 (60) 156 4.3
n 50 40 (80) 39 (78) 151 3.8
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crecierony desarrollaron raicesmés répido que el resto,
los cuales se propagaron in vitro pararealizar un ensa
yo de sensibilidad aconcentraciones superioresde PPT.

Influencia del marcador de seleccion PPT
sobre la eficiencia de transformacion
Laaplicacion del ensayo visual del CR permitié hacer
una identificacion rapida de los tejidos transforma-
dos que expresan €l gen bar. Este ensayo se baso en
cambios de coloracion que ocurren en el medio de cul-
tivo. Cuando se prepar6 el medio JC con CR, se gjustd
el pH a6y se observé una coloracion roja, como se
muestraen lafigura3A. Al disminuir el pH, lacolora-
ciénrojadel medio con PPT cambid aun color amarillo
alrededor de los segmentos de hojas de plantas trans-
formadas. Todos | os clones eval uados fueron positivos
al ensayo. Esta coloracion amarilla fue progresando
hasta cubrir todo el medio, como se muestraen lafigu-
ra 3B. La acidificacion del medio es un indicador de
que las células estan fisiol6gicamente activas [41], ¥
se evidencio la expresion de la enzima PAT, la cua
destoxifico el PPT presente en el medio. Este cambio
de coloracién también ocurrid en el control positivo
(planta no transgénica) en e medio sin PPT (Figura
3D). Ademas, se observo que la coloracion amarilla
alrededor delos explantes transformados fue superior
a la observada arededor del control positivo. Esto
pudieradeberseal efecto estimulantequegerceel PPT
sobre el metabolismo de las células que portan €l gen
bar. No hay datos experimentales que fundamen-
ten este fendmeno. Sin embargo, varios autores han
reportado el efecto positivo que gjercen algunos com-
puestos con propiedades herbicidas (aconcentraciones
subletales) sobre la morfogénesis de ciertos tejidos
vegetales en diferentes cultivos[42, 43]. Por gjemplo,
se observé quelafosfinotricinaaconcentraciones entre
0.5mg/L y 1 mg/L estimulalaproduccion de embriones
sométicosdel cultivodelauval44]. A esteherbicidale
fue atribuido un efecto similar alas citoquininas en el
cultivo detejidosdel arroz [45, 46], y ademés estimul 6
la diferenciacion de brotes y la subsiguiente regene-
racion de plantas en Antirrihium majus L. [47].
Kramer y colaboradores (1993) sefialaron que es
importante no demorar mas de 72 horas en la evalua-
cion de este ensayo, paraevitar asi latoxicidad del CR
sobreloscallos. Espor eso quelo consideran un método
no destructivo [23, 48]. Este tipo de ensayo permitié
analizar en poco tiempo un nimero el evado de plantas
transgeénicas de maiz que portaban e gen bar [48].
Las hojas que no resistieron los niveles de PPT pre-
sentes en el medio, aumentaron los valores de pH por
encima de 6 (producto de la acumulacion de amonio),
lo que reforzo d color del medio de cultivo de rojo a
rojo-violeta (Figura 3C). En este caso solo estuvieron
las hojas provenientes de plantas no transformadas,
gue constituyeron € control negativo. La naturaleza
no transgénica del control negativo se confirmd, ade-
més, por PCR, como se muestraen lafigura 4.
Paralelamente, se analizaron por PCR las 68 plantas
enraizadasen 2 mg/L de PPT, y €l 98% de€éllasresultd
positivo mediante la amplificacion de una banda de
aproximadamente 402 pb, correspondiente al genbar,
lo cual demostro lapresenciade este gen en lasplantas
de papa transformadas (Figura 4). La mayoria de los
clones enraizados en 2 mg/L de PPT fueron positivos
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Figura 3. Ensayo biolégico del Clorofenol Rojo (CR).

A. Control inicial de la coloracién del medio JC con CR.

B. Explantes de planta transgénica en seleccién con PPT

(5 mg/L).

C. Explantes de planta no transgénica en seleccién con PPT
(5 mg/L), usados como control negativo.

D. Explantes de planta no transgénica usados como control
positivo.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 4. Productos de la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) a partir de ADN genémico de plantas de papa Désirée.
Amplificacién de la banda de 402 pb correspondiente al gen
bar con los oligonucleétidos especificos. Visualizacién en un gel
de agarosa al 0.8%.

Linea 1. Corresponde al pldsmido pCAMBIA 3300 usado como
control positivo.

Linea 2. Corresponde al marcador de peso molecular

| EcoRTHindlll.

Lineas 3 a 10. Corresponden al ADN extraido de plantas
enraizadas en un medio PP con 2 mg/L de PPT.

Linea 11. Corresponde al ADN extraido de una planta no
transformada, usada como control negativo.

Linea 12. Corresponde a la mezcla de PCR sin ADN.

por PCR, y 15 de€llosenraizaron en unaconcentracion
de 5 mg/L de PPT. Delos clonesresistentesa’5 mg/L
dePPT, se seleccionaron |os4 clones que crecieron mas
répido en esa concentracion, para realizar un ensayo
de sensibilidad aaltas concentraciones de PPT en con-
diciones in vitro.

Como resultado, las 32 plantas transgénicas eva-
luadas (8 plantas/clon) desarrollaron raices en todas
las concentraciones de PPT probadas, similar al con-
trol transgénico sin seleccién (Figura 2F); aunque €l
crecimiento de estas raices fue més abundante en los
clones T3y T8 (Figura 2G).

Después de 30 dias en €l medio PP con seleccidn,
tres de los clones evaluados tuvieron un crecimiento
normal hasta la concentracién de 500 mg/L; con ex-
cepcién del clon T1, e cual no resistio la maxima
concentracion probada (Figura 5). El crecimiento
normal de estos clones se evidenci6 en € color verde
oscuro de sus hojas (Figura 2G), las cuales eran de
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tamafio y forma similar alaréplica transgénica en un
medio sin seleccion (Figurab); asi como enlaaturaal-
canzada por las plantas. Esto demuestralaresistencia
de las plantas transgénicas a la PPT y confirma el

evento de transformacion. Lamayoriade estos clones
resistentes alcanz6 unaalturasuperior a control réplica
sin seleccion, hasta la concentracion de 100 mg/L de
PPT (Figura5).

Lamayoriade estos clonesresistentes al canzé una
altura superior a control réplica sin seleccion, hasta
la concentracion de 100 mg/L de PPT (Figura5). La
elevadaresistenciaa PPT (hasta 500 mg/L) observada
en el enraizamiento de estos clones, es superior ala
reportada por otros autores en clones transgénicos de
lavariedad de papa Mantiqueira (10 mg/L) [15]. Y es
superior también a la resistencia a fosfinotricina re-
portadapor De Block (1988) [14], en hojas de plantas
transgénicas delavariedad Désirée queformaron calos
en 50 mg/L de PPT.

Resistencia de las plantas transgénicas
al herbicida comercial Finale® en condiciones
de casas verdes

Finalmente se transfirieron a casas verdes 80 plantas
transgénicas (8 plantas/clon) que expresan e gen bar
bajo el promotor 35Sy 20 plantasdel control no trans-
génico. Estas fueron asperjadas con Finale® a una
concentracion de 2.5 L/ha, equivaentealadosisque se
utilizaen campo parad control de malezas. Todas las
plantas transgénicasfueron resistentes a herbicida (Fi-
gurab). Las plantas no transgéni cas mostraron sintomas
declorosisalos 2 o 3 dias, y murieron 7 dias después
delaaplicacion, adiferenciadelas plantastransgénicas
gue mantuvieron siempre su coloracion verde (Figu-
ra 6). Resultados similares se observaron en plantas
transgénicas de la variedad Mantiqueira que portan €l
gen bar [15], obtenidasapartir de hojas. Aunque estas
plantas mostraron sintomas de clorosis en los primeros
dias de la aplicacion, recuperaron su coloracién verde
una semana después.

Conclusiones

Los resultados de este trabajo han permitido la op-
timi zacion de unametodol ogia sencillay reproducible
paralatransformacion genética de segmentos detallos
de papa de lavariedad Désirée. Se logro una frecuen-
ciade regeneracion de brotes que alcanzé el 83.3% en
presenciade 2 mg/L de PPT, y una€ficienciade trans-
ormacion del 68%. Esta metodologiacon PPT tienela
ventagja de que la regeneracion ocurre en poco tiempo
(alrededor de 6 semanas), lo quefavorece el desarrollo
de plantas normales. Se evidenci6 unaatacorrelacion
entrelos clones seleccionadosen 5 mg/L de PPT y po-
sitivosal ensayo de CR, conlosresultadosdelaPCR.
Ademés, hubo una elevadaresistenciaalaPPT (hasta
500 mg/L) sin que se afectarael crecimientoy desarro-
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Figura 5. Altura alcanzada por las plantas de papa en un medio de propagacién (PP) con diferentes
concentraciones de PPT. Las columnas representan los clones transgénicos evaluados (T1, T2, T3y T8) y

el control no transgénico (C). Por cada clon se evaluaron 8 plantas.

Figura 6. Plantas transgénicas (izquierda) y no transgénicas
(derecha) en casas verdes, una semana después de haber sido
asperjadas con una dosis de 2.5 L/ha del herbicida Finale®.

lloinvitro de esas plantas. En laliteratura consultada
no se reportan resultados de estudios con cultivos
transgénicos que portan €l genbar y quefuerontrans-
formados mediante Agrobacterium tumefaciens que
muestren estos niveles deresistenciainvitroalaPPT.
La resistencia a herbicida se demostré también en
casas verdes, donde las plantas transgénicas se as-
perjaron con 2.5 L/ha de Finale® y mantuvieron su
coloracién verde. Todos estos resultados avalan las
ventajas de utilizar segmentos de tallos de papa para
obtener plantas resistentes a altas concentraciones
del herbicida. Es importante sefialar que en estos
clones de papa resistentes a herbicida Finale® no se
observaron aberraciones fenotipicas asociadas con €
proceso de transformacion.
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