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I. RESUMEN

El objetivo de este trabajo fué el establecimiento de un protocolo eficiente de regeneracién y
transformacién genética de frijol (Phaseolus vulgaris L.) cv. negro Jamapa mediante
Agrobacterium tumefaciens. Para ello, se desarroll6 un método de regeneracion de frijol, via
organogénesis directa, a partir de nodos cotiledonares, con una eficiencia del 80%.

Para la obtencién de un protocolo acoplado de regeneracidn-transformacion en frijol se
transformaron nodos cotiledonares via co-cultivo con A. tumefaciens plasmido pBI121 (npti-
uidA). La seleccion de brotes transgénicos se realizé en kanamicina 200 mg/l adicionada al medio
de induccién de brotes. Se observo que el 80% de explantes formaron brotes en kanamicina pero
solo un 20% de estos se desarrolld. Estos brotes resistentes a kanamicina fueron denominados
KmR. Se analizé la presencia de los transgenes en estos brotes por PCR. Los resultados indican Ia
integracion del gen npt!I en el 60% de los brotes y en un 30% la integracion de los dos genes
(nptil-uid4). El analisis tipo Southern de los brotes transgénicos con presencia de npt/l-uidA,
muestra una sola copia de los transgenes al utilizar la regién 35S5-uidd como sonda.
Adicionalmente, se observa la actividad de B-glucuronidasa indicando la expresion del gen
reportero widA.

La generacién de raices en brotes transgénicos no es eficiente en comparacién con los brotes
normales, este es el principal motivo por el que no se ha logrado obtener plantas transgénicas
adultas en la serie PVLB que tiene porcentajes de transformacién u obtencidén de brotes
transgénicos eficiente (30%).

El protocolo mostrado en este trabajo gener6 dos plantas transgénicas regeneradas completas con el
gen nptll de la serie PVEH, al analizar la progenie de estas plantas se mostrd por amplificacion del
gen nptII (PCR) que este transgen se transmite a la T . Estas plantas transgénicas de frijol son los

primeros organismos transgénicos del cultivar.



II. INTRODUCCION

En los ultimos afios, la investigacion en el 4rea de la biologia vegetal, ha implementado
diversas herramientas para el desarrollo de estudios méas completos y especificos que permiten un
conocimiento mas profundo sobre los sistemas vegetales. Se han utilizado metodologias de cultivo
de tejidos vegetales y de ingenieria genética que han permitido el desarrollo acelerado de la
investigacién basica en biologia vegetal y han contribuido en el aprovechamiento y manejo de
especies econdmicamente importantes ademés de las especies silvestres de importancia ecolégica.
Esta serie de metodologias han posibilitado la manipulacién de organismos vegetales con ¢l
propésito de obtener variedades con diversos atributos de interés o bien en el estudio de la

regulacion genética de dichos organismos.

2.1 Cultivo de tejidos in vitro y regeneracion

El cultivo de tejidos vegetales, puede definirse como el conjunto de técnicas que permiten la
multiplicacion in vitro de células vegetales, bajo condiciones relativamente controladas como
temperatura, humedad, nutrimentos, pH, fotoperiodo, intensidad luminosa, asepsia, entre otras
(Arellano, 1995).

El principio de las técnicas de cultivo de tejidos vegetales, se basa en el concepto de
totipotencialidad de las células vegetales. Es decir, de la capacidad para desarrollarse en un
organismo completo generalmente de células somaticas si se les provee de las condiciones externas
apropiadas, dando lugar a un organismo exactamente igual al del que proviene (Villalobos y
Thorpe, 1991).

El cultivo de tejidos consiste en cultivar asépticamente diferentes explantes constituidos por
fracciones de tejido u 6rgano que se extraen de la planta. La micropropagaciéon presenta
importantes ventajas con respecto a los sistemas convencionales; entre otras se pueden mencionar:
Un incremento acelerado del niimero de plantas derivadas por genotipo, reduccién enel tiempo de
multiplicacion, control sobre sanidad del material que se propaga y la posibilidad de multiplicar
rapidamente una variedad de la cual s6lo existan pocos individuos (Villalobos y Thorpe, 1991).

Existen factores que influyen en la propagacion y regeneracion de plantas. Entre estos se
encuentra el estado fisiolégico y de diferenciacion de los organos de la planta que da el explante, ya

que esto influye en su capacidad morfogenética.



En los tltimos afios, el cultivo de tejidos vegetales ha cobrado mayor interés debido a sus
expectativas para el uso biotecnolégico. Existen diversas estrategias para el cultivo in vitro de las
especies vegetales y que satisfacen diferentes finalidades, como propagacién y obtencion de
metabolitos secundarios de interés, entre otras.

Entre las herramientas de cultivo de tejidos estan: cultivo de meristemos, organogénesis
directa e indirecta y embriogénesis somatica como las mas frecuentemente usadas (Krikorian,
1991). Sin embargo, existen otros tipos de cultivo para diversas aplicaciones. El cultivo de
meristemos ha utilizado puntas de brotes y meristemos de muchas plantas para obtener, mantener
y multiplicar ¢l material genético. Este método ha sido bueno para una rapida multiplicacion clonal

y en Ja obtencién de plantas libres de virus y patégenos en general (Krikorian, 1991).

En los cultivos de callos se induce una proliferacién celular a partir de explantes tomados de
varios 6rganos de la planta para la formacién de brotes y raices (organogenésis indirecta). La
organogénesis indirecta implica un método de estimulacién del desarrollo de érganos a partir de
callos. Existen evidencias que sugieren que en la formacién de callos se genera inestabilidad y
variacién genética, por lo que esta via de regeneracion se recomienda para fomentar la variacion

somaclonal.

Se conocen sistemas mediante los cuales se pueden formar brotes directamente de la planta
sin la formacion de callo, este proceso es denominado organogenésis directa. Un ejemplo claro de
propagacién por organogenésis directa, es el de la violeta africana (Saintpaulia sp.), a partir de

explantes del peciolo o de la base foliar.

El uso de los cultivos de células en suspensién mostrd ser ventajoso para la formacion de
embriones somaticos capaces de desarrollarse hasta planta. Este proceso se denomind
embriogénesis somatica. La embriogénesis somética permite producir una poblacion de plantas con

las caracteristicas de la planta original de la cual deriva el explante.

En general, el cultivo de tejidos vegetales es una herramienta que se ha utilizado en los
estudios de regeneracién y propagacion de diversas especics. Estas técnicas han permitido la
manipulacién genética in vitro y su propagacién con el uso de reguladores de crecimiento vegetal u
hormonas vegetales (auxinas, citocininas y giberelinas) y de la variacién de los componentes del
medio de cultivo in vitro. Los reguladores de crecimiento vegetal, conocidos como fitohormonas,



se definen como compuestos organicos distintos de los nutrimentos, que en pequefias cantidades
estimulan, inhiben o modifican de algin modo los procesos fisioldgicos en las plantas (Alvarez,
1981). Estos son utilizados a diferentes concentraciones para inducir respuestas diversas en los
tejidos al ser cultivados in vitro. La aplicacién exdgena de los reguladores de crecimiento influye en
la sintesis de metabolitos secundarios, diferenciacién y morfogenésis, por lo que permiten la
organogénesis, regeneracioén y micropropagacion in vitro de plantas, a partir del explante.

En general un proceso de regeneracion consiste en encontrar las condiciones del explante y
reguladores de crecimiento para poder desarrollar una desdiferenciacion del tejido y obtener,
debido a la totipotencialidad célular, 1a regeneracion de una planta a partir de una o un grupo de
células. Las nuevas plantas presentaran las mismas caracteristicas que la planta madre como una
clona de esta. De esta manera, los reguladores de crecimiento vegetal han ayudado a entender mejor

el control del desarrollo y metabolismo de las plantas.

Adicionalmente, la capacidad de transferir DNA exdgeno en plantas, ha permitido el estudio
de diversos procesos a nivel fisiologico, bioquimico y genético. Esto ha generado una serie de
alternativas para el mejoramiento de cultivos, integrando metodologias del cultivo de tejidos
vegetales y de ingenierfa genética. Con ello ha sido posible regenerar plantas fértiles que contienen
informacion genética adicional (plantas transgénicas o transformadas) que les confiere capacidades

o caracteristicas de importancia agricola, ecologica o biotecnologica.

2.1.1 Regeneracion en Phaseolus vulgaris

El interés biolégico y econémico de las leguminosas es muy diverso; sobresale su
importancia alimentaria y su capacidad para asociarse simbidticamente a organismos fijadores de
nitrégeno. Por dicha importancia, las leguminosas son modelos de estudio, en donde se busca
establecer los procesos de regeneracion y transformacién para la obtencion de plantas transgénicas

y en consecuencia el estudio in planta de genes homologos.

El frijol es uno de los cultivares de mayor importancia alimentaria, cultural y ecénomica en
nuestro pafs. Mas de una tercera parte de la produccién mundial de frijol proviene de América
Latina, donde este cultivo es basico en la dieta alimentaria y constituye una de las principales
fuentes de proteinas para los sectores rural y urbano de bajos ingresos (Diaz, 1993).

Debido a la importancia antes mencionada del frijol, y a que existen varios factores que



disminuyen su productividad, diversos investigadores han tratado de estudiar sistemas y
mecanismos que conlleven a su mejoramiento, resistencia ante sus diversos patogenos y ante el
estrés (sequia, altas salinidades, entre otros.). A través de varios estudios se ha tratado de
encontrar la forma més adecuada de llegar a dicho fin por lo que se han empleando nuevas técnicas
de cultivo de tejidos e ingenieria génetica, y se han abierto una gama de nuevas alternativas para su

estudio y con ello su mejoramiento como cultivar (Diego-Garcia, 1996).

Aungque se han empleado diversos reguladores de crecimiento vegetal como las auxinas, se
ha observado que las citocininas estén relacionadas con la regeneracién, proliferacion de brotes,
divisién celular, crecimiento y desarrollo en los tejidos vegetales.

Previamente se habia observado que en leguminosas es dificil la regeneracién de plantas a partir de
callo; sin embargo, para especies como soya (Barwale et al., 1986; Ghazi et al., 1986), chicharo
(Kysely et al., 1987) y alfalfa, se cuenta con procesos de regeneracion. Particularmente, el uso de
benzil aminopurina (BAP) se ha ligado a la induccidn de la regeneracion en leguminosas. Algunos
trabajos mencionan que el uso de BAP induce la proliferacién e incrementa el nimero de brotes
(Xiu-Qing y Demarly, 1996). En algunas leguminosas, como lenteja, se ha utilizado BAP en la
regeneracion de brotes multiples en concentraciones de 2.25 a 0.225 mg/l. Existen reportes previos
sobre protocolos de regeneracién de frijol que incluyen cultivo de meristemos (Kartha et al.,
1981), regeneracion de peciolo y hoja (Malik y Saxena, 1991), explantes cotiledonares (Mohamed
et al., 1991) o cultivo de ejes embrionarios (Mohamed et al., 1992) y organogénesis directa a partir
de nodos en presencia (Franklin ef a/., 1991) o ausencia de meristemos axilares (McClean y
Grafton, 1989; Mohamed et al., 1992b). También se ha reportado la regeneracién a partir de callos
derivados de pedicelo (Mohamed ef al., 1993). Estos trabajos mencionan el uso de BAP en la
induccién de brotes; sin embargo, hasta la fecha no se ha obtenido un protocolo que permita el uso

de las variables y permita la regeneracion eficiente y reproducible.

El frijol Phaseolus vulgaris es una de las especies econémicamente mas importante en
México; sin embargo, se ha reportado como una especie recalcitrante a la regeneracion ya que no ha
sido posible obtener un método de generacién de brotes de plantas (explantes) in vitro . Establecer
este proceso ha sido el principal impedimento para la obtencién de plantas transformadas de frijol,
ya que se tienen datos sobre la susceptibilidad del frijol al proceso de transformacion via

Agrobacterium tumefaciens, A. rhizogenes y bombardeo con microparticulas.



2.2 Ingenieria genética vegetal

La transformacién genética de plantas se ha ilevado a cabo principalmente con dos
finalidades necesariamente complementarias: conferir una nueva caracteristica a una especie.
econémicamente importante (mejoramiento genético), y estudiar la expresion y regulacion de
genes. Bajo esta finalidad, las técnicas de transferencia de genes se han diversificado dando lugar a
diversas metodologias; entre ellas, una de las més utilizadas se basa en el sistema del plasmido Ti

de A. tumefaciens.

El sistema basado en A.t umefaciens fué el primero en establecerse gracias al uso de un
patdgeno natural como vehiculo de transformacién de plantas superiores (Herrera ef al., 1983).
A. tumefaciens es una bacteria Gram-, microorganismo del suelo causante de la enfermedad
conocida como “agalla de la corona”. Esta enfermedad se caracteriza por un fenotipo tumoroso y es
particular de las plantas dicotiledéneas (Dessaux et al., 1992). A. tumefaciens posee un
megapldsmido (Ti, de~200 kb inductor de tumores), que contiene genes que le confieren la
capacidad de transferir DNA bacteriano a la célula vegetal (Sheng y Citovsky, 1996). Se han
generado diversos vectores derivados del plasmido Ti en los que se deletaron genes productores de
tumores y en su lugar se han introducido marcadores que permiten reconocer y seleccionar plantas
transgénicas, como es el caso de los que codifican resistencia a kanamicina (neomicina

fosfotransferasa o NPTII) y la expresion de actividades reporteras como B-glucuronidasa (GUS)

(Jefferson et al., 1987). Durante la infeccién de A. tumefaciens, un segmento de ADN es
transferido de la bacteria a la planta. Esta regién denominada ADN-T (ADN de transferencia) y se
caracteriza por tener en sus extremos 25 pares de bases (pb) directas repetidas (Zupan y
Zambryski, 1995). E1 ADN-T en su secuencia codifica las enzimas para la sintesis de reguladores
de crecimiento vegetal tipo auxinas y citocininas que determinan el fenotipo tumoroso de los tejidos
vegetales transformados. El procesamiento y transferencia del ADN-T se induce por los productos
de los genes vir (virulencia), los cuales residen en el plasmido Ti y median la transferencia del
ADN-T (Fig. 1). Adicionalmente se lleva a cabo la sintesis de compuestos bacterianos Hamados
opinas, que sirven como fuente de carbono y nitrgeno para Agrobacterium y le permiten su
sobrevivencia durante su vida libre (Dessaux et al., 1992). En la actualidad se sabe bastante sobre
el reconocimiento inicial de compuestos fendlicos que desencadenan la expresion de genes vir y
sobre el mecanismo para la transferencia de la hebra del ADN-T a la célula vegetal como cadena
sencilla. Sin embargo, atn hay algunas interrogantes sobre lo que pasa durante la integracién de la
hebra del ADN-T en el ADN vegetal. )



La Figura 1 resume la mayoria de las reacciones involucradas en el transporte del T-ADN.
Primero se lleva a cabo la unién de Agrobacterium a los receptores de la superficie celular vegetal.
Existen componentes que residen en e] cromosoma de Agrobacterium y pertenecen a loci de

. virulencia cromosomales, chvd, chvB, pscA y ait requeridos para la sintesis de polisacaridos

extracelulares y celulosa, los cuales intervienen en la unién de Agrobacterium a los receptores
superficiales de la célula huesped. Posteriormente se lleva a cabo el reconocimiento de las sefiales
moleculares de la célula vegetal por el sistema de dos componentes VirA/VirG de la bacteria, estas
sefiales moleculares de la planta son compuestos de tipo fendlicos que son detectados por el
sistema de dos componentes mencionado. Con la deteccion de estos 'compuestos, se lleva a cabo la
activacion de los genes bacterianos vir después de la fosforilacion del activador transcripcional
(VirG) y estos actuan en trans para transferir el ADN-T. Posteriormente se lleva a cabo la
produccion de la cadena T de ADN transferible como cadena sencilla, por medio del corte en los
bordes del ADN-T donde se involucran las proteinas VirD1, D2 y C1 (D3). La formacién del
complejo T se lleva a cabo cuando las proteinas VirE2 se unen a la cadena sencilla de ADN; se
forma un canal transmembranal donde intervienen proteinas VirB y se exporta el complejo T al
citoplasma de la célula vegetal donde finalmete este complejo es transportado a la célula vegetal. La

* importacién del complejo T al niicleo al parecer se lleva acabo por moleculas que reconocen el

complejo y lo guian a través del poro nuclear, posteriormente se lleva a cabo la integracion del
ADN-T al genoma vegetal (Sheng y Cytovski, 1996). '

2.3 Transformacién genética de frijol
A partir del sitema de Agrobacterium se han generado diversas versiones del vector
molecular para la obtencién de plantas transgénicas en leguminosas. Esta disponibilidad de

vectores nos permitié pensar en la transformacién de frijol bajo esta via.

Estudios relacionados con leguminosas indican la susceptibilidad de transformacion en
explantes cotiledonares de soya y en tallos de alfalfa mediante Agrobacterium (Franklin et al.,
1991). Otras leguminosas como Lotus japonicus han sido transformadas usando cepas desarmadas
de Agrobacterium inoculando cotiledones y obteniendo espontineamente brotes transformados
(Oger et al., 1996). Adicionalmente, se ha reportado la transformacién de Medicago truncatula que
también involucra el empleo de Agrobacterium utilizando regeneracién via embriogénesis somatica

y de manera interesante, cotiledones para la obtencién de plantas trangenicas via organogénesis



directa (Trieu y Harrison, 1996). Se ha reportado también la susceptibilidad de Phaseolus
acutifolius 'y la obtencion de plantas regeneradas completas a partir de callos competentes (Dillen ez
al., 1997). Recientemente Zambre et al., (1998), reportan que los explantes cotiledonares
presentan mejores resultados con respecto a otros explantes para una posible regeneracion de
brotes, ademas de reportes hechos en leguminosas como Cajanus cajan sobre la formacion de
brotes multiples a partir de nodos cotiledonares (Prakash et al., 1994)).
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Figura 1. Interacciones Agrobacterium-célula vegetal. Este diagrama resume la
mayoria de las reacciones involucradas en el transporte del T-ADN. 1, unién de
Agrobacterium a los receptores de la superficie celular vegetal; 2, reconocimiento
de las sefiales moleculares de la célula vegetal por el sistema de dos componentes
VirA/VirG; 3, activacion de los genes bacterianos vir; 4, produccién de la cadena
T transferible; 5, formacién del complejo T y su transporte a la célula vegetal; 6,
importaciéon del complejo T al nicleo; 7, integracién del T-ADN. IM, membrana
bacteriana interna; NPC, complejo del poro nuclear; OM, membrana bacteriana
externa; PP, periplasma bacteriano (tomado de Sheng y Cytovski, 1996).



Existen trabajos que refieren la susceptibilidad del frijol a la infeccién y transformacién
mediante Agrobacterium (McClean et aj., 1991), asi como la integracién estable y expresion de
nptll en callos después de haber sido co-cultivados con 4. rumefaciens cepa EHA101(Franklin et
al., 1993). Previamente, McClean et al., (1991) habia observado la susceptibilidad de tejido
cotiledonar de frijol a la infeccién por Agrobacterium. Mariotti et al., (1989) intentd transformar
frijol con la cepa LBA4404 (Bevan, 1984) utilizando explantes de tallo, con lo que obtuvo algunas
plantulas que fueron resistentes a kanamicina y dieron actividad de GUS; sin embargo, no se
menciona la eficiencia en la transformacién ni reproducibilidad del proceso. Recientemente, se han
utilizado otras cepas como la A281, ademas de EHA101 en donde se observa la susceptibilidad de
diferentes variedades de frijol a la infeccién de Agrobacterium. Los mejores resultados se observan
en los cultivares Admires, Hinds Morona, Tendergreen y Wachs Beste von Allen, obteniéndose
callo transgénico pero no brotes (Nagl et al., 1997). Por lo anterior se puede considerar que la
transformacién genética del frijol es un proceso viable; sin embargo, la obtencién de plantas
transgénicas enfrenta como principal impedimento, un protocolo de regeneracion confiable y

eficiente.

En general, las técnicas y metodologias anteriores apuntan al uso de formacién de brotes
multiples alrededor de meristemos pre-existentes para proveer de sistemas ideales para la

transformacién y multiplicacién de leguminosas (Nagl et al., 1997).

Por otro lado, en la familia de las leguminosas, las plantas transgénicas generadas por otros
métodos de transferencia de ADN, como el método de bombardeo con microparticulas incluyen
frijol francés y soya, aunque la frecuencia de transformacion es baja y usualmente genera plantas

quiméricas (Whunw y Minamikawa, 1996).

En frijol se ha reportado la transformacién mediante la técnica de bombardeo; sin embargo,
esta metodologia sélo permite obtener un niimero limitado de plantas (aproximadamente 0.5%).
Algo interesante de este reporte es el empleo temporal de BAP a concentraciones de 2.6 mg/] para
estimular la formacion de brotes y posteriormente {0.34 mg/l) para la induccién de la regeneracion
en el meristemo. Estas plantas regeneradas contienen el gen bar que les confiere resistencia al
herbicida Basta (Russell et al., 1993).



Los protocolos de regeneracién mencionados anteriormente no han sido eficientes para el
frijol y en particular, en P.vulgaris L. cv. negro Jamapa. Usando la informacién referida a
leguminosas y a frijol, asi como los estudios de transformacién mediante Agrobacterium, se
plante6 una serie de experimentos que hicieran factible la regeneracidn-transformacién de frijol. En
este trabajo reportamos un protocolo eficiente de regeneracion de frijol y su transformacion

genética empleando A. fumefaciens.



III. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general
Establecer un protocolo de regeneracidn in vitro de plantas de frijol, que integre el sistema de

transformacién genética via Agrobacterium tumefaciens.

3.2 Objetivos especificos

1. Elaboracién de un protocolo de regeneracién eficiente para Phaseolus vulgaris.

2. Integracién del sistema de transformacion genética de P. vulgaris mediante A. tumefaciens al
protocolo de regeneracion.

3. Obtencién de brotes KmR que expresen de manera estable la actividad de neomicina
fosfotransferasa (NPTII) y B-glucuronidasa.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Preparaciéon de medios de cultivo

Los medios utilizados fuecron medio de formulacién Murashige y Skoog (1962)
suplementado con vitaminas de medio Gamborg (MS/B5) de Sigma Company M-0404,
adicionando reguladores de crecimiento vegetal y sacarosa dependiendo del tipo de medio.

La germinacién de semillas se llevo a cabo en medio MS/BS a [a mitad de su concentracion
normal, adicionando 10 gr/l de sacarosa, agar 8% y pH 5.7. Este medio de germinacion fué
denominado medio S. Medio inductor de brotes (MIB): MS/BS5 suplementade con 5 mg/l de BAP,
30 gr/l sacarosa, agar 8% y pH 5.7; Medio para desarrollo de brotes (MDB): MS/BS5 suplementado
50 gr/l sacarosa, agar 8% y pH 5.7, Medio para formaci6n de raices en brotes normales (MIR):
MS/BS5, 50 gr/l sacarosa, agar 8% y pH 5.7.

Para la seleccion de brotes transgénicos se adicionaron al medio MIB 200 mg/l kamanicina
(Km) y 50 mg/l ficarcilina (Tic). Posteriormente el medio MIR sélo incluy6 el uso de Tic en la

misma concentracion para la eliminacion de Agrobacterium.

Las cepas de Agrobacterium tumefaciens se crecieron en medio Luria (LB) suplementado
con 50 mg/l de Km y 50 mg/1 de rifampicina a 27°C.

4.2 Germinacién de semillas in vitro

Las semillas fueron desinfectadas superficialmente con extran al 100% durante un minuto;
posteriormente se eliming el extran y se adiciond etanol al 70% durante un minuto, se elimino el
etanol y se agregd cloro comercial al 10% durante 10 minutos, finalmente se realizaron lavados con
agua estéril durante tres ocasiones para enjuagar restos de cloro. Las semillas fueron colocadas en
medio S. Se colocaron 5 semillas en cada frasco Gerber y se crecieron en fotoperiodo 16 horas luz/
8 horas obscuridad, a 25°C durante 10 dias para ]a obtencién de los explantes.

4.3 Obtencion de brotes
Para la obtencién de brotes se probd el efecto de los reguladores de crecimiento vegetal,

evaluando particularmente el efecto de citocininas en la capacidad organogénica de apices y nodos
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cotiledonares de 10 dias de edad. Se realizaron 2 experimentos pilotos relacionados con lo anterior,
utilizando el disefio de barridos hormonales, que consistié en incubar los explantes en diferentes

concentraciones y combinaciones de reguladores de crecimiento.

En ¢l experimento I se emplearon auxinas; Acido indolacético (AJA) y Picloram (PIC), asi
como citocininas; Benzilaminopurina (BAP) y Kinetina (KIN) en concentraciones de 0, 0.1, 0.5,
1, 2.5, 5y 10 mg/l, con sus repectivas combinaciones de auxinas/citocininas (Tabla 1). Se
utilizaron un total de 36 concentraciones diferentes en tres repeticiones, con un total de 30
explantes por tratamiento. Se colocaron en condiciones de 16 horas luz y 8 obscuridad a 25°C.

El experimento II incluyé el uso exclusivo de citocininas (BAP y KIN) en concentraciones
de 5-20 mg/l, incluyendo intervalos de concentracién de 2 mg. Los explantes se incubaron en las

condiciones ya mencionadas.

Tabla 1. Experimento I, uso de auxinas-citocininas para la obtencion de brotes
(mg/1).1-36 indican ¢l nimero de tratamiento designado para cada mezcla con una
distinta concentracién de auxina y citocinina.

auxinas 0.0 0.5 1.0 2.5 5.0 —_10.0
citocininas

0.0 1 2 3 4 5 6
0.1 7 8 9 10 11 12
1.0 13 14 15 ] 17 18
2.5 19 20 21 22 23 24
5.0 25 26 27 28 29 30
10 31 32 33 34 35 36

4.4 Enraizamiento de brotes

Basicamente se manejaron tres variables: concentraciones de auxinas, sacarosa y
nutrimentos (Tabla 2). Se utilizé el medio MIR sin ningun problema para el enraizamiento de
brotes normales. Para el enraizamineto de brotes transgénicos, se emplearon adicionalmente
enraizadores comerciales conteniendo zcido indolbutirico (IBA) denominado RADIX. Ademés de
ias variantes empleadas en la Tabla 2, los medios incluyeron Acido naftalenacético (ANA), AlAy

KIN.
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Tabla 2. Variables manejadas en medios para la obtencién de raices en brotes
transgénicos.

MEDIO MEDIO MS W_A-Nx_ AlA =IBA RAD=1X_ KIN SACAROSA
PROBADO MES/B5
1 * 0.1 mg 10 mg 30¢g
2 * 0.1 mg 0g
3 * 30g f
4 * l0g
5 ¥ 10 mg g
6 *[1/2] . 30g
7 * 50g
8 * 1 mg 30g
9 * I mg 30¢g
10 * 1 uM 30g
1 * ' 1 mg 30g
12 * 1l mg 0g

*Tipo de medio empleado; *[1/2] medio utilizado a [a mitad de su concentracion normal.

4.5 Analisis histologico

Se obtuvieron muestras de los explantes durante 20 dias después de la induccién de brotes
partiendo del tiempo=0. Las muestras fueron fijadas en una solucién de 2% paraformaldehido,
0.5% glutaraldehido y 0.1 M de buffer Sorensen (Fosfato de sodio dibasico 0.03M y fosfato de
potasio monobasico 0.06M, pH5.6). Las muestras se fijaron en agitacién a temperatura ambiente

durante 4 horas y posteriormente se guardaron a 4°C.

Las muestras se procesaron realizando lavados con buffer Sorensen y posteriormente se
realizaron varios periodos de deshidratacién con series graduales de etanol de 10% a 100% durante
15 minutos en cada concentracién. La inclusion se realizé en parafina y los cortes fueron hechos

con un microtomo a 10 pm. La tincién de los cortes se realizo con azul de toluidina.
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4,6 Transformacién genética de frijol (via co-cultivo con A. rumefaciens)

Para llevar a cabo las pruebas de transformacién genética de frijol se probd la técnica de
transformacion por co-cultivo via A. tumefaciens. Esta metodologia implicd diversos periodos de
incubacién de Agrobacterium en presencia del explante (6, 18, 12 y 24 hrs), para adecuar las
metodoldgias propuestas por Horsch ef al. (1985) y Guevara-Garcia (1992). Inicialmente se
utilizaron 3 cepas y se evalud con ello la eficiencia de transformacién en base a la cepa y al tipo de
explante. Las cepas utilizadas para las pruebas de transformacién genética fueron: LBA 4404, EHA
105 y A281 con el vector binario pBI121(Bevan, 1984; Jefferson ez al., 1987; Hood et al., 1993).
El plasmido pBI121 presenta al gen los genes nptll que codifica para neomicina fosfotransferasa

como marcador y iud4 codifica B-glucuronidasa como reportero (Fig. 2). Después de la infeccidn

de Agrobacterium los explantes se colocaron en el medio MIB con kanamicina 200 mg/l.

H

nos-p

nptlI 794 pb - nos-t HCaMV3sS uid4 1808 pb [ nos-t

™ o

785 pb 1199 pb

Figura 2. Esquema representativo del ADN-T del plismido pBI121 con el
fragmento E-H de 3kb (Jefferson et al, 1987). H, sitio de restriccién HindIIl; E,
sitio de restriccién EcoRI; nos-p, promotor de nopalina sintasa; nprll, gen de
neomicina fosfotransferasa; nos-t, sitio de poliadenilacién de nopalina sintasa;

CaMV35S, promotor constitutivo del virus mosaico de la coliflor; widA4, gen de B
-glucuronidasa. Las regiones amplificadas para los genes npt/l y uid4 por PCR se
muestran entre flechas.

Adicionalmente, para la evaluacién de la disminucion del porcentaje de brotacién por efecto
del proceso de co-cultivo, se utilizé un “co-cultivo” denominado cultivo control que consistio en
implementar las condiciones de este método y la incubacion de los explantes en las condiciones de
co-cultivo probadas sin la adicidn de células de Agrobacterium . En este solo se adiciont el medio

donde se crecieron previamente las células bacterianas después de una centrifugacion.
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4,7 Sensibilidad del frijol a kanamicina

Para determinar la resistencia del frijol a kanamicina se realizo una cinética de crecimiento
con los explantes en diferentes concentraciones del antibidtico. Se utilizaron 10 diferentes
concentraciones en un rango de 0 a 450 mg/l en intervalos de 50 mg adicionados a los medios de
cultivo MIB.

4.8 Obtencion de ADN vegetal

El ADN fue extraido de hojas de brotes resistentes a kanamicina de tres semanas a partir de
la infeccién con Agrobacterium . La extraccién de ADN gendmico se realizé a partir de hojas con el
Kit D55000 de PureGene. La purificacién del ADN genémico de plantas bajo el protocolo
mencionado anteriormente se llevo a cabo de la siguiente manera: la lisis celular implicé la colecta
de 20-60 mg de tejido el cual se colocd en hielo y se le adicion6 nitrégeno liquido en 2 0 3
ocasiones hasta que dejd de efervescer el tejido y se trituré en un tubo eppendorf. Se agregaron
600p1 de la solucién de lisis Cell Lysis Solution y se agit6 en el vortex suavemente incubandose
después a 60-65°C por | hora. Se centrifugd por 1 minuto y se tomo el sobrenadante y se paso a
un tubo eppendoff nuevo. Posteriormente se realizé un tratamiento con RNAsa Adicionando 3l de
RNAsa (10mg/ml) e incubando a 37°C por 15 minutos. Se dejd enfriar el tubo a temperatura
ambiente para la adicién de 200l de solucién para precipitacion de proteinas, se agitd en el vortex

vigorosamente por 20 segundos y se centrifugd en microfuga durante 3 minutos.

La precipitacién del ADN se llevo a cabo tomando el sobrenadante y se agregé 600ul de
isopropanol al 100%, se agit6 vigorosamente y luego se centrifugd por un minuto, se decanto el
sobrenadante y se colocé el tubo sobre una toalla de papel para que escurra, finalmente se
agregaron 6001 de etanol al 70% agitandose y centrifugando como anteriormente se mencion6. Se
dejé secar a temperatura ambiente por 15 minutos o al vacio con centrifugacién (Savant) durante 5
minutos. La hidratacién de ADN se llevé a cabo adicionando 100 pl de DNA hidratation solution
(o se adicioné agua o TE), y se dejé hidratando 1 hora a 65°C. El ADN se guardé a 2-8°C de
temperatura. E1 ADN se limpi6 con fenol:cloroformo, se precipité con acetato de potasio (3M), se
lavé con isopropanol absoluto. Para eliminar sales se utilizé etanol al 70%; finalmente, para secado

del ADN se colocd en el Savant y se resuspendié en un volumen de 50 pi de agua.
4.9 PCRs (nptll y uidA)

Para el analisis de nptll y uidA por PCR se exploraron diversas temperaturas de

alineamiento para establecer la temperatura 6ptima que permitiera amplificar el producto esperado.
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Posteriormente, para ambos genes (nptll y uidA), se utilizd el siguiente programa: 94°C 10" 1
ciclo; 94°C 17, 57° 1.5" y 72°C 2’ 35 ciclos; 72°C 2’ 1 ciclo. Los oligonucléotidos utilizados se
muestran en la Figura 3.

4.10 Analisis tipo Southern blot

Se digirieron 10 pg de ADN vegetal con las enzimas de restriccién EcoRI'y HindlIlL
Posteriormente se recobré el ADN con fenol:cloroformo (1:1) y se precipit con acetato de potasio,
se lavé la pastilla con etanol y se corrié en un gel de 0.8% agarosa. El gel fué tratado para la
transferencia del ADN a una membrana de nitrocelulosa. Previo a 1a hibridacién, la membrana se
trat6 durante dos horas con la solucién de hibridacién del kit New Megaprime (Amersham) a 65°C
(pre-hibridacién). La membrana fué hibridada con el fragmento EcoRI-HindlIl del ADN-T de

pBI121 (3kb) previamente marcado con SOUCi de (0t32P) dCTP, la hibridacion se realizé a 65°C

durante toda la noche. Posteriormente se realizaron lavados de la membrana en las siguientes
soluciones: a) SSC 2x, SDS 0.1% por 20en dos ocasiones a 37°C; b) SSC 1x, SDS 0.1% 20y
¢) SSC 0.1x, SDS 0.1% 20° dos veces, los lavados b y ¢ se realizaron a 65°C.

La preparacién de gel para transferencia de ADN se realizé de la siguiente manera: El gel
fue colocado en una solucién 0.25 M HCI durante 30 minutos y posteriormente se enjuago con
agua destilada. El gel se coloc en solucién de desnaturalizacion (NaOH 0.5M y NaCl 1.5M) por
20 minutos, esta solucién fué remplazada por solucion nueva y se dejé 20 minutos mas.
Posteriormente se enjuagd con agua destilada y se le adiciond solucién de neutralizacion (NaCl
1.5M y Tris 0.5M) por un periodo de 20 minutos, se reemplazo por solucién nueva y se dejo 20

minutos mas.

La transferencia de ADN a la membrana de nitrocelulosa se llevé a cabo colocando una
piramide de papel tipo servitoallas de aproximadamente Scm, se corté papel Whatman 3MM
colocandolo sobre las servitoallas, la membrana de nitrocelulosa del tamaiio del gel se expusoala
superficie del gel tratado, posterior a la membrana se colocé nuevamente una pieza de papel
Whatman que sirvié de puente entre el recipiente con la solucion para transferencia (SSC 20x pH
7) y la pirdmide de papel con el gel. El gel se transfirié por varias horas o durante toda la noche
para posteriormente enjuagar la membrana en una solucién SSC 2x por 30 segundos. E1 ADN
transferido a la membrana se fijé con UV y posteriormente se realizé el protocolo de hibridacion

mencionado por el kit New Megaprime para el marcaje radioactivo.
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4.11 Expresion 8-glucuronidasa (GUS)
La actividad de GUS fué localizada de manera histoquimica de acuerdo con Jefferson et a/

(1987). Los tejidos fueron incubados en buffer en presencia del sustrato X-Gluc (Sigma) por un

periodo de 12 horas. El buffer utilizado para el sustrato incluyé EDTA 10mM, ferricianuro de
potasio 0.5mM, ferrocianuro de potasio 0.5mM, Tritén X-100 0.5mM, amortiguador de fosfato de
sodio 100mM y X-Gluc en DMSO 1mg/ml. Posteriormente el material fué aclarado con una
solucién metanol:acetona (3:1) o etanol al 70%. Para su conservacion se colocé en una solucion de

"glicerol al 50% y se atmacend a 4°C.

4.12 Transformacion genética de tabaco

Con la finalidad de obtener plantas transgénicas como control de transformacién de las
cepas de Agrobacterium a utilizar y para la obtencién de controles positivos de referencia en la
generacion de plantas transgénicas de frijol, se llevé a cabo la transformacién de tabaco cultivar
Xanthi, mediante co-cultivo con Agrobacterium tumefaciens, con las cepas EHA105 y LBA4404,
plasmido pBI121.

Se co-cultivaron discos de hojas como explantes bajo el método descrito previamente en
frijol. Posteriormente, los explantes se colocaron en los medios de seleccién. El medio de seleccion
I se empled por un lapso de 10 dias. Los explantes se colocaron en el medio II por un periodo de

un mes y finalmente los brotes generados se desarrollaron en el medio III (Tabla 3).

Tabla 3. Medios para induccién de brotes y regeneracién de plantas de tabaco

mg/] gl
MS/BS ANA BAP Km Tic  Sacarosa Agar pH
Medio I * 0.1 1 50 500 20 8 5.7
Medio 11 * - | - 500 20 8 5.7
Medio 111 *[1/2] - - - - 10 8 5.7

*{1/2] medio MS/BS a la mitad de su concentracién normal de nutrimentos.
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V. RESULTADOS

5.1 Proceso de Regeneracion en Frijol

5.1.1 Establecimiento de los cultivos in vifro de frijol

La germinacién de semillas de frijol in vitro se llevé a cabo satisfactoriamente con
porcentajes de germinacién de més del 95% en medios para germinacién (S). Las plantas obtenidas
in vitro fueron adecuadas como donadoras de explantes ya que no provocaron contaminacién en
medios inductores de brotes.

Los experimentos iniciales con dpices y nodos cotiledonares como explantes, permitieron
encontrar Jas condiciones y uso especifico de ciertos reguladores de crecimiento en la regeneracion
de brotes (Fig. 4).

Figura 4. Esquema representativo de la obtencién de explantes a partir de plantas
germinadas in vitro de 10 dias de edad. A) hojas cotiledonares; B) cotiledones; C)
raiz y D) axila de la yema cotiledonar.

5.1.2 Regeneracion de frijol

La obtencién de brotes se basé en el efecto de auxinas y citocininas por lo que se¢ buscaron
las concentraciones mds idéneas de reguladores de crecimiento adicionados exégenamente a los
medios de cultivo. Como se observa en la Tabla 4, de manera exclusiva las citocininas (BAP y
KIN) en concentraciones de 5 y 10 mg/l inducen la proliferacién de brotes a diferencia del resto de

las concentraciones probadas que solo inducen callogénesis.
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Durante la formacion de brotes se observd que el nimero de estos variaba por explante en
los medios con cada una de las citocininas. En medios suplementados con BAP se observé una
buena induccién de brotes multiples mientras en medios con KIN no se observaron brotes

multiples, solo se desarrollaron brotes inicos.

Tabla 4. Uso de auxinas-citocininas para la obtencién de brotes (mg/l).

[auxinas | 0.0 0.5 1.0 2.5 5.0 10.0

citocininas
0.0 control c c ¢ c ¢
0.1 c c ¢ c c ¢
1.0 ¢ ¢ c c c ¢
2.5 c c c c c c
5.0 Brotes c c c ¢ c
10 Brotes c c c c c

¢ = formacion de callo

Después de haber analizado los resultados obtenidos con el uso de explantes apicales y
cotiledonares, asi como con el empleo de reguladores de crecimiento, se limitd el protocolo basico
de regeneracion de fiijol al uso de explantes cotiledonares debido a la formacion de brotes multiples
en presencia de BAP 5 mg/l, como medio inductor de brotes (MIB). Este medio permite la
induccién de brotes y el desarrollo posterior de los mismos. En la Figura 5 se muestra una
secuencia del desarrollo de brotes hasta su paso al medio inductor de raices (MIR). En la Figura
SA, se observa la proliferacién de estructuras globulares o yemas que se diferencian en brotes. El
desarrollo de brotes y la proliferacién de callo en la parte basal sobre el explante se ve en la Figura
5B. La figura 5C muestra el desarrollo de los brotes a las 3 semanas. Los brotes posteriormente se

subcultivan en medios de induccién de raices como se observa en la Figura 5D.

Es importante mencionar que la orientacién del explante influyé en Ja generacion de brotes.
Se observo que el explante debe tener orientacién semejante a la de su posicion en la planta
(vertical) ya que si es colocado de manera horizontal solo se induce la proliferacion de callo

verdoso.
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La induccién de brotes muiltiples (en MIB) di6 en promedio 34 primordios viabies por
explante. La separacién de los brotes se produjo a los 20 dfas con porcentajes de sobrevivencia del
97% en BAP. El medio MIR fué empleado en brotes ya separados, derivados de BAP y se observo

la proliferacién de rafces como se mencionard en los resultados de enraizamiento.

Figura 5. Secuencia del desarrollo de brotes de frijol (negro Jamapa). A) Brote;
B, C y D) diversas etapas durante el desarrollo de brotes.

5.1.3 Enraizamiento de brotes normales

Experimentos iniciales de enraizamiento realizados en brotes denivados de KIN,
presentaron un porcentaje de enraizamiento de alrededor del 86% en los medios probados. Sin
embargo, s6lo se usé un nimero minimo de 10 explantes por tratamiento. De estas pruebas, en el
medio MS/B5 con 50 mg/l de sacarosa (MIR) se obtiene la mds alta eficiencia con el 40%,
siguiéndole el medio MS/B5 a la mitad de su concentracién normal con 20%. Ambos medios
fueron probados para enraizamiento de brotes derivados de BAP donde se pudo observar que el

medio MIR induce un enraizamiento en el 80% de los brotes.
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5.1.4 Obtencién de plantas regeneradas adultas

Las plantas regeneradas en nuestros experimentos con las dos citocininas, se mantuvieron
hasta el estadio de plantas adultas enraizadas in vitro. Posteriormente, para la obtencion de semillas
de la Fy se dejé un lote de plantas en donde se observé la floracion y se obtuvo semilla.
Como se observa en la Tabla 5, el mayor numero de plantas regeneradas se obtiene en medio
suplementado con BAP, este nimero representa el 72% del total de plantas regeneradas en todas
las condiciones y concentraciones de los medios de regeneracion. En consecuencia la mayor
cantidad de semillas, se obtuvo de plantas regeneradas con BAP. Del 72% de plantas regeneradas
con BAP, 44% se obtienen con una concentracién de 5mg/l, lo que sustenta la utilizacién de BAP a
estas concentraciones (Tabla 5).

Tabla 5. Numero de plantas regeneradas en medios suplementados con
citocininas, Ilevadas hasta estadio de fleracién y obtencion de semillas en
diferentes concentraciones de citocinina.

mg/] de citocinina
5 8 10 11 12 14 16

No. de plantas en medios
MS/B5 suplementados con

BAP 11 2 - - 1 3 1
KIN 3 - - 1 1 I I
No. de plantas regeneradas en Porcentaje con respecto al total %

medios suplementados con

BAP! 7 28
KIN2 7 28
BAP 5mg/l 11 44

| En concentraciones de 8 a 16 mg/l. 2 En concentraciones de 5 a 16 mg/]

Como se menciond, el enraizamiento de brotes derivados del MIB no presenta problemas y
se obtienen plantas regeneradas adultas con una eficiencia del 80%. Por los resultados obtenidos,
este protocolo de formaci6n de brotes y regeneracién de brotes a partir de nodos cotiledonares
demuestra ser altamente eficiente si se compara con otros datos de frijol reportados en la literatura
(Tabla 6).
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Tabla 6. Eficiencia de regeneracién de frijol y su comparacién con trabajos de
regeneracién en frijol co-cultivado y sin co-cultivo con 4. tumefaciens.

Co-cultivo con Agrobacterium Regeneracion de brotes (%) Fuente
NO 78 Franklin ef al., 1991
NO 82 McClean y Grafton, 1989
NO 80-85 Malik y Saxena, 1991
NO 97 Este trabajo
SI 72 Este trabajo

5.1.5 Anailisis histoldgico
El analisis histoldgico del proceso de regeneracién por microscopia Optica indica

preliminarmente un proceso de organogénesis directa. En nuestras preparaciones se observa la
formacién de brotes y regiones parecidas a primordios o zonas meristematicas junto a estos (Fig.
6). Sin embargo, se continuara con los estudios histolégicos para determinar el origen de las

plantas regeneradas.

Figura 6. Analisis pm.'“mi-croscopia 6ptiéa de explantes con brotes miltiples 7 dias
después de la induccién con BAP. B, brote; M, region meristemiatica; V, haces
vasculares y H, primordios de hoja.
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5.2 Transformacion Genética
5.2.1 Transformacién genética de tabaco

Se llevé a cabo la transformacién genética de tabaco como control de transformacién de
nuestras cepas de A. tumefaciens para la obtencién de plantas transgénicas y controles positivos
con la integracién del ADN-T de pBI121. Se obtuvieron dos lineas de plantas transgénicas en base
a la cepa utilizada durante el co-cultivo (Fig. 7). Las lineas fueron denominadas TL
(Tabaco/LBA4404) y TE (Tabaco/EHA 105). Sc obtuvieron plantas con los transgenes del ADN-T
del pldsmido pBl121 que presentaron actividad de GUS (uidA). Estas plantas fueron utilizadas
como controles durante el andlisis molecular de brotes transgénicos de frijol (Fig. 12A).
Adicionalmente se obtuvo la T, de las lineas TL y TE, asi como la F; de tabaco normal utilizado

como control,

Figura 7. Proceso de regeneracion y transformacion de plantas de tabace TL y
TE. A) plantas donadoras de explantes para el co-cultivo con Agrobacterium ; B)
regeneracion de plantas control, transgénicas TE yTL (de izq. a der.) ; C) planta
enraizada in vitro y D) planta adulta floreciendo.



5.2.2 Sensibilidad de explantes no transformados de frijol a kanamicina

Para poder obtener un método de seleccién de brotes transgénicos generados con nuestro
protocolo, se sometieron varios explantes en proceso de induccién de brotes a diferentes
concentraciones de kanamicina para observar la resistencia de frijol a csle antibidtico. Los
resultados indican que la concentracién de 50 mg/l evita un desarrollo normal del brote con
respecto a los controles; sin embargo, en esta concentracion crecen y se desarrollan lentamente por
lo que no muere el tejido normal. Los brotes en la concentracién de 200 mg/l no se desarrollan y
mueren (Fig. 8A). Esta concentracion muestra claramente la muerte total del tejido normal no
transformado, por eso se eligi6 esta concentracién para seleccionar los brotes transformados con la

resistencia a kanamicina.

Figura 8. Brotes de frijol transformados con A. {tumefaciens. A) brotes no
transformados sensibles a Km; B) brotes KmR y C) actividad de GUS en tallo y
haces vasculares.



5.2.3 Tansformaciéon genética de frijol

En base al método de regeneracién que se desarrollé en este trabajo, se acoplo la
transformacién genética mediada por A. tumefaciens. Experimentos preliminares mostraron la
factibilidad de la transformacion genética de frijol negro via co-cultivo con A. tumefaciens. Los
brotes generados en estos experimentos presentaron resistencia a kanamicina (200 mg/l), se
desarrollaron durante tres semanas y fueron denominados KmR (Fig. 8B). Estos brotes fueron
sacrificados para pruebas de actividad de GUS (Fig. 8C).

Estos experimentos iniciales indicaron que el protocolo desarrollado era adecuado para
transformar frijol negro. Sin embargo, en estas condiciones, los porcentajes de formacion de
brotes y de sobrevivencia disminuyeron por problemas de contaminacion, generacion de brotes en
medios de seleccién y condiciones de co-cultivo. Esto llevd a optimizar las condiciones de

transformacion y con ello variables del método de co-cultivo.

Adicionalmente, como se menciond, se utilizaron plantas transgénicas de tabaco

-transformado con nuestras cepas de 4. tumefaciens como referencia en control positivo para el

analisis posterior de las plantas transgénicas de frijol.

5.2.3.1 Establecimiento de las condiciones de co-cultivo con Agrobacterium
tumefaciens

Nuestros experimentos se centraron en establecer las condiciones para alcanzar una mayor
eficiencia del proceso regeneracion-transformacion a través de Agrobacterium.

Para evaluar el efecto del co-cultivo entre el explante y 4.1 umefaciens en la disminucion del
porcentaje de formacién de brotes, se tomaron en cuenta los porcentajes de sobrevivencia de los
brotes en condiciones control (sin A. tumefaciens) y con A. tumefaciens (cepas, EHA105 y
LBA4404 con el plasmido pBI1121). Esta evaluacién se hizo empleando diferentes tiempos de co-
cultivo (6, 12, 18 y 24 hrs), y al final se realizé una comparacion de estas condiciones. Los
resultados muestran un 80% de regeneracién de brotes en condiciones control y 70% en presencia
de Agrobacterium (Tabla 7 y 8). El método de co-cultivo causa una disminucion del 10% por el
tratamiento al que es sometido el brote sin la presencia de la bacteria (cuitivo control) y un 10%
adicional con la presencia de Agrobacterium cepa LBA4404. Lo anterior indica que aln en estas
condiciones el porcentaje de formacién de brotes de nuestros explantes es eficiente y permite la
obtencién de brotes transformados con esta cepa. Los valores obtenidos al utilizar la cepa EHA105
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son bastante bajos, la formacién de brotes disminuye drasticamente por la proliferacién de la
bacteria en el tejido vegetal que impide el desarrollo adecuado del brote ain en altas
concentraciones de Tic para eliminacién de la bacteria. Este hecho posiblemente se atribuye a que
esta cepa se deriva de una cepa reportada como muy virulenta (Hood et al., 1986). Por este motivo
también se descarto el empleo de la cepa A281 de Agrobacterium en la transformacion

Tabla 7. Porcentajes de sobrevivencia en brotes de 90 dias sometidos al método
de cultivo control sin el empleo de Agrobacterium.

Horas de co-cultivo % brotacion en los explantes
6 hrs control | 82.8
12 hrs control 92.6
18 hrs control 77.7
24 hrs control 82.3
Promedio de sobrevivencia (%) 83.8

Tabla 8. Eficiencia de regeneracion de explantes co-cultivades 24 horas con 4.
tumefaciens cepa LBA4404/pBI121

Experimentol Experimento 2 Experimento 3
No. de explantes i1 64 67
Explantes con
regeneracion (%) 64 72 79
Promedio de sobrevencia en
los co-cultivos de 24 hrs (%) 72

Se selecciond el periodo de 24 horas de co-cultivo para la generacion de brotes
transgénicos y se acopld con las condiciones de formacién de brotes normal ya generadas. Con
esta estrategia de regeneracidn-transformacion de frijol, se logré la generacién de brotes

transgénicos.
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5.2.3.2 Generacién de brotes transformados de frijol

Las pruebas de transformacién de frijol se llevaron a cabo en las condiciones mencionadas
previamente, realizindose un protocolo general que acopla ambos procesos; regeneracion-
transformacién (Fig. 9). La seleccién de brotes transgénicos de frijol se llevé a cabo en medio MIB
adicionado con 200 mg/l de kanamicina y 50 mg/l de ticarcilina. Bajo estas condiciones, se
generaron brotes transgénicos resistentes a kanamicina, en dos series denominadas PVLB y PVEH

en base a la cepa de Agrobacterium empleada en la transformacion.

Se realizé el anélisis de los brotes transgénicos KmR por medio de la amplificacion por
PCR de los genes reporteros a partir de ADN genémico, en la denominada linea PVLB (Phaseolus
vulgaris: ¢v. negro Jamapa/ LBA4404). Nuestros resultados muestran que en 64 brotes generados,
el 61% presentd la integracién del gen nprl 'y en un 31% se incorporaron ambos genes nptil-uidA
(Tabla 9), por lo tanto el 92% de los brotes generados fueron transgénicos. La Tabla 9 muestra la
eficiencia de transformacién en 64 brotes resistentes a kanamicina, crecidos en medios MIB con
50 mg/l de kanamicina. Estos brotes se regeneraron con una eficiencia de sobrevivencia
aproximada al 30%; los 64 brotes obtenidos mostraron que nuestras condiciones de seleccién
permiten obtener un porcentaje de 8% de escapes o brotes no transformados; el resto de los brotes
KmR presentaron condicion transformada en dos eventos de integracién de ADN-T, uno con la
regién correspondiente al gen nptll y otro con el ADN-T o regién nptil-uidA en porcentajes de 61

y 31%, respectivamente.

Tabla 9. Eficiencia de transformacién analizada por la presencia (amplificaciéon
por PCR) de los genes marcadores en brotes regenerados.
No. total de brotes 64

Evento de transformacidn generado

Falsos positivos nptll nptll + uidA
No. de brotes 5 39 20
Porcentaje de brotes respecto al total (%) 8 61 31
Porcentaje de brotes transgénicos (%) 92
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Semilla Bacteria
. a) 1’extran
. . - b} 1°etancl & 70%
desinfeccién superficial ¢) 10°cloro 10% Vector PB“21

d) lavados agua esteril

medio MS/BS [1/2]sin adicién de
germinacion in vitro reg. de crec. en fcos, Gerber
(10% sacarosa, B% agar y pH 5.7). Agrobacterium
crecimiento en LB Km50
Explante 10 dias Rf 50, cultivo saturado.
Planta 10 dias de edad nodos cotiledonares
{preincubacion 1hr
en medio liq. MS/B5 -} Inicio del Co-cultivo
con 5mg/l BAP). (adicién de 1ml de bacteria).

después de 1 hr =

secado en papel filtro, pase a medio MS/B5 con BAP 5 mg/l
{(30% sacarosa, 8% agar y pH 5.7). Incubacién 25°C obs.

infeccidn e integracién T-DNA

pase a medic MS/B5 con BAP 5 mg/| después de 24 hrs

(30% sacarosa, 8% agar y pH 5.7), con *I medio de induccién / seleccién
Km200 Tic 50 mgA.

AN

SinAgrobacterium con Agrobacterium
controles Km-y Km+ EHA105 y LBA4404
- Brotacion
20 dias (KmR)
’(3:05; i;ﬁ?&géﬂ gﬁzigar y medio de desarrollo de brotes/ enraizamiento

pH 5.7}, con Tic 50. ‘e
* -~ Pruebas de transformacion a brotes

PCR nptii/uidA

subcultivo en medios sin kanamicina
Lal—- enraizamiento de brotes

lell- actividad de GUS en plantulas

Plania transgénica
(Andlisis Southern)

.- adaptacién a condiciones
de invernadero.

Andlisis de T1

* E| medio de enraizamiento para brotes transgénicos no fué optimizade, por lo que se menciona el medio para enraizamiento de brotes normales.

Figura 9. Protocolo general de regeneracion-transformacién en frijol.
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Para corroborar que efectivamente se amplificaban los genes marcadores (nptll y uid4) y
descartar la idea de amplificacion inespecifica, se realizé la hibridacién de los productos
amplificados de PCR a partir de ADN gendmico vegetal con una sonda especifica clonada en
bacteria. Con la hibridacién se pudo confirmar la presencia de los dos genes en los brotes y se
eliminé la idea de contaminacién o amplificacion no especifica de nptil'y uidA4 (Fig. 10). La Figura
10 muestra amplificacion por PCR de los transgenes nptll y uidA los cuadros a y ¢
respectivamente, asf como la hibridacién de estos productos con el gen correspondiente en la parte
byd. La figura 10 a y b, muestra en los carriles 1 (MW} y 15 (kb) los marcadores de peso
molecular de 100 y 1000 pb respectivamente; el carril 14 (C-) muestra ADN de una planta
regenerada no transformada como control negativo; el resto de los carriles muestran amplificacién
del gen nptll a partir del ADN de brotes transgénicos KmR. La Figura 10 ¢ y d, muestra en el
carril 1 (MW) el marcador de peso molecular de 100 pb; los carriles del 2 al 12 muestran el ADN
de los brotes transgénicos que anteriormente amplificaron el gen nptll y de los cuales solo 6 de los
carriles indican la amplificacién del gen uid4; el carril 13 (C-)pertenece a una planta control no
transformada; los \iltimos dos carriles muestran el control positivo (C*). En la Figura 10 d, los
carriles 13 y 14 en posicion invertida con respecto al gel; por lo tanto el carril 13 corresponde a C+

y el 14 a C- respectivamente.

El analisis tipo Southern con ADN gendmico de algunos de los brotes de frijol KmR,
mostré que existe un reconocimiento de la region 358-uid4 de pBI121. Esta region fué utilizada
como sonda y mostré aparentemente una sola copia del ADN-T (Fig.11). La Figura 11A muestra 6
brotes transgénicos con resistencia a kanamicina denominados PVLB 35, 36,37, 61,63 y 68, asi
como un control no transformado de frijol (C-) digeridos con la enzima EcoRI, esta enzima corta en
la region terminal del segmento det ADN-T en un solo corte, con este fragmento se tratd de
determinar el nimero de copias del ADN-T integradas al genoma vegetal; con esta digestion las
lineas 35, 37 y 68 muestran reconocimiento con nuestra sonda por contener la region 358-uidd4 y
por lo tanto el ADN-T completo a diferencia de los que no presentan sefial al ser hibridizados (36,
61 y 63). La Figura 11B muestra los mismos brotes transgénicos pero incluye otra linea
denominada PVLB 26, estos ADNs fueron digeridos con las enzimas EcoRI y HindIII donde se
esperd un fragmento de 3kb (35S-uidA-nosp) y con ello €l reconocimiento de la regién ADN-T sin
ser certeros en el niimero de copias de la misma, solo en su integracion al genoma vegetal; con esta

restriccién se observo que solo los brotes con npt/l-uidA (26,37 y 68) muestran sefial a diferencia

del control negativo (C-) y de los brotes que solo tienen el gen nptll (36y 61).
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a MW C+ 68 39 26 24 22 221916 11 10 9 C- 1Kb

1.2 kb>

Figura 10. Amplificacion de los trangenes y su hibridaciéon con parte del ADN-T
de pB1121. a) fragmento de nptiI (785 pb); b) hibridacion de estos productos
con sonda del gen nptIlI (794 pb) derivada de pBI121; ¢) fragmentos de uidA
(1.2 kb) y d) hibridacién de los productos con la sonda del gen uidA (1808 pb)
del pBI121.

32



PVLB PVLB
35 36 37 61 63 68 C- 26 36 37 61 68 C-

21.2kb

. A L5 1kb

Figﬁra 11. Southern blot de brotes transgénicos PVLB. A) DNA genémico
digerido con EcoRl, hibridizado con 35S-uidA y B) DNA gendémico digerido con
EcoRI/HindIII e hibridizado con 35S-uidA (fragmento 3Kb).

Se realizé el andlisis de actividad de GUS en algunos de estos brotes con lo que se
confirmé la integracion de este gen y su expresién en los brotes regenerados (Fig. 12). En la
Figura 12A, se observa la expresién de GUS en hoja de tabaco transformado tomado como control
positivo; La Figura 12D muestra una hoja de frijol regenerado sin transformar como control
negativo; El resto de los cuadros en la Figura 12 muestran diferentes patrones de expresion de la

actividad de GUS en brotes completos y hojas de brotes transformados.

Figura 12. Analisis histoquimico de la actividad de GUS en frijol transénico. A)
Control positivo de tabaco TE13; B y C) brotes completos de frijol; D) control
negativo de frijol regenerado no transformado; E y F) hojas de brotes KmR.
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Los resultados indican que nuestro sistema acoplado de regeneracion-transformacién
permite obtener una eficiencia en promedio de mas del 20% de brotes transgénicos (Tabla 10). La
Tabla 10 muestra tres experimentos de transformacion utilizando la cepa LBA4404 donde se
obtienen porcentajes de brotacién del 80% y, como se menciond anteriormente, solo sobreviven y

se desarrollan un porcentaje menor (25%) por la condicion transgénica de resistencia a kanamicina.

Tabla 10. Sobrevivencia de explantes co-cultivados con A. tumefaciens cepa
LBA4404/pBI121, 30 dias después del co-cultivo.

Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 Promedio

Sobrevivencia
% 36 i3 25 25

Formacion de brotes
% 75 81 87 . 81

La serie PVEH (Phaseolus vulgaris cv. negro Jamapa/ EHA 105} generé un numero muy
bajo de brotes KmR. En brotes obtenidos de esta serie, se observo la integracion Unica del gen
nptll por andlisis de PCR. Cabe mencionar que aunque no se presentaron los dos transgenes
(nptll-uidA). El gen uidA no fué observado por amplificacién con PCR ni por analisis tipo

Southern.

Es un hecho que se requiere optimizar el proceso completo de regeneracién-transformacidn,
puesto que el desarrollo de raices en brotes de 9 semanas no fué eficiente por lo que no se logrd
obtener plantas transgénicas adultas en la serie PVLB. Como resultado, el principal impedimento
para la obtencion de plantas de frijol transformadas, la obtencién de la T y su evaluacién fue el

enraizamiento de brotes transgénicos.
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5.2.3.3 Obtencién de plantas transgénicas de frijol completas fértiles

La obtencién de plantas completas se flevé a cabo con la generacién de brotes en la serie
PVEH en donde se obtuvieron dos plantas transgénicas enraizadas y se cultivaron en condiciones
de invernadero hasta estadio de floracion y obtencién de progenie. A partir de éstas, se obtuvieron
semillas y se analiz6 la T;. Se realizé la germinacién de cuatro semillas en condiciones de
invernadero con vermiculita y riegos de solucién nutritiva; estas plantas fueron analizadas por
PCR y se observd la amplificacion de nptll a partir del ADN gendmico en todas las plantas
transformadas (Fig. 13). Este andlisis de la T; en la progenie de una planta regenerada hasta
estadio adulto PVEH, indica la transferencia de uno de los transgenes (nptif) como se mostré

anteriormente. La segunda planta transgénica generada en esta serie dio un total de 10 vainas con

45 semillas, donde solo se examinaron 8 plantas derivadas de estas semillas.

Se obtuvieron las correspondientes T, de ambas series pero no fueron andlizadas.

Figura 13. Amplificacion por PCR del gen nptil en plantas Ty de la linea PVEHI.
A, carril 1 muestra ¢l marcador de peso molecular, el carril 2 muestra el control
positivo de plismido pBI121 y los carriles 3 al 6 muestran la amplificaciéon de
este gen en las plantas transgénicas T; derivadas de una planta transformada y
regenerada. B, muestra las 4 plantas T; utilizadas en el analisis.
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V1. DISCUSION

La informacién generada en nuestro trabajo nos proporciona un protocolo sobre la
regeneracion de frijol cv. negro Jamapa, lo que permitié acoplar la transformacion genética de fiijol
via Agrobacterium. Este resultado es de gran importancia y de avance ante la factibilidad de la
transformacion genética de frijol con genes que le confieran diversas caracteristicas o que han sido
estudiados en las otras lineas de nuestro grupo y de otros centros de investigacion. Esto permitira
un avance significativo en el estudio de la regulacién génetica en esta planta. De manera particular,
permitira el estudio de la expresion de genes involucrados en el metabolismo nitrogenado y de

carbono, ademas de fendmenos relacionados a la productividad de frijol.

Durante el desarrollo de este proyecto hemos podido regenerar plantas de frijol a partir de
explantes de nodos cotiledonares hasta alcanzar la maduracién, con una eficiencia del 80%. El
proceso anterior permite eliminar el principal impedimento en la obtencién de plantas transgénicas

de frijol al permitir la regeneracién de esta especie considerada como recalcitrante.

La presencia de BAP en los cultivos confirma el papel morforegulador de citocininas en la
regeneracion de Phaseolus vulgaris, como se habia observado anteriormente (Malik y Saxena,
1991; Mohamed 1992). Los explantes en medios con BAP muestran formacion temprana de brotes
y multiplicacidn irregular de yemas. Por otra parte, se observd claramente que en este sistema, la
kinetina no puede inducir la formacion de brotes multiples como se habia reportado por McClean y
Grafton (1989).

Se ha reportado que la presencia de meristemos favorece la formacién de callos
regenerables (Zambre er al., 1998). En frijol negro se observd una situacién parecida, incluso al
realizar una segunda decapitacién de la region meristematica, se produjo la brotacién en esta

condicién y estos brotes se desarrollaron y florecieron.

La diferenciacion de brotes es influida por el tipo de explantes, genotipo y concentracion de
BAP. Por otra parte, hemos observado que la orientacién en nuestros explantes influye sobre la
respuesta de generacién de brotes como también se observé en chicharo (Polisetty et al., 1997).
Estudios histolégicos realizados por Franklin et al. (1991), indican la presencia de células del anillo
meristematico y la diferenciacién de yemas a partir de este tejido. Esto sugiere que las células de la
periferia pueden ser ficilmente infectadas via Agrobacterium. De esta manera el proceso de

regeneracion invulocra una fase de formacion de callo que puede ser susceptible a Agrobacterium
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y con ello dar plantas transgénicas (Dillen et al., 1997). El sistema de regeneracion implementado
en este trabajo nos sugiere esta posibilidad; sin embargo, lo nuevos meristemos que surgen de
células subepidérmicas que pueden no estar expuestas a Agrobacterium durante el co-cultivo,
reduce la posibilidad de transformacién.

Estudios con Phaseolus acutifolius reportan la regeneracion y transformacion via
Agrobacterium (Dillen, et al., 1997). Como se menciond, existen evidencias de la transformacion
del frijol y de la obtenci6n de transgénicas a partir de nodos y cotiledones en otras leguminosas
como soya (Hichee ez al., 1988) y alfalfa (Shahin et al., 1986).

Nuestros resultados indican que hay regeneracién de brotes transgénicos mediante el uso de
Agrobacterium en nuestros explantes utilizados a partir de nodos. Este sistema coincide con los
resultados observados en soya y frijol ya mencionados.

Durante el proceso de seleccién de plantas transgénicas se ha observado que en las
condiciones selectivas, se impide o retrasa el proceso de regeneracién de los.tejidos no
transformados por lo que la seleccién en 200 mg/l de Km produce un minimo de escapes no
transformados (alrededor del 5%) y un porcentaje de brotes transgénicos de 90% a partir de los

explantes que presentaron regeneracion.

En los brotes KmR generados durante nuestros experimentos, se observd que un 60% solo
presentan el gen nptll y el 30% contienen los dos transgenes (nptll y uidA). Esto se puede
observar en la tabla 12, asi como por la amplificacion de los genes reporteros, a partir de estos
brotes (Fig. 9). Otro punto que confirma la condicién transformada de nuestros brotes, es el
analisis tipo Southern blot (Fig. 10). Cabe mencionar que no se mostraron todos los ADN
genémicos de los 20 brotes con nptll-uidA, porque no fué suficiente la cantidad de ADN para las
dos digestiones con enzimas de restriccion y ademds, los brotes se perdieron por la falta de
enraizamiento. Adicionalmente, no se pudo probar un niimero mayor de enzimas de restriccién en
el analisis tipo Southern para obtener certeramente el nimero de copias de ADN-T en los brotes
transgénicos con region nptfl-uidA mostrados en la Figura 11.

Como se menciond, el principal impedimento en la generacion de plantas transgénicas
adultas de frijol es el desarrollo de raices. En chicharo, se observé que una alta concentraccién de
BAP inhibe subsecuentemente el enraizamiento de los brotes, mientras que en bajas

concentraciones el 80% de las regenerantes se desarrollan morfolégicamente normales y son
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fértiles (Polisetty et al., 1997). Estos datos nos indican la posibilidad de que en nuestro sistema de
regeneracién de frijol, l1a respuesta de enraizamiento se vea impedida por las altas concentraciones
de BAP en periodos prolongados. Sin embargo, nuestros resultados en el sistema de generacién de
brotes normales sin co-cultivar y sin kanamicina como agente selectivo, presentan un enraizamiento
satisfactorio. De la misma manera, en nuestros brotes control de co-cultivos sin Km y con Tic para
eliminacién de la bacteria, los brotes se desarrollan y forman raices. Por otra parte, estudios in vivo
sobre el crecimiento de raiz en lenteja demuestran un fuerte efecto inhibidor de BAP en el
crecimiento de raices, lo que se refleja drasticamente en la reduccion del indice mitético del
meristemo de raiz (Polanco y Ruiz, 1997). Nosotros proponemos que €l efecto inhibitorio del
enraizamiento que se presenta en brotes transformados derivados de BAP, sea un efecto en
conjunto de la citocinina y la presencia de la kanamicina en los medios de seleccion, recayendo el

efecto principal en el antibidtico.
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VII. CONCLUSION

El interés principal de este trabajo consistié en implementar un protocolo de regeneracion y
transformacién, que estableciera las bases para un sistema de expresion estable en estudios de

regulacion genética de Phaseolus vulgaris L.

La elaboracién de un protocolo de regeneracion eficiente para Phaseolus vulgaris L. se
llevé a cabo con éxito. Se obtuvo un método de regeneracion (obtencion de brotes), considerado
como eficiente (80%) en donde se obtienen plantas regeneradas adultas y su progenie. La
generacion de este sistema fué por largo tiempo la principal barrera para la transformacion genetica
de frijol negro, por lo que los resultados de este trabajo representan un avance significativo en el
campo de estudio relacionado con este cultivo. El sistema aqui descrito puede ser la base para la
regeneracion de otros cultivares de frijol; sin embargo, es un hecho que frijol es una especie
recalcitrante y que sus variedades presentan respuestas alternas a los reguladores de crecimiento en

la induccién de callogénesis u otros procesos relacionados a su regeneracion.

La integracion del sistema de transformacion genética de Phaseolus vuigaris L. mediante
Agrobacterium tumefaciens al protocolo de regeneracion que generamos, se llevd a cabo
satisfactoriamente, obteniéndose brotes KmR que expresaron de manera estable la actividad de
neomicina fosfotransferasa (NPTII) y B-glucuronidasa. Ademas la T de brotes PVEH, mostrd por

analisis de PCR la transmisién del gen npt/] a la progenie.

Aungue nuestro protocolo mostré avances significativos en regeneracion de brotes
transgénicos, la generaci6n de plantas transformadas se vio afectada por problemas en la formacion

de raices de los brotes KmR. Por lo anterior, no se pudo continuar con los estudios de expresion de
la actividad de GUS y con el analisis de la T. El principal impedimento en la generacién de plantas

transgénicas de frijol negro es el enraizamiento de los brotes transformados y regenerados

siguiendo el protocolo descrito en este trabajo.

%&g é%%\?i ‘\N@\ml
A\

39



VIII. PERSPECTIVAS

8.1 Enraizamiento

- La opcién mas prometedora para la induccién de enraizamiento la enfocamos en el uso de
periodos cortos de seleccién en presencia de kanamicina. Con ello se pretende aumentar el
porcentaje de enraizamiento en los brotes transformados aunque el porcentaje de escapes se
incremente. Pensamos que periodos de 8 o 10 dias en presencia de Km seran suficientes para darle

continuidad al desarrollo y enraizamiento del brote, asegurando plantas adultas enraizadas.

- Otra alternativa de enraizamiento, se basa en el aumento en la concentracién de auxinas en
el medio de induccién de raiz. Aunque las concentraciones de ANA que nosotros utilizamos son
altas con repecto a las reportadas (10x mads), pensamos que ANA en concentraciones de 2.5 o
5mg/l pueden dar el efecto de enraizamiento que esperamos. Este dato esta basado en los medios
utilizados recientemente para lenteja, en donde se reporta un exitoso enraizamiento con 2 mg/l de
ATA. Lo anterior nos sugiere incrementar el uso de auxinas para la induccion de raices en brotes

transgénicos.

- Hemos comenzado la exploracién de enraizamiento en brotes KmR empleando
Agrobacterium rhizogenes (cepa silvestre) como inductor de rizogénesis. Aunque por este proceso
se obtendra un organismo quimérico, la progenie sera de utilidad y se podré andlizar.

8.2 Anilisis histolégico
Es importante realizar el estudio histoldgico para conocer la ontogenia de los brotes

regenerados de manera mas completa y especifica.

8.3 Analisis de la T,
Para el analisis molecular completo en plantas transgénicas de frijol, es necesario que se

analice la T una vez eliminado el problema de enraizamiento.
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8.4 Aplicacion de nuestro protocolo en otras variedades de frijol
En base al protocolo desarrollado, se trabajara en otras variedades de frijol comercialmente
importantes para impulsar su estudio y el desarrollo de sistemas regenerativos propios de cada

variedad.

8.5 Generacion de plantas transgénicas de frijol
Se iniciaran los trabajos de transformacién de frijol, con genes relacionados al metabolismo

de carbono y nitrogeno.
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