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cv. Harton): Transformaciéon para resistencia
al herbicida BASTA

Progress on plantain (Musa AAB cv. Hartén) ransgenesis:
Transformation for resistance to herbicide BASTA

E.C. de Garcial, C. Villarroel' y M. Oropeza!

Laboratorio de Biotecnologia Vegetal. Caracas. Instituto de Biolo-
gia Experimental. Facultad de Ciencias. Universidad Central de
Venezuela (UCV).

Resumen

En Venezuela, el platano cv. Hartén, es uno de los rubros méas importan-
tes socio econémicamente. Para obtener una mayor rentabilidad del cultivo, es
necesario entre otros aspectos, desarrollar un eficiente método de control de
malezas. En la presente investigacién se establecen los parametros para obte-
ner plantas resistentes al herbicida BASTA. Para ello, se estableci6 el siguien-
te protocolo: aislamiento de meristemas e incubacién en medio Murashige y
Skoog por 3 dias en oscuridad, pretratamiento con tres lavados de 1 hora en
buffer a pH 7,6; incubacién en buffer pH 7,6 con el plasmido pCAMBIA 3201;
aplicacién de una descarga de 200 V cm'! desde un capacitor de 1000 pF . Este
protocolo asegura mayor eficiencia en la electroporaciéon, menor tiempo de re-
cuperacién del tejido y mayor porcentaje de regeneraciéon de plantas. La incor-
poracién del plasmido se evidencia mediante el gen reportero de la b-
glucuronidasa (GUS). La concentracién minima inhibitoria del herbicida BAS-
TA fue la de 1 mg.ml*.
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Abstract

Harton plantain represents one of the most socio- economically important
crops in Venezuela. In order to improve the crop profitability, it is necessary,
among other things, to develop an efficient weed control method. In this research
suitable parameters to obtain BASTA (herbicide) resistant plants are
established. Meristems were isolated and incubated in the Murashige and Skoog
culture medium for 3 days under dark conditions, the tissue was pretreated
with three hourly washes using buffer at pH 7, 6, and then it was incubated
along with plasmid pCAMBIA 3201 on the same buffer. Electroporation was
performed applying 200 V/em/cm* discharged from a 1000uF capacitor. This
protocol ensures high electroporation efficiency, less tissue recuperation time
and greater percent of regenerated plants. Plasmid incorporation was traced
using GUS as reporter gene. The minimal inhibitory concentration of BASTA
was 1 mg.ml!.
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Introduccion

El cultivo de las musaceas, re-
presenta uno de los rubros mas im-
portantes para nuestro pais, siendo
Venezuela, uno de los principales
exportadores de platano para Euro-
pa, USA y las islas del Caribe. Es di-
ficil estimar las areas sembradas de
platano en el pais pero se calcula que
la distribucién de las siembras mas
importantes con cultivos semi-
tecnificados, se encuentran al Sur del
Lago de Maracaibo (40.000 ha),
Barinas (5.000 ha), y Oriente (500 ha)
(1). Sin embargo, existen problemas
que limitan su produccién eficiente,
por lo que es necesario realizar prac-
ticas de labores culturales y fitosani-
tarias.

Otro aspecto que se debe tomar
en cuenta es el control mecanico 6
quimico, de malezas. El control qui-
mico permite un mejor y mas rapido
desarrollo del cultivo, menor inciden-
cia de enfermedades (ataque de hon-
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gos y bacterias) y la reduccién de los
ataques de plagas, nematodos y virus.

Uno de los productos utilizados
en el control de malezas a parte de
los tradicionales Roundoup y el
Gramoxone, es el BASTA o Finale, el
cual es un herbicida de contacto, que
tiene un amplio espectro contra ma-
lezas de hoja ancha y gramineas, tan-
to anuales como perennes en post
emergencia. Las malezas deben ha-
ber desarrollado suficiente follaje
para permitir la absorcion del produc-
to. Dado su caracteristica de no selec-
tivo, BASTA es ampliamente usado a
nivel mundial para el control de ma-
lezas en plantaciones de frutales y
areas comunes. Su ingrediente acti-
vo, el glufosinato de amonio, es utili-
zado en la mayoria de los cultivos, el
platano y el cambur son tolerantes a
concentraciones entre 0,5—1% v/v de
este producto.

Con el fin de evitar futuro posi-
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bles riesgos de la incidencia del BAS-
TA sobre el cultivo de platano se desa-
rrolla esta investigacién, cuyo objeti-

vo es obtener plantas de platano cv.
Harton resistentes a este herbicida.

Materiales y métodos

Material vegetal. El material
utilizado provino de plantas de plata-
no cv. Hartéon (AAB), obtenidas del
cultivo de yemas apicales in vitro, en
un medio de multiplicaciéon de Bana-
no (4). Los tejidos fueron incubados
en cdmaras de crecimiento a 25 + 1°C,
a una intensidad luminica de 56 pM/
m?/seg. de radiacién fotosintética ac-
tiva (RFA) por un periodo de seis se-
manas.

A partir de vitro plantas de
Hartén de 2 meses, se aislaron
meristemas de 0,2 a 0,4 cm los cuales
se colocaron en una solucién de
cisteina (100 mg.I'!) por espacio de una
hora, luego se sembraron en el medio
de multiplicacién de Banano (4). El
material se incuba de 3 a 4 dias en
camara de oscuridad y posteriormen-
te fue electroporado.

Plasmido. Para la
electroporacion se utilizé el vector p
CAMBIA 3201 de 11450 Kpb, produ-
cido en el Laboratorio de Biologia
Molecular del "Medical Council",
Cambridge, Inglaterra. La construc-
cién tiene el sitio multiple de
clonamiento pUC18, el gen de resis-
tencia al cloranfenicol para la selec-
cién en bacterias, el gen reportero
GUS y el gen de seleccién BAR que
confiere resistencia al herbicida
glufosinato de amonio (BASTA).

Transformacién por electro-
poracion. Los meristemas obtenidos
previamente fueron colocados en tu-
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bos eppendorf, y lavados con 500 pl
de buffer de electroporacién a diferen-
tes tiempos :2 lavados de hora y me-
dia cada uno, y 3 lavados de una hora
cada uno .

El buffer de electroporacién usa-
do (ASPm), modificaciéon del ASP (11),
contiene 10 mM de HEPES (pH 7,6).
Se utilizaron 26 meristemas ya
pretratados y se incubaron en micro
cubetas estériles de 0,4 cm, 2
meristemas con 500ul de buffer y 20
ul de plasmido, por una hora a tem-
peratura ambiente para luego ser
electroporados en un equipo de pulso
exponencial (Gene Pulser® II,
BIORAD) a 200 V cm™ y capacitancia
de 1000pF. Luego los meristemas se
colocaron por 10 minutos a tempera-
tura de 4°C y después de 10 a 15 mi-
nutos a temperatura ambiente. Pos-
teriormente se cultivaron en el medio
MS, inicialmente descrito. Se dejaron
en oscuridad de 2 dias para evitar la
oxidacion del material, y posterior-
mente se transfieren a condiciones de
luz en camaras de crecimiento.

Prueba de GUS. Se realizaron
ensayos histoquimicos de b-
glucoronidasa de acuerdo a Jefferson
et al. (7), los meristemas electropo-
rados se colocaron en tubos eppendorf
con 500 ml de la solucién Gus y se in-
cubaron por 24—48 horas a 37°C.

Prueba de seleccion (BAS-
TA). El gen de seleccion BAR aislado
del Streptomyces hygroscopicus, codi-
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fica para la enzima fosfinotricin acetil
transferasa, y otorga resistencia a la
fosfinotricina, ingrediente activo del
herbicida BASTA. Este compuesto es
un analogo del acido glutamico e
inhibe la enzima glutamina sintetasa,
bloqueando la sintesis de glutamina.
Esto produce una acumulacién de
amonio que provoca la muerte de la
planta. Es a través de la expresion de
este gen que podemos seleccionar las
plantas transgénicas.

Se tomaron 64 meristemas de
platano Hartén y se colocaron en me-
dio MS suplementado con 30 g de azu-
car, 10 ml de Vitaminas de Morel, 0,5
mg.L"! de bencil amino-purina (BAP),
60 mg de cisterna y 8 g.L'! de agar,
conteniendo diferentes concentracio-
nes del herbicida BASTA (T1: control,
T2: 1 mg. L1, T3: 2 mg.L'Y, T4: 5 mg.L-
1. Se evalué el desarrollo y necrosis
de los meristemas durante 30 dias, en
condiciones de luz.

Resultados y discusion

En el analisis de las condiciones
de electroporacion se observo que con
el lavado de los explantes a diferentes
pH (7,6; 7,0 y 5,8) y tiempos, se con-
trolé la oxidacién, obteniéndose el me-
jor resultado con 3 lavados, en cual-
quiera de los pH probados. En relaciéon
al voltaje se observé que la mayor re-
generacion se daba a 200 V em™ des-
pués de experimentar con varios
voltajes. Sobre la base de estas obser-
vaciones las experiencias posteriores
se disenaron a 200 V cm'!.

En el cuadro 1 se observan los

resultados obtenidos en los diferentes
pretratamientos con respecto al tiem-
po, porcentaje de regeneracion, y la
verificacién de la presencia del gen
GUS en los meristemas tratados. Los
pretratamientos con tres lavados con-
trolaron la oxidacién lo que permitié
una regeneracién de 100%. La rege-
neracion se consider6 lenta cuando
ocurri6 después de los 15 dias de bom-
bardeado el tejido, e inmediata cuan-
do ocurria entre 3 y 6 dias.

Estos resultados coinciden con
los de Muniz et al. (8) donde el pH 7,6

Cuadro 1. Porcentajes de Regeneracion de meristemas y resultados de
la prueba GUS en los diferentes tratamientos.

Tratamientos No. de Tiempo de % de Prueba de GUS
Buffer ASPm +lavados regeneracién regeneracion
pCAMBIA a
diferentes pH
7.6 2 Lento 50 +
3 Inmediato 100 +
7 2 Lento 50 +
3 Inmediato 100 +
5.8 2 Lento 50 +
3 inmediato 100 +
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es el mas adecuado para obtener bue-
nos resultados de tratamientos de
electroporacién para la transforma-
cién, este mismo autor reporta que la
electroporacién la realiza a 220 V cm™
desde un capacitor de 900 uF, se ob-
servan condiciones muy parecidas a las
nuestras 200 Vem™ y 1000 pF.

Con relacién al tiempo de
incubacién con el plasmido se realizé
por un periodo de 1 hora a tempera-
tura ambiente dando buenos resulta-
dos. Un tiempo prolongado de
incubacién de los explantes en el
amortiguador, favorece la difusién del
DNA al interior celular, sin necesidad
de tratamiento enzimadatico (10). El
lapso de tiempo puede variar de 30 a
60 minutos a temperatura ambiente,
previo a la aplicacién del pulso eléc-
trico (6). Asi la incubacién favorece
que el DNA pase a través de los espa-
cios intercelulares y/o penetre a tra-
vés de las paredes celulares, permi-
tiendo que se ubique cerca de la mem-
brana plasmaética, entrando al inte-
rior celular luego de la descarga del
pulso eléctrico (3).

Al realizar las pruebas de deter-
minacién de la concentraciéon minima
inhibitoria (CMI) con BASTA en
meristemas de platano Harton, se
observo que a los 7 dias de haber ini-
ciado la experiencia todos los
meristemas se mantenian vivos, pero
s6lo se observd crecimiento en los
meristemas cultivados en los trata-
mientos T1 (control) y T2 (1 mg.L+
BASTA) (figura 1). A los 14 dias, los
meristemas colocados en el tratamien-
to T2 estaban vivos. De los colocados
en el tratamiento T3 (2 mg.Li'* BAS-
TA) solo el 50% estaban vivos y los
del tratamiento T4 (5 mg. L't BASTA)
se murieron en su totalidad. Los
meristemas del T1 se mantuvieron en
continuo desarrollo. A los 21 dias se
incremento el nimero de meristemas
muertos en T2 y T3, con valores de
50% y 85% respectivamente. Las ob-
servaciones finalizaron a los 30 dias,
arrojando como resultado una
necrosis del 100% en T4, 95% para T3,
80% para T2 (figura 2). En el control
las plantas se desarrollaron normal-
mente.

Figura. 1. Meristemas de platano Hartén sembrados en medio MS con
1 mg.L ' del herbicida BASTA a los 7 dias de cultivo.
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Figura. 2. Meristemas de Platano Harté6n sembrados en medio MS con
1 mg.L* de BASTA a los 30 dias de cultivo.

Con base a estos resultados se
selecciond la concentracién de 1 mg.Li*
de BASTA para los ensayos de selec-
cién. Estos resultados concuerdan con
los obtenidos por algunos investigado-
res en experimentos realizados con

otras monocotileddneas, entre ellas sus-
pensiones celulares de cafia de azucar
de la variedad SC88 donde la CMI fue
de 1 mg.Ii* (2), y en maiz donde la CMI
fue de 1-3 mg.l"* (5).

Conclusiones

Estas experiencias permitieron
establecer un protocolo adecuado de
electroporacién y seleccién de plantas
de platano cv. Harton (AAB). Hasta
el momento se ha demostrado la
transformacion de las mismas me-
diante el gen Reportero GUS. Estas
plantas seran sometidas al proceso de

seleccion con BASTA y posteriormen-
te, las que sobrevivan se someteran a
analisis molecular mediante la Reac-
cién en Cadena de la Polimerasa y el
Analisis Southern Blot usando
Digoxigenina (DIG), para el marcaje
de la sonda.
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