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Resumen

Con el objeto de optimizar algunos parametros fisicos y quimicos que afec-
tan la sobrevivencia y expresion transitoria del gen GUS en apices caulinares
in vitro de platano (Musa sp. cv. Hartén) transformados por Biobalistica, se
ensayaron distintas distancias cafén-tejido blanco asi como diferentes presio-
nes de helio y concentraciones de ADN. Para cada tratamiento se bombardea-
ron 60 apices. Las presiones de He ensayadas no afectaron significativamente
la tasa de sobrevivencia de los dpices bombardeados, mientras que las distan-
cias de bombardeo si. No se encontraron diferencias significativas entre los
valores de expresién GUS positiva de los apices sometidos a distintas distan-
cias y presiones de bombardeo. La sobrevivencia y expresién transitoria del gen
GUS en los apices resultaron favorecidas con el uso de la mayor concentracién
de ADN probada.

Palabras clave: biobalistica, Musa sp., transformacién genética, apices
caulinares, GUS.

Recibido el 9-1-2007 ® Aceptado el 30-4-2007
Autor para correspondencia e-mail: rosanna_valerio@hotmail.com; egarcia@reacciun.ve

7



Valerio y de Garcia

Abstract

Physical and chemical parameters affecting survival and GUS transient
expression of in vitro shoot tips of Musa sp cv. Hartén by using biolistic were
optimized by using different helium pressures, distances and DNA
concentrations. For each treatment, 60 shoot tips were bombarded. The survival
rate was not affected by pressure tested, to contrary of the distance. There
were not found significative differences between the positive GUS expression
levels showed for the shoot tips treated with distinct distances and He pressure.
The survival and transient expression of the shoot tips were favoured with the

highest DNA concentration used.

Key words: biolistic, Musa sp., genetic transformation, shoot tips, GUS.

Introduccion

El platano (Musa sp.) es uno de
los cultivos mas importantes a nivel
mundial debido a su uso no solo como
alimento basico, sino como materia
prima para la elaboracion de nume-
rosos productos derivados de ciertas
partes de la planta (4). Ocupa el cuar-
to lugar en consumo mundial y es uno
de los principales productos exporta-
dos por Venezuela para Europa, Es-
tados Unidos y las Islas del Caribe.
Actualmente, centrados en la basque-
da de variedades de platano y
cambures resistentes a distintas en-
fermedades, se ha recurrido al uso de
distintos métodos de fitomejoramiento
tales como la  hibridacién,
mutagénesis, variacién somaclonal y
transformacién genética. Uno de los
métodos de transformacién genética
mas utilizados hoy en dia lo constitu-
ye la biobalistica o disparo de

microproyectiles (3), el cual requiere
para su aplicacién de la
estandarizacién de ciertos parametros
fisicos (tamafo y composicién quimi-
ca de las microparticulas, distancia y
presiéon de bombardeo, tiempo de in-
yeccién, tamarnio de la construccién
genética usada) quimicos (concentra-
ci6n de ADN y microparticulas, com-
posicién del medio de cultivo usado
para la regeneracién in vitro) y biolé-
gicos: estados fisioldgicos del explante
y planta donadora (2). En este senti-
do, la optimizacién de algunos
parametros fisicos y quimicos
involucrados en este tipo de transfor-
macién esta bien justificado y se con-
sidera un gran aporte para futuras
investigaciones relacionadas con el
mejoramiento genético del platano
como rubro de considerable importan-
cia comercial.

Materiales y métodos

Los apices caulinares bombar-
deados fueron aislados a partir de
plantas de platano cv. Harton (AAB)

cultivadas "in vitro" en medio MS con
0.5 mg/LL de BAP. Dichos apices, de 2
mm de didmetro por 3-4 mm de alto,



Rev. Fac. Agron. (LUZ). 2007, Supl. 1: 7-12

fueron colocados sobre medio MS con
2,5 mg/L de BAP para su bombardeo
en una maquina de baja presiéon de
fabricacién nacional compuesta por
una camara metalica rectangular (ca-
mara de vacio) dentro de la cual se
colocan las muestras vegetales a bom-
bardear. Este aparato alcanza un va-
cio maximo de 21 pulgadas de mercu-
rio y presiones de helio desde 0 hasta
400 psi; dispone de controles para se-
leccionar el tiempo de vacio e inyec-
cién del disparo asi como también
para controlar la carga y descarga del
vacio de la camara (figura 1). Para los
eventos de transformacion se usaron
microparticulas de tungsteno de 1.1
wm de diametro, esterilizadas y pro-
cesadas segun protocolo de Klein et al.
(1988), cubiertas con el plasmido
pCAMBIA3201, un vector de 11.459
pb portador de los genes cat (resisten-
cia al cloranfenicol) gus (gen reporte-
ro), bar (resistencia al herbicida
glufosinato de amonio) y la secuencia
promotora constitutiva CAMV35S.
Con el objeto de evaluar la influencia
de la distancia y presiéon de bombar-
deo sobre la sobrevivencia y expresion
GUS positiva de los apices dispara-
dos, se ensayaron tres distancias ca-
nén-tejido blanco (8.5 cm, 9.5cm y 11
c¢m) combinadas con tres presiones (80
psi, 100 psi y 150 psi) para un total
de 9 combinaciones distancia-presion.
Para cada tratamiento se bombardea-
ron 60 apices distribuidos en 5 placas
de Petri (12 apices en cada una).

Transcurridos 14 a 21 dias posterio-
res al bombardeo, se evalud la
sobrevivencia (nimero total de apices
sobrevivientes al disparo) y la expre-
si6én transitoria GUS (nimero de api-
ces bombardeados con sectores
foliares positivos a la prueba
histoquimica de GUS) por placa (5
réplicas). Los datos obtenidos se ana-
lizaron mediante las pruebas ANOVA
doble con repeticion y ANOVA sim-
ple (Sokal y Rohlf 1969). E1 ANOVA
doble permiti6 evaluar la existencia
de diferencias entre los niveles de
sobrevivencia y expresion transitoria
GUS de los apices con respecto a las
distancias y presiones de bombardeo
(tratamientos columnas y filas, res-
pectivamente), asi como la interaccién
existente entre estos dos factores. El
ANOVA simple permitié analizar las
9 combinaciones distancia-presién
como tratamientos separados y la
prueba MRS agrupé los tratamientos
segun la similitud de su comporta-
miento estadistico. Una vez seleccio-
nadas la presién y distancia éptimas
de bombardeo, se evalud el efecto de
la concentracién de ADN sobre la ex-
presién transitoria GUS mediante el
disparo de dos grupos de apices con
microparticulas portadoras de dos
concentraciones de ADN diferentes:
1.25 y 2.0 mg/disparo, y a continua-
cién se tomd nota del porcentaje de
apices bombardeados sobrevivientes
y éapices positivos a la prueba
histoquimica de la B-glucuronidasa.

Resultados y discusion

Sobrevivencia.- E1l ANOVA do-
ble revel6 la presencia de diferencias
altamente significativas (P<0,001 en-

tre los niveles de sobrevivencia de los
apices bombardeados a las tres dis-
tancias de disparo probadas. Asimis-
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Figura 1. Pistola de Helio a baja presion fabricada en el IVIC y ubicada
en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del IBE-UCV
Caracas. Se observa la camara de vacio con las plataformas
porta-muestras y en la parte inferior de la maquina los
botones para regular el tiempo de inyeccién, descarga de vacio
y tiempo de aplicacion de la presiéon de vacio.

mo, se encontraron diferencias muy
significativas (P<0,01) entre la
sobrevivencia de los 4pices dispara-
dos con respecto a las 3 presiones en-
sayadas; no se encontrd interaccion
entre los factores distancia y presién
de bombardeo. De acuerdo con la
prueba MRS, las tres distancias y las
tres presiones ensayadas no forman
grupos entre si sino que actian de for-
ma separada obteniéndose la mayor
sobrevivencia a una distancia de 11
cm y una presiéon de 150 psi. Este re-
sultado concuerda con lo senialado por
algunos autores quienes han sefala-
do que que «a medida que aumenta la
distancia muestra- canén, disminuye
la velocidad de las microparticulas y
éstas se distribuyen mas amplia y uni-
formemente sobre el tejido blanco lo
cual resulta en un menor dano fisico
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del mismo..." (2). E1 ANOVA simple,
por su parte, reveld la existencia de
diferencias altamente significativas
(P<0,001) entre las 9 combinaciones
distancia- presién ensayadas. Se for-
maron 6 grupos de los cuales 3 com-
parten similitud entre si y los otros 3
actian de forma independiente sien-
do el grupo 6 (tratamiento 9), corres-
pondiente a la combinacién 11 cm -
150 psi, el que resulté mas efectivo
en la obtencion del mayor nimero de
apices sobrevivientes (cuadro 1).
Expresion transitoria del gen
GUS.- De acuerdo con el ANOVA do-
ble, no existen diferencias significati-
vas entre los niveles de expresiéon
transitoria de los 4pices disparados
con respecto a las 3 distancias y a las
3 presiones ensayadas; no obstante se
existe interaccién entre los dos facto-
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res. E1 ANOVA simple mostré diferen-
cias significativas (P<0,05) entre las
9 combinaciones distancia — presién
ensayadas. Se obtuvieron 4 grupos de
tratamientos, siendo el tratamiento
T8, correspondiente a la combinacién
9,5 cm — 150 psi, el més efectivo para
la obtencién del mayor nivel de expre-
si6n transitoria en los apices bombar-
deados. De acuerdo con estos resulta-
dos, una distancia de 11 cm combina-
da con una presién de 150 psi resul-
tan efectivas para la sobrevivencia de
los apices de platano Hartén en estu-
dio, mientras que una distancia de 9,5
cm combinada con una presiéon de 150

psi permiten el nivel mas alto de ex-
presién transitoria. En base a esto, se
decidi6 seleccionar como distancia y
presion 6ptimas de bombardeo, 9,5 cm
y 150 psi, respectivamente, condicio-
nes bajo las cuales, variando la con-
centracién de ADN utilizada, se ob-
servé que los valores de sobrevivencia
y expresion GUS positiva de los api-
ces caulinares resultaron mayores
cuando se utiliz6 una concentracién
de ADN de 2 mg/disparo, ubicada den-
tro del rango de concentraciones de
ADN (0.5 —2.5 ng) recomendadas en
investigaciones anteriores (1, 6).

Conclusiones

De acuerdo con los resultados
obtenidos, la distancia de 9.5 cm com-
binada con una presién de bombardeo
de 150 psi, permitieron los mas altos
niveles de sobrevivencia y expresioén
transitoria GUS en apices de platano

Hartéon (Musa sp.).La sobrevivencia
y expresion transitoria GUS de los
apices caulinares son mayores cuan-
do se utiliza una concentracién de
ADN de 2 mg/disparo.
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