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RESUMEN

El cultivo de Phaseolus vulgaris L. se realiza en varias partes del mundo. La transformacién genética via Agrobacterium tumefaciens
constituye una alternativa para la obtencién de cultivares con tolerancia o resistencia a condiciones ambientales desfavorables
de esta especie. Sin embargo, la condicién cultivar dependiente y la baja regeneracién del tejido transformado en los protocolos
establecidos para P. vulgaris, han limitado el empleo de esta tecnologia a un grupo reducido de cultivares. El objetivo de este trabajo
fue regenerar brotes a partir de tejido transformado de P. vulgaris cv. ‘|CA Pijao’ y ‘BAT 93’. Se determiné el efecto de la concentracién
de la suspensién bacteriana, la infiltracién por vacio, el periodo de co-cultivo sobre la regeneracién de brotes. Ademads, se determind
la efectividad de la geneticina y el glufosinato de amonio durante la etapa de seleccién en la regeneracién de brotes a partir de
explantes inoculados con A. tumefaciens. Los explantes %2 NC-1 inoculados con una suspensién bacteriana ajustada a una densidad
6ptica de 0,1, sin infiltracién con vacio y mantenidos por tres dias en co-cultivo presentaron la mejor respuesta de regeneracioén.
La geneticina y el glufosinato de amonio fueron efectivos para la seleccién de brotes. La regeneracién de brotes a partir de tejido
transformado via A. tumefaciens en P. vulgaris cv. ‘ICA Pijao’ y ‘BAT 93, no descrita en la literatura cientifica, resulta importante para
su posterior aplicacién en programas de mejoramiento genéticos de esta especie.

Palabras Clave: co-cultivo, explante, infiltracién , seleccién.

ABSTRACT

The cultivation of Phaseolus vulgaris L. is widespread in the world. The genetic transformation via Agrobacterium tumefaciens, is an
alternative to obtain cultivars with tolerance or resistance to adverse environmental conditions for this species. However, the cultivar-
dependent condition and the low regeneration of the transformed tissue in the protocols established for P. vulgaris have limited
the use of this technology to a small group of cultivars. The aim of this work was to regenerate shoots from transformed tissue in
P. vulgaris cv. ‘ICA Pijao’ and ‘BAT 93’. The effect of the concentration of the bacterial suspension, the infiltration by vacuum, the
period of co-cultivation on the regeneration of shoots was determined. In addition, the effectiveness of geneticin and glufosinate-
ammonium was determined during the selection stage in the regeneration of shoots from explants inoculated with A. tumefaciens.
The explants %2 NC-1 inoculated with a bacterial suspension adjusted to an optical density of 0.1, without infiltration with vacuum
and maintained for three days in co-culture presented the best regeneration response. Geneticin and glufosinate ammonium were
effective in the selection of shoots. The regeneration of shoots from transformed tissue by A. tumefaciens in P. vulgaris cv. ‘ICA Pijao’ and
‘BAT 93’, not described in the scientific literature, is important for its subsequent application in breeding programs of this species.

Keywords: co-culture, explant, infiltration, selection.
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Regeneracién de brotes de Phaseolus vulgaris

INTRODUCCION

P. vulgaris es una leguminosa de amplia produccién en
el mundo, lo cual se debe a su consumo humano por el
contenido proteico de sus semillas (Mendoza-Jiménez et al.,
2018). Su productividad en el mundo se encuentra limitada
debido a que este cultivo resulta afectado por factores
ambientales bidticos o abidticos que le provocan estrés
(Hailu et al., 2017).

Entre las estrategias para aumentar la productividad de
P. vulgaris se encuentra el mejoramiento genético basado en
métodos tradicionales para identificar cultivares con resistencia
a factores que provocan estrés (Meziadi et al., 2017).
Ello en conjunto con métodos biotecnoldégicos como la
transformacién genética, pueden facilitar la generacién de
cultivares que toleren o resistan estos factores (Espinosa-
Huerta et al., 2013).

En P. wvulgaris se han realizado varios estudios de
transformacién genética via A. tumefaciens (Espinosa-Huerta
et al., 2013; Collado et al., 2015; Nanjareddy et al., 2016),
en los cuales se ha evaluado el efecto de pardmetros como
el periodo de co-cultivo, la concentracién de la suspensién
bacteriana, la infiltracién por vacio, y el agente selectivo,
en la transferencia de Acido Desoxirribonucleico (ADN)
desde la bacteria hacia el explante. Ademads, mediante el
empleo del nudo cotiledonal con uno o dos cotiledones
como explante inicial, se establecié un protocolo para la
regeneracion in vitro de P. vulgaris via organogénesis indirecta
que posteriormente fue reproducido en cuatro variedades
comerciales (Collado et al., 2016b ).

Sin embargo, las investigaciones dirigidas a determinar
el efecto de la concentracién de la suspensién bacteriana,
la infiltracién por vacio y el periodo de co-cultivo sobre la
regeneracion de brotes a partir del tejido transformado, han
sido limitadas al empleo de callos nodulares verdes como
explante blanco (lglesias et al., 2017). Por ello, realizar estos
estudios en otros explantes blancos resulta importante, pues
la regeneracion in vitro de P. vulgaris a partir de callos es dificil
(Barraza et al., 2015). Basados en la necesidad de regenerar
brotes a partir de tejido transformado en P. vulgaris cultivares
‘ICA Pijao’ y ‘BAT 93’, se evalud la siguiente hipdtesis:
“La estandarizacién de pardmetros que intervienen en la
transformacién genética via A. tumefaciens permitiria la
regeneracién de brotes a partir de tejido transformado en P.
vulgaris cultivares ‘ICA Pijao’ y ‘BAT 93’. El objetivo de este
trabajo fue regenerar brotes a partir de tejido transformado
en P. vulgaris cultivares ‘ICA Pijao’ y ‘BAT 93.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizé en el instituto de Biotecnologia
de las Plantas, es su nombre oficial (IBP), Universidad
Central “Marta Abreu” de Las Villas, Villa Clara, Cuba, entre
enero de 2016 hasta octubre de 2018.

Material vegetal

Se emplearon semillas maduras de P. vulgaris cv. ‘ICA
Pijao’ y ‘BAT 93’, de tres meses de edad. El cv. ‘ICA Pijao’
se adquirié en el Instituto Colombiano Agropecuario
(ICA) mientras que el cv. ‘BAT 93’ se obtuvo del Centro
Internacional de Agricultura Tropical de Colombia (CIAT).
Ambos se cultivaron en Cuba y el material inicial para la
realizacién de estos experimentos fue donado por el Centro
de Investigaciones Agropecuarias de la Universidad Central
“Marta Abreu” de Las Villas (CIAP). Las semillas de ambos
cultivares fueron cosechadas en una casa de cultivos

protegidos.

Tabla 1. Medios de cultivos utilizados para la regeneracién
de plantas e inoculacién de explantes de Phaseolus vulgaris con

Agrobacterium tumefaciens

*La timentina (200 mg |'"), la geneticina (50 mg ") y el
glufosinato de amonio (0,5 mg I'") se esterilizaron por filtracién
(filtro de 20 pm) y se adicionaron al medio de cultivo cuando
este tenfa una temperatura entre 40-45 °C en la cabina de flujo

laminar

Medio de cultivo

Componentes

Medio de Germi-
nacién (MG)

Medio de For-
macién de Callos
(MFQ)

Medio de
Inoculacién de la
Bacteria (MIB)

Luria Bertani (LB)

Yeast Extract
Peptone (YEP)

Medio de
Regeneracién de
Brotes

Medio de
Formacién de
Callos con Timen-
tina (MFCT)

Medio de
Regeneracién de
Brotes con
Timentina y Gene-
ticina (MRBTG)

Medio de Re-
generacién de
Brotes con Ti-
mentina y Glufo-
sinato de amonio
(MRBTGA)

50 % sales MS, 1 mg L tiamina, 1.13 mg L
N-6-bencilaminopurina (BAP), 30 g L saca-
rosay 8 gL agar, pH 5,7

50 % sales MS, vitaminas B5, 0,2 mg L™ tidia-
zuron (TDZ), 0,05 mg L™ 3-acido indolacético
(AlA), 30 g L sacarosay 8 g L agar, pH 5,7
50 % sales MS, vitaminas B5, 0,2 mg L TDZ,
0.05mg L AIA, 3,9 g L' MES, 1,98 g L
glucosa, 20 g L sacarosa, pH 5,5

950 mL agua (H,0), 10 g triptona, 10 g NaCl,
5 g de extracto de levadura, 15 g L agar, pH
7,0

2 % extracto de peptona, 1% de extracto de
levadura, 2 % de dextrosa, 1 | H,0, pH 7,0

100 % sales MS, vitaminas B5, 2,25 mg L
BAP, 30 g L sacarosa, 8 g L agar, pH 5,92 +
200 mg L' Timentina, 50 mg L' Geneticina

50 % sales MS, vitaminas BS5, 0,2 mg L-1TDZ,
0.05 mg L' AIA, 30 g L sacarosay 8 g L
agar, pH 5,7 + 200 mg L' Timentina

100 % sales MS, vitaminas B5, 2,25 mg L
BAP, 30 g L sacarosa, 8 gL agar, pH 5,92 +
200 mg L' Timentina, 50 mg L' Geneticina

100 % sales MS, vitaminas B5, 2,25 mg |
BAP, 30 g I sacarosa, 8 g I''agar, pH 5,92 +
200 mg "' Timentina, 0,5 mg |"" Glufosinato
de amonio
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Desinfeccién y germinacién de las semillas

La desinfeccién de las semillas se realizé siguiendo el procedi-
miento descrito por Iglesias et al. (2017). Se colocaron 20 semi-
llas en cada frasco de cultivo de polipropileno de 500 mL de ca-
pacidad que contenfa 30 mL de medio de cultivo de germinacién
identificado como MG (Tabla 1). El material vegetal se mantuvo
en oscuridad total a 27 + 2 °C por tres dias para la germinacién.

Preparacion de los explantes

Después de la germinacién de las semillas, a las pldntulas
de tres dias de edad de los dos cultivares objetos de estudio,
se les elimind la testa adherida a los cotiledones y la raiz.
Se realiz6 una herida en la unién del cotiledén con el eje
embrionario, se separd el cotiledén con una ldmina fina
de la epidermis del eje embrionario y de cada pléntula se
obtuvieron dos explantes que se nombraron como % NC-1
(Fig.1) (Iglesias et al., 2018).

Figura 1. Explante ¥2 NC-1 de P. vulgaris. (la flecha indica la herida en la
union del cotiledon con el eje embrionario)

Preparacion de la suspensién bacteriana

En un Erlenmeyer con 50 mL de medio de cultivo bac-
teriano Luria-Bertani (LB) (Tabla 1) fundido, cuando des-
cendié la temperatura a 45°C se le adicionaron los anti-
bidticos: Espectinomicina 100 mg L', Rifampicina 50 mg
L", Estreptomicina 300 mg L' y Gentamicina 50 mg L o
Rifampicina 50 mg L' y Kanamicina 50 mg L para la pos-
terior inoculacién con la cepa de A. tumefaciens C58C1TRIfR,
la cual contiene el pldsmido pTJK136 MtDHDPS3 o pCAM-
BIA3301, respectivamente. La inoculacién de A. tumefaciens,
se realizé en una caja de Petri de 90 mm de diametro con este
medio de cultivo, por agotamiento por estrfas con el objetivo
de obtener colonias aisladas. Las placas se incubaron a 28°C
durante 48 h en oscuridad.

Se partié de una colonia de A. tumefaciens aislada y se
empled el procedimiento descrito por Iglesias et al. (2017)
para obtener suspensiones bacterianas a la DO600nm
deseada. A las suspensiones se le adicioné acetosiringona
(100 pM) y se incubaron a 26 + 2°C por 30 min antes de
inocular los explantes.
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DETERMINACION DEL EFECTO DE LA
CONCENTRACION DE LA SUSPENSION BACTERIANA,
EL TIEMPO DE INFILTRACION POR VACIO Y EL
PERIODO DE CO-CULTIVO EN LA REGENERACION DE
BROTES

Inoculacién y co-cultivo

La inoculacién y el co-cultivo en todos los tratamientos se
realizé en Erlenmeyers de 250 mL de capacidad con 30 mL de
la suspensién de A. tumefaciens. En cada frasco se colocaron
50 explantes %2 NC-1 de cada cultivar. Un niimero similar de
explantes sin inocular se emplearon como controles. Para
cada tratamiento se realizaron tres réplicas y los experimentos
se repitieron una vez.

Finalizado el co-cultivo, los explantes de
experimentos, se enjuagaron tres veces en MIB con timentina
(200 mg L") y se secaron sobre papel de filtro estéril.
Posteriormente, se colocaron en medio de cultivo de formacidn
de callos con timentina, indicado como MFCT (Tabla 1) y
se mantuvieron por siete dfas a 25 + 2 °C, fotoperiodo de
16 h luz/ 8 h oscuridad y una intensidad luminosa de 45
pmol m-2s. Transcurrido este periodo, los explantes se
transfirieron al medio de cultivo de regeneracién de brotes
con timentina, MRBT (Tabla 1) y se mantuvieron por 10 dfas.
A continuacién, los explantes se sub-cultivaron al mismo
medio de cultivo, donde permanecieron en las condiciones de
cultivo anteriormente descritas hasta los 21 dfas.

los tres

Concentracién de la suspension bacteriana

Durante la inoculacién se estudiaron dos densidades
Opticas de la suspensién bacteriana para determinar el efecto
de estas sobre la regeneracién de brotes. Se establecieron tres
tratamientos: en dos de ellos, los explantes fueron inoculados
de forma independiente durante 30 min con la suspensién de
A. tumefaciens a las DO600nm de 0,1y 0,5. Ademas, se empled
un tratamiento control que no se inoculé con la bacteria. El
periodo de co-cultivo fue de cinco dias. Para la realizacion de
los experimentos siguientes, se selecciond la densidad 6ptica
de la suspensién bacteriana con la cual se obtuvo un mayor
porcentaje de regeneracién de brotes.

Tiempo de infiltracion por vacio

Se estudiaron tres tiempos de infiltracién por vacio
para determinar el efecto de este sobre la regeneracién de
brotes. Los explantes fueron inoculados con A. tumefaciens a
la DO600nm de la suspensién bacteriana seleccionada en el
experimento anterior. Se establecieron cinco tratamientos:
en tres de ellos durante la inoculacién, los explantes fueron
infiltrados por vacio de forma independiente durante 1, 4y
8 min, con un régimen de presién de 60-70 mm de Hg. Se
establecié un tratamiento donde los explantes se inocularon
con A. tumefaciens y no se les aplicé vacio. También se empleé
un control donde los explantes no se inocularon con la
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bacteria ni se trataron con vacio. El periodo de co-cultivo
fue de cinco dfas. Para la realizacién de los experimentos
siguientes, se selecciond el tratamiento donde se obtuvo un
mayor porcentaje de regeneracion de brotes.

Periodo de co-cultivo

Se estudiaron dos periodos de co-cultivo para determinar
su efecto en la regeneracién de brotes. Los explantes fueron
inoculados con A. tumefaciens ala DO600nm de la suspensién
bacteriana seleccionada y expuestos al tratamiento
seleccionado en el experimento de infiltracién por vacio.
Se establecieron tres tratamientos: en dos de ellos, después
de la inoculacién con la bacteria, los explantes fueron co-
cultivados de forma independiente durante tres y cinco dias.
Ademas, se empleé un control sin inocular. Las placas se
incubaron a 22 + 2 °C en oscuridad.

En los tres experimentos, se realizaron dos evaluaciones
durante la regeneracién, la primera a los 10 dfas y la segunda
alos 21 dfas al finalizar el sub-cultivo. Se analizé en cada caso
la regeneracién a partir del nimero de explantes que formaron
al menos un brote y se calculé el porcentaje de regeneracién.

DETERMINACION DEL EFECTO DE LA SELECCION
CON GENETICINA Y GLUFOSINATO DE AMONIO

Conel objetivo de determinarel efecto de diferentes regimenes
de seleccién en la regeneracién de brotes y la transferencia de
ADN a partir de tejido transformado, los explantes %2 NC-1
fueroninoculados de forma independiente con dos suspensiones
de A. tumefaciens cepa C58C1RIifR conteniendo el plasmido
pTJK136 MtDHDPS3 o pCAMBIA3301. Las suspensiones
bacterianas fueron obtenidas mediante el procedimiento y las
condiciones descritas en el acdpite anterior. La inoculacién se
realizé a la DO600nm de la suspensién bacteriana seleccionada
y el tiempo de co-cultivo escogido en el experimento anterior.
Se establecieron cuatro tratamientos. Para ello, se tuvieron
en cuenta los dos pldsmidos antes mencionados. En dos de
los tratamientos, a los explantes inoculados (50) con cada
plasmido, se les aplicé el tiempo de infiltracién por vacio
que menos afectd la regeneracién en el experimento descrito
anteriormente. En otros dos tratamientos los explantes (50) se
inocularon con la bacteria y no se les aplicé vacio. Se utilizé un
control donde los explantes no se inocularon con la bacteria,
ni se le aplicé vacio. Para cada tratamiento se emplearon tres
réplicas y los experimentos se repitieron una vez.

Los explantes inoculados se enjuagaron tres veces con
MIB que contenfa timentina (200 mg L"). Posteriormente,
se transfirieron a MFBT, durante siete dias.

Se emplearon dos agentes de seleccién: geneticina
(50 mg I'") y glufosinato de amonio (0.5 mg L"). Para la
seleccién durante 30 dias con sub-cultivos cada 15 dias, a
los explantes 72 NC-1 se le separaron los brotes iniciales,
se transfirieron a medio de cultivo de regeneracién de
brotes con timentina y geneticina (MRBTG) (Tabla 1) para
los explantes inoculados con C58C1RifR conteniendo el

plasmido pTJK136 MtDHDPS3. En los tratamientos donde
los explantes se inocularon con C58C1TRIifR conteniendo el
plasmido pCAMBIA3301, estos se transfirieron al medio de
cultivo de regeneracién de brotes con timentina y glufosinato
de amonio (MRBTG) (Tabla 1).

Las evaluaciones se realizaron durante la etapa de
seleccién, se analizé en cada caso la regeneracién para lo
que se tuvo en cuenta el nimero de explantes que formaron
al menos un brote. Se calculé la frecuencia de regeneracién
mediante la férmula
Frecuencia de regeneracion Niimero de brotes resistentes a la seleccion

Niimero total de explantes

* 100

Procesamiento estadistico

Los datos se analizaron con el paquete estadistico
PASW Statistics, versién 23, para Windows, los supuestos de
normalidad se verificaron con Sapiro Wilk. Los datos que
no presentaron distribucién normal se procesaron mediante
andlisis de varianza para dos variables no relacionadas H de
Kruskal Wallis y para varias muestras independientes, U de
Mann Whitney. Las diferencias se consideraron significativas
para un valor de p < 0,05 en la prueba H de Kruskal Wallis y
p < 0,01 en la prueba U de Mann Whitney.

RESULTADOS
Concentracién de la suspensién bacteriana

La inoculacién del explante %2 NC-1 con A. tumefaciens dis-
minuy6 la regeneracién de brotes en los dos cultivares objeto
de estudio, pues existieron diferencias entre los porcentajes
de regeneracién obtenidos a partir de explantes inoculados
y controles (Fig. 2). En el cultivar ‘ICA-Pijao’ durante el pri-
mer periodo de cultivo, cuando aumenté la DO600nm de la
suspension bacteriana de 0,1 a 0,5, el porcentaje de regenera-
cién de brotes disminuyé en un 60 % (Fig. 2c). En el segundo
periodo de cultivo, cuando se empleé una DO600nm de 0,5,
la regeneracién disminuyé en un 30 % (Fig. 2f).

En el cultivar ‘BAT 93, durante el primer periodo de
cultivo, no se observé regeneracién de brotes a partir de los
explantes inoculados con A. tumefaciens, independientemente
de la concentracién de la suspensién bacteriana empleada
(Fig. 2h, i). En el segundo periodo de cultivo, el 5 % de los
explantes inoculados con A. tumefaciens a la DO600 menor
formaron brotes (Fig. 2k). Sin embargo, los explantes %
NC-1 tratados con la concentracién mayor de la suspensién
bacteriana no regeneraron.

En el cultivar ‘ICA-Pijao’, los brotes formados tanto en
tratamientos como controles presentaron una coloracién
verde claro (cddigo hex: #ccff33) (https://www.w3schools.
com), sin nervadura definida (Fig. 2d, e, f) (https://www.
w3schools.com). Sin embargo, los brotes formados en los
controles del cultivar ‘BAT 93’, presentaron una coloracién
verde (cddigo hex: #009900) y una nervadura claramente

definida.
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Figura 2. Regeneracién de explantes % NC-1 de P. vulgaris cv. ‘|CA Pijao’ (a-f) y cv. ‘BAT 93’ (g-1) inoculados con una suspension de A. tumefaciens

ajustada a diferentes DO. a, g (control), b, h (DO600nm 0.1), ¢, j (DO

0,5) a los 10 dias de cultivo. d, j (control), e, k (DO

0,1), f,1(DO,,,

600nm

0,5 a los 21 dias de cultivo) (las flechas indican los explantes con regeneracién similar al control).

Tiempo de infiltracién por vacio

En el cultivar ‘ICA-Pijao’, en ambos periodos de cultivo
disminuyé el porcentaje de regeneracién de brotes a partir
de los explantes infiltrados por vacio, asi como en los
explantes inoculados con A. tumefaciens a los cuales no se
les aplicé vacio (Tabla 2). No se observé regeneracién de
brotes durante el primer periodo de cultivo en los explantes
que fueron tratados con 4 y 8 min de vacié (Tabla 2). En el
segundo periodo de cultivo, el porcentaje de regeneracién
de brotes fue mayor en los explantes inoculados con A.
tumefaciens a los cuales no se les aplicé vacio con respecto
a los explantes infiltrados por vacio (Tabla 2). A los 21
dias de cultivo no se aprecié diferencia en el porcentaje de
regeneracion de brotes a partir de explantes infiltrados con
vacio por 1y 4 min. Sin embargo, el tratamiento al que se
le aplicé 8 min de vacio no presenté regeneracién de brotes
(Tabla 2).

En el cultivar ‘BAT 93’ la infiltracién porvacio disminuyd la
regeneracion de brotes a partir del explante %2 NC-1 durante
el primer periodo de cultivo, pues se encontraron diferencias
significativas entre los porcentajes de regeneracién de brotes
de los tratamientos con vacio con respecto al control y los
explantes inoculados con la bacteria a los cuales no se le
aplicé vacio (Tabla 2). A los 21 dias de cultivo, los brotes
regenerados a partir de los explantes inoculados con A.
tumefaciens tratados o no con vacio habian muerto. Ademis,
no se observé regeneracién de nuevos brotes en los explantes
inoculados con A. tumefaciens (Tabla 2).

En los tratamientos de inoculacién con diferentes DO
de la suspensién bacteriana, asi como en los de infiltracién
por vacio, los explantes usados como controles presentaron
mayor porcentaje de regeneracién de brotes. Esto pudo
deberse a que la inoculacién con A. tumefaciens provocé un
deterioro visible de los cotiledones (Fig. 2) y la infiltracién
por vacio facilité una mayor penetracién de A. tumefaciens,
con un sobre crecimiento de esta, lo cual afecto la viabilidad
de los explantes tratados.
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Teniendo en cuenta los resultados de este trabajo, no se
aplicé la infiltracién por vacio durante la inoculacién de los
explantes %2 NC-1 con A. tumefaciens en el siguiente experimento.

Tabla 2. Efecto del tiempo de infiltracién por vacio en la
regeneracion de brotes a partir de explantes 72 NC-1 de
Phaseolusvulgaris cv. ‘ICA Pijao’ y cv. ‘BAT 93’ inoculados con una
suspensién de A. tumefaciens ajustada a una DO600nm 0,1, en
dos periodos de sub-cultivos
*At= A. tumefaciens, V= vacio

Tr.ata- Regeneracién de brotes
mientos
10 dias de cultivo 21 dias de cultivo
‘ICA Pijao’ ‘BAT 93’ ‘ICA Pijao’ ‘BAT 93’
5,83 47 (21,50) 25,0
Control 28 (21,50)a (20,50)a a (14,75)
acsiny - saaenp P00 g a0gp
At +V 1 2,00
o 4(8,08)b (13.00)b 41(9,25) -
At+V4 ) ) 3,33 )
min (9,33)c
At+V 8 ) ) ) )
min

Medias con letras desiguales difieren segiin prueba H de Kruskal Wallis (p < 0,05) y
U de Mann Whitney (p < 0,01) dentro de un mismo periodo de sub-cultivo n=300.
Los niimeros delante del paréntesis se refieren a las medias, los niimeros dentro
del paréntesis a los rangos medios.

Periodo de co-cultivo

La inoculacién de los explantes %2 NC-1 con A. tumefaciens
disminuyé la regeneracién de brotes en el cultivar ‘ICA
Pijao’. No existieron diferencias en la regeneracién de brotes
obtenidos después de la aplicacién de los dos periodos de
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co-cultivo, durante el primer sub-cultivo. En el segundo
sub-cultivo, tanto en el control como en los explantes co-
cultivados por tres dias, se produjo un incremento en el
porcentaje de regeneracién con respecto al primer sub-
cultivo. Sin embargo, el porcentaje de regeneracién de
brotes de los explantes co-cultivados durante cinco dias
disminuyé considerablemente.

En el cultivar ‘BAT 93’ la regeneracién de brotes a partir
de los explantes inoculados con A. tumefaciens resultaron
menores que el control. Los explantes que fueron co-
cultivados por el menor tiempo, presentaron mayores
porcentajes de regeneraciéon de brotes en los dos sub-
cultivos. En el segundo sub-cultivo, en todos los tratamientos
aplicados, se observé un incremento de la regeneracién con
respecto al primer periodo de cultivo.

Atendiendo a estos resultados, para la realizacién de los
experimentos siguientes los explantes fueron co-cultivados
durante tres dfas.

De modo general, los mayores porcentajes de
regeneracién de brotes a partir de explantes %2 NC-1
inoculados con A. tumefaciens se obtuvieron al emplear la
suspensién bacteriana ajustada a la menor densidad éptica,
sin infiltrar los explantes con vacio y manteniéndolos en el
menor periodo de co-cultivo.

Tabla 3. Regeneracién de brotes en explantes 2 NC-1 de
Phaseolus vulgaris cv. ‘ICA Pijao’ y cv. ‘BAT 93’ durante la
etapa de seleccién
*At (pTJK136 MtDHDPS3): explantes %2 NC-1 inoculados
con A. tumefaciens (pTJK136 MtDHDPS3)

No. de %2
No. NC_1 re- No. de %5 Frecuencia de
. total sistentes a .,

Tratamientos . NC-1 con regeneracion

de’  geneticina/ brotes (%)

NC-1 glufosinato ?

de amonio
‘I1CA ‘BAT ‘ICA ‘BAT ‘ICA ‘BAT
Pijao’ 93’ Pijao” 93’ Pijao” 93’

Control 300 0 0 0 0 0 0
At (pTIK136
MtDHDPS3) 300 12 10 10 0 3,33 0
At (pTJK136
MtDH- 300 0 3 0 0 0 0
DPS3)+v
At (pCAM-
BIA3301) 300 10 24 0 5 0 1,66
At (pCAM-
BIA3301)+v 300 0 7 0 0 0 0
Total 1200 22 44 10 5 0,83 0,41

* At (pTJK136 MtDHDPS3)+v: explantes %2 NC-1 inoculados con A.
tumefaciens (pTJK136 MtDHDPS3) + vacio 1 min

* At (PCAMBIA3301): explantes ¥2 NC-1 inoculados con A. tumefa-
ciens (pPCAMBIA3301)

* At (PCAMBIA3301)+v: explantes %2 NC-1 inoculados con A. tume-
faciens (pCAMBIA3301) + vacio 1 min

Efecto de la seleccién con geneticina y glufosinato
de amonio

En el cultivar ‘ICA Pijao’ durante el periodo de seleccién
con geneticina y con glufosinato de amonio se observaron
explantes resistentes a los agentes selectivos en los trata-
mientos a los que no se les aplicé vacio (Tabla 3). Solo se
observé regeneraciéon de brotes en los explantes inoculados
con A. tumefaciens (pTJK136 MtDHDPS3) correspondiente al
sistema de seleccién con geneticina.

En el cultivar ‘BAT 93’ en los tratamientos que no se
aplicé vacio, independientemente del agente selectivo, el
nimero de explantes resistentes fue tres veces superior en
comparacién con los tratamientos donde se empled esta
técnica de infiltracién (Tabla 3). De estos, en el tratamiento
en que los explantes se inocularon con A. tumefaciens
(PCAMBIA), se observé el mayor valor de explantes %2 NC-1
resistentes a glufosinato de amonio (Tabla 3). Este fue el
Unico tratamiento que mostré regeneraciéon de brotes
durante la etapa de seleccién (Tabla 3).

Los brotes regenerados resistentes a geneticina y
glufosinato de amonio presentaron una coloracién verde
(codigo hex: #009900), hojas coridceas y de tamafio pequefio.
La definicién de la nervadura no fue clara.

DISCUSION

Concentracion de la suspension bacteriana

En los dos cultivares objeto de estudio el tratamiento
con A. tumefaciens, produjo deterioro del explante (Fig. 2).
Esto fue mds visible en los cotiledones, pues muchos de
ellos presentaron sintomas de necrosis. El deterioro de los
cotiledones debid ser una de las causas fundamentales que
provocaron afectacién en la regeneracién de los explantes 2
NC-1. Pues ya se ha descrito para los cultivares ‘ICA Pijao’
y ‘BAT 93’ que los cotiledones tienen un efecto promotor
en la capacidad de regeneracién de explantes derivados de
plantulas (Collado et al., 2013).

La concentracién de A. tumefaciens es un parametro
importante a considerar en cualquier protocolo de
transformacién genética, ya que bajas concentraciones de la
suspensién bacteriana pueden ser insuficientes para lograr
una transferencia de ADN eficiente y altas concentraciones
pueden causar la muerte del explante (Martirena-Ramirez
et al., 2013). En el presente experimento se emplearon
dos densidades de la suspensién bacteriana: DO600 de
0,1, basado en los resultados obtenidos por Iglesias et al.
(2017) al analizar el efecto de la concentracién bacteriana
en la regeneracién brotes a partir de callos y DO600 de
0,5, basado en los resultados de transformacién de nudos
cotiledonales en Arachis hypogaea L. (Hsieh et al., 2016). En
el caso de A. hypogaea, con una densidad de la suspensién
de A. tumefaciens DO600nm de 0,5, la regeneracién oscilé en
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un rango de 55 a 75,8 %. Sin embargo, esta concentracién
de la suspensién bacteriana redujo considerablemente la
regeneracion de brotes en el cultivar ‘ICA Pijao’ de P. vulgaris
a un 10 %, mientras que en ‘BAT 93’ no se logré la emisidn
de brotes. El hecho de que la regeneracién de P. vulgaris
sea mas afectada por altas densidades de la suspensién
bacteriana que A. hypogaea, puede estar relacionado con la
alta sensibilidad de P. vulgaris a A. tumefaciens, lo que convierte
a P. vulgaris en una especie recalcitrante a la transformacién
genética via A. tumefaciens.

De modo similar a los resultados de este trabajo, en el
cultivar ‘Olathe’ pinto de P. vulgaris, la inoculacién de ejes
embrionarios con una DO600nm de 0,5 de la suspensién
de A. tumefaciens causé la muerte del 70 % de los explantes
(Song et al., 2020. Sin embargo, estos autores con una
DO600nm de 0.1, lograron aumentar el nimero de explantes
regenerados, asi como una frecuencia de transformacién
adecuada.

Tiempo de infiltracién por vacio

La infiltracién por vacio afecté considerablemente
el potencial de regeneracién del explante % NC-1 en
el cultivar ‘ICA Pijao’. Esta afectacién no pudo ser
claramente constatada en ‘BAT 93’, pues a diferencia de
‘ICA Pijao’, en este cultivar la respuesta de regeneracién,
estuvo afectada de forma general por la inoculacién de
los explantes con A. tumefaciens. La condicién cultivar
dependiente de P. vulgaris al cultivo de tejidos y a la
transformacién genética via A. tumefaciens, debié ser la
causa de las respuestas diferentes de los cultivares objeto
de estudio bajo las mismas condicionesy con tratamientos
similares. Es conocido que el cultivar ‘BAT 93’ tiene una
respuesta de regeneracién inferior a ‘ICA Pijao’ (Collado
etal.,2013)y por los resultados de este experimento y los
descritos previamente (Iglesias et al., 2017), también es
mds sensible a la afectacién por A. tumefaciens.

La infiltracién por vacio durante la inoculacién ha sido
poco empleada en trabajos de transformacién genética
de P. vulgaris. Para incrementar la transferencia de ADN en
hojas, se sugieren tiempos de 20-25 min (Nanjareddy et al.,
2016). En otra investigacién, (Liu et al., 2005) mejoraron la
eficiencia de la transformacién genética a partir de plantulas
aplicando sonicacién y 5 min de vacio. Sin embargo, en el
presente experimento tiempos de infiltracién por vacio de
1y 4 min redujeron significativamente la regeneracién y en
los explantes tratados con 8 min no se logré la emisién de
brotes en los dos cultivares estudiados. Teniendo en cuenta
el efecto negativo de periodos prolongados de infiltracién
por vacio (Sivanandhan et al., 2012), propusieron la
aplicacién de 1 o 2 min de vacio para lograr un balance
adecuado entre la transferencia de ADN y la regeneracién
en Glycine max L.

El efecto negativo del vacio sobre la regeneracién de
brotes puede estar relacionado con el modo de aplicacién
de esta técnica durante el proceso de inoculacién. Similar
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a investigaciones previas (Mariashibu et al., 2013), en el
presentetrabajo alos explantesseles aplicé vacio sumergidos
en una suspensién de A. tumefaciens, lo que provocé la
penetracién excesiva de la bacteria con el consecuente
sobrecrecimiento de la misma durante el co-cultivo y la
recuperacién. El modo de aplicacién de esta técnica en este
experimento facilité la penetracién de la bacteria incluso
en zonas del explante donde no hay regeneracién como
los cotiledones, donde se intensificé la necrosis. Puede
ser que un cambio en el modo de aplicacién de la técnica
de infiltracién por vacio disminuya su efecto negativo. Un
ejemplo de ello lo constituye el resultado en Cicer arietinum
L., publicado por Srivastava et al. (2017). Estos autores
aplicaron la infiltracién por vacio al explante, después de
haber vertido con una pipeta la suspensién bacteriana en el
interior de una herida realizada a este con anterioridad. Con
esta modificacién de la técnica, el porcentaje de expresion gus
transitoria y el de regeneracién de brotes fueron superiores
al 70 %. Este procedimiento puede ser una alternativa para
disminuir las afectaciones de la infiltracién por vacio en
futuros trabajo de transformacién genética en P. vulgaris.

Periodo de co-cultivo

En P. vulgaris para la transformacién genética via A. tumefaciens
de explantes derivados de plantulas, se han indicado periodos de
co-cultivo desde tres hasta ocho dias (Mukeshimana etal., 2013;
Collado et al., 2016 a). En estas investigaciones, la seleccién del
periodo de co-cultivo ha sido basada en la expresién transitoria
de los genes reporteros. En la mayorfa de los trabajos no se
ha tenido en cuenta que P. vulgaris es una especie que ha sido
clasificada como recalcitrante para la regeneracién in vitro.
Si se tiene en cuenta la importancia que tiene la regeneracion
para mejorar la eficiencia de los protocolos de transformacién
genética, resultarfa util considerar el efecto del co-cultivo en la
regeneracién de tejido transformado. En el presente trabajo a
diferencia de estudios previos realizados (Mukeshimana et al.,
2013; Collado et al., 2016a), la determinacién del periodo
éptimo de co-cultivo se basé en el efecto de esta variable
sobre la regeneracién del tejido inoculado con A. tumefaciens.

En el cultivar ‘ICA Pijao’, cinco dias de co-cultivo
resultaron en una colonizacién completa del explante por A.
tumefaciens. Ello impidié un eficiente control del crecimiento
de la bacteria que afecté la regeneracién y causé la muerte
de los brotes regenerados. Sin embargo, en ‘BAT 93, los dos
periodos de co-cultivo empleados (3 y 5 dfas) condujeron a
un decrecimiento en la regeneracién. Esta respuesta puede
estar relacionada con la extensa colonizacién que ocurrié
en los explantes por la bacteria, lo que debié provocar
sobreexpresién de genes relacionados con la defensa de la
planta ante condiciones que provocan estrés (Dita et al.,
2006). En muchos delos trabajos de transformacién genética
via A. tumefaciens, emplean periodos de co-cultivo largos,
basados en que este debe ser suficiente para garantizar una
transferencia de ADN 6ptima. No obstante, en P. vulgaris
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var. Brunca, periodos de co-cultivo de tres a cuatro dias,
resultaron en una integracién adecuada de los genes GUS o
nptll (Solis-Ramos et al., 2019). En la presente investigacién
se demostré que para el cultivar ‘I1CA Pijao’, tres dias de co-
cultivo reducen las afectaciones en la regeneracién de brotes
enun 10 %.

Efecto de la seleccién con geneticina y glufosinato de
amonio

La efectividad de los dos sistemas se seleccién usando
los genes nptll y bar en nudos cotiledonales de P. vulgaris
transformados via A. tumefaciens ha sido descrita (EISSA,
2013). Esta autora empleé kanamicina (50 mg [|) y
glufosinato de amonio (1,0 mg L") como agentes selectivos.
En el presente trabajo a diferencia de la investigacién
previamente realizada (EISSA, 2013), se emplearon como
agentes selectivos geneticina y glufosinato de amonio. En los
dos cultivares objeto de estudio, los controles empleados no
presentaron explantes capaces de regenerar en los medios de
cultivo con geneticina (50 mg L") o glufosinato de amonio
(0,5 mg L"). Ello permitié constatar la efectividad de estos
agentes selectivos para la seleccién de tejido transformado
regenerado a partir de los explantes ¥2 NC-1.

En la presente investigacién se resalta la importancia de
la regeneracién de brotes a partir de tejido transformado
via A. tumefaciens, aspecto que ha sido poco estudiado
en P. vulgaris. Los principales pardmetros que garantizan
una eficiente transferencia de ADN de la bacteria hacia el
explante generalmente afectan la regeneracién de brotes.
Por esta razén resulta de utilidad establecer un balance
entre la frecuencia de transformacién y la eficiencia de la
regeneracion, con el objetivo de establecer protocolos de
transformacién genética estables para especies en las cuales
el mejoramiento genético resulta dificil.

El estudio de la regeneracién de brotes a partir de tejido
transformado via A. tumefaciens en los cultivares ‘ICA Pijao’
y ‘BAT 93’, no descrita en la literatura cientifica, resulta
importante para su posterior aplicacién en programas de
mejoramiento genéticos de P. vulgaris. La determinacién del
efecto de la concentracién de la suspensién bacteriana, el
tiempo de infiltracién por vacio, el periodo de co-cultivo
y los agentes selectivos sobre la regeneracién de brotes a
partir del explante %2 NC-1, arrojé resultados relevantes y
sin precedentes, que pueden ser utilizados para desarrollar
un protocolo de transformacién genética en otros cultivares
de P. vulgaris.

CONCLUSIONES

La concentracién de la suspensién bacteriana, el tiempo
de infiltracién por vacio y el periodo de co-cultivo tuvieron
efecto negativo sobre la regeneracién de brotes a partir de
explantes %2 NC-1 en P. vulgaris cv. ‘ICA Pijao’ y ‘BAT 93’.
La geneticina y el glufosinato de amonio fueron efectivos

para la seleccién de brotes regenerados a partir de estos
explantes en ambos cultivares. La determinacién del efecto
de los pardmetros estudiados sobre la regeneracién de
brotes a partir del explante %2 NC-1 resultan de utilidad
para el desarrollo de nuevos protocolos de transformacién
genética en P. vulgaris.
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