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RESUMEN

Se evalué y seleccion6 una metodologia para la transformacion genética de la variedad de tomate UNAPAL-Arreboles con el gen crylAb para la
incorporacion de resistencia al cogollero (Tuta absoluta), utilizando el sistema de Agrobacterium. Se regeneraron 59 plantas transgénicas a partir de
3.200 explantes (1.84%). La integracion estable, expresion y herencia de los genes nptII y gus-intrén, se demostraron mediante analisis histoquimico
y molecular en los clones To28, To33 y To47 y en la correspondiente generacién T1. Sin embargo, los analisis molecular e inmunolégico indicaron
ausencia del gen crylAb sugiriendo que la secuencia de este gen se puede haber modificado.
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ABSTRACT

A plant transformation methodology was selected and evaluated to incorporate the crylAb gene by Agrobacterium-mediate genetic transformation
into tomato variety UNAPAL-Arreboles for resistance to budworm (7Tuta absoluta). A total of 59 transgenic plants were regenerated from 3.200
explants (1.84%). Histochemical gus assay and molecular analysis of three independent events To28, To33 and To47 and corresponding T1 derived
generations, demonstrate the stable integration, expression and inheritance of the nptIl and gus-intron genes. However, the molecular and
immunological analysis of these same clones, indicate that the crylAb gene is not present in the transformed plants, suggesting that the sequence of
this gene may be modified as result of possible recombinant events.

Key words: Solanum lycopersicon; plant genetic transformation; Agrobacterium; Bacillus thuringiensis; budworm; Tuta absoluta.

INTRODUCCION uso de genes plasmidicos cry provenientes de Bacillus

El cogollero (Tuta absoluta), una de las plagas
mads limitante de produccién de tomate, se controla
principalmente con plaguicidas cuyo uso indiscrimi-
nado afecta el costo de la produccidn, la salud humana
y animal y el ambiente. La incorporacién de genes de
resistencia (presentes en especies silvestres relaciona-
das) por medio de mejoramiento convencional es dificil
debido a incompatibilidad genética con las variedades
comerciales.

Una alternativa para introducir genes de resistencia
es la tecnologia de transformacion genética basada en el

thuringiensis (Bt). El gen sintetiza cristales proteinicos
que en el intestino medio de las larvas desencadena
formacién de poros inespecificos, lisis celular y muerte
por septicemia (Lambert y Peferoen, 1992; Van Rie, et
al., 1990).

Muchos genes cry se han identificado y secuen-
ciado. Algunos se han modificado y transferido para el
control de larvas de insectos plagas como crylA para
el gusano rosado de la cdpsula del algodonero (Pectini-
phora gossypiella) (Wilson et al., 1992), cry3A para el
escarabajo colorado de la papa (Leptinotarsa decemli-
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neata) (Perlak et al., 1993), cryl Ab para el barrenador
europeo del maiz (Ostrinia nubilalis) (Koziel et al.,
1993), cryl Ab en arroz para el barrenador rayado del
tallo (Chilo suppressalis) y el plegador foliar (Cna-
phalocrosis medinalis) (Fujimoto et al., 1993), cryl Ab
para el gusano cachén (Manduca sexta) del tomate
(Fischhoff et al., 1987) y crylAb para el barrenador
del tallo de la cafia de azicar (Diatraea saccharalis)
(Arencibia et al., 1997).

Entre las caracteristicas que se han introducido
a tomate mediante transformacion genética se pue-
den mencionar: resistencia a kanamicina (Chyi et al.,
1987; Koormeef et al., 1986; McCormick et al., 1986),
tolerancia al herbicida glifosato (Fillatti et al., 1987),
tolerancia al herbicida Basta (De Block et al., 1987),
resistencia al virus del mosaico del tabaco (Nelson et
al., 1988), resistencia al virus del mosaico de alfalfa
(Turner et al., 1987), resistencia al virus silvestre del
manchado de tomate (Gielen et al., 1996; Ultzen et al.,
1995), resistencia a insectos (Vaeck et al., 1987, Fis-
chhoff et al., 1987; Salm et al., 1994; Narviez-Visquez,
1991), inhibicion de la resistencia de los inhibidores de
proteinasa I y II hacia Manduca sexta (Orozco-Cérde-
nas, 1993), retardar la maduracion del fruto (Smith et
al., 1988; Hamilton et al., 1990) y resistencia a hongos
(Yoder et al., 1988).

El éxito de la transformacién genética de plantas
via Agrobacteriun depende del tipo de cepa, el medio
de activacion, la concentracién de acetosiringona, el
tiempo de la infeccidn, la temperatura y el tiempo de
co-cultivo. Como estos pardmetros se deben optimi-
zar para lograr eficiencia en la transformacién de una
variedad en particular, el objetivo de la investigacién
consisti6 en evaluar y seleccionar una metodologia para
la transformacion genética de la variedad de tomate
UNAPAL-Arreboles.

MATERIALES Y METODOS

Para los ensayos preliminares, que se adelantaron
en el Centro Internacional de Agricultura Tropical, se
utilizaron tres cepas desarmadas de Agrobacterium:
Agll sinregiéon T-DNA Mop (+), Cb (R ); C58C1 regién
Mop= recA: bla (Lazo et al., 1991) y LBA4404 que
porta la region vir del plasmido ptiAchS y sin la region
T-DNA del pldsmido Ti.

Las cepas, que conservan intacta la regién vir,
encargada de la escision, transporte e integracion del
T-DNA desde la bacteria al genoma de las células
vegetales, se transformaron via electroporacién con
el plasmido pBIGCry (Cell-Porator ® Voltaje Bo-
oster de Gibco —BRL). El pldsmido de 15.7 Kb fue
construido en CIAT', presenta una regién de T-DNA
modificada con tres genes quiméricos (Figura 1). Uno
de los genes codifica para neomicina fosfotransfera-
sa I (npt II) que confiere resistencia a antibidticos
aminoglicosidicos, utilizados para la seleccién de
tejidos transformados; porta el promotor nos-5" y
la secuencia de terminacion nos-3” del gen nopalina
sintasa de A. tumefaciens.

El segundo CrylAb (3.0 Kb), versién modificada
del gen sintético (Fujimoto et al., 1993) adquirida por el
CIAT de la Compaiiia japonesa Plantek, e introducida al
vector binario pBIGCry1 conjuntamente con el promotor
35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV35S) y
la secuencia de terminacién del gen nopalina sintasa
(nos-3") de A. tumefaciens.

El tercero gus-intron codifica para la B-glucuro-
nidasa, que permite el monitoreo de células y tejidos
transformados mediante una prueba histoquimica que
utiliza como sustrato X-glu (5-bromo-4-chloro-3-indo-
lyl-B -D-glucuronic acid). En presencia de la enzima, el
sustrato X-glu libera el colorante azul indigo, que tifie el
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Figura 1. Mapa de la region T-ADN del plasmido pBIGCry que muestra los genes quiméricos nptIl, crylAb
y gus-intron. (nos-5" = promotor de nopalina sintetasa; nos-3” = terminador de nopalina sintetasa; 35S-5" =
promotor de CaMV-35S y 35S-3” = terminador de CaMV-358S.

(Fuente: L. I. Mancilla. Comunicacién personal)

1 Lida Inés Mancilla. 2000, Comunicacién personal. Centro Internacional de Agricultura Tropical-CIAT.
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sitio del tejido donde hubo expresion del gen. Este gen
tiene como promotor la regién 35S-5"y la sefial de ter-
minacién 35S-3" del virus del mosaico de la coliflor.

En el ensayo exploratorio de activacion bacteriana
se utilizaron tres medios conservados a - 80°C: MIB
(Gelvin, 1989), PIM2 (Aldemita y Hodges, 1996) y
Gelvin-Liu (Gelvin y Liu, 1994) (Tabla 1).

Para MIB y Gelvin-Liu se sigui6 el siguiente pro-
cedimiento: cultivos de 5 ml se incubaron durante 16
horas en medio LB (Sambrook et al., 1989) con antibi6-
ticos de seleccion: kanamicina (50mgl™) y rifampicina
(10mgl™) para Agll/pBIGCry; kanamicina (50mgI™)
y carbenicilina (100mgl™) para C58C1/pBIGCry; y
kanamicina (50 mgl™) y estreptomicina (25mgl™) para
LBA4404/pBIGCry. Los cultivos se centrifugaron a
3000 rpm durante 10 minutos y el precipitado se resus-
pendi6 en igual volumen con los medios de activacion
que contenian acetosiringona (AS) a una concentracién
final de 100 M.

Para el procedimiento con PIM2 se inocularon
cajas de petri con medio sélido ABG (Gelvin y Liu,
1994) y se incubaron a 28 °C durante tres dias; para el
cultivo liquido se inocul6 con los antibidticos una co-
lonia en tres tubos con 2 ml de medio YEP (Sambrook
et al., 1989). Los cultivos se incubaron a 28°C durante
30 horas con agitacion constante de 200 rpm. Un pool
de los tres tubos se centrifugd a 3000 rpm durante 15
minutos; los precipitados se re-suspendieron en 10 ml de
medio PIM2 que contenia 100 uM de AS y se incubaron
a28°C durante 16 horas con agitacién constante de 200
rpm. Para estimar el crecimiento bacteriano se hizo una
lectura a 600 nm en un espectrofotémetro. Cuando el
cultivo presenté D.O. entre 1.6 y 1.9 se adicionaron 20u1
de AS (10 mgl™) y se dejé en hielo durante una hora
antes de la infeccion.

Para la infeccion con los medios MIB y Gelvin-
Liu se colocaron 25 explantes de hojas cotiledonares en
cajas de petri con medio M3; se adicionaron 5 ml de la
suspensién a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Los explantes se organizaron con el envés hacia arriba
y se incubaron en oscuridad a 22°C durante 48 horas.
Después del co-cultivo los explantes se sometieron a la
prueba de gus.

Para la Infeccién con el medio PIM2 los ex-
plantes se sumergieron en la suspension durante 5
minutos, se transfirieron al medio M3 que contenia
100 M de AS y se hizo un co-cultivo a 28°C durante
48 horas.

En la prueba de Gus los explantes se sumergieron
en X-glu y se incubaron durante 16 horas a 37°C. Los
explantes con expresion positiva presentaron puntos

azules, especialmente en los bordes donde se realizaron
los cortes (Mendel ef al., 1989).

RESULTADOS Y DISCUSION
Seleccion de la cepa bacteriana

Como las pruebas de expresion transitoria del gen
gus no mostraron transformacion positiva de la cepa
Agll se trabajo C58C1 y LBA4404. Sin embargo, no
se presentaron diferencias significativas entre ellas en
la infeccién de los explantes en los medios de activa-
cion. Las diferencias registradas se atribuyeron a la
composicién de cada medio (Tabla 1, Figura 2). Los
valores mds altos de expresidn transitoria se observan
en el medio MIB cuando las infecciones se realizaron
con la cepa LBA4404.

Tabla 1. Composicion de los medios de activacion bacteriana

Componentes Gelvin-Liu PIM2 MIB
MES 50mM 75mM 20mM
Glucosa (%) 0.5 1 0.5
Sales AB (20X) 1X 1X 1X

NaH,PO4 (mM) 2 2 2
AS (uM) 100 100 100

Seleccion del medio de activacion

Por la expresién del gen gus-intron el mejor medio
de activacién de la cepa Agrobacterium LBA4404/pBI-
GCry fue MIB, lo cual se atribuy6 al pH y concentracién
de glucosa en el medio (Figura 2).
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Figura 2. Expresion transitoria del gen gus-intron en
explantes de tomate variedad UNAPAL-Arreboles, infectados
con dos cepas de Agrobacterium tumefaciens al utilizar tres
medios de activacién.
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Aunque no hubo diferencias significativas entre los
tres tiempos de infeccién (30, 60 y 90 min), periodos
mayores de 30 min pueden afectar los valores de la
expresion transitoria al estresar los explantes (Figura
3). El éxito de la transformacién de los explantes puede
depender del tiempo de exposicion con el indculo, ya que
periodos muy largos pueden producir alta mortalidad
por sobre-infeccién bacteriana y en periodos muy cortos
no se podra observar expresion transitoria.
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Figura 3. Efecto del tiempo de infeccion de la cepa de
Agrobacterium 1L.BA4404/pBIGCry, en la expresion
transitoria del gen gus-intron en explantes cotiledonares de
tomate, con el medio de activacion MIB.

Las diferencias no son significativas a p = 0.05.

La concentracion bacteriana generalmente utili-
zada para la infeccion de los explantes de tomate es
de alrededor de 5x10® células / ml (Fillatti et al., 1987,
Narvéez- Vasquez, 1991) o de 5 x 107 células /m] (Ul-
tzen et al., 1995). Sin embargo, la cepa LBA4404 en
16 horas en medio LB (3 ml) exhibe aproximadamente
este titulo bacteriano.”

En las tres concentraciones de acetosiringona
varid la expresion transitoria en los explantes pero no
fue significativamente diferente (Figura 4). Se adopt6
la concentracién de 100 u M de AS para el protocolo de
transformacion de tomate UNAPAL-Arreboles.

No se presentaron diferencias significativas en la
expresion transitoria del gen gus-intron entre las tem-
peraturas de co-cultivo de 22°C y 25°C pero si entre
22°C y 28°C (Figura 5), lo cual indica que la 6ptima
de co-cultivo de la cepa LBA4404/pBIGCry y los ex-
plantes de la variedad de tomate UNAPAL-Arreboles
se da a 22°C.

2 Sheila McCormick, 2001. Comunicacién personal. USDA
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Para el tiempo de co-cultivo de los explantes con
LBA4404/pBIGCry hubo diferencias significativas en
los valores de expresion transitoria entre 24 y 48 y entre
48 y 72 horas, pero no entre 24 y 72 horas (Figura 6).
La baja expresion transitoria a las 24 horas pudo deberse
al tiempo insuficiente para la colonizacién bacterial,
mientras a 72 horas el sobrecrecimiento bacterial pro-
duce estrés y muerte de tejidos, concordando con los
resultados de Fillatti et al.(1987) y Ultzen et al.(1995)
de 48 horas como el éptimo.
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Figura 4. Efecto de la concentraciéon de acetosiringona en el
medio de activaciéon MIB, en la expresion transitoria del gen
gus-intron en explantes de tomate infectados con la cepa de
Agrobacterium LBA4404/pBIGCry.

Las diferencias no son significativas a p = 0.05.
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Figura 5. Efecto de la temperatura de co-cultivo de los
explantes de tomate con la cepa de Agrobacterium LBA4404/
pBIGCry, en la expresion transitoria del gen gus-intron.
Valores con diferente letra son significativamente diversos a
p = 0.05.
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Figura 6. Efecto del tiempo de co-cultivo de explantes de
tomate infectados con la cepa Agrobacterium LBA4404/
pBIGCry en la expresion transitoria del gen gus-intron.
Valores con letras distintas fueron significativamente
diferentes a p = 0.05.

Protocolo para la transformaciéon de tomate
variedad UNAPAL-Arreboles

Utilizar como explante el tercio medio de las hojas
cotiledonares de plantulas entre 7-10 dias, colocar en

medio M3 a razén de 50 explantes por caja de petri
(Figura 7a).

Infectar los explantes durante 30 minutos con un
cultivo de LBA4404/pBIGCry) de 16 horas, activada
con MIB con contenido de 100 uM de acetosiringona
(Figura 7b); remover las bacterias y acomodar los ex-
plantes con el envés hacia arriba; envolver las cajas de
petri en papel aluminio y colocarlas en la oscuridad a
22°C durante 48 horas (Figura 7c); retirar al azar 10%
de los explantes para prueba de gus (Figura 7d) y el resto
sembrarlos en medio de seleccién (M3 con kanamicina
100 mgl™ y carbenicilina 500 mgl™) y se incuban a 25-
28°C con 16 horas-luz / dia e intensidad luminica de
80-100 uE m?s™.

Después de tres semanas transferir explantes
sobrevivientes a M3 (brotes) (la zeatina se reduce a 0.1
mgl” y se elimina el AIA), conteniendo kanamicina
100 mgl'1 y carbenicilina (500 mgl'l). Cuando los callos
produzcan brotes se separan y transfieren a M3 fresco,
con kanamicina 100 mgl” y carbenicilina 500 mgl”
(Figura 7e).

Figura 7. Etapas del protocolo de transformacién de tomate variedad UNAPAL-Arreboles. a. Explantes de hojas
cotiledonares de plantulas de 7-10 dias. b. Cepa de Agrobacterium 1.LBA4404 activada para la infeccion de los
explantes. c. Explantes infectados en co-cultivo. d. Prueba de gus para ver la eficiencia de la transformacion. e.
Regeneracion de brotes en medio de seleccion. f. Plantulas en medio de enraizamiento. g. Plantula enraizada. h.
Plantas transformadas en el invernadero de bioseguridad.
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Dos o tres semanas mas tarde, los brotes con al-
tura mayor de 0.6 cm se cortan del callo y se colocan
en medio de enraizamiento (% M3 suplementado con
0.1 mgl'l de ANA como fuente hormonal y 50 mgl™” de
kanamicina) (Figura 7f).

Cuando las plantulas presenten suficientes raices
(Figura 7g) se pasan a suelo estéril (Jiffy pots de 250
cm’), se colocan en casa de malla, se cubren durante
cinco dias con vasos de icopor invertidos y perforados
en la base, se riegan poco y se fertilizan (Coljap desa-
rrollo) dos semanas mds tarde (Figura 7h).

Produccion de tomates transformados

De ocho eventos de transformacién (400 explan-
tes por evento) se aislaron 59 plantulas resistentes a
kanamicina (1.84 % de eficiencia), ocho clones no
enraizaron, seis murieron en el cuarto de crecimien-
to y 37 presentaron reaccioén positiva a la prueba de

gus. En invernadero 15 materiales completaron ciclo
vegetativo, produjeron de 2-40 semillas por fruto y se
propagaron vegetativamente a partir de yemas axilares.
De seis clones que presentaron alta expresion del gen
gus-intron, se eligieron los tres (Ty-28, To-33 y To-47)
que mostraron el porte tipico de la variedad UNAPAL-
Arreboles, mejor produccidn de frutos (seis por planta),
facil propagacién mediante yemas axilares y rdapido
desarrollo.

El andlisis bioquimico (prueba de kanamicina y
prueba de gus) de los clones T1-28, T1-33 y T1-47 y
el andlisis molecular de los clones To y T1 indicaron
la presencia de los genes nptll y gus-intron en estos
materiales transformados (Figuras 8a y 8b). Los ensa-
yos inmunoldgicos y moleculares no detectaron el gen
cryl Ab, indicando la posible modificacion por eventos
de recombinacion e insercién de segmentos de ADN
extrafio..

Figura 8. Analisis de PCR de plantas To y T1 de los materiales transformados (Clones T-28, T-33 y
T-47). a. Plantas transgénicas To y T1 de la variedad de tomate UNAPAL-Arreboles. b. Deteccién de la
presencia del gen nptIl. c. Deteccion de la presencia del gen gus-intron. Linea 1, Marcador molecular;
Linea 2, Blanco; Linea 3 y/o 4, Plasmido pBIGcry; Linea 5, Control no transgénico; Lineas 7-18
materiales de tomate transformado.

CONCLUSIONES

1. El medio MIB present6 los valores mds altos de ex-
presién transitoria cuando los explantes se infectaron
con LBA4404.

2. Eltiempo de infeccién adecuado con LBA4404 fue
de 30 minutos.
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3. Como las concentraciones de acetosiringona (100,
200 y 300 M) no mostraron diferencias signifi-
cativas en la expresion transitoria, se adoptd en el
protocolo de transformacién la de 100 M.

4. La temperatura y el tiempo 6ptimo de co-cultivo
fueron 22°C y 48 horas.
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. La eficiencia de transformacion transgénica para

la variedad de tomate UNAPAL-Arreboles fue de
1.84%.
Se demostr6 bioquimica y molecularmente la inte-
gracién y expresion de los genes nptll y gus-intron
en la primera y segunda generacién de los materiales
transformados de tomate.

7. El andlisis molecular e inmunolégico de los

clones transformados no detecté la presencia ni la ex-
presion del gen cryl Ab.
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