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RESUMEN

La expresion transitoria es una métodologia ampliamente utilizada para el estudio de genes. Sin embargo, hasta la fecha no existe
un reporte en donde se utilice esta técnica en hojas de yuca de plantas adultas. Por esta razén este trabajo se centr6 en la deter-
minacién de algunos pardmetros criticos para la expresion transitoria del gen GUS en yuca como son: la metodologia para intro-
ducir la bacteria, la cepa de Agrobacterium, el tiempo postinoculacién, la introduccién del gen VirG y la expresion del gen GUS
en algunas variedades de yuca. Los resultados indicaron niveles mds altos de expresion del gen GUS entre 5-7 dias post-
inoculacion (dpi), agroinfiltrando con la cepa GV3101 y un incremento en la virulencia de esta cepa mediante la introduccion del
gen VirG. Por dltimo se observaron diferentes niveles de expresion del gen GUS entre las variedades de yuca evaluadas, lo que
indica que el factor genético es clave en la eficiencia de la agroinfiltracion en este cultivo.
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ABSTRACT

Transient expression is a common technique used for the co-expression of proteins for a wide range of experiments in molecular
biology. This technique has been frequently used for gene study in plant pathogen interaction and has proved to be versatile and
effective. However, there are still few reports and sparse data for transient expression in cassava leaves from adult/mature plants.
For this reason, in this study we evaluated some regards of transient expression for the gene GUS in cassava: bacteria introduction
methods, type of Agrobacterium strains, time post-inoculation, introduction of gene VirG and GUS and their expression into differ-
ent cassava varieties. The results show that GUS expression is more efficient between 5-7 days post-inoculation with the GV3101
strain, moreover the virulence of this strain increases with the VirG gene. Finally, we observed a range of GUS expression pattern
between different cassava varieties, altogether showing that the genetic factor is important for an accurate and effective agroinfil-
tration in cassava.
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INTRODUCCION

La yuca (Manihot esculenta Crantz) es una planta dicoti-
ledénea perteneciente a la familia Euphorbiaceae, la
cual se cultiva en regiones tropicales y subtropicales
por el alto contenido de almidén en sus raices (Ospina
& Ceballos, 2012). Esté almidon es usado como fuente
de carbohidratos para la dieta humana, para la produc-
cion de bioetanol y en industrias como la textil, de ali-
mentos y de combustible (FAO, 2017). La yuca se ha
convertido en un cultivo basico para aproximadamente
800 millones de personas en paises en via de desarrollo
(Rosenthal & Ort, 2011; FAO, 2017). Su importancia ha
impulsado diferentes investigaciones encaminadas a dar
luces sobre las bases moleculares que conduzcan al
mejoramiento de este cultivo, reducir el ataque de pa-
tégenos 6 mejorar las condiciones de su produccion.
De manera general, una de las técnicas que ha sido
empleada para el estudio de la funcion de genes ha
sido la expresion transitoria (Jelly et al., 2014).

La expresion transitoria en plantas es una técnica utiliza-
da para el estudio de localizacion subcelular de protei-
nas (Aung et al, 2017; Cheng et al., 2017), la funcién
de promotores, silenciamiento de genes (Matsuo &
Matsumura, 2017), la interaccion proteina-proteina y la
transduccién de senales (Jelly et al,, 2014; Yasuda et al.,
2017). Comparada con la expresion estable, la expre-
sién transitoria es un sistema rapido, sencillo y eficiente
donde se puede obtener altos niveles de expresién de
una proteina (Nanjareddy et al., 2016).

Existen varios métodos para evaluar la expresion transi-
toria de un gen en una planta, como la transfeccién de
cloroplastos (Luong et al, 1995; Nanjareddy et al.,
2016), el bombardeo de particulas (Takemoto & Jones,
2014) y la expresion transitoria mediada por Agrobacte-
rium (agroinfiltracién) (Takemoto & Jones, 2014). Entre
estos tres métodos la agroinfiltracion es mas sencilla
por cuanto no requiere la preparacién de protoplastos,
como tampoco el uso de equipos costosos (pistola de
biobalistica 6 electroporador). Ademas, permite realizar
ensayos funcionales de genes con altos rendimientos y
tiempos cortos comparada con la expresion estable
(Kapila et al., 1997).

La agroinfiltracion consiste en el proceso de forzar el
ingreso de una suspension de Agrobacterium tumefa-
ciens al interior de un tejido de la planta empleando
una jeringa (Solliman et al,, 2017). Esta técnica ha sido
ampliamente utilizada en diferentes estudios en un am-
plio nimero de especies de plantas, incluyendo papa
(Solanum tuberosum) (Du et al, 2014), Iridaceae
(Dierama erectum) (Koetle et al, 2017), lechuga

(Lactuca sativa) (Wroblewski et al., 2005), uva (Vitis
vinifera) (Jelly et al., 2014), tomate (Solanum lycoper-
sicum) (Chetty et al., 2013), soya (Glycine max) (Li et al.,
2017), Arabidopsis thaliana (Lee & Yang, 2013), Fresa
(Fragaria % ananassa Duch) (Cui et al, 2017), entre
otros. Estos estudios han demostrado que la expresion
transitoria en plantas difiere entre monocotiledéneas y
dicotiledoneas y que es afectada por el tejido de la
planta, el plasmido y la compatibilidad hospedero-
patégeno (Shah et al., 2013; Wroblewski et al., 2005)

En yuca se han realizado algunos estudios para evaluar
la expresion transitoria del gen GUS en embriones so-
maticos, empleando electroporacién (Luong et al.,
1995) en protoplastos mediada por PEG
(polietilenglicol) (Wu et al,, 2017) en hojas de plantas
adultas mediante bombardeo de microparticulas
(Franche et al., 1991) y en hojas de plantas de yuca
endurecidas (Diaz et al., 2014). Sin embargo, hasta la
fecha no se ha descrito un protocolo de agroinfiltracion
para plantas adultas. Este trabajo se centra en la optimi-
zacion de algunos pardmetros con el objetivo de mejo-
rar la expresion del gen GUS, tales como el tiempo post
- inoculacién, el efecto de diferentes cepas de Agrobac-
terium, la introducciéon de un gen de virulencia y el
efecto en diferentes variedades de yuca.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal.

Se emplearon plantas cultivadas “in vitro” de la varie-
dad MCOL1505 y plantas adultas de las variedades
TMS60444, MCOL1505, MCOI2215, SG107-35, MTAT1
y TMS30572. Tanto las plantas adultas como las plan-
tas cultivadas “in vitro” fueron obtenidas de la colec-
cion de germoplasma del Centro Internacional de Agri-
cultura Tropical (CIAT). Plantas cultivadas in vitro de un
mes 0 con minimo cuatro entrenudos se transfirieron a
suelo y se mantuvieron en el invernadero de la Univer-
sidad Nacional de Colombia, sede Bogota. La tempera-
tura del invernadero durante el dia oscilé entre 28-35 °
C y durante la noche entre 22-27 °C. La humedad se
mantuvo alrededor de 70% y con un fotoperiodo de
12 h luz/ 12h oscuridad. Las plantas permanecieron en
bandejas con agua para permitir la continua disponibili-
dad de humedad.

Cepas de Agrobacterium tumefaciens.

Las cepas de Agrobacterium tumefaciens utilizadas fue-
ron GV3101, AGL1, EHA105 y C58C1 (Tabla 1). Para
cada una de estas cepas se prepararon células compe-
tentes empleando la metodologia descrita por Zottini et
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Tabla 1. Detalles de las cepas de Agrobacterium tumefaciens empleadas

Agrgz:ca't:r(;um Plasmido Ti Opina Gen Marcador
AGL1 pTiBo542DT-ADN Succinamopina Rifampicina,
Carbenicilina
EHA105 PEHAT05 (pTiBo542DT- succinamopina Rifampicina
ADN)
GV3101 Curada Nopalina Rifampicina
C58C1 Curada Nopalina Rifampicina

al., (2008). Las cepas fueron electroporadas con el plas-
mido pCambia1305.2 (Canberra, Australia), el cual con-
tiene el gen gusPlus en el ADN-T interrumpido por un
intrén de catalasa, con el objeto de evaluar la expresion
del gen producido por la planta. La seleccién se realizé
en medio LB (triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/
L, cloruro de sodio 5 g/lL, agar 15 g/L) utilizando los
antibidticos para cada cepa (tabla 1) y kanamicina (50
ug/mL) para la selecciéon del plasmido.

Cultivo de Agrobacterium.

De cada una de las cepas de Agrobacterium se tomo
una colonia, se inoculé en medio LB con rifampicina a
100 ug/mlL, kanamicina a 50 pg/mL y se incubé a 28 °C
y 250 rpm en oscuridad hasta que alcanzé una
DOsoonm: 0,8 6 1,0. El cultivo de Agrobacterium fue
colectado y centrifugado a 3000 rpm por 10 min, el
sobrenadante fue descartado y se realizé un lavado con
la solucién de infiltracion a una concentracion 0,5 X
(MES 5 mM, MgCl, 5 mM, acetosiringona 75 uM, pH
5.6). El cultivo fue centrifugado nuevamente y resuspen-
dido en solucién de agroinfiltracion 1X (MES 10 mM,
MgCl, 10 mM, acetosiringona 150 uM, pH 5.6), hasta
alcanzar una DOgponmde 0,8 6 1,0 (dependiendo del
experimento) y se incubd a 18 °C por 3 horas.

Metodologias para introducir Agrobacterium en hojas
de yuca.

Para los ensayos de agroinfiltracion se utilizaron plantas
cultivadas in vitro y posteriormente endurecidas, se se-
leccionaron hojas jovenes y verdes. Las infiltraciones se
realizaron a temperatura ambiente (20 °C), por triplica-
do y las plantas se mantuvieron en estas condiciones
hasta la realizacién de la tincion GUS.

Vacio (VA).

En esta técnica las plantas endurecidas fueron sumergi-
das en 100 mL del cultivo de Agrobacterium descrito
anteriormente y se les aplicé vacio. El vacio fue mante-
nido a un minimo de 20 mmHg por 1 min y fue libera-
do lentamente. Este proceso se repitié tres veces con
cada muestra. El excedente de la solucién fue elimina-

do de las hojas usando papel filtro (Cui et al., 2017;
Kapila et al., 1997).

Herida mas vacio (HE+VA).

Previo a la aplicacién de vacio en las hojas de las plan-
tas, se realizaron varias punciones pequenas cerca al
nervio central por el haz de la hoja, empleando una
aguja. Posteriormente se realizé el procedimiento de
vacio descrito en Diaz et al. (2014).

Herida mas aplicacion del indculo (HE+IN).

En esta metodologia se realizaron heridas cerca al ner-
vio central de la hoja usando una aguja y el inéculo de
la bacteria fue esparcido sobre la hoja mediante un
copo estéril.

Infiltracion (IF).

La infiltracion se realizé con una jeringa de 1 mL sin
aguja, permitiendo la entrada de la solucién por el lado
abaxial de la hoja (Schob et al., 1997). Las hojas se man-
tuvieron en la planta durante y después de la agroinfil-
tracion y se colectaron justo antes de realizar la tincion
para visualizar la actividad de la enzima B-glucuronidasa
(producto del gen GUS). En dependencia del estadio de
la planta, la expresion del gen GUS fue evaluada en las
hojas inoculadas, dos dias post inoculacién (dpi) para
plantas endurecidas y de 5 a 7 dpi para plantas adultas.

Evaluacion de la expresion del gen GUS .

Las hojas de las plantas inoculadas se separaron y se
sumergieron en el buffer X-Gluc (NaH,PO, 0.02
M,Na;HPO, 0.03 M, K;Fe(CN)s 0.25 mM, K,Fe(CN)
40.25 mM, tritén X-100 0.5 % (v/v), DMSO 10 % (p/v)
y X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil p-D-glucuronido) 1
mg/mL (Sigma, St. Louis, MO, USA). Las muestras fue-
ron ubicadas en una cdmara de vacio durante 15y 30
min (dependiendo del ensayo) a una presién de 20
mmHg y se incubaron a 37 °C durante 16 h sin agita-
cion (Jefferson et al.,, 1987). Como control positivo se
evalu6 la expresion del gen GUS en plantas de Nicotia-
na tabacum y como control negativo la expresién del
vector vacio en la misma planta.

Expresion transitoria en yuca
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Figura 1. Evaluacién de la coloracién GUS en hojas de yuca inoculadas con A.
tumefaciens usando diferentes metodologfas. Plantas de yuca endurecidas de la
variedad TMS60444 fueron inoculadas mediante VA: vacio, HE+VA: herida
mds vacio, HE+IN: herida mds aplicacién del inéculo e IF: infiltracién. Se em-
pleé A. tumefaciens cepa GV3101 a una DOgpnm:0,3. La coloraciéon GUS fue
realizada dos dias después de la inoculacién.

Conjugacion triparental para introducir un gen de
virulencia en la cepa de Agrobacterium GV3101.

Para realizar la conjugacion triparental se empled Esche-
richia coli HB101 como cepa donadora y movilizadora
y la cepa GV3101 de Agrobacterium como cepa recep-
tora. La cepa donadora fue transformada con el plasmi-
do pTiBo542 que contenia el gen VirG, la cepa movili-
zadora con el plasmido movilizador en trans pRK2013
y la receptora contenia previamente el plasmido
pCAMBIA1302.5 con el gen GUS. Tanto la cepa dona-
dora como la cepa movilizadora fueron incubadas a 37
°C por 16 horas y la cepa receptora a 28 °C por 48
horas. Pasado este tiempo las tres cepas fueron mezcla-
das en proporcion 5:1:1 receptor:donador:movilizador,
esta mezcla fue sembrada en LB e incubada toda la
noche a 28 °C. Transcurrido el tiempo la mezcla fue
resuspendida en LB con rifampicina, lavada y sembrada
en medio sdélido con Rf-Kan-Spec-Gen para obtener
colonias aisladas.

RESULTADOS

Evaluacion de diferentes metodologias para introducir
Agrobacterium tumefaciens en hojas de yuca.

Para determinar la capacidad de Agrobacterium de in-
troducir el ADN-T en las células de yuca, estas fueron

tratadas con una suspension de la bacteria ya sea por
vacio (VA), herida mas vacio (HE+VA), herida mas apli-
cacion del inéculo (HE+IN) e infiltracion (IF). La activi-
dad del gen que codifica para la B-glucoronidasa solo se
evidenci6 en dos de las cuatro metodologias utilizadas,
HE+VA e IF mientras que en los tratamientos con VA y
HE+IN no se observé la coloraciéon azul caracteristica
del gen GUS (figura 1). En el tratamiento HE+VA se
evidencié una coloracion azul cobalto, solamente alre-
dedor de los puntos donde se generaron las heridas y a
pesar de aplicar vacio no se observé la difusion del X-
gluc mas alld del punto de origen de la herida. En el
caso de IF, se observaron manchas azules de mayor
intensidad y una mayor area tefida alrededor del punto
de insercion del X-gluc. Los resultados demostraron el
ingreso de la bacteria en la hoja en aquellas metodolo-
gias en donde se generd una fuerte presiéon mecanica.
La infiltracion fue la técnica que permitié el ingreso de
una mayor cantidad de bacteria y por esta razon se
selecciono para los experimentos subsiguientes.

Efecto de la cepa de Agrobacterium y del tiempo post
inoculacion.

Una vez seleccionada la metodologia de inoculacidn,
se decidi6 evaluar el efecto de otras cepas ya que es un
factor determinante para la expresion transitoria de un
gen (Chetty et al., 2013; Li et al.,, 2017). Dos dias des-
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Figura 2. Determinacién del tiempo y de la cepa de A. tumefaciens 6ptimos para la deteccién de la expresion del gen GUS en
hojas de yuca. A. Plantas de yuca adultas de la variedad MCOL1505 fueron inoculadas con cuatro cepas de Agrobacterium
GV3101, AGLT, EHA105 y C58C1 a una DOgppnm:1,0. La coloracién GUS fue realizada 2, 5y 7 dias después de la inoculacién.
B. Plantas de Nicotiana tabacum infectadas con los mismos tratamientos los cuales fueron utilizados como controles positivos

del experimento.

pués de la inoculacién con las cepas AGL1, EHA105,
GV3101 y C58Cl1, las hojas no mostraron la coloracién
azul (figura 2A). Tras la inoculacion con las cepas
AGL1, EHA105 y C58C1 se observaron manchas cafés
tipicas de una respuesta necrética por parte de la plan-
ta desde los 2 hasta 7 dpi. Sin embargo al realizar la
evaluacion de la actividad del gen GUS a los 5y 7 dpi
se observé una coloracién azul cobalto en las hojas
inoculadas con la cepa GV3101. En el caso de las plan-
tas de tabaco empleadas como control se presenté una
clara actividad de la enzima B-glucoronidasa en las ho-
jas infiltradas con las cuatro cepas a los 2 dpi (figura
2B). Esta actividad disminuyé a los 5y 7 dpi. Estos resul-
tados indican que las cepas AGL1, EHA105 y CS8C no
son adecuadas para los ensayos de expresion transitoria
en yuca bajo las condiciones evaluadas.

Efecto de la introduccion del gen VirG en la cepa de
Agrobacterium tumefaciens GV3101.

Debido a que la reaccién enzimatica del gen GUS no
mejord con el uso de otras cepas de Agrobacterium, se
decidié incrementar la virulencia de la cepa GV3101
mediante la introduccion del plasmido pTiBo542 el
cual contiene el gen virG. Este plasmido, y en particular
el gen virG, se caracteriza por conferir un fenotipo de
supervirulencia (Chen et al., 1991). Las hojas infiltradas
con la cepa que contiene solamente el vector con el
gen VirG, mostraron manchas cafés mas intensas com-
paradas con aquellas hojas infiltradas con la cepa que
contiene solamente el vector vacio (figura 3). Ademas,
se evidencié un incremento en la cantidad de puntos
azules en hojas inoculadas con la cepa GV3101 trans-
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Figura 3. Efecto de la introduccién del gen VirG en la expresiéon del gen GUS. Plantas de yuca adultas de la variedad
MCOL1505 fueron inoculadas con la cepa de Agrobacterium GV3101 transformada con las construcciones pCAM-
BIA1302.5:GUS y pTiBo542:VirG a una de DOgyg,m:1,0. La coloracién GUS fue realizada a los 7 dpi. Plantas de Nicotiana fue-

ron utilizadas como controles positivos del experimento.

formada con los plasmidos que poseen el gen GUS y el
gen VirG, respecto a las hojas inoculadas con la cepa
GV3101 conteniendo el plasmido con el gen GUS. El
incremento en la coloracion azul y en la necrosis no
fueron observados en las plantas de Nicotiana tabacum
utilizadas como control. Las evidencias anteriores indi-
can un incremento en la proporcion de células de yuca
que expresan el transgen GUS, como consecuencia de
la introduccién del gen VirG en la cepa GV3101.

Efecto de la introduccion del gen VirG en la cepa
GV3101 en diferentes variedades de yuca.

El gen VirG efectivamente incrementd la virulencia de la
cepa GV3101, es por esta razéon que se decidi6 em-
plearla sobre diferentes variedades de yuca. Tras la ino-
culacion de las cinco variedades de yuca se evidencié
una mayor cantidad de puntos azules en aquellas hojas
donde se empled la cepa GV3101 transformada simul-

taneamente con los plasmidos que poseen el gen GUS
y el gen VirG que la cepa GV3101 conteniendo Unica-
mente el pldsmido con el gen GUS (figura 4). Asi mismo
se observé mayor intensidad en la coloracién azul en
las variedades MCOL1505, SG107-35 y MTAI8. Para las
variedades TMS60444 y TMS30572 la cantidad de pun-
tos azules en la zona de inoculacién fueron pocos y
enmascarados por manchas cafés oscuras. Finalmente
las plantas de tabaco utilizadas como control presenta-
ron actividad GUS con la cepa normal y la cepa com-
plementada con el gen VirG.

DISCUSION

Aunque la transformacién estable permite el estudio de
la funcién de un gen in planta, esta técnica requiere
mas trabajo y esta acompaiada de un proceso largo de
regeneracion de todo el individuo y su eficacia es de-
pendiente de la especie vegetal. Por el contrario la
transformacion transitoria, es una técnica facil y rapida
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Figura 4. Actividad GUS en cinco variedades de yuca inoculadas con la cepa GV3101 transformada con el gen VirG.
Plantas de yuca adultas de las variedades MCOL1505, TMS60444, SG107-35, TMS30572 y MTAI-8 fueron inoculadas
con la cepa de Agrobacterium GV3101 transformada con las construcciones pCAMBIA1302.5:GUS y pTiBo542:VirG a
una de DOgppom:1,0. La coloracién GUS fue realizada a los 7 dpi. En la parte inferior se observan plantas de Nicotiana
tabacum utilizadas como controles positivos del experimento.
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la cual no interfiere con la estabilidad del genoma de la
planta (Lu et al., 2013) y permite igualmente el estudio
de la funcién de un gen (Cui et al., 2017). En yuca hasta
el momento no se ha reportado algtin estudio en don-
de se emplee la expresion transitoria para la determina-
cién de la funcién de un gen en plantas adultas. Este
trabajo representa una primera contribucién al estudio
funcional de genes empleando esta aproximacion.

En este trabajo se desarrollé6 una metodologia para eva-
luar la expresion transitoria mediada por Agrobacterium
en hojas de yuca de plantas adultas. El primer paso fue
seleccionar una técnica para introducir la bacteria den-
tro del tejido vegetal, una vez alli la bacteria podra
transferir el ADN-T conteniendo el gen reportero. Los
resultados aqui obtenidos permitieron evidenciar que
para el caso de yuca se deben realizar heridas para que
la solucién que contiene Agrobacterium logre ingresar.
Los mejores resultados se obtuvieron a través de la infil-
tracion de hojas (figura 1). Estos resultados son opues-
tos a algunos otros trabajos donde reportan muy buena
eficiencia en la transformacién con la aplicacion de
vacio (Cui et al., 2017; Leuzinger et al.,, 2013). Sin em-
bargo, para nuestro caso esta eficiencia pudo disminuir
como consecuencia de exponer al vacio la suspension
de Agrobacterium por un tiempo prolongado, ya que
esto genera disminucién en la temperatura, factor rele-
vante en la expresion transitoria (Wroblewski et al.,
2005). Un factor importante que se observo al realizar
la infiltracion en yuca es que la cantidad de solucion
que logra ingresar no sobrepasa el drea de la jeringa,
mientras que para el caso de Lactuca sativa, Solanum
lycopersicum, Arabidopsis y Nicotiana la infiltracién per-
mite el ingreso de grandes cantidades de la solucién
(Jelly et al., 2014; Schob et al, 1997). Esta limitacion
puede ser considerada teniendo en cuenta el caracter
altamente coridceo que caracteriza las hojas de yuca
(Ospina & Ceballos, 2012).

Muchos pardmetros han sido investigados que afectan
la eficiencia de la transformacién. Dentro de los para-
metros evaluados en este trabajo se encuentran el tipo
y fondo genético de la planta, la cepa de Agrobacterium
y el tiempo post- inoculacion. En primer lugar se obser-
varon grandes diferencias respecto al tipo de planta
utilizado. Al emplear plantas cultivadas in vitro y luego
endurecidas se obtuvo una eficiencia de transformacion
mas alta (figura 1) respecto a las plantas adultas (figura
2-4). Resultados similares han sido encontrados en Vitis
vinifera (Jelly et al., 2014) y en Fragaria x ananassa Duch
(Cui et al., 2017). Es posible que al ser las plantas culti-
vadas in vitro mucho mas jovenes, suaves y menos
gruesas, sea mas facil la entrada de la solucién que con-

tiene la bacteria y en consecuencia la transferencia del
ADN-T. Otro aspecto a considerar es que en plantas
cultivadas in vitro se requiere menos tiempo para eva-
luar la expresion de un gen, respecto a las plantas adultas.

Dentro de las cepas de Agrobacterium que fueron eva-
luadas se encuentra la cepa AGLT, la cual se conoce
como una cepa hipervirulenta y que ha sido amplia-
mente empleada para la transformacion estable de callo
embriégenico en yuca (Beltran et al., 2010). En contras-
te, la cepa EHA105 es usada rutinariamente para la
transformacion en otras especies de interés agronémico
incluido Musa spp. (Escuola et al., 2011), Vitis vinifera L.
(Torregrosa et al, 2002), Zingiber officinale Rosc.
(Suma et al., 2008) y Brassica napus L (Radchuk et al.,
2000). Por otro lado, la cepa C58C1 ha permitido obte-
ner altos niveles de actividad de la enzima GUS en Lac-
tuca sativa, Solanum lycopersicum y Arabidopsis entre 4-
5 dpi (Wroblewski et al., 2005). En la literatura se en-
cuentra que el orden de eficiencia para liberar el ADN-
T en plantas es el siguiente: AGLT EHA105 GV3101
C58C1 (Chen et al., 2010). Sin embargo, para el caso
de yuca la eficiencia fue mas alta con la cepa GV3101
que con AGL1 y EHA105, indicando que puede existir
un efecto de compatibilidad entre la cepa de Agrobac-
terium y el hospedero.

Una modificacién que logré incrementar ligeramente la
virulencia de la cepa GV3101 fue la introduccion del
gen de virulencia VirG. Este gen codifica para una pro-
teina la cual se une corriente arriba a las regiones pro-
motoras del grupo de genes vir para activar su transcrip-
cion. Esta union incrementa la eficiencia para liberar el
ADN-T dentro de la planta (Buchanan et al., 2015). El
gen VirG presente en el plasmido pTiBo542 posee dife-
rencias en el promotor, en la secuencia codificante y en la
region 3’UTR respecto a la version original presente en la
mayoria de las cepas, lo que le confiere un fenotipo su-
peractivador a la cepa que lo contenga (Chen et al., 1991).

El hecho de observar claras diferencias en los niveles
de expresion del gen reportero entre variedades (figura
4), demuestra que el factor genético es clave en la efi-
ciencia de la agroinfiltracion, tal como se ha demostra-
do en algunos ecotipos de Arabidopsis (Wroblewski et
al.,, 2005) y en otras especies vegetales (Bhaskar et al.,
2009; Sheludko et al., 2007; Zottini et al., 2008).

CONCLUSIONES
Este trabajo permitié identificar que la mejor metodolo-

gia para inducir la expresion transitoria del gen GUS en
hojas de yuca es mediante agroinfiltracion y que la ce-
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pa mas adecuada de Agrobacterium es GV3101. Se
logré evidenciar un sutil incremento en la expresion
transitoria cuando se introdujo el gen VirG en la cepa
de Agrobacterium. Adicionalmente existe una fuerte
dependencia de la variedad de yuca para que el proce-
so de agroinfiltracion sea eficiente.
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