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RESUMEN

Para optimizar la eficiencia en la transfor-
macién genética con Agrobacterium rhizogenes,
secciones de zanahoria fueron inoculadas con la
cepa de Agrobacterium A4TC y co-cultivadas
con acetosiringona, floroglucinol y una combi-
naciéon de ambos. La acetosiringona es uno de
los compuestos fendlicos que liberan los tejidos
vegetales como respuesta a heridas, el cual
induce la transferencia del T-ADN de la agrobac-
teria a la planta. El floroglucinol es también un
compuesto fendlico; sin embargo, ejerce un efec-
to sinergistico con las auxinas, inhibiendo par-
cialmente la actividad de las citocininas. La
mayor eficiencia en la transformacién (75%) se
obtuvo con el uso de acetosiringona (100 mM)
en combinacién con floroglucinol (25 mg 1'). En
general, 6 dias de co-cultivo, independiente-
mente de los tratamientos, fue el tiempo que
indujo el mayor porcentaje de transformacién. La
inclusién de 100 mg 1! de kanamicina resulté un
mecanismo eficiente para discriminar entre
raices transformadas y no transformadas. En adi-
cion, este trabajo presenta un novedoso sistema
con el cual, una vez realizada la transformacion,
la bacteria puede ser eliminada completamente
en 48 h con Cefotaxime en dosis de 500 mg 1.

1/ Recibido para publicacién el 27 de agosto del 2002.
2/ Autor para correspondencia: Correo electrénico:
robertov @cariari.ucr.ac.cr

ABSTRACT

Optimization of genetic transformation
with Agrobacterium rhizogenes. To optimize the
genetic  transformation  efficiency  using
Agrobacterium rhizogenes, carrot sections inocu-
lated with the Agrobacterium strain A4TC were
co-cultivated with acetosyringone, phloroglucinol,
and a mix of both. Acetosyringone is one of the
phenolic compounds produced by plant tissues in
response to wounding, which induces the transfer
of T-DNA from the agrobacteria to the plant.
Phloroglucinol is also a phenolic compound; how-
ever, it has a synergistic action with auxins by par-
tially inhibiting cytokinin activity. The highest
transformation efficiency (75%) was obtained
with acetosyringone (100 mM) in combination
with phloroglucinol (25 mg I'!). In general, a
6-day co-cultivation, independently of treatments,
induced the best transformation rate. Inclusion of
100 mg I'' kanamicin efficiently discriminated
transformed roots from non-transgenic ones. This
paper also presents a novel bacterial elimination
method, by which Agrobacterium can be com-
pletely eliminated in 48 h with Cefotaxime at a
dosage of 500 ml 1.,
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INTRODUCCION

La transformacién genética de especies
vegetales es un mecanismo que hoy dia es am-
pliamente utilizado dentro del campo del fitome-
joramiento. Este sistema permite insertar genes
foraneos dentro de un tejido vegetal receptor pa-
ra la creacion de plantas genéticamente modifica-
das, conocidas también como plantas transgéni-
cas. Para realizar la transformacién genética se
utiliza diversas técnicas: Agrobacterium spp.,
biobalistica, electroporacién y microinyeccion,
entre otras (Potrykus et al. 1998). Estas permiten
el mejoramiento de especies y aumentan su valor,
principalmente por la produccién de plantas re-
sistentes a plagas y enfermedades, tolerantes a
herbicidas, con productos alimenticios de mejor
calidad (modificacién en los niveles de acidos
grasos o almidén) y plantas que son utilizadas
como “bioreactores” para la sintesis de farmacos
y aditivos alimenticios (Gelvin 2000, Balz et al.
1999, Zarate 1999, Gelvin 1998, Hosokawa et al.
1997, Gelvin 1990).

El proceso que emplea Agrobacterium
spp., se utiliza principalmente por su facilidad y
alto porcentaje de transformacién en una gran va-
riedad de especies vegetales. Este mecanismo de
la biologia molecular, para la transformacién de
plantas fue conocido a mediados de los afios 70.
A inicios de 1980, se comenzoé a utilizar la habi-
lidad de esta bacteria para generar plantas trans-
génicas y para la mitad de 1990 las plantas gené-
ticamente modificadas mediante Agrobacterium
spp. eran ampliamente conocidas en la mayorfa
de los paises que realizaban trabajos de este tipo
(Gelvin 2000). Sin embargo, hasta el momento es
poco lo que se sabe acerca de los eventos de la
transformacion vegetal mediante Agrobacterium
spp., particularmente el mecanismo de transfe-
rencia del T-ADN y la integracién del T-ADN al
genoma vegetal (Gelvin 2000, Kumar y Fladung
2001).

El proceso de transformacién se inicia
cuando Agrobacterium spp. percibe sefiales qui-
micas de las células dafiadas de la planta, las cua-
les son consideradas como inductoras de la res-
puesta de virulencia. Entre estas sefiales quimi-
cas se encuentran, azucares neutros y acidos, hi-

drocarburos aromaticos monociclicos, como ace-
tosiringona, a-hydroxyacetosiringona, coniferyl
alcohol y vainillina; y monosacaridos neutros o
dcidos como la glucosa y el dcido glucorénico
(Humara et al. 1999, Hess et al. 1991, Bolton et
al. 1986). Los compuestos fendlicos liberados
por las células de la planta cuando ocurre una he-
rida, sirven como inductores o co-inductores de
los genes bacterianos vir (Stachel er al. 1986,
Stachel et al. 1985), pero también pueden rela-
cionarse con la sintesis de fitoalexinas y lignina
(Gelvin 2000, Spencer y Towers 1988) tanto en
plantas dicotiledéneas como monocotiledéneas
(Usami et al. 1988). Compuestos fendlicos como
la acetosiringona, son percibidos por la proteina
sensora VirA. Una vez que la proteina VirA es
auto-fosforilada ocurre la trans-fosforilacion de
la proteina VirG, lo que lleva a la activacién de
los transcriptores de los genes vir (Gelvin
2000). Posterior a la introduccién de la bacteria
en las células de la planta, se da el procesamien-
to del plasmido Ti (inductor de tumores) o Ri
(inductor de raices) y la subsiguiente transferen-
cia del T-ADN de la bacteria a la planta (Gelvin
2000, Baker et al. 1997). El floroglucinol es un
compuesto fendlico de importancia para proce-
sos como el enraizamiento. Su accidn estd rela-
cionada con una actividad sinergistica con las au-
xinas, inhibiendo en parte, la actividad de la cito-
cininas y estimulando la de las auxinas (De Klerk
et al. 1999, Gaspar et al. 1996). Se ha encontra-
do, que la presencia de floroglucinol en medios
de cultivo mejora ampliamente el enraizamiento
de los brotes (George 1993).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar
el efecto de la acetosiringona y el floroglucinol en
la eficiencia en la trasformacién genética de zana-
horia mediante Agrobacterium rhizogenes.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

El presente trabajo se realiz6 en el Labo-
ratorio de Biotecnologia de Plantas del Centro de
Investigaciones Agronémicas de la Universidad
de Costa Rica.
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Como explante se utilizé secciones de raiz
de zanahoria de aproximadamente 1 cm de dia-
metro, con cambium vascular. La desinfeccion de
los explantes se realiz6 mediante los procedi-
mientos de rutina con NaOCl al 2% 40 min™'.
Una vez desinfectadas las secciones de zanahoria
fueron colocadas en el medio de Murashige y
Skoog (1962) (MS) con 0,8% de agar.

Cepa de Agrobacterium rhizogenes

Se utiliz6 el vector binario A4TC que po-
see el gen reportero p-glucuronidasa (GUS) y el
gen de seleccion NPT II (resistencia a la kanami-
cina), esta cepa fue gentilmente cedida por el
Biological Research Center, Institute of Plant
Biology, Hungrfa.

La cepa de A. rhizogenes. fue establecida
en un medio de crecimiento bacterial compuesto
por: extracto de carne 1 g I'!, extracto de levadura
2 gI'!, peptona 5 g 1'!, NaCl 5 g I'!, agar 15 g I'!,
pH= 7,2-7.,4. Este medio fue suplementado con
100 mg 1" de kanamicina (Sigma®).

Previo a la inoculacién, la cepa conserva-
da a 4°C se puso a crecer en platos Petri con el
medio de crecimiento bacterial mencionado ante-
riormente. Luego de 3 dias en la oscuridad y a
temperatura ambiente, se observo el crecimiento
de colonias definidas y de color uniforme. De es-
tas colonias se tom6 1 asada, la cual se diluyé en
1 ml de agua destilada estéril para preparar la
suspensién bacterial.

Transformacion

Los explantes de zanahoria fueron inocu-
lados mediante incisiones en el floema, el xilema

y el cambium vascular con un bistur{ previamen-
te sumergido en la suspensién bacterial (108 célu-
las ml™"). Luego de la inoculacién los explantes
fueron colocados en el medio MS (1962) con los
tratamientos que se presenta en el cuadro 1, para
cada tratamiento se utiliz6 4 explantes. Ademds,
se incluy6 un testigo, el cual consisti6 de un gru-
po de 4 explantes, los cuales fueron inoculados
con la bacteria y puestos a crecer en un medio de
cultivo desprovisto de acetosiringona o floroglu-
cinol. Las condiciones de cultivo fueron total os-
curidad y 25°C.

Los explantes de zanahoria previamente
inoculados fueron co-cultivados con la acetosi-
ringona durante periodos de 2, 4, 6 y 8 dias. Pos-
terior al tratamiento, cada explante se colocé en
un medio MS, sin los reguladores de crecimien-
to y se evalué su comportamiento durante 4 se-
manas. La eficiencia en la transformacién se de-
finié como el nimero de explantes transforma-
dos entre el nimero de explantes co-cultivados
(total)x100=%.

Eliminacion de la agrobacteria
y sensibilidad al antibiético

La eliminacion de la bacteria se realizo
mediante 2 mecanismos:

o Se utilizé un medio liquido MS suplemen-
tado con 500 mg I'! de Cefotaxime (Clafo-
rén, Hoechst) y 100 mg I'' de kanamicina
(Sigma®). Las raices fueron colocadas en
este medio selectivo durante 2 ciclos con-
secutivos de 24 h cada uno, en agitacién
constante y a la oscuridad. Luego fueron
transferidas a un medio MS fresco sin

Cuadro 1. Concentraciones de acetosiringona y floroglucinol evaluadas para promover la transformacion de explantes de

zanahoria.
Producto Concentracién
Acetosiringona (mM)* 0 100 200
Floroglucinol (mgl!)** 0 5 25 50
Acetos. (mM)+Florog. (mg 1'") 100+0 100+0,25 100+5 100+25 100+50

*Acetosiringona=3’,5’-Dimethoxy—4’—hydroxy—acetophenone (Aldrich Chem. Co.).

**Floroglucinol como 1,3,5—trihydroxybenzeno (Sigma®).



22

reguladores de crecimiento y a los 8 dias
una porcién de raiz se macerd y rall6 so-
bre el medio de crecimiento bacterial, de
esta forma se comprobd la eliminacién de
la bacteria de las raices de zanahoria trans-
formadas.

Se utiliz6 diferentes concentraciones del
producto comercial Plant Preservative
Mixture (PPM) (Plant Cell Technology,
Inc.). Las raices se colocaron en 4 diferen-
tes concentraciones del producto: 1 ml It
25ml 1, 5ml 'y 10 ml I''; luego de 8
dias en la oscuridad y en agitacién constan-
te el proceso se repitid por un periodo
igual. Posteriormente, las raices se coloca-
ron en un medio MS sélido suplementado
con 2 ml I'! de PPM y se dej6 durante 8
dias mds. Luego, una porcién de la raiz se
macerd y ralld sobre el medio de creci-
miento bacterial, como en el caso anterior.
En ambas pruebas no solo se tomé en
cuenta la completa eliminacién de la agro-
bacteria, sino también la sobrevivencia del
explante y su posterior crecimiento.

Ensayo de B-glucoronidasa

La actividad de la 3-glucoronidasa se ana-
liz6 al colocar una porcién de las raices utilizadas
en 500 pl de buffer de fosfato (0,2 M NaH,PO,,
0,2 M Na,HPO, y Tritén x-100 al 10%) que con-
tenfa 250 ul de la solucién X-Gluc. (10 mg de
5-bromo-4-cloro-3-indoyl- (-D-glucoronide en
250 pl de N-N-dimetilformamide). Las raices
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fueron incubadas durante 2 h al vacio a tempera-
tura ambiente.

Verificacion de la transformacion genética

La verificacién de la transformacién gené-
tica se logré mediante: La capacidad de las raices
de crecer en un medio selectivo (100 mg 1" de
kanamicina) y el andlisis histoquimico (tincién
X-Gluc.) de la expresién del gen GUS.

RESULTADOS

Para un mejor entendimiento de este tra-
bajo, cabe aclarar que tanto la resistencia a la ka-
namicina como la presencia del gen GUS, son
evidencia de la transformacién genética pero no
una prueba contundente. Pues para determinar la
integracion del gen al genoma de la planta se de-
be realizar pruebas moleculares como PCR o
Southern Blot.

Efecto de la acetosiringona

La adicién de la acetosiringona al medio
de cultivo indujo una mayor transformacién de
los tejidos de zanahoria. La utilizacién de 100
mM de acetosiringona dio como resultado la
transformacion del 50% de los explantes, segui-
do por los tratamientos con 50 y 200 mM, donde
la transformacién fue de 43,75 y 37,5% respecti-
vamente. En el tratamiento testigo se obtuvo tini-
camente un 12,5% de transformacion (Cuadro 2).

Cuadro 2. Efecto del co-cultivo con acetosiringona, floroglucinol y su combinacién en la eficiencia de transformacion de

explantes de zanahoria inoculados con A4TC.

Acetosiringona (mM)

Transformacion (%)

Floroglucinol (mg 1I'") 0,25
Transformacion (%) 0
Acetos. (mM) + Florog. (mg I'") 100+0,25
Transformacion (%) 37,5

50

43,75

6,25

10045
37,5

100 200 Total*
50 37,5 43,75
25 50 Total*

31,25 31,25 17,19
100+25 100+50 Total*

75 56,25 51,56

Testigo=12,5% de transformacion.
*Respecto al total de las concentraciones.
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Al evaluar el efecto del tiempo de co-cul-
tivo (2, 4, 6 y 8 dias) de los explantes con la ace-
tosiringona sobre la eficiencia en la transforma-
cion, se encontré que cuando los explantes son
co-cultivados con este producto por un periodo
de 6 dias es cuando, en general, se obtiene el ma-
yor porcentaje de transformacion (Figura 1). La
evolucioén en el tiempo de la transformacién mos-
tré que con la concentracién de 50 mM los even-
tos de transformacion se observan en su totalidad
durante la semana 1, cuando la concentracion au-
menta a 100 mM algunos explantes muestran in-
dicios de transformacion durante la semana 1y
otros durante la 1 a la 3. En el caso de la concen-
tracion de 200 mM la transformacion fue eviden-
te a partir de la semana 2. En contraste, el trata-
miento testigo mostr6 6,25% de transformacion
en la semana 2 y otro 6,25% en la semana 4.

En términos generales hubo un 43,75% de
transformacién cuando los explantes fueron co-
cultivados con acetosiringona (Cuadro 2).

Efecto del floroglucinol

Con la aplicacién de floroglucinol se obtu-
vo en total solo un 17,19% de explantes transfor-
mados. De los 4 tratamientos, en los de 25 y 50
mg 1" se obtuvo un 31,25% de transformacién en
cada uno; mientras que en el de 5 mg I'' un
6,25% y en el de 0,25 mg I'' 0% (Cuadro 2). La
transformacién, aunque poca, ocurrié mayor-
mente en los explantes en co-cultivo por 6 dias y
a partir de la semana 3.

Efecto de la acetosiringona-+floroglucinol

En vista de que la concentracién de 100
mM de acetosiringona fue la que indujo una ma-
yor transformacién de los explantes, dicha con-
centracion se selecciond para utilizarla en mezcla
con diferentes concentraciones de floroglucinol
(0,25, 5, 25 y 50 mg I'"). Los resultados obteni-
dos con el uso de ambos productos muestran que
el proceso de transformacién mejord en casi un
8% con respecto a la adicién de solo acetosirin-
gona y practicamente en un 40% con respecto al
testigo (12,5%) (Cuadro 2). La figura 2 muestra
el aspecto de las secciones de zanahoria emplea-

100 1 [ Acetosiringona
90 A W Aceto.-Floro.
80 1 = Floroglucinol

70 1
60 1
50 4
40
30 4
20 4
0 T T T
2 4 6

Dias de co-cultivo

Transformacion (%)

Eficiencia de la transformacion, obtenida con dife-
rentes periodos de co-cultivo de los tejidos infecta-
dos con Agrobacterium rhizogenes. Resultados a
las 4 semanas de evaluacion.

Fig. 1.

Fig. 2.

Transformacién de zanahoria con Agrobacterium
rhizogenes A4TC. Secciones de zanahoria sin
transformar (A) y una seccion transformada (B),
nétese la alta proliferacion de raices.

das antes y después de la transformacion, puede
observarse la gran cantidad de raices producidas.

Al evaluar en detalle el efecto de los trata-
mientos (Cuadro 2), se obtuvo que fue la mezcla
de 100 mM de acetosiringona + 25 mg I'! de flo-
roglucinol donde se obtuvo la mayor cantidad de
explantes transformados (75%). Cuando se adi-
cioné 50 mg I'! de floroglucinol la transforma-
cion fue de un 56,25%; las mezclas con 0,25 y
5mg I'! de floroglucinol solo indujeron un 37,5%
de transformacién cada una.
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El periodo de co-cultivo del explante con
la mezcla por 6 dias, nuevamente fue el que in-
dujo la mayor transformacion en las semanas 1y
3, en la semana 4 la transformacion es casi nula.

Sensibilidad al antibiotico

Se confirmé que con la aplicacién de una
concentracién de 100 mg 1! de kanamicina, los
explantes supuestamente transformados mostra-
ron un crecimiento normal. Por el contrario, los
explantes no transformados iniciaron un proceso
de necrosis del tejido hasta su muerte (datos no
mostrados).

Ensayo de p-glucoronidasa

La expresién del gen quimérico GUS fue
analizada histoquimicamente mediante la tincién
con X-Gluc. Este sustrato genera un precipitado
azul en el sitio de actividad de la enzima. En es-
te trabajo se observé que en las raices, que sobre-
vivieron al tratamiento con kanamicina y crecie-
ron en un medio desprovisto de reguladores de
crecimiento, se formo los precipitados azules ca-
racteristicos de la tincién X-Gluc.

Eliminacion de la bacteria

En esta fase se utilizé tanto Cefotaxime
como kanamicina. Con el antibiético Cefotaxi-
me, se elimind de las raices la agrobacteria en un
100% en el periodo descrito. En tanto que el uso de
la kanamicina, por ser este el agente de seleccion,
basicamente lo que hizo fue eliminar los tejidos no
transformados. La aplicacién de 100 mg 1! de ka-
namicina produjo un necrosamiento gradual y
muerte de los explantes no transformados, mien-
tras que los transformados crecieron normalmen-
te. Cuando se utiliz6 PPM en una concentracién
de 5 ml I'! hubo una eliminacion total de la agro-
bacteria, mientras que las concentraciones meno-
res fueron insuficientes ya que durante el rallado
posterior al tratamiento se pudo observar creci-
miento bacterial. La concentracién de 10 ml 1!
resultd toxica tanto para la bacteria como para el
explante.

DISCUSION

Con el objetivo de optimizar el porcentaje
de transformacién genética con Agrobacterium
rhizogenes, se evalu6é 2 reguladores de creci-
miento, diferentes tiempos de co-cultivo y su res-
puesta en un periodo de 4 semanas en secciones
de zanahoria. Se utiliz6é ésta planta debido a la
susceptibilidad natural que posee para ser infec-
tada con cepas silvestres de Agrobacterium spp.
Dicha susceptibilidad es conocida desde hace
aproximadamente 30 afios (Syrkin y Bulka 1989,
Pawlicki et al. 1992). .

En el presente estudio, con el uso de 100
mM de acetosiringona se obtuvo un incremento
en la transformacioén del 37,5% con respecto al
testigo. Esto concuerda con otras investigaciones
donde se indica que la utilizacién de compuestos
fendlicos durante el proceso de transformacién
con Agrobacterium mejora el porcentaje y la ve-
locidad de la transformacién (Matsumoto y Fu-
kui 1998, Blount et al. 2001, Microbial World
2001, Lupotto et al. 2001). En este caso particu-
lar, lo que ocurre es que el aumento en la canti-
dad de fenoles logra una mayor induccién de los
genes vir, dado que la acetosiringona es una de
las sustancias fendlicas que la planta libera natu-
ralmente cuando sufre heridas.

Es importante mencionar que cuando ex-
plantes infectados son co-cultivados con acetosi-
ringona por periodos menores a 6 dias, la eficien-
cia en la transformacion es muy baja, sin importar
la concentracién del producto utilizado. Esto su-
giere que la agrobacteria requiere de un estimulo
constante por un periodo definido, para que el me-
canismo de infeccion y transferencia del T-ADN
por el pldsmido Ri (inductor de raices) se active
y funcione de una manera eficiente.

Con respecto al tiempo necesario para que
el efecto de la transformacién sea evidente, se
encontr6 que concentraciones menores a 100
mM, considerada 6ptima en éste y otros estudios
(Matsumoto y Fukui 2000, Rashid er al. 1996,
Hun Park et al. 1996, Pawlicki et al. 1992, Spen-
cer y Towers 1988), hacen que las raices aparez-
can 1 semana después de concluido el tratamien-
to con la acetosiringona y no aparezcan mas
explantes transformados durante las restantes 3
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semanas. Por el contrario, cuando se usa concen-
traciones mayores a 100 mM, pareciera que hay
un efecto inhibitorio de la transformacién y las
primeras raices son evidentes hasta en la semana
2, después de la cual el proceso es decreciente
hasta la semana 4.

Cuando se utilizé solo floroglucinol, el
porcentaje de transformacién fue muy bajo, indi-
cativo de que la funcién de este regulador de cre-
cimiento es mas bien sobre otros procesos rela-
cionados con el enraizamiento, que con la trans-
formacién genética como tal.

Una vez que se determind la concentra-
cion de acetosiringona que permitié aumentar los
eventos de transformacion genética, se analiz6 el
efecto combinado de ésta con el floroglucinol; el
objetivo siempre fue mejorar la brotacién y la ca-
lidad de las raices. Basicamente, el objetivo se
cumplié pues el porcentaje de transformacién au-
ment6 asi como el crecimiento posterior de raices
a partir de una porcioén de la raiz transformada.
Este hecho corrobora el efecto del floroglucinol
sobre los procesos de enraizamiento, tanto como
inductor de raices cuando se usa en forma inde-
pendiente o con un efecto sinergistico con las au-
xinas, sean éstas aplicadas en forma exdgena o
de produccién endégena tal y como lo mencio-
nan Gaspar et al. (1996).

El efecto combinado de la acetosiringona
con el floroglucinol no solo aument6 la cantidad
de eventos de transformacion, sino que el tiempo
de co-cultivo del explante con la mezcla para in-
ducir la formacién de raices, se puede reducir a 4
dias con un porcentaje de transformacién bastan-
te alto (68,75%), aunque es evidente que 6 dias
de co-cultivo dan como resultado el porcentaje
mds alto de transformacién (Figura 1).

Una posible explicacién al aumento en el
porcentaje de transformacién, cuando se usé el
floroglucinol en mezcla con la acetosiringona, es
que en algunas 4reas del tejido de zanahoria pu-
do haber ocurrido la transformacién, por induc-
cion de la acetosiringona, pero la expresion del
gen no fue lo suficientemente fuerte como para
que la transformacidn fuera evidente. De ahi que
el efecto del floroglucinol fue estimular el creci-
miento de las raices inducidas; evidencia de esto
es que en el mejor tratamiento de acetosiringona-

+floroglucinol el porcentaje de transformacion
aument6 en el tiempo desde la semana 1 hasta la
semana 3.

Practicamente, en ninguno de los 3 trata-
mientos se observé la ocurrencia de transforma-
cion en la semana 4 de evaluacion, segtiin Pawlic-
ki et al. (1992), esto no indica que la virulencia
de Agrobacterium haya disminuido, mas bien lo
que podria suceder es que la poblacién de agro-
bacterias ha aumentado a niveles tan altos que
pueden matar los tejidos.

Pareciera que la optimizacién de la trans-
formacién con Agrobacterium rhizogenes, cuan-
do se usa acetosiringona, es dependiente de la ce-
pa de Agrobacterium que se utilice, la especie o
cultivar de la planta, la edad de los tejidos y el
tiempo de co-cultivo entre otros (Pawlicki ef al.
1992). Esto podria explicar el éxito logrado en la
presente investigacién, en comparacién con el
trabajo de Pawlicki et al. (1992), atin cuando am-
bos estudios tienen en comun el uso de acetosi-
ringona y raices de zanahoria. Evidentemente, en
nuestro caso, la eficiencia de transformacion
también aumenté cuando se usé la acetosiringo-
na en mezcla con el floroglucinol.

Respecto a la eliminacidn de la bacteria, el
antibidtico Cefotaxime, conocido comercialmen-
te como Clafordn, una cefalosporina de tercera
generacion, es usado en medicina humana como
un antibidtico de amplio espectro (Rosenstein
2000). En transformacién genética en plantas su
uso ha sido principalmente para la eliminacién de
plasmidos que poseen el gen de seleccién a la ka-
namicina.

En este trabajo, se vari6 el tiempo de apli-
cacién de la Cefotaxime (500 mg 1'') a 48 h con
una renovacion del medio con el antibiético a las
24 h, lo cual estd en desacuerdo con el tiempo de
aplicacién que se recomienda en diversos traba-
jos (Lupotto et al. 2001, Murakami et al. 1998,
Hosokawa et al. 1997, Dong et al. 1996, Pawlic-
ki et al. 1992, Syrkin y Bulka 1989) que es de 1
semana o mds con 500 mg 1! de producto. El
cambio que se realizé en el presente estudio, fue
hecho con base en las indicaciones de productos
farmacéuticos (Rosenstein 2000) y de fabrica
(Hoechst); donde se especifica, que la efectivi-
dad del producto disminuye de 12 a 24 h después



26 AGRONOMIA COSTARRICENSE

de reconstituirse la forma liofilizada del antibi6-
tico a temperatura ambiente. Este dato permite
afirmar que luego de 24 h las agrobacterias que
no han sido eliminadas totalmente del explante,
pueden renovar su actividad, reproducirse e in-
cluso crear mecanismos de resistencia en los dias
restantes, previos a la siguiente aplicacién del an-
tibidtico. En este caso, 2 aplicaciones en dias
consecutivos no solo elimind completamente la
agrobacteria, sino que se logré establecer un cul-
tivo vegetal con caracteristicas de crecimiento
normal y en un tiempo mucho menor al recomen-
dado en la literatura.

Con el uso del PPM también se obtuvo re-
sultados favorables, ya que se logré eliminar la
agrobacteria en un periodo de un mes. El tiempo
es mayor que en el caso anterior; sin embargo,
este es un producto con el cual no hay riesgo de
afectar las plantas, ademads, su valor econémico
es menor al de cualquier antibiético de uso en hu-
manos. Esta caracteristica, de no afectar los teji-
dos, es de suma importancia en aquellos casos en
que las raices provengan de plantas muy sensi-
bles al uso de antibidticos.

Para la seleccion del tejido transformado,
se utiliz6 kanamicina (100 mg 1'!), debido a que
el gen de la neomicina fosfotransferasa, el cual
confiere la resistencia a la kanamicina, fue el
marcador de seleccién del plasmido utilizado en
este trabajo. La transferencia y la expresién de
este gen quimérico en las células vegetales, pue-
de seleccionarse por la habilidad de las células a
crecer en presencia de concentraciones de kana-
micina, que por lo general, son letales para célu-
las vegetales de tejidos no transformados.

En resumen, adn cuando el uso de la ace-
tosiringona en concentraciones de 100 mM in-
crementd la eficiencia de transformacién en un
37,5% con respecto al testigo, el uso combinado
de acetosiringona con el floroglucinol, logré au-
mentar la eficiencia en la transformacioén hasta
un 62,5% también con respecto al testigo. El uso
del floroglucinol en forma independiente no pa-
reciera tener un efecto importante sobre la trans-
formacién pero si sobre la eficiencia de la mis-
ma. El tiempo de co-cultivo éptimo, de los teji-
dos infectados con estas sustancias fendlicas y
sus mezclas, fue de 6 dias. Por su parte, durante

las 4 semanas de evaluacién, se encontré que
después de la tercera semana el nimero de even-
tos de transformacion es casi nulo. Finalmente,
es claro que aunque los 2 tratamientos utilizados
para eliminar la agrobacteria fueron efectivos, se
considera ideal, aquel que elimina la bacteria
completamente, en un tiempo menor y donde los
tejidos trasformados no sufren dafio; el uso del
antibidtico Cefotaxime cumplié con estos requi-
sitos. El éxito en la optimizacién de la transfor-
macién fue evidente tras observar los resultados
positivos de la prueba del GUS en las raices
transformadas, creciendo normal y abundante-
mente luego del proceso de seleccién en un me-
dio suplementado con kanamicina. El crecimien-
to de las raices transformadas en un medio liqui-
do, en la figura 3, es una versiéon miniatura de un
proceso, que de realizarse a escala industrial en

Fig. 3.

Raices transformadas de zanahoria creciendo en
un medio liquido, sin que ocurra la proliferacion
de otros 6rganos.
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Costa Rica, podria abastecer a las industrias far-
macéutica o de agroquimicos nacionales, con la
materia prima para la elaboracién de medicamen-
tos o plaguicidas, sin tener que comprar a otros
paises los productos elaborados con nuestras
plantas nativas.
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