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LINTRODUCCION

E! estudio de las pasturas cobra importancia dado que son la base de las
producciones de carne, ieche y lana, de gran importancia a nivel nacional. Dentro de
eéstas, las pasturas cultivadas tienen gran incidencia en estos rubros, ya que
determinan mayores aportes de forraje tanto en cantidad como en calidad Las
pasturas cultivadas se componen por lo general de mezclas de gramineas y
leguminosas forrajeras, las que interactlan entre si promoviendo una mayor
productividad de la pradera. Las leguminosas incluidas en estas pasturas, cumplen el
rol de aumentar el valor nutritivo y la longevidad de ésta.

Una de las leguminosas en las pasturas cultivadas utilizadas es trébol rojo
(Trifolium pratense), que presenta habito de vida perenne, pero que bajo nuestras
condiciones se comporta como bianual debido a la baja persistencia provocada, entre
otros, por el alto numero de patdgenos al que es susceptible.

En los ultimos afios se han generado nuevas técnicas para mejorar las caracteristicas
productivas de las pasturas. En este punto la ingenieria genética ha hecho posible la
identificacion y transferencia de genes particulares entre distintos individuos
{plantas, amimales y microorganismos). Como herramientas basicas para la
aplicacion de esta técnica, se utiliza por un lado el cultivo de tejidos, el cual se
refiere al crecimiento y mantenimiento de plantas en ¢l laboratorio y esta siendo
usado para producir copias tdénticas {clones) de individuos genéticamente deseables.
Por otro lado se utiliza la incorporacion de genes de importancia agronémica para
las pasturas, dentro del genoma de la planta, la cual debe ser regenerada a partir de
una célula transformada.

Esta tesis tiene como objetivo el analisis de las técnicas que permitan la
obtencion de plantas transgénicas a partir de materiales de trébol rojo nacionales.
Esto incluye el analisis de las condiciones en las que sea posible regenerar una planta
a partir de una célula, la capacidad regenerativa de los materiales utilizados y las
condiciones para transformar estos materiales.



(I REVISION BIBLIOGRAFICA

IL.1 PRODUCCION FORRAJERA EN URUGUAY

Las pasturas naturales representan el principal recurso forrajero del Uruguay,
comprendiendo el 85% de la superficie total productiva. El 15% restante esta
comprendido por cultivos cerealeros y pasturas cultivadas. Entre las caracteristicas de
fas pasturas naturales se deben considerar su marcada estacionalidad y variabilidad entre
afios, asi como su escaso aporte en cantidad y calidad de forraje determinado por las
especies que lo constituyen, en su mayoria gramineas (81%).

Se ha demostrado que es posible elevar los niveles de produccion y calidad
utilizando mejoramientos forrajeros de gramineas y leguminosas. Uno de los objetivos
mas importantes de la produccion de forraje mediante pasturas cultivadas mixtas, es
obtener de estos cultivos los maximos rendimientos de materia seca por hectarea (tt
MS/Ha), explotando en forma eficiente al mismo tiempo los principales atributos que
presentan las gramineas y las leguminosas. Las gramineas aportan a la mezcla:
productividad sostenida por afios, adaptacion a gran variedad de suelos, facilidad de
mantenimiento de poblaciones adecuadas, estabilidad en la pastura y baja sensibilidad
tanto al pastoreo como a enfermedades, insectos e invasion de malezas. Por otra parte la
fijacion biologica de Nz, el alto valor nutritivo y la promocion de pasturas longevas esta
dado por las leguminosas. (Carambula, 1977).

La productividad de las pasturas convencionales alcanza su maximo rendimiento
en ¢l segundo afio, sigwiendo un periodo de rendimientos decrecientes con una mayor
variabilidad de los mismos (ver Figura n°l). Gran parte de este comportamiento es
debido a la evolucion del componente leguminosa en el tapiz vegetal, el cual presenta un
maximo de produccion en el segundo afio, luego declina y generalmente no persiste mas
alla del tercer o cuarto afio. Esta baja persistencia de las leguminosas condiciona
marcadamente la produccidn de las praderas sembradas. La persistencia es el resultado
de la accién de diversos factores tales como el clima, variedades, enfermedades y plagas,
manejo, aspectos microbioldgicos, competencia, etc., los que interaccionan en forma
diferente en cada ambiente dando origen a un problema complejo y propio de cada
situacion en particular.



Figura n° 1: Produccion promedio (tt MS/Ha) y coeficiente de variacion de praderas
(CV %). (Carambula et al., 1979). La grafica muestra un pico de
produccion al segundo afio de implantada decayendo rapidamente en los
afios siguientes, mientras el coeficiente de variacion de la produccion de la
pradera va en aumento. tt MS/Ha: toneladas de materia seca por hectarea;,
CV %: coeficiente de variacion expresado en porcentaje.
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IL1.1 Clima y suelo

Las leguminusas tienen generalmente un menor rango de adaptacion y menor
elasticidad a estreses ambientales y de pastoreo que las gramineas y requieren, por lo
tanto, mejor manejo para persistir y permanecer productivas.

Los factores climaticos que parecen afectar mas el crecimiento y persistencia de
las leguminosas en Uruguay son los déficit y excesos hidricos y las altas temperaturas.
Desde el punto de vista edafico la limitante mas generalizada es el bajo nivel de fosforo
en el suelo pudiendo también ser un problema la compactacion superficial.

El estrés que imponen los factores bidticos (plagas, enfermedades, etc.) son
aditivos de factores abioticos (mal manejo, clima, etc.) y cuanto més extremos sean
éstos, especialmente la sequia, mas sensible es el sistema a los primeros (Garcia, 1992).

IL 1.2 Fertilizacién @

Los suelos del Uruguay son deficientes en fosforo y la falta de este nutriente
impide generalmente un normal desarrollo de las leguminosas. Sin embargo, existen



evidencias de que aun en situaciones de alta ferttlizacion inicial y su mantenimiento, la
declinacion del componente leguminosa igual se produce (Castro, 1981; Garcia, 1989),
aunque esta tasa de declinacidon es menor cuanto mayores son los niveles de
refertilizacion. Sheath ef af | (1988) sostienen que para la situacion uruguaya existe poca
evidencia de que la fertilidad del suelo por si sola impida la persistencia de las
leguminosas introducidas en la pastura.

[1.1.3 Implantacion

Si no existe una implantacion satisfactoria dificilmente podra lograrse alta
produccion y persistencia. Es importante el logro de un alto namero inicial de plantas
implantadas pues st éste es deficitario sera dificil de solucionar. El primer punto a tener
en cuenta es la calidad de Ia semilla, ya que si ésta no es buena no se obtendra una buena
pastura.

Los métodos de siembra son elementos manejables ¢ influyen en la instalacion de
pasturas. Las técnicas tendientes a reducir 12 competencia entre el cultivo y [a pastura en
este tipo de sierbra deben ser consideradas muy especialmente como forma de mejorar
la implantacion y por consiguiente la persistencia.

Aparentemente las plantas de leguminosas son mas susceptibles al ataque de
hongos durante los primeros dias de crecimiento, luego se vuelven mas resistentes.
Como alternativas para controlar esto se recomienda, por un lado, la siembra cuando las
condiciones son mas favorables para una germinacion y crecimiento rapidos, para
minimizar las pérdidas de plantas durante el periodo en el cual son mas susceptibles a la
infeccidn, y por otro, el uso de semillas tratadas con fungicidas que no deben ser toxicos
para Rhizobium. (Garcia, 1992).

IL.1.4 Manejo

El manejo de pasturas tiene generalmente dos objetivos: aumentar la produccion
y promover la persistencia de las especies deseables. En el caso particular de las
leguminosas, éstas presentan distintos requenimientos de manejo en funcion de su
fisiologia, habito de crecimtiento, etc.. Por consiguiente, la forma en que las mismas son
defoliadas (intensidad, frecuencia, época del afo) tienen efectos muy importantes en su
produccién posterior.

El manejo puede afectar la persistencia de leguminosas por un efecto directo
sobre las mismas, o indirecto, ya sea promoviendo o debilitando los efectos
competitivos de las gramineas asociadas. Generalmente la persistencia de las



leguminosas es mas pobre cuanto mas vigoroso y denso es el crecimiento de la graminea
acompanante.

Se acepta que en ambientes con alta erraticidad de lluvias es dificil tener
estrategias de manejo muy refinadas. Por eso el €xito en el manejo de las pasturas debe
basarse en el conocimiento de los factores que afectan el crecimiento de las plantas y en
el ajuste permanente del equilibrio entre las necesidades de las pasturas y los animales.

(Garcia, 1992). '

I1.1.5 Competencia v Alelopatia

Las leguminosas forrajeras se usan en mezclas con gramineas y con otras
especies de leguminosas forrajeras y estan sujetas a competencia. El clima del Uruguay
permite el crecimiento de gramineas templadas y subtropicales, esto hace que
normalmente en una pastura el componente graminea pueda presentarse como un
importante factor de competencia para las leguminosas por su mayor adaptacion a
situaciones de estrés. Hochman y Helyar (1989) citado por Garcia, (1992), sostienen
que las leguminosas muy raramente dominan ecosistemas naturales y que el
mantenimiento de un contenido de leguminosas agrondmicamente deseable en pasturas
puede ser considerade como un intento de sostener una condicién de no equilibrio.

El término alelopatia denota cualquier efecto daiiino, directo ¢ indirecto, de
interaccién quimica o bioquimica entre plantas. Estas interacciones son complejas y se
confunden muchas veces con competencia. Se ha sugerido la existencia de efectos
alelopaticos como uno de los factores involucrados en la declinacion de las leguminosas
en el tapiz. Se ha encontrado, por gjemplo, que los extractos foliares de festuca reducen
la germinacion de trébol rojo (varios autores citados por Garcia, 1992).

11.1.6 Rhizobium

Un requisito indispensable para la persistencia de las leguminosas es el
establecimiento y mantenimiento de una simbiosis efectiva leguminosa-Rhizobium.
Estudios realizados por Labandera er a/, (1988) y Danso et af., {(1991) citados por
Garcia, 1992, sugieren que para leguminosas de importancia agrondémica la declinacion
observada en dichos experimentos no estuvo asociada con una falla en la simbiosis, por
lo que se puede afirmar que la simbiosis con la cepa del inoculante es efectiva y no es
una de las causas que llevan a la declinacién en la produccion.



[1.1.7 Enfermedades

La alteracion de una o varias de tas funciones de una planta por la accion de un
patogeno incide en la produccion de la pradera. Funciones como fotosintesis, absorcion
de agua y nutrientes, fijacion de nitrogeno, translocacion y respiracion son necesarias
para cumplir con los requerimientos de mantenimiento y desarrollo. Cuaiquier alteracion
en las mismas resulta en un costo energético de reparacion a expensas del desarrollo de
la planta, y en consecuencia del rendimiento; o en el caso extremo a expensas del
mantenimiento de la planta provocando asi su muerte.

A nivel de la poblacion de plantas, el desarrolio de enfermedades se traduce en
pérdidas econdmicas en la produccion de la pastura, afectando tanto el rendimiento
como la calidad del producto (forraje, semilla). Se debe considerar ademas el efecto
sobre la persistencia, lo cual resulta en una menor vida util de la pastura.

Existen diversos microorganismos patdgenos que causan enfermedades
infecciosas en las leguminosas, incluyendo hongos, virus, micoplasma, bacterias y
nematodos. Las enfermedades causadas por hongos constituyen el grupo de mayor
importancia, seguido por las enfermedades virdsicas. Por tratarse de especies perennes
existen continuas oportunidades para que interactien los diversos patogenos,
ocasionando enfermedades en forma simultanea o secuencial con efectos acumulativos
en la vida de la pastura {Altier, 1996).

Las enfermedades se caracterizan segtn afecten la implantacion del cultivo o al
cultivo ya establecido. Las enfermedades de implantacidén son causadas por patogenos
del suelo o de la semilla, por ejemplo: podredumbre de semilla, ahogamiento de
plantulas y “damping-off”, causadas por hongos de los géneros Pythium, Rhizoctonia o
Fusarium. Las enfermedades que afectan al cultivo ya establecido se pueden agrupar en
base a la parte de la planta afectada: organos aéreos y subterraneos o ubicados a nivel
del suelo. Algunos ejemplos de enfermedades de organos aéreos son: manchas foliares,
cancros, antracnosis, roya, oidio, mildiu y wvirosis. Los virus mas comunmente
encontrados en leguminosas forrajeras son: mosaico de la alfalfa (AMVY), mosaico del
trébol blanco (WCMYV), mosaico amarillo del poroto (BYMYV), mosaico amarillo de
trébol (CYMV) y nervadura amariila de trébol (CYVV). (Altier, 1993).

Las enfermedades causadas por virus, si bien se manifiestan en la hoja,
generalmente resultan en enfermedades sistémicas que reducen el vigor de la planta y su
productividad. Afectan la fisiologia de la planta de diversas formas: reducen el
crecimiento foliar y radicular, incrementan la susceptibilidad a los patdogenos que causan



podredumbre radicutar y la vulnerabilidad a estreses climaticos y edaficos, e interfieren
con los procesos de nedulacion y fijacion simbiotica de nitrogeno.

Los virus son agentes patogénicos obligados, que necesitan de la maquinaria
biologica de las células del hospedante para su multiplicacion. Las vias de trasmision y
las formas de persistencia varian entre los distintos grupos de virus. Pueden ser
trasmitidos por semilla, insectos, nematodos, hongos, clscuta, y en forma mecanica
(efecto del pastoreo directo de los animales y cortes), v a su vez pueden persistir en
plantas vivas, en semillas y en los vectores (Altier, 1988).

En el INIA La Estanzuela, se estan llevando a cabo programas de mejoramiento
de leguminosas forrajeras y uno de los objetivos es el incremento de resistencia a
enfermedades que afectan la persistencia de las pasturas. En trébol rojo se busca
incrementar la resistencia a enfermedades de raiz y corona, y se eliminan de los ensayos
aquellos materiales susceptibles a enfermedades virdsicas. La otra leguminosa en que se
esta realizando mejoramiento genético, para la mejora de la persistencia es en Lotus
corniculatus, a través de la seleccion fenotipica recurrente a campo.(Altier y Rebuffo,
1996).

I1.2 BIOTECNOLOGIA DE LEGUMINOSAS FORRAJERAS

E| mejoramiento genético a traves del método convencional de plantas alogamas
autoincompatibles como las leguminosas forrajeras es lento y representa un desafio para
el mejorador, ya que las plantas son generalmente heterocigotas y |la
autoincompatibilidad no permite la expresion de la endogamia.

Como parte de los programas de mejoramiento en pasturas se han usado algunas
técnicas biotecnologicas como el cuitivo de anteras para la generacion de haploides, la
hibridacion somatica para la combinacidén de germoplasma de especies incompatibles
sexualmente, la transformacion genética para la introduccion de genes de interés
agrondmico y los marcadores moleculares como herramientas para la identificacion de
cultivares. Estas técnicas complementarian o acelerarian los métodos convencionales ya
que amplian la informacion genética y ofrecen herramientas adicionales para la
identificacton de cultivares y determinacion de la pureza varietal (Spangenberg ef al.,
1997).

11.2 1 Cultivo de tejidos

Los sistemas de regeneracion de plantas a partir de organos, tejidos y células
cultivadas in vitro se realizan actualmente para importantes gramineas y leguminosas
forrajeras. En los ultimos 25 afios han sido desarrolladas técnicas como cultivos de



anteras, meristemas y callos, cultivos de suspensiones celulares y protoplastos y se han
aplicado a un amplio rango de especies.

{I1.2.1.1 Cultivo de meristemas

Se han desarrollado eficientes métodos para el cultivo in vitro de apices
vegetativos y florales para diferentes gramineas y leguminosas forrajeras. Estas técnicas
de cultivo de tejidos son utiles para el mejoramiento y la produccion de semillas de
cultivos forrajeros y son también de importancia para la erradicacion de’ virus,
almacenamiento de germoplasma in vitro y la propagacion clonal. La erradicacion de
virus por cultivo de meristemas ha sido lograda en trébol blanco (Bamett ef al., 1975} y
trébol rojo (Phillips y Collins, 1979). El cultivo de meristemas y la introduccion in vitro
de la planta pueden ser usadas para la propagacion de plantas madre de un cultivar
almacenadas in vitro de manera de incrementar la cantidad de semilla producida.

Si bien el almacenamiento de germoplasma y la propagaciéon de plantas de
gramineas y leguminosas forrajeras es por semilla, es necesario el cultivo de meristemas
con el proposito de mantener durante varios afios y propagar vegetativamente genotipos
saneados.

Han sido mantenidos con vida a bajas temperaturas (2-6 °C) de uno a ocho afios
meristemas apicales correspondientes a raigras italiano, trébol blanco y trébol rojo. Para
el almacenamiento a largo plazo de meristemas de trébol blanco se usaron técnicas
criogénicas (conservacion a bajas temperaturas). E! mantenimiento de plantas
sexualmente estériles tales como haploides o mutantes estériles, aneuploides raras y de
plantas con inestable composicidn cromosoémica, son un potencial adicional en la
aplicacion del cultivo de meristemas. (Spangenberg et al., 1997).

Para plantas que son convencionalmente cultivadas a campo o invernaculo
existen problemas sanitarios y de mantenimiento. Esto puede ser vencido a través del
uso de cultivo de meristemas, almacenamiento aséptico in vitro de plantines y
propagacion clonal (Philips y Collins, 1984). La efectiva eliminacién de virus de plantas
infectadas, el hmitado alcance para inducir nueva variacion genética y una acelerada
produccidon por el precoz desarrollo de tallos a partir de yemas axilares, hacen del
cultivo in vitro de apices vegetativos y florales una herramienta atractiva.

[1.2.1.2 Cultivo de anteras y produccion de haploides
La produccion de plantas haploides via el cultivo de anteras en leguminosas

forrajeras ha sido demostrada solo para Medicago sativa (diversos autores citados por
Spangenberg es al., 1997). Para la mayoria de las especies de gramineas y leguminosas



forrajeras, el desarrollo de métodos de cultivo de anteras ain es prematuro, permitiendo
solamente la regeneracion genotipo-dependiente de pocas plantas verdes haploides. La
aplicacion del cultivo de anteras en planes de mejoramiento de plantas forrajeras puede
llegar ha ser exitoso si las técnicas permiten la recuperacion de un suficiente numero de
plantas verdes dobles haploides de un amplic rango de germoplasma il
comercialmente.

11.2.1.3 Regeneracion in vitro de plantas, cultivo de callos y variacion somaclonal

Se han desarrollade protocolos para diferentes gramineas y leguminosas
forrajeras para la regeneracion de plantas in vifro a partir de tejido meristematico joven
y cultivo de callos. Han sido regeneradas plantas de distintas leguminosas forrajeras a
partir de cultivo de tejidos, que pertenecen a los géneros Lowus, Medicago, Stylosanthes
y Trifolium. En leguminosas forrajeras, se ha observado que generalmente los tejidos
inmaduros responden mas rapidamente que los maduros, y los tejidos meristematicos
tienden a regenerar plantas mas eficientemente que los no meristematicos (Phillips y
Collins, 1984). Los explantes usados generalmente para la regeneracién de plantas de
leguminosas forrajeras in vitro fueron principaimente segmentos de cotiledones,
hipocotilos, secciones de semillas, hojas, peciolos y segmentos de estolones
(Spangenberg et al., 1997).

Los cultivos de gramineas y leguminosas forrajeras han mostrado capacidad para
producir tallos adventicios y embriones somaticos que finalmente daran plantas
completas. En leguminosas forrajeras, la regeneracion de plantas de alfalfa a partir de
cultivo in vitro es exclusiva via embriogénesis somatica, mientras que la regeneracion en
otras leguminosas forrajeras como ha sido estudiado en especies de Trifolium y Lotus, es
mas frecuentemente via organogénesis de tallo (McKersie y Brown, 1997).

La variacién somaclonal, es decir la recuperacion de cambios geneticos en
plantas regeneradas a partir de cultivo de tejidos, ha sido observada en regenerantes in
vitro para gramineas y leguminosas forrajeras. Las plantas deben mostrar variacién
considerable en morfologia, capacidad de desarroilo y estabilidad genética. La
regeneracion de plantas a través del cultivo de callos ofrece una oportunidad para
descubrir la variabilidad natural y usar potencialmente esa variabilidad al azar. Sin
embargo ha sido limitado el desarrollo de cultivares mejorados y ¢l potencial para
explotar la variacion genéticamente heredabie, para desarrollar nuevos materiales de
mejoramiento en cultivos forrajeros mediante mutaciones.



[[.2.1.4 Suspension de células embriogenicas y cultivo de protoplastos

En las especies de leguminosas forrajeras, donde ¢l aislamiento de protoplastos a
partir de tejidos diferenciados, que tienen la habilidad de desdiferenciarse, el
establecimiento del cultivo de suspensiones embriogénicas ha sido principalmente usado
tanto para la produccion de semilla artificial (McKersie y Brown, 1997) como para la
seleccion in vitro (Phillips v Collins, 1984). Se han aislados protoplastos totipotentes de
diferentes fuentes como hojas, cotiledones, hipocotilos y suspensiones celulares y de
callos. De esta forma se obtuvieron plantas de Lotus, Medicago, Onobrychis y Trifolium
derivadas de protoplastos.

El establecimiento de sistemas de regeneraciéon de gramineas y leguminosas
forrajeras proporciona las bases experimentales necesarias para la manipulacién genética
a nivel celular. La fusion de protoplastos para la produccion de hibridos somaticos y
cibridos (hibridos citoplasmaticos), la transferencia directa de genes al protoplasto y la
ransferencia de genes via biolistica (ver I1L23.2) a suspensiones celulares
embriogénicas permiten la generacion de plantas transgénicas {(Spangenberg, ef alf.,
1997).

11.2.2 Hibridacién somatica

En leguminosas forrajeras la mayoria de los esfierzos para la obtencion de
plantas hibridas somaticas se centraron en Medicago y Lotus. El inconveniente de
plantas hibridas somaticas obtenidas en 7rifolium esta relacionada a las dificultades en
regenerar plantas enteras a partir de protoplastos (Honkanen y Ryoppy, 1989). Han sido
regeneradas plantas hibridas somaticas interespecificas e intergenéricas, encontrandose
de estas altimas menos casos publicados, Los hibridos somaticos fueron identificados y
caracterizados por isoenzimas, analisis citolégicos, marcadores moleculares y por
caracteristicas morfologicas (Arcioni et al, 1997). Todos los hibridos somaticos de
Lotus fueron completamente estériles, mientras que los de AMedicago difieren en los
niveles de autogamia y alogamia (Arcioni et al., 1997).

A pesar de los esfuerzos necesarios para generar y evaluar hibridos somaticos en
combinaciones mas amplias, los resultados han demostrado gue la fusion de protoplastos
provee una poderosa herramienta para transferir genoma nuclear en combinaciones intra
0 intergenéricas en gramineas y leguminosas forrajeras. Estas técnicas facilitan la
limitada transferencia de genes entre especies sexualmente incompatibles para
complementar o realzar los programas de hibridacion convencional en forrajeras.
(Spangenberg et al.. 1997).
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[[.2 5 Transformacion genética

En la altima década se han obtenido considerables progresos en el desarrollo de
protocolos para la produccion de gramineas y leguminosas forrajeras transgenicas. Los
principales métodos para la generacion de plantas transgénicas para gramineas forrajeras
son la transformacién mediante biolistica y protoplastos, mientras que para la
produccién de leguminosas forrajeras transgenicas el método mas ampliamente usado es
ta transformacion mediada por Agrobacterium. :

[1.2.3.1 Transformaciéon mediante Agrobacierium

A. tumefaciens y A. rhizogenes son responsables de causar enfermedades en
determinadas plantas, la primera produce "agalla de corona” causada por la formacion
de tumores debido a una multiplicacion excesiva de células y la segunda “raices en
cabellera” a través de la produccion de raices en el sitio de infeccion.

Agrobacterium es una bacteria fitopatogénica capaz de causar tumores en
plantas infestadas, la bacteria transfiere segmentos propios de ADN al niclec de la
célula vegetal el cual forma parte integral del genoma. Por esta habilidad natural,
Agrobacterium es usado en ingenieria genética para introducir genes especificos en
plantas.

Las cepas patogénicas de 4. tumefaciens poseen el plasmido Ti y 4. rhizogenes
el plasmido Ri. Ambas pueden transferir el plismido a la planta en los eventos de
transformacion. [.a region transferida del plasmido corresponde al ADN de transferencia
y esta delimitada por dos secuencias repetidas de 25 pares de bases a cada lado de [a
region (borde izquierdo y derecho). Esto es de gran utilidad ya que permite sustituir la
informacién contenida en esta region por otra de interés. Por otra parte encontramos la
region de virulencia, también como componente del plasmido, dende se codifican las
proteinas involucradas en el proceso de transferencia.

Es importante mencionar la importancia de 4. tumefaciens en la transformacion,
ya que la transferencia de los genes es altamente eficiente y su aplicacion no es
dificultosa. La afinidad de Agrobacterium por determinadas especies puede ser en
muchos casos un inconveniente, siendo este método mas efectivo cuando se trata de
dicotiledoneas. Se deben tener en cuenta dos aspectos cuando nos referimos a la bacteria
y su huésped: la eficiencia para transferir el ADN a la planta y la capacidad que tiene Ia
planta de proliferar luego de la transferencia. Debido a esta razon es que existen
diferencias en los sistemas de transformacion, va que ambos aspectos deben ocurrir para
obtener una buena transformacion.
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Se han desarrollado metodos para la generacion de plantas tansgenicas en
leguminosas forrajeras via Agrobacterium tumefaciens o A. rhizogenes para Lotus
angustissimus, L. corniculatus, [ japonicus, Medicago arborea, M. sativa, M.
truncatula, Onobrychis viciifolia, Stvlosanthes humilis, S. guianensis, Trifolium
pratense, T. repens y 1. subterraneum. La transformacion mediada por biolistica y
protoplastos se uso en Medicago sp., pero no ha sido muy adoptada. (varios autores
citados por Spangenberg, 1997).

Si bien, la respuesta de un cultivar dependiente ha sido observada para A.
tumefaciens (Du et al., 1994; Samac, 1993) y A. rhizogenes (Golds et al, 1991), la
transformacion mediada por Agrobacterium se ha vuelto rutinaria para la mayoria de las
especies de leguminosas, por ejemplo alfalfa, trébol blanco y trébol subterraneo.

Es importante mencionar que existen diferencias entre cepas de A. rumefaciens.
Se estudio la velocidad en el inicio de la formacién de tumor y en el tamafio del callo
en garbanzo, observandose que la cepa C58 (LBA4404) era mas lenta en el inicio de la
formacion de callo y a su vez éste era de tamaiio menor al producido por las otras cepas
estudiadas (A281, A6 y A348) (Islam ef al, 1994). Sin embargo, White y Greenwood,
1987, comparando LBA4404 con la cepa GV3850 en la infeccion de trébol blanco,
observaron que el porcentaje de segmentos inoculados resistentes a Kanamicina fue
mayor para .LBA4404 que para GV3850, comprobando la gran variabilidad de infeccion
entre cepas y entre especies. Faria et al., (1997), en su trabajo de regeneracion de tallos
adventicios de frambuesa transformados con Agrobacterium, testearon siete cepas
salvajes de esta bacteria determinando que la precursora de LBA4404 (C58) fue ia mas
virulenta.

11.2.3.2 Transformacion directa

La biolistica o bombardeo de microproyectiles es un método fisico que emplea
particulas metalicas a alta velocidad para liberar ADN en células, pudiendo resultar esto
en una transformacion estable. Esto se logré en numerosas especies de plantas, donde
los microproyectiles son capaces de transportar ADN a las células e integrarse.

A través del bombardeo con microproyectiles a células y tejidos de plantas, se ha
logrado la produccion de plantas transgénicas, evitando las barreras de la especificidad
de Agrobacterium con determinadas especies y también la posibilidad de cultivo y
regeneracion de protoplastos luego de la transformacion. Por esto ha sido muy exitoso
este método en plantas donde el cultivo de tejidos se dificulta. Como blancos para la
transformacion efectiva mediante biolistica se usan cultivos embriogénicos en
suspension, compuestos generalmente por células preembriogénicas o grupos de céluias
meristematicas.
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Cabe mencionar la importancia del método ¢n cuanto a la facilidad que otorga en
la transferencia de genes a células totipotenciales de embriones, meristemas, etc. y a la
gran aplicabifidad que tiene debido a que es un meétodo fisico, a diferencia de los
métodos de naturaleza bioldgica como lo es la transformacion mediada por
Agrobacterium. La biolistica ha demostrado ser un método muy efective en la
produccion de transgenicos.

I1.2 4 Aplicaciones vy perspectivas

En afios recientes se han hecho progresos significativos en la manipulacion
genética de gramineas y leguminosas forrajeras. Actualmente se aplican estas
tecnologias para generar germoplasmas nuevos € incorporar eficientemente estos en los
programas de mejoramiento para el desarrolio de cultivares.

La calidad forrajera, resistencia a dafios y pestes, tolerancia a estreses abidticos,
capacidad fijadora de nitrégeno, manipulacion del crecimiento y desarrollo, asi como la
produccion de proteinas foraneas de relevancia industrial, representan las caracteristicas
blanco para el mejoramiento molecular de pasturas.

Las aproximaciones biotecnolégicas para superar las limitantes en calidad
forrajera incluyen la modificacion del perfil de lignina para mejorar la digestibilidad,
expresion de proteinas sobrepasantes del rumen y asi aumentar los aminodcidos
esenciales, y la eliminacion o reducciéon de la incidencia de factores anti-calidad. Se
pueden identificar enzimas determinadas, aislar los genes correspondientes y manipular
sus expresiones en pasturas fransgénicas, ya que la mayoria de los parametros de calidad
y anti-calidad estan asociados con vias metabdlicas especificas.

Esta siendo explorado el mejoramiento molecular basado en la modificacion del
perfil de digestibilidad de la lignina por regulacidon negativa a través de supresion anti
sentido y sentido en plantas transgénicas v la expresion de genes que codifican enzimas
involucradas en la biosintesis de lignina.

Un objetivo aliernativo para mejorar la digestibilidad y el valor nutritivo de las
pasturas ha sido la manipulacion de metabolitos de fructanos a través de la expresion de
los genes de fructosyl-tranferasa para incrementar los niveles de carbohidratos solubles
y contrarrestar ¢l decaimiento en la digestibilidad debido a la lignificacion (Ye et af,,
com. pers.). Esta modificacién tiene potencial para realzar la performance bajo estrés
por sequia (Pilon-Smits ez al., 1995).

Diferentes proteinas sobrepasantes ricas en aminoacidos azufrados han sido
expresadas en leguminosas forrajeras (Schroeder ef o/, 1991; Ealing et al., 1994; Khan
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et al., 1996) para desarrollar materiales que suplanten la limitante de aminoacidos
esenciales en la nutricion animal. Han sido generadas plantas transgénicas de alfalfa y
trébol blanco que expresan genes quimericos de albuminas de pollo y poroto
respectivamente (Schroeder et al, 1991; Ealing e¢ al, 1994). De todas formas, se
requiere aun optimizar la expresion de los transgenes de modo de alcanzar niveles
nutricionales relevantes de acumulacion de proteinas sobrepasantes que influyan en la
produccién animal.

En alfalfa, trébol blanco y trébol rojo puede ser controlada la propension al
meteorismo a través de la expresion de la via de biosintesis de taninos en el tejido foliar.
Se han publicado ensayos biotecnologicos basados en hibridacion somatica, para
transferir esta caracteristica de especies de leguminosas con niveles altos de taninos,
como Onobrychis y Lotus, a leguminosas libres de taninos como 7rifolium y Medicago
(Li et al., 1993). Estudios que comprendan la regulacion de la biosintesis de taninos
permitiran llevar a cabo estrategias basadas en tecnologias de genes para modificar la
cantidad, estructura y distribucion en el tejido de taninos condensados (Morris y
Robbins, 1997).

Han sido desarrollados y testados a lo largo de la Gitima década numerosos genes
y estrategias para la ingenieria en plantas transgénicas con resistencia a pestes: toxinas
de Bacillus thuringiensis (Bt), inhibidores de proteasas, inhibidores de alfa amilasa,
glucanasas, quitinasas, productos defensivos de plantas, fitoalexinas, proteinas
inactivadoras de ribosomas, proteinas de capside, etc. Algunas de ellas han sido
aplicadas para el mejoramiento de pasturas para aumentar la resistencia a pestes.

Las técnicas moleculares proporcionan herramientas para analizar parte por parte
las bases moleculares de adaptacién de plantas a su medio ambiente, para valorar el
vinculo entre cambigos bioquimicos especificos y el fenotipo de la planta, y para
contribuir al mejoramiento de la planta a la tolerancia a estreses abioticos.

Se han producido gramineas y leguminosas forrajeras transgénicas resistentes a
herbicidas, para uso de la caracteristica per se o debido a los genes marcadores elegidos
para la seleccion de transformantes in vitro (Deak ef af., 1986, D Halluin et al., 1990;
Wang et al., 1992; Khan et al., 1994).

La fijacion del nitrégeno por leguminosas forrajeras ha sido estudiada en gran
detalle a nivel bioquimico y molecular. Debido a la complejidad de la simbiosis, que
requiere la consideracion de multiples genes de dos organismos por separado (bacteria y
leguminosa), no se ha publicado ningiin caso en que intervenga la ingenieria genetica en
la fijaci0n biologica de nitrogeno (Vance, 1997).
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El uso de marcadores moleculares para poder identificar mas precisamente
individuos superiores v aumentar la eficiencia de seleccidon tiene gran impacto en la
manipulacion de caracteres cuantitativos en ef mejoramiento de pasturas. Los esfuerzos
futuros en el desarrollo y despliegue de la tecnologia de marcadores en pasturas estara
orientado en la identificacion y localizacion de loci de caracteres cuantitativos a traves
de la presencia de uno o mas marcadores ligados. El uso combinado de ingenieria
genética y marcadores moleculares ha sido sefialado como una de las bases del
mejoramiento genetico futuro de especies forrajeras (Spangenberg, com. pers.).

IL3 INGENIERIA GENETICA EN TREBOL ROJO

Es indispensable generar un método eficiente de regeneracion para que los
eventos de transformacién puedan expresarse. Si bien los procesos de regeneracion y
transformacion son independientes, ambos son necesarios para poder obtener una planta
transgénica. La mayoria de los métodos de transformacioén requieren la regeneracién de
una planta entera a partir de una célula transformada, es decir que la regeneracién en
cultivo de tejidos debe recuperar las células transformadas. Estos métodos por si solos
no permiten obtener una planta transformada, lo que indica lo imprescindible de la
ocurrencia de ambos para recuperar dicha planta en un evento de transformacién.

11.3.2 Regeneracién

En el caso particular de trébol rojo se vio que existe una baja frecuencia de
regeneracion de los diferentes genotipos a partir de explantes no meristematicos (5% o
menor), siendo la frecuencia levemente mayor cuando se trata de explantes
meristematicos. Esto genera problemas en la seleccion in vitro, ya que es necesario
utilizar grandes cantidades de explantes iniciales debido a los bajos porcentajes de
regeneracion, A su vez al ser trébol rojo una especie alégama, lo que implica una gran
variabilidad de genotipos, el niimero de explantes debera ser aun mayor. Es importante
entonces considerar el abarcar la mayor cantidad de explantes, de forma de evitar el
escape de genotipos de buena regeneracion, para luego poder aplicar métodos de
transformacion (Keyves et al., 1980; Myers ¢f al., 1989; Taylor et al., 1989; Quesenberry
y Smith, 1993; McLean y Nowak, 1598).

Con el fin de incrementar la frecuencia de regeneracion Quesenberry y Smith
(1993) realizaron ciclos de seleccion recurrente en trébol rojo, con lo que, luego de 5
ciclos, obtuvieron porcentajes de 72% partiendo de valores de 4% en ausencia de ciclos
de seleccidon. Adicionalmente aumenté el numero de plantas regeneradas a partir de un
explante pasando de | 6 2 en la poblacién inicial, a 100 plantas por explante luego de los
ciclos de seleccion. De esta forma, queda demostrado que la regeneracidn in vitro de
trébol rojo es genotipo dependiente.



McLean y Nowak (1998), seleccionaron genotipos capaces de generar embriones
somaticos y realizaron una importante revision sobre la heredabilidad de esta
caracteristica. Ellos concluyen que la embriogénesis somatica en trébol rojo esta
controlada por dos loci complementarios y proponen una designacidn para estos genes
(Rnl y Rn2). Tambien sugieren que esta caracteristica es altamente heredable y
facilmente incorporable a otros genotipos de trébol fojo.

I1.3.3 Transformacion

Para poder llevar a cabo una transformacion es necesario ajustar las condiciones
para que ésta pueda realizarse generando un protocolo de transformacién eficiente y
reproducible. En el trabajo basado en el articulo “Production of Red Clover Transgenic
for Neomycin Phosphotransferase I Using Agrobacterium”, Quesenberry et ai., (1996)
logran obtener plantas transgénicas de trébol rojo usando el sistema de Agrobacterium.
Debido a la baja regeneracion que presenta esta leguminosa estos autores debieron
realizar, previo a la transformacidn, varios ciclos de seleccion de forma de obtener altos
valores de regeneracion. Se evaluaron los efectos de los genotipos de trébol rojo y de las
cepas de Agrobacterium eu los eventos de transformacion.

Quesenberry et al., (1996) evaluaron la respuesta de peciolos de trébol rojo a los
antibioticos Carbenicilina y Kanamicina en medio de cultivo B5. Observaron que se
producia solo una pequefia reduccion en el crecimiento de los explantes con cantidades
de Carbenicilina superiores a 340 mg/lt. y que para Kanamicina la reduccion se produjo
a partir de 12.5 mg/lt. Con esto se demostro que la Carbenicilina pricticamente no afecta
a los explantes de trébol rojo y que éstos si se ven afectados por la Kanamicina. Es
importante sefalar que estos niveles de antibioticos que inhiben el crecimiento de tejidos
de plantas normales varian entre y dentro de especies.

Se vio también que las distintas cepas de Agrobacterium mostraban variacion
entre especies en relacion a la efectividad de la infeccion y transformacion. Dentro de
especies los diferentes genotipos mostraban variacion en la respuesta a la transformacion
por cepas especificas de Agrobacterium. Cabe destacar la importancia que tienen las
interacciones del genotipo de la planta con la cepa de Agrobacterium en trébol rojo por
presentar una gran diversidad de genotipos dentro de poblaciones.

Una limitante en el sistema de incorporacion de ADN en la planta es la
identificacion de las celulas o plantas que han sido transformadas. Para los sistemas de
Agrobacterium  se utilizaron el marcador selectivo nptll que confiere resistencia a
Kanamicina y el gen reportero GUS con buenos resultados en el monitoreo de los
eventos de transtormacion.
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Larkin et al., {(1996) en su articulo “Transgenic white clover. Studies with the
auxin-responsive promoter, GH3, in root gravitropism and lateral root development”
utthzaron el sistema de Agrobacterium para transformar trébol blanco a partir de
cotiledones de semillas maduras, resultando en un método eficiente para esta especie, va
que es posible obtener plantas transgénicas en mas del 50% de los cotiledones tratados.
Ellos aprovecharon la capacidad regenerativa de este tipo de explantes, superior a 1a de
los explantes de peciolos utilizados por Quesenberry ef al., (1996). Los cotiledones de
trébol blanco mostraron una alta capacidad de producir organogénesis directa y de
regenerar una planta entera. La alta frecuencia de transformacion y la rapidez con que el
proceso se da, hace a este método de gran utilidad para transformar trébol bianco. El
sistema de transformacion fue usado para generar un transgénico con el gen promotor
GH3 fusionado con el gen reportero GUS.
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(I MATERIALES Y METODOS

L. 1 MATERIALES

Este trabajo se desarrollo en la Unidad de Biotecnologia del Instituto
Nacional de Investigacion Agropecuaria, [NIA Las Brujas.

Como material vegetal se usaron distintos tipos de explantes (peciolos,
foliolos y cotiledones) de Trifolium pratense, trébol rojo. Esta especie se caracteriza
por ser alogama de polinizacion entomofila y presentar gran variabilidad genotipica
dentro de una poblacién.

Por una parte se utilizaron peciolos y foliolos de 25 clones de trébol rojo
seleccionados en el INIA La Estanzuela: 2-1, 9-1, 13-1, 27-2, 34-2, 46-1, 47-1, 47-2,
51-2, 52-1, 55-1, 58-1, 62-1, 70-1, 74-2, 78-1, 78-3, 82-1, -82-2, 83-1, 90-2, 91-1,
91-2, 92-1, 103-2, e introducidos in vitro por cultivo de meristemas en el INIA Las
Brujas. Esto permitid obtener los clones libres de los virus White Clover Mosaic
Virus (WCMYV), Alfalfa Mosaic Virus (AMV) y Potyvirus (“indexing” en el
laboratorio de fitopatologia de! INTA Las Brujas).

Paralelamente se trabaj6 con cotiledones de semilla comercial de la variedad
de trébol rojo LE 116, originada de la seleccion de materiales introducidos de Nueva
Zelanda. Esta es una variedad diploide, bianual, de porte semierecto y floracién
temprana que se destaca por su excelente implantacion, precocidad y produccion
total e invernal. (Garcia ef al., 1991)

Para realizar la transformacion se usé la cepa de bacteria Agrobacterium
tumefaciens LBA4404, con el plasmido pBI121 conteniendo el gen marcador nptll
que confiere resistencia a Kanamicina y el gen reportero GUS (ver Figura n°2). Esta
cepa de Agrobacterium tumefaciens presenta resistencia a Rifampicina en su
cromosoma, a Streptomicina tanto en el cromosoma como en el plasmido vy a
Kanamicina solo en el plasmido pBI121.

Figura n°2; Diagrama del plasmido pBIi121. Contiene el promotor 358 de
Cauliflower mosaic virus, el gen reportero GUS y el gen nptlL
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Los medios de cultivo utilizados fueron siete: BSIC, B5SIE y BSDE (Gamborg
et al., 1968, modificado por Quesenberry y Smith, 1993); BSPB (Gamborg ¢t al.,
1968, modificado por Larkin ¢f af., 1996), RIB (Phillips y Collins, 1984, modificado
por Larkin et af., 1996) y MSd y MSe (Murashige y Skoog, 1962, citado por George
et al., 1987 modificado por Spangenberg, com. pers.), donde se desarrollaron los
diferentes tipos de explantes segun el experimento {ver Anexo n°l).

Los explantes se desarrollaron en camara de crecimiento o biotron. La camara
de crecimiento se mantuvo a 24 °C con humedad controlada y 2000 luxes de
fotoperiodo con 16 h luz llegando ésta de forma perpendicular a los explantes. En el
biotrén la temperatura fue de 24 °C sin control de humedad y con fotoperiodo de 16 h
luz llegando ésta desde todas direcciones.

Para la localizacion histoquimica de la actividad de la B-glucuronidasa en
células y tejidos, uno de los mejores sustratos generalmente usados es X-Gluc. Este
sustrato da buenos resultados, formando un precipitado azul en el sitio donde hay
actividad enzimatica (Jefferson, 1987). Como testigo para verificar la viabilidad de la
solucion con X-Gluc en los ensayos de transformacion, se utilizd tejido foliar de
Solanum tuberosum transformado con la misma bacteria v el mismo plasmido
(LBA4404 + pBI121).

111.2 METODOS

A los efectos de evaluar parimetros relevantes para la transformacién
genética de matenales locales de trébol rojo, se realizd una serie de 8 experimentos
(ver Cuadro n°2) basados en protocolos descritos en la literatura, comunicaciones
personales y otros desarrollados en este trabajo. Cada tratamiento se llevd a cabo con
distintas variables que incluyeron:

- genotipo

- tipo de explante

- medio de cultivo

- método de esterilizacidn
- lugar de cultivo

Estos experimentos se desarrollaron en modulos, donde cada uno corresponde
a un ensayo de transformacion y cinco de estos tratamientos tuvieron repeticiones, lo
que da un total de catorce modulos (ver Cuadro n®2). Los modulos tuvieron un
disefio comiin para todos los experimentos, usandose tratamientos iguales, controles
positivos y controles negativos (ver Cuadro n°l).



Cuadro n°1: Disefio de un mddulo tipo de transformacion y namero de explantes
LBA4404 + pBIL2L: Agrobacterium tumefaciens .LBA4404 con el
plasmido pBl121, LBA4404: Agrobacterium tumefaciens LBA3404

LBA4404 + pBI21 LBA4404 Control
Carbenicilina (300mg!) 100 20 20
Kanamicina (60mg 1}
Carbenicilina (300mg 20 20 20

Por una parte se sembraron tres tubos con A tumefaciens LBA4404
conteniendo el plasmido pBI121 que contenian 6 ml de medio liquido MGL cada uno
(ver Anexo n°2), conteniendo 100 mg/! tanto de Rifampicina como de Streptomicina
y Kanamicina se cultivaron “over nigth” a 28 °C. Alicuotas de 6 ml se utilizaron
para infestar los dos tratamientos correspondientes (ver Cuadro n°l).
Simultineamente se sembré en medio MGL con 100 mg/l de Rifampicina e igual
cantidad de Streptomicina y bajo las mismas condiciones A. fumefaciens LBA4404
pero sin el plasmido, con el fin de evaluar el efecto causado por LBA 4404 en el
desarrollo de los explantes. También se cultivaron explantes sin haber sido infestados
por LBA4404 (caontrol positivo).

La funcién del agente bacteriostatico Carbenicilina es inhibir el desarrollo de
LBA4404 y la Kanamicina se usa como agente selectivo para que solo se desarrollen
en el medio aquellas plantas que contengan el gen de resistencia a este antibiotico
contenido en el plasmido (pBI121). °

Se usaron tres técnicas de transformacion que tienen diferentes sistemas de
regeneracion de explantes, uno de Embriogénesis Somatica (Quesenberry er af.,
1996} v los dos restantes de Organogénesis Directa (Larkin et al., 1996 y Larkin et
al., 1996, modificado por Spangenberg, com. pers.).

En el protocolo de Embriogénesis Somatica se usaron 25 clones provenientes
de matreriales seleccionados (ver ITI.1). Se trabajo con 100 explantes de cada clon,
50 explantes de peciolo y 50 explantes de foliolo.

Para los dos protocolos de Organogénesis Directa se usé como material
vegetal semillas de trébol rojo de la variedad LE 116 (ver II1.1). Como el trébol rojo
es una especte alogama, cada semilla es un genotipo en particular.



Cuadro n°2: Experimentos y modulos desarrollados. En este cuadro se aprecian las
diferencias entre experimentos y namero de repeticiones que se le
realizo a cada uno {modulos).

Experimento Modulo Medio de cultive | Tipo de explante Meétodo de Lugar de cultivo
*) esterilizacion
[ QTpl QTf1 | B3IC BSIE B3DE | Peciclos-Foliolos | Cultivo in vitro Biotron
I QTp2 QT2 { B5IC B5IE B3DE | Peciolos-Foliclos | Cultivo in vitro {amara de crec.
i1 LTI B3FB RIB Cotiledones NaClO Biotron
LT2 B5PB RIB Cotiledones NaClO Biotron
v LT3 B5PB+strep. RIB Cotiledones NaClO Biotron
LT4 B5PB+strep. RIB Cotiledones NaClO Biotron
\'% ST MSd+strep. MSe Cotiledones NaClO Biotron
ST2 MSd+strep. MSe Cotiledones NaCl10 Biotron
VI ST3 MSd MSe Cotiledones NaClO Biotrén
ST+ MSd MSe Cotiledones NaClO Biotron
VI 5T5 MSd MSe Cotiledones NaClO Camara de crec.
vili S5Teé MSd MSe Cotiledones HgCl2 Camara de crec.
ST7 MSd MSe Cotiledones HegCh Camara de crec.
ST8 MSd MSe Cotiledones HgCl2 Camarz de crec.

QTp: modulo de transformacion de Quesenberry et al, (1996), para peciolo.
QTf: modulo de transformacion de Quesenberry ef al, (1996), para foliolo.

LT: médulo de transformacion de Larkin et af, (1996)
ST: médulo de transformacion de Larkin et /., (1996), modificado por
Spangenberg (com. pers.)
B5IC: medio de cultivo BS para induccién de callo
BSIE: medio de cultivo B3 para induccion de embrion
BS5SDE: medio de cultivo BS para desarrollo de embrion
BSPB: medio de cultivo B5 con picloram y BAP
RIB: medio de cultivo L2 con IBA

MSd: medio de cultivo MS de desarrollo

MSe: medio de cultivo MS de enraizamiento
Strep: Streptomicina
NaClO: hipoclorito de sodio

HgCl2: bicloruro de mercurio

(*) Ver Anexo n°l

[H1.2.1 Embniogénests Somatica

Los trabajos de embriogénesis somatica se realizaron a partir de peciclos y
foliolos de plantas de trébol rojo siguiendo los protocolos descritos por Quesenberry
y Smith (1993) y Quesenberry ef ai., (1996). Esta actividad se realizo en dos partes,
la primera consistic en el analisis de la capacidad regenerativa de diferentes
genotipos (clones) y la seleccion de aquel genotipo que mostrd un mejor desempenio
en la regeneracion, medida a través de los porcentaje de formacion de callo,
organogénesis y formacion de nuicleos premeristematicos. En la segunda parte se
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realizaron experimentos de transformacion usando como material vegetal el clon
seleccionado.

Como ya vimos se trabajo con 25 clones que se identificaron con un nimero
y un subnumero, el numero indica materiales diferentes y el subnumero indica
diferentes meristemas del mismo material. Por ¢j: 91-1 y 91-2 se originan en dos
meristemas distintos (el 1 y el 2) pertenecientes a un mismo clon (el 91).

[1.2.1.1 Regeneracion y seleccion

Los materiales provinieron del INIA La Estanzuela y se introdujeron in vitro
por cultivo de meristemas en el INIA Las Brujas. Se utilizaron 25 clones de trébol
rojo libres de virus. Los explantes utilizados fueron foliolos y peciolos obtenidos
directamente de las plantas in vifro. Se cortaron segmentos de peciolo de
aproximadamente 1 cm y los foliolos se dividieron al medio con cortes
longitudinales por la nervadura central (ver Figura n°3). Se colocaron ambos
explantes por separado en placas de Petri con medio de cultivo BSIC, para induccion
de callo durante 4 semanas. Se dispusieron 10 explantes por placa separados
equidistantemente. Luego de este periodo se cambian a medio BSIE de induccion de
embriones por 4 semanas mas y transcurrido este tiempo se volvieron a cambiar a
medio de cultivo BSDE para desarrollo de embriones. Estos medios solo difirieron en
las cantidades de hormonas utilizadas (auxinas: ANA y 2,4-D; citoquininas: kinetina
y adenina), de manera de lograr el objetivo deseado en cada caso (ver Anexo n°l)
(Quesenberry y Smith, 1993).

Los cultivos crecieron en camara de crecimiento a 24 °C y 2000 luxes de
fotoperiodo con 16 h luz, recibiendo la luz desde arriba.

Figura n°3: Pasos para la obtencion de explantes de peciolos y foliolos.
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[11.2.1.2 Transformacion

Para la transformacion, los explantes fueron seccionados de igual manera que
para la regeneracion y seleccion. Se cocultivaron, con la bacteria obtenida de la
siembra en MGL (ver I11.2) durante 40 min en agitacion. Luego se transfirieron para
cocultivo en medio BSIC por 48 h, previo secado en papel de filtro estéril
Transcurrido este tiempo se cultivaron en medio B5IC segun los tratamientos con
antibioticos correspondientes (ver Cuadro n°l). Pasado un periodo de 4 semanas se
realiz la reaccion de X-Gluc a los callos formados. (Quesenberry ez al., 1996).

Con este protocolo se realizaron dos modulos diferentes. El modulo QT1 se
colocod en biotron, a 24 °C y fotoperiodo de 16 h luz, con luz proveniente de todas
direcciones. No fue posible controlar la humedad dentro de esta camara. En el
modulo QT2 se colocd en la camara de crecimiento, con luz que llegaba desde arriba
al explante (ver Cuadro n°2).

II1.2.2 Organogénesis Directa

Se usaron otros dos protocolos que se caracterizaron por promover la
formacion directa de Organos a partir de cotiledones preemergentes. Semillas
comerciales de trébol rojo de la variedad LE 116 esterilizadas fueron embebidas en
agua destilada estéril en oscuridad durante 17 h a temperatura ambiente. Estas
semillas fueron disectadas bajo lupa estereoscopica para separar la testa y los
cotiledones, éstos a su vez se separaron al medio obteniéndose dos explantes
consistentes cada uno en un cotiledon, incluyendo una pequefia porcion del
hipocétilo (1,5 mm) (ver Figura n®4).

Figura n°4: Pasos para la obtencion de explantes de cotiledones.
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- Esterilizacion. Se utilizaron dos meétodos diferentes de esterilizacion: uno
con etanol e hipoclorito de sodio (NaClO) y el otro con etanol y bicloruro de
mercurio (HgClz). En el primero se colocaron las semillas en una placa de Petri con
etanol 70% durante 3 min, se retiro el etanol y se agregd NaClO 20% en solucion de
agua destilada con 3 gotas de Tween 20. Se agito suavemente por 40 min, se retird y
se agreg® nuevamente etancl por 3 min, luego se realizaron 6 enjuagues con agua
destilada esténl! durante | h (Larkin et al., 1996). En el segundo método se uso etanol
70% por 3 min, se retird el etanol y se colocaron 50 ml de una solucién de HgCl;
0.2% y 5 ml de HCI/L. Se agit6 durante 5 min, se retiré la solucion y se realizaron 6
enjuagues con agua destilada estéril durante 1 h (Pagliano, 1985).

Debido a que se detecto una bacteria endégena en las semillas esterilizadas
con etanol y NaClO, se procedid a su aislamiento y se realizé un antibiograma. Este
consistio en la siembra de la bacteria en una placa de Petri con medio MG (ver
Anexo n°l). Se colocaron trozos de papel de filtro previamente esterilizados y
saturados con 50 mg/l de Streptomicina 6 10 mg/! de Spectinomicina ¢ 20 mg/l de
Ampicilina, debidamente identificados, sobre el medio de cultivo sembrado. La
presencia de una bacteria enddogena en trébol rojo ha sido comunicada por varios
autores (Ana Peralta, com. pers.).

No se realizd una curva de calibracion de los explantes de trébol rojo a
Streptomicina, por lo que no se pudo determinar el impacto que pudo haber tenido en
el posterior desarrotlo de los explantes la inclusion de Streptomicina en el medio de
cultivo.

- Calibracion de la concentracion de Kanamicina. Con el fin de estimar
aquella concentracién de Kanamicina a la cual se inhibe el crecimiento y desarrollo
de los cotiledones de trébol rojo, se realizd una calibracion de Kanamicina. Se
colocaron los cotiledones en placas de Petri con medio de cultivo BSPB conteniendo
cantidades crecientes de este antibiotico: 0, 20, 40, 60,80 y 100 mg/l. Se cultivaron
20 cotiledones por placa distribuidos equidistantemente y se mantuvieron en camara
de crecimiento a 24 °C y con 16 h de luz.

[11.2.2 1 Protocolo de transformacidn de Larkin et af., (1996).

Para este protocolo se realizaron dos experimentos que difirieron en la
presencia o ausencia de Streptomicina en ¢l medio de cultivo, el III y el [V, con dos
modulos cada uno: LT1 y LT2 para el experimento {Il ¥y LT3 y LT4 para el
experimento [V {ver Cuadro n°2).

Los cotiledones y las bacterias con y sin plasmido en la etapa optima de
crecimiento, se colocaron juntos en una placa de Petri conteniendo medio MGL y se
agitaron suavemente durante 40 min, con el fin de aumentar el contacto explante-
bacteria. Luego de estos 40 min se secaron los explantes en papel de filtro esténl
para retirar el remanente de medio y se colocaron equidistantemente 20 cotiledones
por placa, en medio BSPB. Se dejaron cocultivar durante 72 h a 24 °C y luz



permanente, para que se realizara la infeccion por parte de Agrobacterium. Luego de
estos tres dias los cotiledones fueron colectados y lavados con agua estéril, secados
en papel de filtro estéril y colocados en medio B3PB conteniendo 300 mg/l de
Carbenicilina y sin 0 con Kanamicina 60 mg/l segun cada tratamiento {ver Cuadro
n°l). En el experimente IV, médulos LT3 y LT4, se incluyd en el medio BSPB el
antibidtico Streptomicina 50 mg/l (ver Cuadro n°2).

Seguin estudios realizados en el laboratorio de biotecnologia del INIA Las
Brujas por Bonnecarrere y Mazzolla (com. pers.), la concentracion Optima de
Carbenicilina para inhibir ¢l crecimiento de LBA4404 con y sin plasmido es 300
mg/l. No se realizo curva de calibracion de Carbenicilina para cotiledones de LE 116.
Para Kanamicina se usaron 60 mg/l, dato que se obtuvo como resultado de la curva
de calibracién de Kanamicina previamente descrita.

Los explantes permanecieron en medio de cultivo BSPB por 3 semanas, luego
de las cuales se repicaron los cotiledones con pequefios tallos verdes al mismo medio
y tratamiento con Kanamicina del cual provenian, permaneciendo alli por 3 semanas
mas. Luego de este periodo los tallos verdes se transfirieron separados del explante
original a un medio de enraizamiento (RIB) por 3 semanas (ver Anexo n°l). Al
concluir este tiempo se realizé la confirmacion de Ia transformacion a través de la
reaccion de X-Gluc.

1I1.2.2.2 Protocolo de transformacion de Larkin ez af,, (1996), modificado por
Spangenberg (com. pers.)

Este protocolo se basd en ¢l anterior, pero se le modificaron las variables:
medio de cultivo, método de esterilizacion y lugar de crecimiento. El material
vegetal, la forma de obtencion de los explantes, el cultivo de la bacteria con y sin
plasmido y la técnica de transformacion fueron los mismos que en el protocolo
anterior, Para esto se realizaron cuatro experimentos V, VI, VII y VIII en ocho
mddulos (ST1, ST2, ST3, ST4, STS, ST6, ST7, ST8) (ver Cuadro n°2).

Como medio de cultivo se usé MSd y MSe (Murashige y Skoog, 1962,
citado por George ef al, 1987 modificado por Spangenberg, com pers.) para
desarrollo y enraizamiento respectivamente (ver Anexo n°l). Los dos métodos de
esterilizacion usados fueron el NaClO y HgClz, previo tratamiento con etanol como
se describe en III.2.2-Esterilizacion. Los explantes crecieron en el biotrén o en la
cdmara de crecimiento descritos en I11.1.

El experimento V, constituido por los modulos ST1 y ST2, se desarrollo en
MSd con 50 mg/l de Streptomicina y posteriormente en MSe, en el biotron y el
material vegetal fue esterilizado con etanol seguido de NaClO. El experimentoVT,
modulos ST3 y ST4. se desarrollé en medio de cultivo MSd y MSe, en biotron. El
material vegetal fue esterilizado con etanol seguido de NaClO. El experimentoVTI,
modulo STS, se desarrolld en medio de cultivo MSd y MSe, en camara de
crecimiento y fue esterilizado con NaClO. Por altimo el experimento VIII, médulo



ST6, ST7 y ST8, se desarrollo en medio de cultivo MSd y MSe, en camara de
crecimiento vy fue esterilizado con HgCl; (ver Cuadro n°2).

Una vez que se obtuvieron las plantulas de trébol rojo, regeneradas a partir de
los explantes que fueron infectados con LBA4404 + pBI!21 y que lograron
desarrollarse en medio conteniendo Kanamicina, se les realizo la reaccion de X-Gluc.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1 EMBRIOGENESIS SOMATICA
| 1 racion
1V.1.1.1 Formacion de callo

Se trabajo con 25 clones provenientes de materiales seleccionados por el
INJA La Estanzuela introducidos in vitro en el laboratorio de Biotecnologia del INIA
Las Brujas. Estos clones eran los Unicos que se encontraban disponibles libres de
virus.

El 100% de los clones analizados formé callo, tanto para los explantes de
peciolos como para foliolos. Sin embargo se vieron diferencias en la cantidad de
explantes por clon que formaron callo, la velocidad de formacién y volumen de callo
formado. La media de formacion de callo en los clones para peciolo fue de 91,63 % y
para foliolo de 92,35 % (ver Figura n°5).

Figura n°5: Porcentaje de formacion de callo para los 25 clones tanto en peciolo
(barras azules) como foliolo (barras rojas). (Ver Anexo n°3)

Se observé que la formacion de callos comenzaba en zonas de heridas,
aumentando hacia el centro del explante hasta cubrirlo totalmente al cabo de 4
semanas.

Se presentaron dos formas de callo, uno de forma mas definida con limites
bien marcados de color crema y consistente; el otro de color blanco, con células
hialinas y dispersas. Estos tipos de callos se encontraron en un mismo explante
simultaneamente o bien se presentd uno o el otro tipo, no existiendo diferencias entre
foliolos y peciolos. Posteriormente no se observaron diferencias en su evolucion. (ver
Figura n°6).

27



Figura n°6: Formacion de callo en peciolo y foliolo.

IV.1.1.2 Morfogénesis

Para el caso de morfogénesis se observo que desde dentro del callo emergian
estructuras de tejido consistente, de forma definida semejantes a raices y de color
crema, enconirdandose varias por callo (ver Figura n°7). Estas estructuras no
evolucionaron por lo que no fue posible regenerar plantas enteras bajo estas
condiciones. Seria posible obtener plantas a partir de estas estructuras en condiciones
diferentes a las aqui descritas, otros medios de cultivo y tipo y concentracion de
reguladores del crecimiento.

Figura n°7: Ejemplo de morfogénesis generada a partir de explantes de peciolos y
foliolos.

Se observo que el 48% de los clones presenté morfogénesis. El 32% de éstos
presenté morfogénesis a partir de ambos tipos de explantes, mientras que el 12% lo
hizo solo a partir de foliolos y el 4% solo a partir de peciolos. De los clones que
presentaron morfogénesis en peciolos y foliolos, se observo mayor porcentaje de
morfogénesis en los explantes de peciolo (ver Figura n°8).
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% de Organogénesis

Figura n°8: Porcentaje de morfogénesis para los 25 clones: peciolo (azul) y foliolo
(roj0). Se muestra la morfogénesis para dos tipos de explantes (peciolos y
foliolos) en los 25 clones estudiados. (Ver Anexo n°3).
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Las diferencias en el comportamiento se deben a que son distintos genotipos.
Aquellos que correspondian al mismo clon y que provenian de meristemas
diferentes, en general mostraron desempefios similares, como se esperaba por
pertenecer al mismo genotipo. Este fue el caso de los clones 47-1, 47-2 y 82-1, 82-2,
mientras que entre los clones 91-1 y 91-2 se observaron variaciones notorias. Cabe
destacar que previo a trabajar con el clon 91-1, se detectaron dificultades en el
desarrollo in vitro del mismo, presentando problemas en la regeneracion a partir del
meristema y lentitud en el crecimiento.

Es importante sefialar que no se esperaba la aparicion de estas estructuras
debido a que no fueron descritas en el protocolo desarrollado (Quesenberry ef al.,
1993), lo que supone la degeneracién de las raices por no estar en un medio
adecuado para su desarrollo.

IV.1.1.3 Formacion de micleos organogenéticos

Se observé dentro de algunos callos la formacion de estructuras circulares
pequefias de color verde, que se visualizaron a simple vista. Observando al
microscopio se detectd una masa de células verdes con limite bien definido con
forma globular y de torpedo, por lo que se supuso en una primera instancia que eran
embriones somaticos (ver Figura n°9). Realizando un seguimiento de estos nucleos
se observé que evolucionaron a raices, determinado esto por la morfologia y habito
de crecimiento en el medio de cultivo. Parrot (com. pers.), en un trabajo similar
realizado en el Departamento de Ciencias de Cultivos y Suelos de la Universidad de
Georgia, EE.UU., observo el mismo tipo de estructura.
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Figura n°9: Ejemplo de nicleos organogenéticos en callo y bajo lupa estereoscopica.

Debido a la variabilidad obtenida tanto en la presencia-ausencia como en el
numero de nucleos organogenéticos formados en cada callo, se realizo una escala,
que aparece abajo, para el mejor analisis de los resultados.

NUMERO DE NUCLEOS CLASE
ORGANOGENETICOS
Sin nucleos organogenéticos
1-5 nucleos organogenéticos
6-10 nucleos organogenéticos
>10 nucleos organogenéticos

2Bl ==

El 72 % de los clones presentd estas estructuras considerando ambos tipos de
explantes. El 96% de estos clones desarrollo niicleos organogenéticos en los dos
tipos de explantes. Se observaron diferencias en la formacion de estos nucleos segiin
el tipo de explante utilizado, siendo los foliolos los que presentaron mayor
proporcion de clases altas, sin ser esta diferencia significativa, ya que en general se
dio la misma tendencia para ambos tipos de explantes en cada material (ver Figura
n°10 y n°11).
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Figura n°10: Porcentaje de formacion de niicleos organogenéticos en PECIOLOS

(Ver Anexo n°3)
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Figura N°11: Porcentaje de formacién de nacleos organogenéticos en FOLIOLOS
(Ver Anexo n°3)
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No se vieron diferencias entre los clones 47-1, 47-2, lo que se esperaba por
presentar igual genotipo, debido a que ninguno formo este tipo de estructuras. Es
importante hacer notar las diferencias en el desempefio que present6 este genotipo en
formar distintas estructuras, mostr6 buena capacidad morfogenética (ver IV.1.1.2)
mientras que para formacion de nicleos organogenéticos su capacidad fue nula. Los
clones 78-1, 78-3, 82-1 y 82-2 presentaron diferencias pero la tendencia se¢ mantuvo
(ver Figuran®10 y n°11). Nuevamente, como ocurrié en morfogénesis, se vio que los
clones 91-1, 91-2 presentaron grandes diferencias en su comportamiento, por lo que
se penso que el problema era del material original, es decir del meristema a partir del

cual se obtuvieron esas plantas in vitro.
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Con respecto a la regeneracion y obtencion de plantas enteras, se vio que
pudo existir un efecto de los genotipos utilizados que no pudieron regenerar bajo
estas condiciones, debido 2 que se aplico la técnica como se describe en el protocolo.
Se debe tener en cuenta que los materiales vegetales son distintos a los utilizados por
Quesenberry ¢f al, (1996) en su protocolo, ya que se trabajé con materiales
nacionales adaptados a nuestras condiciones. El bajo nimero de genotipos utilizados,
considerando la alta variabilidad genotipica que presenta esta especie, fue bajo,
debido a que fueron los (nicos materiales disponibles libres de virus,

[V 1.2 Seleccién

Para los casos de morfogénesis y nucleos organogenéticos las respuestas
fueron diferentes para los distintos genotipos, mientras que para formacion de callo
esta dependencia no se observd ya que todos los genotipos produjeron cailo (ver
Anexo n°3).

Segun la literatura, algunas de las caracteristicas o aspectos que se pueden
observar en cultivo de tejidos in vitro son altamente heredables, como son formacion
de callo, produccion de clorofila, iniciacion de raiz y embriogénesis. Esto indica que
el mejoramiento de la frecuencia de formacion de callo puede ser efectiva mediante
la seleccion directa, debido a la importancia de la varianza genética aditiva para estas
caracteristicas (Keves er a/., 1980).

En base a los resultados obtenidos en IV.1.1 se realizd la seleccion de aquel
clon que presento caracteristicas morfogenéticas superiores para las tres variables
consideradas: porcentaje de formacidén de callo, porcentaje de morfogeénesis y
porcentaje de nucleos organogenéticos. Por los datos recabados se concluyd que la
variable mas importante para la etapa de regeneracion es el porcentaje de formacion
de callo, ya que éste es el punto de partida de los dos patrones de crecimiento
restantes. Solo a partir de un callo formado fue posible llegar 2 obtener morfogénesis
y nicleos organogenéticos.

El clon 90-2 se destaco en que el 100% de los 100 explantes (50 de peciolo y
50 de foliolo) formaron callo y por otra parte correspondia a las clases altas (Il y III)
de formacion de nucieos organogenéticos (ver Figura n°12). Estos presentaron
clorofila siendo esto de gran importancia ya que los hace autotrofos y no
dependientes del medio. Por estas razones se eligio para transformar el clon 90-2 por
presentar mejor desempefio en la regeneracion en general.

Se selecciono sélo un clon debido a que el objetivo era analizar la técnica de
transformacion y obtener un callo transformado, puesto que ya se habia visto que no
era posible regenerar plantas enteras. Este clon fue seleccionado de un grupo de
cinco clones superiores, 9-1, 46-1, 82-1, 90-2 y 91-2, para las tres caracteristicas
analizadas. Si bien los restantes clones presentaron buen desempefio, ninguno formd
callo en el 100% de sus explantes tanto para peciolo como para foliclo. Ademas de
las tres caracteristicas aqui evaluadas se tuvieron en cuenta para la seleccion, el



volumen de callo generado y la velocidad de crecimiento del callo, caracteristicas
que no fueron cuantificadas.

Figura n°12: Clon 90-2. Porcentaje de formacion de callo, porcentaje de
organogénesis y clases de formacion de nucleos organogenéticos en
porcentaje (I a I'V), para peciolo (azul) y foliolo (rojo) (ver IV.1.1.3). En
este diagrama se aprecia el desempefio del clon 90-2 en las tres
caracteristicas morfogenéticas analizadas. (Ver Anexo n°3).
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IV.1.3 Transformacion

Se realizd la transformacion al clon seleccionado 90-2, con la cepa de
Agrobacterium wwmefaciens LBA4404 con el plasmido pBI121, siguiendo los
tratamientos de un modulo tipo de transformacién (ver Cuadro n°l1).

Se descarto la existencia de fallas en el protocolo de regeneracion puesto que
los controles dieron el porcentaje esperado, 100% de regeneracion de los explantes
de peciolo y foliolo (ver Figura n°14). Se observd 100% de regeneracién para ambos
explantes en el médulo QT2 (QTp2 y QTf2). En el modulo QT1 no se obtuvieron los
resultados esperados (30% de regeneracion en peciolo y 20% de regeneracion en
foliolo, en el control), (ver Figura n°13) por suponer la existencia de problemas con
la iluminacién y humedad en el lugar de crecimiento durante todo el periodo de
desarrollo de los explantes, puesto que éste se llevd a cabo en el biotrén. Esta fue la
tnica variable (lugar de cultivo) en que se diferenciaron los experimentos I y II,
moédulos QT1 y QT2 respectivamente (ver Cuadro n°2). Los controles positivos del
médulo QT2 desarrollados en camara de crecimiento regeneraron segun lo esperado
con los resultados arrojados en esta tesis.
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Figura n°13: Porcentajes de regeneracion en la transformacion de explantes de
peciolo y foliolo. En este diagrama se muestran los porcentajes de
regeneracion de cada modulo (QTpl, QTf1, QTp2, QTf2), segun los
tratamientos. Km: Kanamicina;, P: A. fumefaciens LBA4404, +/-
pBI121. (Ver Anexo n®4).
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Tratamientos

Se realizé la reaccion histologica del clon 90-2 de la enzima B-glucuronidasa
con el sustrato X-Gluc, en los explantes que fueron expuestos a la bacteria LBA4404
+ pBI121 y que se desarrollaron en medio con y sin Kanamicina, para comprobar la
insercion del gen Gus o al menos detectar el sitio donde ocurre la actividad
enzimatica. No se observo reaccion positiva en los callos formados. La regeneracion
de los explantes en medio B5IC con Kanamicina y tratados con la bacteria y el
plasmido fue nula, a excepcion del tratamiento QTp2 en que hubo un 5% de
regeneraciéon (ver Figura n°13), con volumenes de callo muy inferiores a los
observados en los controles y que se necrosaron rapidamente.

Figura n°14: Tratamientos de transformacion segun Quesenberry ef al., (1996)
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El no haber logrado un evento de transformacion con este metodo pudo
deberse a la afinidad bacteria-planta, caracteristica que se puede mejorar con la
inclusion en el medio de cultive de ciertas sustancias como Acetosiringona.
{Tcacenco, 1996) y tambien a la cepa de dgrobacterium utilizada.

IV 2 PROTOCOLQ ORGANOGENESIS DIRECTA

IV.2 1 Esterilizacion

Las primeras esterilizaciones se realizaron con etanol y NaClO y se pudo
observar que no era un meétodo eficiente, puesto que un alto porcentaje de explantes
presento contaminacion bacteriana. Esto provocd la contaminacion de toda la placa
afectando la regeneracion de los explantes.

Como estrategias para combatir la bacteria endogena presente en trébol rojo,se
optd por el uso de antibidticos y la sustitucidn del método de esterilizacion con
NaClO por HgCl,.

Se realizd un anttbiograma y se observaron colonias aisiadas de 1 a 2 mm
entre si, de color ocre, borde nitido, translicido con centro opaco. Se vio un halo de
inhibicion muy fuerte (0.8-1 cm) en tomo al trozo de papel que contenia
Streptomicina; en Spectinomicina el halo de inhibicion fue menor (0.2-0.3 cm) y con
Ampicilina no hubo inhibicion.

De esto se dedujo que la bacteria es muy sensible a Streptomicina,
medianamente resistente a Spectinomicina y resistente a Ampicilina.

Como consecuencia de lo anterior se decidio la incorporacion de 50 mg/l de
Streptomicina en algunos medios de cultivo (ver Cuadro n°2). Realizando un
seguimiento de los explantes cultivados en medic conteniendo Streptomicina y sin
este antibiotico se observo una tendencia a enlentecer el desarrollo de los explantes.

Con respecto a 1a segunda estrategia de esterilizacion, se observé que el HgCl»
es eficiente y no afecta la regeneracion de los explantes. Por esto se decidié que este
método era el mas indicado para los trabajos posteriores con este tipo de explante
(ver Cuadro n°3).

Por otra parte también se observaron diferencias en el desarrollo de la bacteria
en cuanto al medio de cultivo utilizado (ver Cuadro n°3). Se vio que la bacteria se
desarrollaba mejor en medio de cultivo MG, lo cual era predecible ya que es un
medio utilizado para el cultivo de bacterias (ver Anexo n®2).



Cuadro n"3: Porcentajes de expiantes no contaminados luego de los métodos de
esterilizacion. En este cuadro se pueden comparar fas diferencias en ¢l
desarrollo de la bacteria endogena segun el método de esterilizacion

(NaClO y HgCl2) y el medio de cultivo (MG y MSd) utilizados.

Medio de NaClO HgCl2
Cultivo

MG 15% 100%

MSd 35% 100%

MG: medio de cultivo MG

MSd: medio de cultivo MS para desarrolio
NaClO: hipoclorito de sodio

HgCla: bicloruro de mercurio

1V.2.2 Calibracidn de Kanamicina

Se realizo una curva de calibracion de Kanamicina con el fin de poder evaluar
el efecto que causan dosis crecientes de este antibiotico sobre el desarrolio de los
cotiledones de trébol rojo v usarlo como agente selectivo en los tratamientos de
transformacion.

Se vio que para una concentracion de hasta 20 mg/l de Kanamicina la
regeneracion de los cotiledones no fue afectada. A partir de esta concentracion la
regeneracion comienza a decaer, produciéndose el mayor descenso entre los 40 y 60
mg/l de Kanamicina. Para la concentracion de 60 mg/l de Kanamicina se observo una
alta presion de seieccion (el 95% de los explantes no crecio) y con concentraciones
mayores a 80 mg/l no hubo desarroilo de los cotiledones. (ver Figura n°15).

Figura n°15: Porcentaje de regeneracion de cotiledones en condiciones crecientes de

Kanamicina.
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Se decidio trabajar con una proporcion de escape del 5%, es decir la
observada al incluir en et medio de cuitivo 60 mg/l de Kanamicina, de forma de no
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afectar severamente el crecimiento de las células transformadas y que su desarrollo
no se viera afectado por encontrarse dentro de una masa de células muertas (ver
Figura n°16).

Figura n°16: Calibraci6én de Kanamicina

[V .2 3 Protocolo de Larkin ef al.. 1996

El protocolo fue diseiiado para Trifolium repens, trébol blanco y en este
trabajo se adapté para trébol rojo, con algunas variaciones como el método de
esterilizacion con HgClz, la cepa de la bacteria usada y el plasmido (LBA4404 +
pBI121). El protocolo abarco los experimentos III y IV, que comprenden los
moédulos LT1 y LT2, y LT3 y LT4 respectivamente (ver Cuadro n°2). Como material
vegetal se usaron cotiledones de semilla comercial de la variedad LE 116.

Entre los experimentos III (mo6dulos LT1 y LT2) y IV (médulos LT3 y LT4),
se observaron diferencias en la regeneracion de los cotiledones, siendo mayor la
regeneracion observada en el experimento IV, (ver Figura n°17). Es posible que esta
variacion se deba a la presencia de Streptomicina en el medio de cultivo del
experimento IV (ver Cuadro n°2), que inhibe el desarrollo de la bacteria endogena,
responsable de la mala regeneracion de los cotiledones.

En los modulos LT1 y LT2 se observaron problemas en la regeneracion (ver
Figura n°17) debido principalmente a que el método de esterilizacion utilizado
(NaCl0) no fue efectivo en el control de la contaminacion (bacteria endogena) y a
las condiciones ambientales dadas en el biotrén. Esto no solo ocurrio en los
tratamientos IIT y IV sino que para los tratamientos I, V y VI (pertenecientes a otros
protocolos), que también fueron colocados en el biotron (ver Cuadro n°2), los
explantes quedaron albinos, evidenciando un problema en la calidad de la luz que
provenia de todas direcciones. En el médulo LT2 se observo una regeneracion del
15% en explantes tratados con LBA 4404 + pBI121 pero desarroliados en medio no
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selectivo (sin Kanamicina). A estas plantulas se les realizo la reaccion de X-Gluc la
cual dio negativa, por esto se descart6 la posibilidad de estar frente a algun evento de
transformacion. También se constato la presencia de escapes, dentro de los valores
previstos (5%) (ver Figura n°17)

En los modulos LT3 y LT4 (experimento IV), con la inclusion de
Streptomicina en el medio de cultivo, se logroé bajar los niveles de contaminacion
pero también se vio que el desarrollo de los cotiledones era menor. Es posible que el
bajo niimero de plantas regeneradas para este experimento se deba a la inclusion de
Streptomicina. En este experimento se detectaron escapes, lo que era previsible,
debido a la concentracion utilizada de Kanamicina, 60 mg/1 (ver Figura n°17).

Figura n°17; Porcentaje de regeneracion en modulos del protocolo de Larkin e al.,
{1996). En esta representacion se observan los porceniajes de
regeneracion de cada médulo (LT1, LT2, LT3 y LT4) segun cada
tratamiento. Km: kanamicina; P: 4. fumefaciens LBA4404, +/- pBI121,
(Ver Anexo n°4).
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Con este protocolo fue posible completar un ciclo de regeneracion para trébol
rojo, a pesar de que el protocolo original fue disefiado para trébol blanco (ver Figura
n°18). El bajo porcentaje de regeneracién obtenido puede deberse a las condiciones
particulares en que este protocolo fue desarrollado: método de esterilizacion con
NaClO, Streptomicina en el medio de cultivo y crecimiento de los explantes en el
biotron.
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Figura n°18: Regeneracion a partir de un explante de cotiledon siguiendo el
protocolo de Larkin e/ al., (1996).

El no haber podido obtener un evento transgénico puede deberse en parte a los
inconvenientes anteriormente mencionados y en parte a fallas en las condiciones de
transformacion, o ambas a la vez. Esto ultimo pudo haberse debido a que el
crecimiento de la bacteria no fue el Optimo, por lo que es posible que ésta no
estuviera en las concentraciones adecuadas en el medio de cultivo como para realizar
una infeccion efectiva. Por otra parte el nimero de cotiledones expuestos a la
infeccion (120 cotiledones por modulo) fue escaso, ya que los materiales ensayados
(controles positivos) mostraron una baja frecuencia de regeneracion, 18% en el mejor
de los casos. Sin embargo pudieron identificarse algunos cotiledones con una
capacidad de regeneracion importante, hecho relacionado seguramente con la gran
variabilidad genotipica existente dentro de esta especie.

IV.2 4 Protocolo de Larkin ef al., (1996), modificado por Spangenberg (com. pers.)

Este protocolo difiere del anterior en el medio de cultivo utilizado (MSd y
MSe). Para llevarlo a cabo se realizaron cuatro tratamientos: el V que incluye los
modulos ST1 y ST2, el VI incluye ST3 y ST4, el VII corresponde al modulo ST5 y
por ultimo el tratamiento VIII con los médulos ST6, ST7 y ST8 (ver Cuadro n°2).

En este protocolo, en general, se observd una mejor performance de los
cotiledones que en el protocolo anterior y se llegd hasta la etapa de adaptacion en
invernaculo (ver Figura n°20). Los primeros modulos (ST1 y ST2) presentaron bajos
porcentajes de regeneracion, debido a que fueron expuestos a las mismas condiciones
descritas para el protocolo anterior (crecimiento en biotron, esterilizacion con NaClQ
y medio de cultivo con Streptomicina). A los explantes del médulo ST2 regenerados
en el tratamiento con LBA4404 + pBI121, desarrollados en medio no selectivo, se les
colocd en solucion X-Gluc y no se percibid coloracion azul, por lo que se descartd
que estuvieran transformados (ver Figura n°19). Para este modulo se apreciaron
escapes, debido a la concentracion de Kanamicina utilizada en el medio de cultivo
(60 mg/l), la cual ejercecio un 95% de presion de seleccion (ver Figura n°15). Es
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importante destacar que no hubo ningun tipo de regeneraciéon en los controles
positivos, lo cual llevdo a pensar que ofras variables estuvieron afectando
negativamente el desarrollo, como Streptomicina en el medio de cultivo,
esterilizacion con NaClO y crecimiento en el biotrén.

Figura n°19: Porcentajes de regeneracion de distintos médulos usando el protocolo
de Larkin et al., (1996), modificado por Spangenberg (com. pers.). En
esta representacion se muestran los porcentajes de regeneracion de cada
modulo (ST1-ST8) segin cada tratamiento. Km: Kanamicina; P: 4.
tumefaciens LBA4404, +/- pBl1121. (Ver Anexo n°4)
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En el experimento VI (moédulos ST3 y ST4) se decidié no incluir
Streptomicina en los medios, lo que llevé a un pequefio aumento en la regeneracion
de los cotiledones. Se realizo la reaccion histologica de X-Gluc a los cotiledones del
tratamiento con LBA4404 + pBI121 en medio no selectivo, no presentandose dicha
reaccion. Se volvio a observar escapes siempre dentro de los rangos esperados y
nuevamente los controles positivos no se desarrollaron. No se obtuvo ninguna pianta
transformada pero si se logro regenerar plantas enteras.

A partir del moédulo STS (experimento VII) se comenzé a cultivar los
explantes en camara de crecimiento e inmediatamente se observé un cambio en el
color de los cotiledones, presentandose verdes. Esto permitié concluir que las
condiciones de luz y ambiente de la chmara de crecimiento fueron las adecuadas para
el desarrollo de los cotiledones. Se presentd para este moédulo una muy buena
regeneracion en todos los tratamientos que no incluyeron agente selectivo en el
medio, a excepcion del tratamiento LBA4404 + pBI121 que logrd regenerar. Esto
supone la presencia de algun evento de transformacion, evidenciado, en un caso, por
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dar positiva la reaccion X-Gluc. Esta reaccién también se realizd al tratamiento con
LBA4404 + pBI121 que no tenia Kanamicina en el medio de cultivo y dio resultado
negativo para todas las plantas regeneradas. El porcentaje de regeneracion no fue tan
alto tal vez debido al efecto producido por la bacteria endégena, no debidamente
eliminada a causa del método de esterilizacion utilizado.

Figura n°20: Etapas de la regeneracion de explantes de cotiledones siguiendo el
protocolo de Larkin ef al., (1996) modificado por Spangenberg (com. pers.)

Para los modulos ST6, ST7 y ST8 ya habian sido ajustados el método de
esterilizacion y el lugar de crecimiento, no incorporandose mas Streptomicina al
medio de cultivo (ver Cuadro n°2). Se observé que al ajustar estas variables se
produjo un incremento importante en el porcentaje de explantes que regeneraron
plantas (57%) en los cotiledones que se desarrollaron en medio no selectivo. (ver
Figura n°19). Se detectd la presencia de escapes en los modulos ST6 y ST7, en
valores mayores a los esperados (10%). Por otra parte se lograron regenerar plantas
en medios selectivos, que habian sido tratadas con LBA4404 + pBI121 (ver Figura
n°19). Al hacerles la reaccion X-Gluc se observd que tres de ellas presentaron
coloracion azul, posiblemente correspondientes a eventos de transformacion.

Usando este protocolo fue posible completar un ciclo de regeneracion en los
medios de cultivos no selectivos (sin Kanamicina). También se regeneraron plantas
en medio selectivo infestadas con LBA4404 + pBI121, que a su vez unas pocas de
éstas presentaron coloracion azul debido a la reaccion con X-Gluc.

Observando los resultados del control positivo usado, papa (ver IIL.1), se
concluy6 que la solucion con X-Gluc era reactiva, ya que éste se tifié de azul. En el
trabajo se observaron diferencias en la cantidad de area coloreada de los explantes
con respecto al testigo (mayor en papa), lo que posiblemente se debic a menores
niveles de actividad del GUS en trébol rojo. Aida y Shibata, (1996), trabajando con
la especie Kalanchoe blossfeldiana y la cepa de Agrobacterium tumefaciens
LBA4404-pB1121, obtuvieron distintos niveles de actividad del GUS: alta, baja y
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cercana a cero. Ellos concluyeron que la efectividad de la transformacion no estaba
correlactonada con esta actividad.

Los resuitados obtenidos en esta tesis no permiten asegurar la existencia de
plantas transgenicas, ya que no se realizaron estudios posteriores basados en la
identificacion de los genes introducidos en el ADN gendmico de la planta.

I'V.3 CONSIDERACIONES GENERALES

IV 3.1 Variable bactenia

En este trabajo se utilizo la cepa de Agrobacterium rumefaciens LBA4404, ya
que se encontraba a disposicion en el laboratorio. En la revision bibliografica no se
encontraron trabajos en los que se usara esta cepa para transformar trébol rojo.
Existen trabajos sobre el comportamiento de LBA4404 y su efectividad en diferentes
especies de plantas. Consideramos que una de las variables a mejorar es la eficiencia
en la infestacion por parte de la bacteria, ya que segun la cepa, existe alto grado de
variabilidad para esta caracteristica, (Qazi et al, 1997). Esto es lograble utilizando
otras cepas de 4. rumefaciens mas virulentas. Se encuentran disponibles a nivel
comercial varias cepas de A. tumefaciens, las que difieren entre si en su capacidad de
infestacion y agresividad. También presentan cierto grado de afinidad con respecto a
determinados genotipos. Esta interaccion entre la cepa de Agrobacterium y el
genotipo de la planta tiene particular importancia en trébol rojo va que se parte de
una poblacion genéticamente heterogénea (Quesenberry ez al., 1996).

IV.3.2 Afinidad bacteria-planta

Hay algunos métodos que permiten aumentar la eficiencia de transformacién
por la bacteria. Uno de estos métodos se basa en la inclusion de ciertas sustancias
(compuestos fendlicos de las plantas), en el medio de cocultivo de las bacterias
(Khan et al., 1994), que activan [a transferencia e incorporacion de ADN por parte de
las células bactertanas. En este sentido, acetosiringona .s un compuesto
frecuentemente usado para este fin, puesto que varios ensayos han demostrado que es
un inductor de los genes vir de Agrobacterium generando una mayor virulencia, al
igual que coumaryl alcohol y sinapyl alcohol (Nan et af., 1997, Mohri e al., 1997}.
Normalmente se utiliza un medio acido, con pH entorno a 5,2, para aumentar mas la
virulencia de las bacterias (Tcacenco, 1996). En este trabajo no se usaron estos
mecanismos para promover la infeccidn y se planted la duda, de poder haber
aumentado la efectividad de la infeccion y lograr un mayor nimero de plantas
transgenicas, en caso de haberlos utilizado.

[V.3 3 Variable genotipo

El trébol rojo es una especie alogama y por lo tanto posee una gran diversidad
de genotipos. Esto implica que existe una gran variabilidad dentro de una misma
variedad, y por esto cobra importancia la seleccion de materiales con alta capacidad




regenerativa. Esto tendria mas significado si los explantes utilizados fueran
meristematicos. Por otro lado se desprende fa importancia de utilizar un numero
importante de explantes de forma de encontrar en ellos la mayor cantidad de
genotipos posibles y poder seleccionar los mejores materiales para utilizarlos en
trabajos posteriores

En este trabajo se usaron dos grupos de materiales vegetales, uno de genotipo
fijo (protocolo embriogénesis somatica) y otro de genotipo variable (protocolos de
organogénesis directa). El primero tuvo como ventaja que partié de un genotipo
conocido (clon 90-2) seleccionado por su alta respuesta a la regeneracion. Es un
protocolo facil de llevar a cabo y la manipulacidn no es dificil.

Faltaria evaluar en trabajos posteriores la incidencia que puede llegar a tener
en la formacion de callo, en morfogeénesis v en la formacion de nucleos
organogenéticos la zona de la planta de la cual se extraen los foliolos y peciolos (si
son basales o apicales) y la forma en que el explante es colocado en el medio de
cultivo {(haz o envés en contacto con el medio).

En los protocolos de organogénesis directa se presenta la ventaja de que
poseen mayor capacidad organogenética de por si, ya que los cotiledones utilizados
estan formados por células con mayor competencia para organogénesis. Como
desventajas se vio que son protocolos de dificil manipulacion ya que consume mucho
tiempo la obtencion del explante, y que cada genotipo tiene una respuesta
determinada a la regeneracién, por lo que es necesario trabajar con un gran numero
de explantes.

La seleccién de materiales con alta capacidad de regeneracién es un punto
atractivo para la generacion de un nuevo material sintético en trébol rojo, para ser
usado en trabajos de ingenieria genética.



V. CONCLUSIONES

- Fue posible en condiciones in vitro regenerar plantas de Trifolium pratense,
trébol rojo, a partir de materiales nacionales, utilizando como explantes cotiledones y
siguiendo la técnica descrita en los protocolos de Organogénesis Directa. En el protocolo
de Embriogénesis Sématica, utilizando como explantes peciolos y foliolos, fue posible
llegar hasta la etapa de callo pero no se logrd regenerar una planta entera.

- Existe vanacion en la capacidad regenerativa de cada matenal vegetal de trébol
rojo analizado, debido a la gran variabilidad genotipica que posee esta especie por ser
alogama. Esto permitiria seleccionar materiales superiores en capacidad regenerativa.

- Se constaté la presencia de una bacteria enddgena en las semillas de trébol rojo
de 1a variedad LE 116, la cual es sensible a Streptomicina y puede ser controlada con el
método de esterilizacion que incluye HgCl,.

- Se obtuvieron cuatro materiales de trébol rojo desarrollados en medio selectivo
y positivos a la reaccion de X-Gluc.

- Este trabajo mostré que utilizando las técnicas aqui descritas, es posible generar

plantas modificadas genéticamente con caracteristicas de interés agrondomico, paso
previo para la obtencion de cultivares de mayor potencial productivo.
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V1. RESUMEN

La meodificacion genética de plantas es una herramienta que comienza a
incluirse dentro de fos planes de mejoramiento vegetal. La introduccion de genes via
Agrobacterium tumefaciens en células vegetales es una técnica natural que permite la
obtencidn de plantas genéticamente modificadas. Simultaneamente, se han
desarrollado técnicas eficientes en la regeneracion de plantas enteras a partir de una
célula vegetal.

En este trabajo se analizaron las condiciones para transformar y regenerar
Trifolium pratense via Organogénesis directa y Embriogénesis somatica, observando
que para estas condiciones la regeneracion via Organogénesis directa presenté mejor
desempefio. Se transformaron explantes de peciolos, foliolos y cotiledones con
Agrobacterium, conteniendo el plasmido pBI121 que posee el gen reportero GUS y
el agente selectivo nptil.

Se obtuvieron cuatro plantas que se desarrollaron en medio selectivo y que
presentaron coloracion azul.
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VI, SUMMARY

The genetic modification of piants is being include as a tool in plant breeding.
A natural technique that allow the obtention of genetically modified vegetal material
is the introduction of genes mediated by Agrobacterium tumefaciens. Simultaneasly,
within these techniques, eficient methods has been developed in the regeneration of
plants starting with a single cell,.

In this work has been analized the conditions to transform and regenerate
Trifolium pratense by direct organogenesis and somatic embriogenesis , where the
direct organogenesis showed better regeneration. Petiols, leafs and cotiledonary
explants were transformed Agrobacterium mediated with the piasmid pBI121, that
contains the reporter gene GUS and the selective gene nptll.

It has been obtained four plants that regenerated on selective medium and
present blue tissue.
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(X. ANEXOS

Anexo n°1: Composicion quimica de los medios de cultivos utilizados para
los distintos protocolos y matenales vegetales.

COMPOSICION QUIMICA DE MEDIOS (mg1)

| BSIC * | BSIE * | BSDE = | BSPB **| RIB ** |MSd "**| MSe ***

Macronutrientes

(NH4)z804 134 134 134 i34 0 O 0
(NH4)NO3 1000 1650 825
KENO3 2500 2500 2500 2500 2100 1900 950
CaCl.2H20 150 150 150 50 600 440 220
MgS04.7TH20 250 250 250 250 435 370 185
KH2PO4 325 170 85
NaR2PO4 H20G 150 150 150 150 35 0 0
Micronutrientes
FeSO4.TH20 27.8 278 278 278 25 27.8 13,9
NazEDTA 37,3 373 37.3 373 0 37,3 18,65
MnSQa4 4H20 0 0 0 0 0 22.3 11,15
MnSO4 H20 10 10 10 10 15 0 0
InSO4. TH2O 2 2 2 2 5 8,6 4.3
H3BO3 3 3 3 3 5 6,2 3,1
KI 0,75 0,75 0,75 0,75 1 0,83 0,415
NazMo04.2ZH20 0,25 0,25 0,25 0,25 0.4 0,25 0,125
CuS04.5H20 0,025 0,025 0,025 0,025 0.1 0,025 0,0125
CoClz.6H20 0,025 0,025 0,025 0,025 0,1 0,025 0,0t25
Vitaminas
Myo-inositol 100 100 100 100 250 100 50
Ac. Nicotinico 1 | 1 1 0 0,5 0,25
Pyridoxina HCL 1 1 1 1 0,5 0.5 0,25
Tiamina HCL 10 20 20 20 2 a1 - 005
Aminoacidos
Glicina | 0 | o0 | o ] o [ o | 2 | 1
Hormeonas
Kinetina 2,12 0 0 0 o 0 0
Adenina 0 2 0 4] 0 1] 0
2,4-D 2,25 0 0 0 0 0 0
AlA 0 0 0 Q O 0 0
ANA 2 2 0.2 0 0 0,093 ¢
Picloran 0 0 0 0,003 0 0 0
BAP 0 0 0 0,496 0 0 0
TDZ 0 0 0 0 0 1 0
BA 0 0 1] 0 0,244 0 024
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Otros

Sacarosa 20000 | 20000 | 20000 | 20000 | 25000 | 30000 | 30000
Agar 8000 | 8000 | 8000 | 7000 | 8000 | 8000 | 8000
pH 55 5.5 35 3.5 358 | 575 575

Autoclavar por 20 mina 15 p.sii, a 120 °C.

* Quesenberry v Smith, {1993).
** Larkin et al., (1996).
*¥* Murashige y Skoog, (1962).

Anexo n°2: Medio de cultivo para desarrollo de bacterias,

MEDIO DE CULTIVO PARA AGROBACTERIUM

ML solucidn stock (100 X)

K2PO4 25g
NaCl 10g
MgS04.7TH20 108
H20d 100 mi
MGL 1 litro
Tryptona 50g
Ext. Levadura 25g
Ac.L-Glutdmico 1,15¢g
Mannitol 50g
MGL stock (100 X0 10 ml
Ajustar pH a 7,0 con NaOH

Autoclavar por 20 mina 1S p.s.i. a [20°C.
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Anexo n°3: Porcentaje de formacion de callo, porcentaje de organogenesis y
porcentaje de formacion de nucleos organogenéticos segun explante, para

cada clon.
% % % DE NUCLEOSWE(’)GWW_“
CLON | FORMAC.CALLO [ORGANOGENESIS poe  clases
Peciolo | Folialo | Peciolo | Foliolg Pec iolo T Fol iolo
I i m | IV I ] o | 1V

2-1 98 100 { 37.1 25 94 6 0 0 974 | 2.6 0 0
9.1 08 100 0 0 636 [ 361 [ 0 ) 133 | 774 | 1.8 0
13-1 ] 100 100 0 0 988 | 1.2 0 0 | 9321 68 0 0
272 | 21 36 0 ) 100 0 0 0 100 | 0 0 0
34-2 | 92 83 0 0 937 | 56 | 07 D [614 284102 O
3611 97 41 194 | 182 || 50,9 | 46,7 | 2.4 0 | 218 [72.7] 5.3 0
$7-1 | 100 100 | 545 | 576 160 0 0 0 100 0 0 0
472 | 100 95 545 | 481 100 5 0 0 100 0 0 ]
12 | 98 100 0 ) G55 | 4.5 ) 0 973} 27 | O 0
52-1 | 98 100 | 109 5.4 90,9 | 9.1 0 0 91.8 0 0
35-1 | 9% 100 0 1.8 100 0 0 0 91 9 0 0
381 | 7% 93 D 0 100 | 0 i) 0 100 0 0 )
62-1 | 91 100 0 0 82 18 0 0 93 7 0 )
70-1 | 100 98 ) 0 95 3 0 0 87 13 0 0
782 | 100 93 0 5.8 100 I 0 0 100 | 0 0 0
E?S—l 93 80 0 0 95 3 0 0 100 | O 0 0
78-3 | 96 95 R4 37 993 | 06 ) 0 | 97.7 | 2.3 0 0
82-1] 91 90 10,9 1.8 12.7 | 65.4 | 218 | © 1.8 | 364 | 30.9 | 30,9
8§22 94 100 0 0 773 | 227 | O 0 38 39 3 0
83-1 76 100 0 0 09 1 0 0 98 2 0 0
90-2 | 100 100 0 78 515 | 85 © 0 i1 65 24 0
91-1 | 79.5 94 0 ) 100 0 0 0 100 0 ) 0
91-2 | 98 93 39.1 23 615 | 346 | 0.9 0 25 | 68.2 | 6.8 0
92-1 88 100 2 0 33 7 0 ) 63 33 ) )
10321 100 160 0 0 100 0 0 0 00 | 0 0 0
Prome| 91.65 | 92.35 | t1.2 | 9.94 || 86.8 | 12.2 | 0.99 0 | 77.12 | 18.30 | 3.39 | 1.19
dio

Desvio| 16,02 | 166 | 19.23 | 18.02 || 215 | 1852 ¥27 | O 133392589 7.7 | 6.06
CV. [ 1738 [ 1798 | 17t [ 18121 ][ 2377 (I51.73[330.72] U | 43.29 [141,53{226.961 3095




Anexo n°4: Nimero y porcentaje de explantes regenerados segun experimentos,
tratamientos y modulos.

Iﬁﬁd A fumefaciens 3404 + pB1121 A fumefaciens 4404 Control
+Km +Cb Km+C6 | +Km+Cb | -Km+Cb TKm+Ch | -Km+Cb
expL] e eXpL] ° expl]To expl| * expl]Ta expl| ° xplYv% expl| - expl]%% expl] ° <xpl] %% expl.
<TIET [regeniet fregener jregener fregeney [regencer regencr [regener regener [regener fregener fregener.
TIT{ O 0 0 0 0 0 0 K 0 0 0 0
T 0 0 YT 3] 11 S 71 ¢ 0 0 0 0 0
L5 [ O 0 o 1 0 ) 0 0 0 0 ] T 3
T3] 0 ] 0 0 ] 0 D] T 3 T 3 T [ 20
S]] 0] 0 0 0 0 ) 0 0 0 4] T
SIZ1{ 0 0 3 T3 | I 3 13 ) 0 ] [}
ST3 | 0 0 2 [ 10 T | 0] 0 0 0 )] O | O
"SI | O 0 2 10 0 ] e | 30 [ 1 3 0
S| 0| 10 Z | 10 D ] 11 33 0 0 O B
1 VS T 10 30 0 0 0 0] 21 0] & 10
ST7 7 p) 0 . § 10 3 0 ) o | 11 33
315 T ] 3 30 0 o} 3 | & T 3 o | 5
Qlplt 0 ] p; 20 0 0 T 1 01 0F o013 30
QU] 0 0 I 0 ] 0 3 30 0 0 p) 20
Oz 3 8 5 0 0 ) 5 1 %0 D )] O | 100
QIZ| O 01 10 F 10 0 ) 3 ) 0 ) 0| 100




