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TRANSFORMACION DE EMBRIONES SOMATICOS DE MANGO

POR BIOBALISTICA
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RESUMEN

Con la finalidad de transformar genéticamente mango me-
diante biobalistica, se bombardearon embriones somaticos de
las variedades Haden, Madame Francis y Kent. Se determin6
la dosis maxima de PPT en que los embriones somaticos so-
breviven, cultivandolos en el medio Gamborg, Miller y Ojima
en concentraciones de 0; 0,5; 1y 2mg/l de PPT durante 3
meses y subcultivando mensualmente para evaluar peso fresco
y seco. Los embriones somaticos fueron bombardeados con el
plasmido CAMBIA 3201 que contiene los genes GUS y BAR,
con dos tamarios de particulas de tungsteno (0,7 y 1,3um), pre-
sion de 80psi, dos distancias de bombardeo (10,0 y 16,5cm) y
5ug de ADN. Se seleccionaron los embriones transformados en
medio Gamborg, Miller y Ojima con 0,5mg/l de PPT. Las con-

diciones de bombardeo escogidas fueron el tamafio de particu-
la de 0,7um y la distancia de bombardeo de 16,5cm. Después
de tres meses de seleccion en las concentraciones de PPT uti-
lizadas se hizo evidente la sobrevivencia de los embriones
transformados en la variedad Kent, mientras que los embriones
no transformados sobrevivieron en concentracion de 0,5mg/l.
Las variedades Haden y Madame Francis fueron sensibles a
las condiciones de bombardeo y seleccion suministrados, mu-
riendo después de este proceso. Se logré una sobrevivencia de
4% y la regeneracion de 3 clones por 0,59 de tejido bombar-
deado. Se evidencio la actividad enziméatica de la expresién
transitoria del gen GUS pero no la estable y la incorporacion
de los genes GUS y BAR mediante PCR.

I ntroduccioén

En Venezuela, el mango
Mangifera indica L. constitu-
ye uno de los frutales més di-
fundido, dadas las extensas
areas que satisfacen sus nece-
sidades edafocliméticas (Avi-
lan et al., 1988). Su fruta se
utiliza para consumo fresco y
para la produccién de pulpa.
En los Ultimos afios, se ha in-
crementado su participacion
en los mercados internaciona-

les y es uno de los productos
agricolas que genera divisas
para el pais.

Para que un cultivar de
mango adquiera importancia
economica debe poseer un
conjunto de cualidades o ca-
racteristicas, entre las cuales
se destacan: arboles de porte
bajo y precoz, elevados nive-
les de rendimiento, hébito de
produccién regular, frutos de
buen tamafio y coloracion
atractiva, alta relacién pulpa/

semilla, frutos libres de
ablandamientos internos; asi
como también, resistencia a
plagas y enfermedades
(Singh, 1969, 1978). El con-
junto de caracteristicas y
cualidades citadas se pueden
obtener mediante mejora-
miento genético, el cual im-
plica programas de mejora-
miento a largo plazo, por ser
el mango una planta perenne.
El cultivo de tejidos y las
técnicas de transformacion

genética ofrecen la ventaja
de disminuir el tiempo de
mejoramiento genético, per-
mitiendo la produccién de
materiales sanos, sobresalien-
tes en una o varias caracte-
risticas, y al mismo tiempo
conservando las bondades de
la variedad. Con estas técni-
cas es posible incorporar
genes de interés agronémico
como, por ejemplo, genes
gue controlen la maduracion
de los frutos y genes de re-
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SUMMARY

In order to genetically transform mango by biobalistic, so-
matic embryos of the varieties Haden, Madame Francis and
Kent were bombarded. The maximum dose of PPT that somatic
embryos survive was determined by exposing them in Gamborg,
Miller y Ojima media containing O, 0.5, 1 and 2mg/I PPT dur-
ing 3 months and subculturing every month to evaluate fresh
and dry weight. The embryos were bombarded with the plasmid
CAMBIA 3201 with genes GUS y BAR, using two tungsten par-
ticle sizes (0.7 and 1.3um), pressure of 80psi, bombardment dis-
tances of 10 and 16.5cm, and 5ug of DNA. Embryos were se-
lected using 0.5mg/l PPT as selective agent. Particle size of

RESUMO

Com a finalidade de transformar geneticamente manga me-
diante biobalistica, se bombardearam embrifes somaticos das
variedades Haden, Madame Francis e Kent. Determinou-se a
dose méxima de PPT em que os embrides somaticos sobrevivem,
cultivando-os no meio Gamborg, Miller e Ojima em concentra-
¢oes de 0; 0,5; 1 e 2mg/l de PPT durante 3 meses e sub culti-
vando mensalmente para avaliar peso fresco e seco. Os embri-
des sométicos foram bombardeados com o pldsmido CAMBIA
3201 que contém os gens GUS e BAR, com dois tamanhos de
particulas de tungsténio (0,7 e 1,3um), pressao de 80psi, duas
disténcias de bombardeio (10,0 e 16,5cm) e 5ug de ADN. Se
selecionaram os embrides transformados em meio Gamborg,
Miller e Ojima com 0,5mg/l de PPT. As condicbes de bombar-

0.7um and the bombardment distance of 16.5cm were selected.
After 3 months of selection in the indicated PPT concentrations,
selected clones of the Kent variety survived all concentrations,
while non-transformed embryos survived only at 0.5mg/l. Haden
and Madame Francis varieties were sensitive to the bombard-
ment and selection conditions, and did not survive the process.
Embryo survival was 4%, and 3 clones per 0.5g of tissues bom-
barded were regenerated. Enzymatic activity of transient expres-
sion of the GUS gene was observed and the incorporation of the
GUS and BAR genes was demonstrated by means of PCR.

deio escolhidas foram o tamanho de particula de 0,7um e a
distancia de bombardeio de 16,5cm. Depois de trés meses de
selecdo nas concentragdes de PPT utilizadas se fez evidente a
sobrevivéncia dos embrides transformados na variedade Kent,
enquanto que os embrides ndo transformados sobreviveram em
concentragcdo de 0,5mg/l. As variedades Haden e Madame
Francis foram sensiveis as condi¢fes de bombardeio e selecéo
subministrados, morrendo depois deste processo. Se conseguiu
uma sobrevivéncia de 4% e a regeneracéo de 3 clones por 0,59
de tecido bombardeado. Se evidenciou a atividade enzimatica da
expressao transitoria do gene GUS mas ndo a estavel e a incor-
poracéo dos gens GUS e BAR mediante PCR.

sistencia a enfermedades de
origen bacteriano y fungico,
para las cuales no se ha en-
contrado resistencia en varie-
dades comerciales. Estos pa-
tégenos limitan la produccién
de este frutal y afectan seria-
mente |la calidad del producto
final (Rossetto et al., 1996).

La biobalistica es uno de
los métodos directos de
transformacion méas usados
en la actualidad. Se basa en
disparar hacia el nucleo de
las células a transformar, con
alta aceleracion, pequefios
proyectiles con ADN adheri-
do en su superficie, permi-
tiendo asi la incorporacion de
ADN foréneo al ADN de la
célula (Sanford, 1993).

En gramineas como arroz,
avena, cafa de azUcar, ceba-
da, maiz, pasto, trigo y sor-
go, se han obtenido transfor-
mantes estables a partir de
callos embriogénicos, que ex-
presan los genes de seleccion
NPTII (gen que incorpora re-
sistencia al antibiético
kanamicina) y BAR (gen de
resistencia al herbicida fosfi-
notricina o PPT) y los genes
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reporteros GUS (gen que co-
difica la enzima (-glucuroni-
dasa) o sgfp (gen que codifi-
ca una proteina verde fluo-
rescente), utilizando promoto-
res especificos para monoco-
tiledéneas, comprobandose la
integracién y expresion de
los genes a través de pruebas
de PCR, Southern y Western
blotting y RT-PCR (Vallejos
et al., 1992; Vain et al.,
1993; Casas et al., 1997; Yao
y Kasha, 1997; Falco et al.,
2000; Toldi et al., 2000;
Kuai et al., 2001; Richards et
al., 2001).

En lo que respecta a las di-
cotiledoneas, en la familia de
las leguminosas se han trans-
formado embriones cigéticos
de Phaseolus vulgaris con el
plasmido que contiene los
genes 2s-albumina y la se-
cuencia estructural de (3-glu-
curonidasa, bajo € control del
promotor CaMV 35S, obte-
niéndose tejidos quiméricos
(Aragdo et al., 1992). En
Racoperma mangium se ha
confirmado la transferencia de
ADN, tanto en callos de hipo-
cotilo como en semillas. El

plasmido utilizado para el
bombardeo fue el B1426
qgue contenia el gen GUS
bajo el control del promotor
CaMV35S. La expresion de
este gen se observé después
de 24 horas, siendo muy bajo
el nimero de puntos azules
(Quoirin et al., 1997).

En raices y tubérculos
también ha sido sefialado el
uso de la biobalistica para la
transformacion genética, ob-
teniéndose transformantes es-
tables en batata y yuca que
expresan los genes NPTII y
GUS. En yuca se han bom-
bardeado tejidos derivados de
suspensiones celulares y en
batata hojas y peciolos (Pra-
kash y Varadarajan, 1992 y
Schopke et al., 1997).

En lechosa (Carica papaya
L.) se ha sefialado transfor-
macion estable a través del
bombardeo de microproyecti-
les utilizando tres tipos de
explantes, embriones cigdticos
inmaduros, secciones de hipo-
cotilo y callos embriogénicos.
Estos tejidos fueron bombar-
deados con particulas de
tungsteno llevando los genes

de seleccion BAR y NPTII,
de la proteina de la cépside
del virus de la mancha ani-
Ilada de la lechosa (PRSV-P)
y €l reportero GUS. Se hizo
evidente la transformacion
cuando se redlizaron las prue-
bas de actividad enzimética
para la expresion de los genes
GUS y NPTII, d PCR para €
gen de la proteina de capside
del PRSV-P y Southern blot
para €l gen BAR (Fitch et al.,
1990; Cabrera et al., 1995;
Ca et al., 1999).

En las variedades Ken-
sington Pride y Carabao de
mango ha sido sefialada la
optimizacion de las condi-
ciones de bombardeo usando
particulas de tungsteno de
0,7um, una distancia entre la
muestra y la zona de disparo
de 15cm, y a una presion de
bombardeo de 125psi, in-
dicandose la transformacion
estable del tejido embriogé-
nico por incorporacion del
gen GUS (Cruz-Hernandez
et al., 2000). Existen otros
trabajos en transformacion
genética de mango utilizan-
do Agrobacterium tumefa-
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ciens. Mathews et al. (1992)
y Cruz-Hernandez et al.
(1996) lograron transformar
genéticamente embriones so-
maticos de dos cultivares de
mango, Hindi y Keitt, usan-
do cepas de la bacteria que
contenian plasmidos con
genes marcadores que codi-
fican para las enzimas (-
glucuronidasa y neomicina
fosfotransferasa. En el se-
gundo trabajo se incluyeron
ademas genes relacionados
con la maduracion de los
frutos, clonados en la orien-
tacion antisentido. Estos au-
tores seleccionaron los em-
briones transformados en
medios con kanamicina y
comprobaron la integracion
de los transgenes mediante
la prueba histolégica de
GUS, PCR y Southern blot.

La presente investigacion
tuvo como objetivo establecer
las condiciones de transfor-
macién por biobalistica en
embriones sométicos de man-
go bombardeados con el
plésmido CAMBIA 3201, asi
como la comprobacion de la
incorporacion de los genes a
través de la actividad enzi-
matica del gen GUS y la am-
plificacién por PCR de los
genes GUS y BAR.

Materiales y Métodos

Material vegetal

Se utiliz6 como material
vegetal embriones somaticos
originados del cultivo de
embriones cigéticos de tres
variedades de mango, dos
monoembriodnicas (Haden y
Kent) y una poliembriénica
(Madame Francis). Frutos
de las tres variedades fue-
ron lavados con solucién
jabonosa a los 30-45 dias
después de la floracion, in-
troduciéndolos por 10min
en etanol 70%. Luego se
desinfectaron por 30min con
hipoclorito de sodio 3%, y
seguidamente se lavaron 3
veces con agua destilada es-
téril. Finalizada la desinfec-
cion, los frutos fueron bi-
sectados y se extrajeron los
embriones cigéticos segun
la metodologia de Dewald
et al. (1989), modificada
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con la desinfeccion previa
en etanol 70%.

Los embriones cigéticos
se sembraron a un medio
constituido por la mitad de
las sales de Murashige y
Skoog (MS; Murashige y
Skoog, 1962), suplementado
con 10% de agua de coco,
tiamina (0,4mg-I-?), mio-
inositol (100mg-1-t), &cido
nicotinico (0,5mg-l%), gluta-
mina (400mg-l-!), sacarosa
(30g-Y), agar (7g:%), 2,4-di-
clorofenoxiacético (2,4-D;
1mg:I-Y) y Bencil amino
purina (BAP; 1mg-1t) a pH
5,8. Las condiciones ambien-
tales utilizadas fueron oscuri-
dad, temperatura de 27 +1°C
y 70-80% de humedad rela-
tiva, segun protocolo sefiala-
do por Salazar (1997). Sec-
ciones de 0,5cm de los ca-
Ilos obtenidos de los em-
briones cigéticos de cada
variedad fueron transferidos
a un medio de B5 (Gamborg
et al., 1968), suplementado
con tiamina (0,4mg-l"%), &cido
nicotinico (0,5mg-1't), mio-
inositol (100mg-I%), glutami-
na (400mg-%), agar (7g-1?) y
sacarosa (30g:1') a pH 5,8;
bajo temperatura de 27+1°C,
intensidad luminica de
32pmol -st-m2 durante 16h y
humedad relativa entre 70-
80% (Salazar, 1997).

Prueba de susceptibilidad
a fosfinotricina (PPT)

Se estudio la susceptibili-
dad de los embriones somati-
cos de las tres variedades de
mango a diferentes concen-
traciones del herbicida fosfi-
notricina (PPT) cuyo ingre-
diente activo es glufosinato
de amonio. Las concentracio-
nes ensayadas en el primer
experimento fueron 0; 1; 2 y
4mg-1-t, que correspondieron
a los tratamientos T1, T2, T3
y T4, respectivamente; mien-
tras que en el segundo expe-
rimento fueron 0; 0,5; 1y
2mg-l, en el medio B5, con
la finalidad de escoger un
rango de concentracién que
inhibiese el crecimiento de
los embriones somaticos. Se
determind el peso fresco y el
peso seco de los embriones
sométicos que sobrevivieron
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a las concentraciones del her-
bicida, cada 30 dias de sub-
cultivo.

Se utilizd un disefio com-
pletamente aleatorio con 5
réplicas, 6 capsulas por répli-
cay 1 cépsula por unidad
experimental con embriones
somaticos de un peso aproxi-
mado de 0,5g (25 embrio-
nes). Los datos se transfor-
maron con log(x), y se les
realiz6 el Andlisis de Varian-
za y las pruebas de medias
de Rangos Mdultiples de
Duncan.

Plasmido

Se utilizé el plasmido
CAMBIA3201, purificado
a partir de cultivos de Es-
cherichia coli, que conte-
nia duplicado el promotor
CAMV 35S, los genes repor-
teros NPTIl y GUS y el gen
de resistencia BAR, produci-
do por el Centro de Aplica-
cién de la Biologia Molecu-
lar de la Agricultura Interna-
cional de Canberra, Australia
(CAMBIA; www.Cambia.
Camberra.au).

Preparacion
de las particulas

Se utilizaron particulas de
tungsteno de 0,7 y 1,3um,
(M10 y M20, respectivamen-
te) las cuales se desinfecta-
ron con etanol 95%, colo-
cando 50mg de particulas en
500l de etanol en tubos de
centrifuga de 1,5ml; luego
se lavaron 3 veces con agua
destilada estéril, se centri-
fugaron y suspendieron en
500ul de agua. El plasmido
se precipitd sobre las parti-
culas, mezclando 50ul de
particulas de tungsteno, 5ul
del ADN (5ug), 50ul de
2,5M CaCl, estéril y 20ul de
espermidina 100mM esteri-
lizada. Se centrifug6 por
10min a 10000rpm y se
elimind el sobrenadante.
Se le agreg6 250ul de
etanol 100%, volviéndose
a centrifugar por 10min a
10000rpm, y finalmente se
elimind el sobrenadante y se
le agreg6 60l de etanol
100% (Vain et al., 1993).
Todas las operaciones se

realizaron en la camara de
flujo laminar.

Bombardeo

Se colocaron 0,5g de los
embriones somaéticos en el
centro de las capsulas de
Petri contentivas del medio
B5. El bombardeo se realizd
con el sistema de flujo de
particulas (PIG). Se bombar-
dearon 30 capsulas por cada
una de las variedades. Se co-
locaron 10l de la suspension
de particulas con el ADN en
el porta filtro por bombardeo.
Las distancias de bombardeo
fueron de 10 y 16,5cm, el
namero de disparos fue de
uno por muestra, y la presion
de bombardeo de 80 y 70psi,
para €l primer y segundo ex-
perimento, respectivamente.
A las 72h se transfirieron los
embriones bombardeados al
medio B5 con la adicion del
herbicida PPT a la dosis de-
terminada en el ensayo de
susceptibilidad. La eficiencia
de la transformacién por
bombardeo se midié determi-
nando el niumero de clones
transformados por gramo de
tejido bombardeados.

Pruebas comprobatorias
de transformacion

Expresién de la B-glucuroni-
dasa (GUS). Se disolvié 5mg
del sustrato x-gluc (5-Bromo-
4-cloro-indolil-B-dimetil -
formamida) en 50ul de
dimetil formamida o DM SO;
1Iml de tampoén fosfato
500mM pH 7; 0,2ml de
EDTA 500mM; 10ul Triton-
X100; y 50ul de ferrocianuro
de potasio 100mM. Se aforé
a 10ml con agua destilada y
se guardé congelado en ali-
cuotas de 1ml. En los platos
desechables usados para ELI-
SA, se coloco 100ul de la
suspension del reactivo pre-
parado por celda. Seguida-
mente se introdujeron los
embriones sométicos bombar-
deados y los testigos, incu-
bandolos a 37°C toda la no-
che. Se considera la prueba
positiva cuando aparece una
coloracion azul indigo, que
indica la expresion del gen
GUS en los tejidos transfor-
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mados. Se realizé un contaje
a los tres dias del bombardeo
(expresion transitoria), en 5
muestras por capsula de Petri
tratada. Esta prueba se aplico
nuevamente a los 6 meses
del bombardeo para evaluar
la expresion estable de los
embriones sométicos bombar-
deados (Jefferson, 1987).

Sobrevivencia en medio selec-
tivo con PPT. Se transfirieron
0,59 (25 embriones) de los
embriones bombardeados al
medio B5, en gradiente cre-
ciente de concentraciéon de
PPT (0; 0,5; 1y 2mg-'Y) du-
rante 3 meses, subcultivando-
los cada mes. Se utilizé un
disefio completamente aleato-
rio con cinco réplicas y seis
capsulas por replica por uni-
dad experimental.

Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) para evi-
denciar la incorporacion de
los genes BAR y GUS. Para
evaluar la incorporacion de
las secuencias de los genes
BAR y GUS en el genoma
de los embriones sométicos
de mango bombardeados, se
realizo la técnica de PCR. El
ADN se aislé de los embrio-
nes regenerados segun Zam-
brano et al. (2002) y la am-
plificaciéon se realizd segun
Fernandez-Da Silvay Me-
néndez-Yuffa (2003). Se usb
una mezcla de reaccion final
de 10pl con 50ng de ADN
genémico, 1ul de tampodn
10X, 1pl dNTPs (2,5mM),
1yl MgCl, (25mM), 0,5ul de
cada iniciador (100pM), 0,5U
de Taq polimerasa (Promega).
Para la amplificacion del gen
BAR s utilizaron los iniciadores
LK2B: 5CCAGAAACCCAC
GTGATGCC-3 y LK1F: 5CAG
GAACCGGCAGGAGTGGA-3
y para el gen GUS 5'CCA
GAAACCCACGTGATGCC3 y
5'"CAGGAACCGGCAGG
AGTGGA-3. La amplificacion
de los genes BAR y GUS fue
realizada en un termociclador
modelo MJ Research PTC 200,
bajo los siguientes perfiles de
temperatura: 1 ciclo de desnatu-
ralizacion a 95°C por 1min; se-
guido de 40 ciclos cada uno con
un segmento de desnaturaliza-
cion a 94°C por 30s, uno de di-
neamiento a 65°C por 30s y
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Figura 1. Embriones somaticos de mango variedad Kent a los 60 dias después del tratamiento con PPT.
a: Testigos a Omgl* de PPT; b: Tratados con 0,5mg:I** de PPT; y c: Tratados con 2mg:* de PPT.

uno de elongacion a 72°C por
1min; con un ciclo de elon-
gacion final a 72°C por 1min.
Las muestras amplificadas se
corrieron en agarosa d 1,5%, a
50V y 100mA. Los productos
de amplificacion se visudizaron
con bromuro de etidio y se di-
gitalizaron las imégenes en gel
Doc Biorad 2000.

Resultados y Discusion

Susceptibilidad de
los embriones somaticos
de mango al PPT

A los 30 dias de tratamien-
to, los embriones somaticos
de las tres variedades en estu-
dio permanecieron vivos y de
color blanco crema en los tra-
tamientos T1 y T2 (0 y
0,5mg-It de PPT), con mayor
incremento del peso fresco y
seco en T1. En los tratamien-
tos T3y T4 (1 y 2mg-l de
PPT) los embriones de las
tres variedades tomaron una
coloracion marrén oscuro
pero permanecieron vivos,
con incrementos muy leves
del peso fresco y seco.

A los 60 dias de subculti-
vo, los embriones de las tres
variedades mostraron la mis-
ma tendencia a la observada
a los 30 dias. Finalmente, a
los 90 dias, € tratamiento T1
mostré incrementos de peso
fresco y seco, y hubo desa-
rrollo de los embriones en
todas las variedades. Algunos
embriones de las diversas va-
riedades permanecieron vivos
en T2, con leves incrementos
de peso fresco y seco, mien-
tras que en T3 y T4 se hizo
evidente la muerte celular en

todas las variedades en estu-
dio, sin variar su peso fresco
y seco al obtenido a los 60
dias (Figura 1).

Bombardeo de los embriones
somaticos de mango

Al bombardear los embrio-
nes somaticos de mango a
una presion de 80psi, una
distancia del ADN al tejido
de 10cm y un tamafio de
particula de tungsteno de
0,7um y 1,3um, se observoé
muerte de todos los embrio-
nes de las tres variedades
bombardeadas, subcultivados
72 horas después del bom-
bardeo en el medio B5 con
0,5mg:I* del agente selectivo
PPT. Al bombardear los em-
briones con particulas de
tungsteno de 0,7um, a una
presion de 80psi y una dis-
tancia del ADN al tejido de
16,5cm, hubo sobrevivencia
de los embriones. Los resul-
tados fueron similares cuando
se utilizd 70psi. Estos em-
briones bombardeados fueron
sometidos a una presién de
seleccion durante seis meses
con PPT (0,5mg-I') y des-
pués pasaron al medio B5;
bajo estas condiciones todos
los embriones murieron con
gran liberacion de fenoles.

Se evidenci6 que los em-
briones fueron afectados ne-
gativamente a mayor tamafio
de particula y menor distan-
cia de bombardeo, lo cual
probablemente se debié a
una mayor lesion del mate-
rial vegetal, ocasionando la
liberacion de fenoles y poste-
riormente la muerte. Estos
resultados concuerdan con

los de Morrish et al. (1993)
en trigo y de Quoirin et al.
(1997) en leguminosas, quie-
nes mencionan que el tamafio
de las particulas de tungsteno
influye en la distribucion del
ADN, y en la lesion del ma-
terial vegetal.

Finalmente, tomando en
consideracion los efectos
detrimentales de la presion
de seleccion prolongada, se
realiz6 otro bombardeo con
la variedad Kent, a 80psi,
16,5cm de distancia y un ta-
mafio de particula de 0,7um,
pero con una presion de se-
leccion de un mes con PPT
(0,5mg-I%), logréandose mayor
sobrevivencia del material
vegetal. Después del reciclagje
de los embriones en medio
B5 se obtuvieron tres clones
regenerados por 0,59 de teji-
do bombardeado. Estos resul-
tados fueron similares a los
obtenidos para las variedades
Kensington Pride y Carabao
por Cruz-Hernandez et al.
(2000), quienes sefialaron
como condiciones 6ptimas
un tamafio de particula de
0,7um, una distancia de dis-
paro de 15cm y una presion
de 125psi, cuando usaron el
mismo sistema de bombar-
deo. Estos autores aumenta-
ron la eficiencia del proceso
realizando 2 bombardeos por
capsula y adicionando mani-
tol al medio de cultivo. Sin
embargo, no es posible com-
parar la eficiencia en los dos
trabajos, ya que Cruz-Her-
nandez et al. (2000) sélo hi-
cieron referencia a la expre-
sion transitoria del gen GUS
para medir |la eficiencia de
su protocolo.
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Pruebas de
transformacion genética

Prueba transitoria y estable
de B-glucuronidasa (GUS).
Todos los embriones sométi-
cos de la variedad Kent so-
metidos a la prueba de la 3-
glucuronidasa mostraron la
coloracion azul indigo a casi
negro caracteristica a los 2
dias del bombardeo (prueba
transitoria). Sin embargo, los
embriones de las variedades
Haden y Madame Francis
permanecieron de color ma-
rron claro a igual que €l tes-
tigo, es decir que la prueba
fue negativa, 1o que indica
gue no hubo expresion transi-
toria del gen. A los 6 meses
se sometieron los embriones
de la variedad Kent a la prue-
ba de la B-glucuronidasa y €l
resultado fue negativo. Estos
resultados coinciden con los
encontrados por Casas et al.
(1997), donde la expresion de
la actividad enzimética de
GUS no se detect6 a las 3 se-
manas del bombardeo, por lo
gue no se pudo detectar me-
diante esta prueba la incorpo-
racion de este gen en los teji-
dos bombardeados analizados.
Se puede presumir el meca-
nismo de silenciamiento del
gen GUS, lo que implicaria
gue un alto nimero de copias
se insertaron en el genoma
(Cervera et al., 2000).

Prueba de seleccidn con
PPT. Los embriones bombar-
deados de la variedad Kent se
cultivaron durante 6 meses en
el medio B5, antes de some-
terlos a las pruebas de selec-
cién con PPT. Se encontraron
diferencias significativas en
las variables peso fresco y
seco de los embriones sométi-
cos con relacion a las diferen-
tes dosis del herbicida, en la
prueba de seleccion después
del bombardeo. La prueba de
medias de rangos multiples de
Duncan indicé que el trata-
miento testigo T1 (Omg-"* de
PPT) no produjo efecto nega-
tivo sobre el crecimiento eva-
luado a través de los pesos
fresco y seco. Los tratamien-
tos T2 (0,5 mg:*de PPT), T3
(1 mg-l't de PPT) y T4 (2
mg-1"t de PPT) no muestran
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Figura 2. Productos de amplifica-
cién de los genes GUS y BAR en
embriones sométicos de mango
variedad Kent bombardeados con

el plasmido CAMBIA 3201.

En a: Gen GUS. 1: Marcador
Molecular (ADN de A digerido
con EcoRI+Hind I11); 2 y 3:

ADN gendmico de embriones no bombardeados (Testigo Negativo);
4: ADN gendmico de embriones bombardeados; 5: ADN del plasmi-
do CAMBIA 3201 (Testigo Positivo); y 6: Marcador Molecular

(ADN de A digerido con EcoRl).

En b: Gen BAR. 1: Marcador Molecular (ADN de A digerido con
EcoRI + Hind I11); 2: ADN genémico de embriones bombardeados; y
3: ADN gendmico de embriones no bombardeados (testigo negativo).

diferencias significativas para
el peso fresco de los embrio-
nes, en tanto que se evidencia
diferencias entre los tratamien-
tos T2y T3y T4, los cuaes
muestran un comportamiento
similar para el peso seco de
los embriones (Tabla I).

Los resultados evidencian
gue en la medida que se in-
cremento la dosis del herbici-
da PPT disminuyé el creci-
miento y, finalmente, ocurrié
muerte celular. La concentra-
cién de 0,5mg-I-* del herbicida

fosfinotricina (PPT) permitio
la sobrevivencia y crecimiento
de los embriones somaticos
de mango en estudio. No obs-
tante, se podrian utilizar con-
centraciones menores de PPT
a las empleadas en esta in-
vestigacion, ya que es posible
que todavia sea demasiado
alta en periodos prolongados
de tiempo. Igualmente, el
tiempo de seleccion con her-
bicida también podria ser re-
ducido, debido a que un pe-
riodo superior a un mes cons-

TABLA |
EFECTO* DE LA CONCENTRACION DEL HERBICIDA
PPT EN EMBRIONES SOMATICOS DE MANGO
VAR: KENT, DESPUES DEL BOMBARDEO CON
EL PLASMIDO CAMBIA 3201

Tratamientos Peso fresco Peso seco
T1 (Omg-* PPT) 4,68a 0,40a
T2 (0,5mg:* PPT) 0,79b 0,10b
T3 (1mg-* PPT)) 0,69b 0,07c
T4 (2mg:* PPT) 0,54b 0,06c

* Expresado como medias en gramos. Letras distintas en una misma columna
indican diferencias significativas (P<0,05).
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tituye una presion de selec-
cion muy fuerte.

PCR de los genes BAR y
GUS. Los embriones soméa-
ticos de la variedad Kent
gue sobrevivieron al proce-
so de bombardeo, seleccion
y subsecuentes subcultivos en
el medio B5 fueron evaluados
para |la presencia de los genes
GUS y BAR a través de su
amplificacién por PCR. En
estas pruebas se amplificaron
bandas de 0,4kb para el gen
BAR y 1,2kb, para el gen
GUS, idénticas a las amplifi-
cadas cuando se uso el plas-
mido CAMBIA3201 (testigo
positivo). Por lo tanto se con-
cluye que, en dichos tejidos,
los dos genes resultaron in-
corporados a ADN, mientras
gue en el tratamiento testigo
no se evidenciaron estas ban-
das (Figura 2).

En el presente trabajo se
establecieron como condicio-
nes de bombardeo de embrio-
nes somaticos de mango de la
variedad Kent con el plasmi-
do CAMBIA 3201 por € sis-
tema de flujo de particulas,
una distancia de disparo de
16,5cm; un tamafio de parti-
culas M10 (0,7um); una pre-
sion de bombardeo de 80psi y
una concentracién de ADN de
5ug. Estos embriones exhibie-
ron la expresion transitoria de
la B-glucuronidasa a los 2
dias del bombardeo; sobrevi-
vieron hasta 2mg:* del herbi-
cida fosfinotricina después de
3 meses de subcultivo en el
mismo medio con €l herbici-
da; y se comprobo la integra-
cion de los genes GUS y
BAR a través de PCR, des-
pués de 12 meses en cultivo.
Usando la mencionada meto-
dologia se generaron 3 clones
por 0,59 de tgjido bombardea-
do y la sobrevivencia fue de
4% (1 embridn por cada 25
sembrados). Se requeriria de
un andlisis de hibridacion tipo
Southern blot para conocer si
Se expresan los genes 'y su in-
tensidad de expresion.
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