Evaluacion del efecto del dano mecanico
sobre la eficacia de transformacion genética
de embriones somaticos de Carica papaya L.

mediante Agrobacterium tumefaciens
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Resumen

La produccion de papaya en el estado de Colima es afectada por enfermedades
causadas por agentes virales, principalmente Papaya ringspot poty virus-p, por lo
que el uso de Agrobacterium tumefaciens es viable para inducir resistencia a los
virus. La eficiencia de transformacion depende de la presencia de compuestos fe-
nélicos provocados por dano mecanico. El objetivo de este trabajo fue evaluar el
efecto de diferentes métodos de induccion de dafio mecdnico sobre la eficacia de
transformacion genética de embriones de Carica papaya L., mediante A. tumefa-
ciens. EL dano mecanico en un gramo de embriones somaticos de Carica papaya L.
fue inducido mediante el uso de carborindum (0.5 g en 15 mL de H,0 estéril), bio-
balistica (un disparo a 0 cm de distancia con una presién de 150 psi) 0 sonicacién
(15 s a 40 kHz) en la presencia de A. tumefaciens. Los resultados mostraron que el
contenido total de compuestos fendlicos fue mayor al utilizar el método desoni-
cacion. De acuerdo con la presencia de focos azules en los embriones somaticos
transformados, se observd que la mayor eficiencia de transformacion se encontr6
con el método de carborundum, con una cantidad de 22.5 focos azules por gramo.
Asimismo, se observé que los diversos métodos de induccion de dano mecanico
afectan la eficacia de Agrobacterium tumefaciens en la transformacion genética de
embriones somaticos de Carica papaya L.
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Biotecnologia y Sustentabilidad

Introduccion

La papaya (Carica papaya L.) es uno de los cultivos
mas rentables para México, motivo por el cual su es-
tablecimiento va en aumento en los tltimos anos;
sin embargo, es afectada por enfermedades prove-
nientes de agentes virales, principalmente Papaya
ringspot poty virus-P (PRSV-P) (Gonsalves, 1998), de tal
forma que se reportan pérdidas en la produccion de
hasta el 85% en Colima, Veracruz y Guerrero cuan-
do no existe un método de control. El PRSV-P causa
mosaico severo y distorsion de las hojas, anillos con-
céntricos en los frutos y manchas aceitosas en la par-
te superior de los tallos y peciolos. Ademas, el mis-
mo virus impide el crecimiento de la planta y reduce
drasticamente el tamano y la calidad de las frutas
(Yeh et al., 2007).

En ese sentido, la mejor alternativa de control de
PRSV-P en papaya es el uso de la ingenieria genética.
La transformacion genética de explantes de papaya
mediada por Agrobacterium tumefaciens es una herra-
mienta eficiente (Fitch et al., 2003). Sin embargo, pa-
ra que este proceso de transferencia tenga lugar es
necesario que la célula vegetal posea una herida que
inicie asi la sintesis de compuestos fendlicos (Trick y
Finer, 1997), los cuales activan los genes de virulen-
cia (vir).

Una de las estrategias para mejorar la eficien-
cia de transformacion es la induccién de compues-
tos fenodlicos en el explante, los cuales se producen
al ocasionar un dano mecanico del mismo, causa-
do comtinmente por agitacion en presencia de car-
bortindum, por biobalistica o por sonicacién (Trick
y Finer, 1997). El objetivo del presente trabajo fue
evaluar el efecto de diferentes métodos de induccion
de dafio mecanico sobre la eficiencia de transforma-
cién genética de embriones de Carica papaya.

Metodologia

Se emplearon masas de embriones somaticos de pa-
paya Maradol de tres meses de edad, inducidos a
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partir del cultivo de embriones cigéticos en medio
Murashige y Skoog (MS) (Murashige y Skoog, 1962),
los cuales se sometieron a dafio mecanico, con un
gramo de embriones para cada tratamiento. Se eva-
luaron métodos de agitacion con carborindum
(Cheng et al., 1996), bombardeo con microparticulas
(Helios™ GeneGun, BioRad) y sonicacion (Jiang et
al., 2004). Embriones somaticos intactos se emplea-
ron como control de referencia. Se evalud el conte-
nido total de compuestos fenolicos, tales moléculas
se extrajeron y cuantificaron siguiendo el protocolo
descrito por Ainsworth y Gillespie (2007).

Para la cuantificaciéon del contenido total de fe-
noles se calculé una curva estandar elaborada con
acido galico (Sigma) a concentraciones de 0, 100,
200, 400, 800 y 1600 M de acido galico preparado
en metanol al 95% (v/v), donde cada punto de
calibracion se realizé por triplicado. El contenido se
expres6 como equivalente de acido galico medido
con la ecuacion de regresion entre los puntos de
calibracion del compuesto fendlico y su absorbancia
a 765 nm.

Transformacion genética con A. tumefaciens

Con la ayuda de un asa bacteriologica, se tomé una
muestra de A. tumefaciens cepa LBA4404 recombi-
nante (con el vector binario pCAMBIA1301) que se
inocul6 en 50 mL de medio YM liquido estéril con
antibioticos de seleccidon. Los embriones somaticos
se incubaron en la suspension de A. tumefaciens ac-
tivada durante 10 min y se colocaron en medio de
cocultivo MS (Dandekar & Fisk, 2005) y se procedio
a realizar el ensayo histoquimico.

Ensayo histoquimico de GUS

Cinco dias después del cocultivo se 1levo a cabo la
deteccion histoquimica de la actividad transitoria
de la B-glucuronidasa, para esto se empleé el estu-
che comercial «3-glucuronidase reporter gene stai-
ning» (Sigma), siguiendo las recomendaciones del
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fabricante. Se emple6 un diseno estadistico comple-
tamente al azar con cuatro tratamientos: T1) agita-
ciéon con carborundum, 72) biobalistica, T3) sonica-
cién y T4) sin dano mecanico o control; con cuatro
repeticiones para cada uno. Se evalu6 el contenido
de compuestos fenolicos producidos en cada uno
de los tratamientos y la cantidad de focos azules re-
gistrada en el material vegetal. Los datos obtenidos
se sometieron a un analisis de varianza y prueba de
medias de Tukey al 0.05 de probabilidad usando el
paquete estadistico SAS, version 9 (2002).

Resultados y discusion

Los resultados muestran que el dano mecéanico por
sonicacion induce una mayor cantidad de compues-
tos fendlicos (cuadro 1), lo que podria estar relacio-
nado al hecho que este proceso genera una consi-
derable cantidad de fisuras y canales uniformes en
el tejido expuesto a la bacteria (Trick y Finer, 1997)
comparado con los otros tratamientos donde proba-
blemente esto no se logre. No obstante, la funciona-
lidad de los cuatro tratamientos en la transformacién
de los embriones somaticos de papaya por A. tumefa-
ciens ya ha sido demostrada con anterioridad (Fitch
et al., 1993; Cheng et al., 1996; Jiang et al., 2004).

Cuadro 1
Efecto del método de induccién de dano mecanico
en embriones somaticos de papaya en la producciéon
de compuestos fenolicos

Contenido total de compuestos

Tipo de dan /1 . .
1po €e dano fendlicos (equivalentes de 4cido
mecanico 1

galico)
Sonicacién 659.17 a
Sin dafio (testigo) 491.67b
Carborandum 4375b
Biobalistica 390.0b

*Medias de Tukey con letra distinta dentro de la columna
son estadisticamente diferentes (n = 3, P < 0.05).
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Segun las diversas investigaciones, los compues-
tos fenolicos y otros como carbohidratos son impor-
tantes para que ocurra la «activacion» de los genes
vir de A. tumefaciens y en consecuencia exista la mo-
vilizacién del T-DNA especifico hacia la célula blan-
co (Stachel et al., 1985), hecho que se corrobor6 en
este estudio con la expresion transitoria del gen gus
(figura 1).

El que haya existido transformaciéon genética
(evaluada por la presencia de focos azules) en los em-
briones somaticos de papaya que no recibieron al-
gun dano mecanico, obedece a que los compuestos
fenodlicos son parte del metabolismo de este material
vegetal en el proceso de la embriogénesis somatica
(Kouakou et al., 2007; Reis et al., 2008; Alemanno et
al., 2003; Hosseini et al., 2011).

En este estudio no se observo una relaciéon entre
la cantidad de compuestos fendlicos y la eficiencia
de transformacion (cantidad de focos azules). Sin
embargo, fue necesario que existiera algin da-
no mecanico en la célula para que la eficiencia de
transformacion se incrementara (cuadro 2). Resul-
tados similares fueron reportados por de la Riva et
al. (1998), quienes indican que la deteccion de com-
puestos fenodlicos y monosacaridos por la maquina-
ria genética de Agrobacterium responde a bajos nive-
les de compuestos fendlicos. Esta sensibilidad denota
la existencia de un limite o umbral en la cantidad de
esos compuestos para evitar una toxicidad hacia la
bacteria que pudiera afectar la eficiencia de trans-
formacion, tal como se ha demostrado (Plyuta et al.,
2013).
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Figura 1. Expresion del gen reportero GUS en embriones
somaticos de papaya sometidos a la induccion de

danio mecanico usando: A) carborandum, B) sin dafo
mecanico, C) sin dafio y sin A. tumefaciens (doble control),
D) biobalistica, E) sonicacion.

Cuadro 2
Cantidad de focos azules de acuerdo con el tipo de

dano mecanico en embriones somaticos de papaya

Tratamiento Cantidad de focos azules*

Sin tratamiento (testigo) 75¢

Sonicacién 16.0b
Carborindum 225a
Biobalistica 17.5 ab

*Medias de Tukey con letra distinta dentro de columna
son estadisticamente diferentes (n = 3, Pr < 0.05)
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Conclusiones

Los diversos métodos de induccion de dano me-
canico afectan la eficacia de transformacion ge-
nética de embriones somaticos de Carica papaya
L. mediante Agrobacterium tumefaciens. También se
observo una correlacion entre la cantidad de con-
tenidos fenolicos y la eficiencia de transformacion;
se observo la transformacion mas alta (22.5 focos
azules:g” de embriones) en el tratamiento donde
se indujo una concentracion intermedia de fenoles
(437.5 equivalentes de acido galico).
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