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@ RESUMEN

El tiempo promedio requerido para regenerar una planta transgénica completa
a partir de callos embriogénicos (Embriogénesis Somatica Indirecta, ESI) es de seis a
nueve meses. La embriogénesis somatica directa (ESD) es una via morfogénica alternativa
que permite obtener embriones somaticos directamente desde células aisladas o grupos
de células sin la formacién del callo, lo cual conlleva diversas ventajas tales como la
disminucion en el tiempo de regeneracion, el menor nimero de subcultivos y una menor
probabilidad de aparicion de variantes somaclonales. Ademas, otros parametros del proceso
de transformacién como tipo de microproyectiles, edad de los embriones somaticos y
cantidad de ADN pueden afectar la eficiencia del mismo. El objetivo del presente trabajo
fue estudiar la eficiencia de transformacion genética de la variedad comercial local de cana
de aztcar TUC 95-10 a partir de explantos obtenidos por ESD. Se ensayaron, asimismo,
las variables tipo de microparticulas, edad de los embriones somaticos y cantidad de
ADN mediante el uso del gen reportero gfp (del inglés “green fluorescent protein”), bajo la
regulacion del promotor constitutivo CaMV35S. El mayor numero de puntos de expresion
estables (puntos GFP) se observo cuando los bombardeos se efectuaron con particulas de
oro. En la evaluacion de las diferentes edades de los embriones somaticos (10 y 18 dias)
y concentraciones de ADN (2,5 y 5 pg) no se observaron diferencias significativas en el
numero de puntos GFP. Los resultados sugieren que la utilizacion de particulas de oro con
una concentracion de ADN de 2,5 ug y explantos de discos de hojas de 10 dias mejora
la eficiencia del protocolo de transformacion genética en cafa de azucar, reduciendo el
tiempo y la cantidad de ADN requeridos.

Palabras clave: cana de azUcar, proteina verde fluorescente, embriones somaticos
directos, microparticulas de oro, eficiencia de transformacion.

@ ABSTRACT

Study of the parameters involved in the genetic transformation of sugarcane
(Saccharum spp) by direct embryogenesis

The average time required to regenerate a complete transgenic plant from
embryogenic calli (Indirect Somatic Embryogenesis, ESI) is 6 to 9 months. Direct somatic
embryogenesis (ESD) is an alternative morphogenic pathway that allows obtaining somatic
embryos directly from isolated cells or groups of cells without the formation of callus, which
has several advantages such as the reduction in regeneration time, the lower number of
subcultures and a lower probability of somaclonal variation. In addition, other parameters
of the transformation process such as the type of microprojectiles, the age of the somatic
embryos and the amount of DNA can affect its efficiency. The objective of the present work
was to study the genetic transformation efficiency of the local commercial sugarcane variety
TUC 95-10 from explants obtained by ESD. Likewise, the variables type of microparticles,
age of the somatic embryos and amount of DNA were analized by using the reporter gene gfp
(“green fluorescent protein”), under the regulation of the constitutive promoter CaMV35S.

The highest number of stable expression points (GFP points) was observed when
bombardments were carried out with gold particles. In the evaluation of the different ages of
the somatic embryos (10 and 18 days) and DNA concentrations (2.5 and 5 pg), no significant
differences were observed in the number of GFP points. The observed results suggest that
the use of gold particles with a DNA concentration of 2.5 pg and explants of 10-day-old leaf
discs improves the efficiency of the genetic transformation protocol in sugarcane.

Key words: sugarcane, green fluorescent protein, direct somatic embryos, gold
microparticles, tungsten microparticles, transformation efficiency.
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8 INTRODUCCION

La cafa de azucar (Saccharum spp) posee un
rol fundamental en la economia global, no solo como una
fuente tradicional de alimento que abastece el 80% del
consumo mundial de azUcar, sino también como fuente de
biomasa para la produccién de energia, biocombustibles
y subproductos como el papel, el acido acético y las en-
zimas industriales (Hatch, 2005; OECD/FAQO, 2018; Cursi
et al., 2021). Estas caracteristicas inducen una demanda
creciente del cultivo, por lo cual es fundamental generar
nuevas variedades de alto rendimiento de biomasa, ade-
mas de un elevado contenido de azucar.

El principal objetivo de la mayoria de los progra-
mas de mejoramiento genético de la cafia de azUcar alre-
dedor del mundo es el desarrollo de nuevas variedades
comerciales competitivas y adaptadas a las condiciones y
practicas del cultivo en cada regién. Debido a la comple-
jidad gendmica de la caha de azucar (Thirugnanasamban-
dam et al., 2018) y la magnitud de los ensayos requeridos
para las evaluaciones, el proceso para la obtencion de
nuevas variedades es lento y laborioso, ya que requiere
entre 10y 15 afos de trabajo exhaustivo de seleccién (Os-
tengo et al., 2021). Los progresos obtenidos mediante la
mejora genética clasica son indiscutibles; sin embargo, el
mejoramiento tradicional se encuentra limitado a los ge-
nes y las caracteristicas disponibles en el acervo genético
de las especies relacionadas que dieron origen a los hibri-
dos modernos. Es por ello que la biotecnologia, a través
de la ingenieria genética, se convierte en una herramienta
muy util para los mejoradores, ya que ofrece la posibilidad
de incorporar caracteristicas de interés desde cualquier
organismo a las variedades ya mejoradas, mediante la
transformacion genética (Nerkar et al., 2018).

Desde inicios de la década de los 90 se realizan
intensos esfuerzos para el desarrollo de protocolos efi-
cientes de transformacion genética de la cafia que incluye
técnicas que involucran la electroporacion de protoplastos
(Chen et al., 1987) y el bombardeo de microparticulas (bio-
balistica) sobre suspensiones celulares, callos embriogé-
nicos o tejido meristematico (Bowerand Birch, 1992; Sun
et al.,1993; Gambley et al., 1994; Gallo-Meagher and Irvi-
ne, 1996). También se han descripto métodos directos de
transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens
con adecuada eficiencia para transformar variedades co-
merciales (Arencibia et al., 1998; Enriquez-Obregon et al.,
1998; Elliott et al., 1998). Entre las metodologias disponi-
bles, el bombardeo de microparticulas (biobalistica) sobre
callos embriogénicos es la mas utilizada; sin embargo, el
uso de este tipo de explanto presenta algunas limitacio-
nes, entre ellas la enorme labor para el establecimiento,
desarrollo y mantenimiento del cultivo de callos y el mayor
tiempo para la obtencién de plantas transgénicas comple-
tas por esta via indirecta (hasta 36 semanas) (Bower et al.,
1996; Snyman et al., 2000). La posibilidad de emplear una
via de morfogénesis directa a partir de discos de hojas in-
maduras permite obtener plantas transgénicas completas
de modo mas rapido (Snyman et al., 2000; Snyman et al.,
2006; Taparia et al., 2012). Estudios previos concluyeron
que este procedimiento ofrece un gran potencial para el
desarrollo de la transformacion genética de cultivares de
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interés comercial, ya que no solo disminuye los costos y
el tiempo del proceso, sino que también disminuye las po-
sibilidades de variacion somaclonal debida al cultivo de
callos.

El éxito del mejoramiento de los cultivos median-
te transformacion genética es factible cuando existen vec-
tores de transformacién adecuados y métodos eficientes
de transferencia de genes con regeneracion completa de
las plantas (Anunanthini et al., 2017). Sin embargo, existen
aun muchos desafios tales como el genotipo, el tipo de
explanto, los genes de seleccién y el tiempo de regene-
racion. Estos parametros, por lo tanto, deben ser estan-
darizados para lograr el desarrollo de una cafia de aztcar
transgénica con las caracteristicas deseadas (Anunanthini
et al., 2017). La expresion estable o transitoria temprana
de genes reporteros es muy util en el monitoreo de la efi-
ciencia de transformacion y en el ajuste de los parametros
de bombardeo, y es ademas utilizada para estudios de
regulacion y funcién génica, especificidad de promotores,
etc. Los genes reporteros son aquellos que pueden ser
detectados (cualitativa o cuantitativamente) en células o
plantas transgénicas por sus productos de expresion (He-
rrera-Estrella et al., 1983). La proteina GFP es la proteina
fluorescente mas estudiada como reportera (Shaner et al.,
2005; Millwood et al., 2008; Kremers et al., 2011).Una ven-
taja muy importante es que los puntos GFP se pueden
visualizar bajo lupa fluorescente sin necesidad de elimi-
nar la clorofila del tejido; por consiguiente, es un método
muy directo. El objetivo de este trabajo fue estudiar la efi-
ciencia del procedimiento de transformacion genética por
biobalistica de embriones somaticos directos de cafa de
azucar, mediante la evaluacién de parametros tales como
tipo de microparticulas, edad de los embriones somaticos
y cantidad de ADN, mediante la transformacion genética
con el gen reportero gfp.

# MATERIALES Y METODOS

Desarrollo de embriones somaticos directos
(ESD)

Se colectaron apices caulinares de plantas de
cafna de azucar de alrededor de 1 m de altura correspon-
dientes a la variedad TUC 95-10 cosechadas de lotes de
la EEAOC localizados en Las Talitas, Tucuman, Argentina.
Las hojas externas se desinfectaron con etanol al 70%
antes de ser removidas en condiciones de asepsia. Pos-
teriormente, secciones transversales de 2 mm del cilindro
de hojas inmaduras fueron cortadas en cabina de flujo la-
minar y colocadas en medio de cultivo de iniciacion. Para
el desarrollo de embriones soméaticos directos se utilizo el
medio MS (Phyto Technology Laboratories) (Murashige and
Skoog, 1962) suplementado con acido p-clorofenoxiacéti-
co (2,3 mg/l), acido 1-naftalenacético (1,86 mg/l) y 6-ben-
cilaminopurina (0,9 ml/l). Los explantos fueron incubados a
una intensidad de luz de 30 pmol m-2s~' con un fotoperiodo
de 16h:8h (luz:oscuridad) a 28°C. Transcurridos siete dias
desde la iniciacion del cultivo, los discos con mayor res-
puesta se repicaron a medio fresco hasta el momento de
realizacién de los disparos para la transferencia de genes.
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_ ) Construcciéon del vector de transformacion
con el gen reportero gfp

El vector de transformacién pFB1 fue construido
a partir del plasmido pBin GFP 19s (Ghorbel et al.,1999),
que contiene el gen gfp bajo el control del promotor 35S
del virus del mosaico de la coliflor (CAMV35S) y el termi-
nador de la nopalinasintasa (Tnos). El cassette de expre-
sion antes mencionado fue removido mediante digestién
con las enzimas Hind Il y EcoRl y clonado en el plasmido
pBluescript Il KS (+) digerido con las mismas enzimas. El
ensamblado correcto del plasmido pFB1 fue verificado
mediante digestion con las enzimas de restriccion antes
mencionadas.

Transformacion genética por biobalistica con
el vector pFB1

Los explantos (discos de hojas) se colocaron en
medio osmotico (medio de iniciacion suplementado con-
sorbitol 0,4 M) durante cuatro horas antes de la transfor-
macion genética. Los disparos se realizaron con el equipo
PDS-1000 / He (Embrapa), con discos de ruptura de 1100
psiy a una distancia de 6 cm entre la membrana carreado-
ray los explantos. Transcurridas 16 h desde el bombardeo,
los explantos se transfirieron a medio de iniciacién, donde
permanecieron durante 10 dias para su recuperacion. Al
cabo de este tiempo, se cuantificaron los puntos de expre-
sion de GFP utilizando un estereomicroscopio de disec-
cion (Leica MZ6). Se incluyeron como control discos de
hojas bombardeados con microparticulas sin ADN.

Preparacion de particulas para el bombardeo

Se evaluaron dos tipos de microparticulas, oro y
tungsteno, como transporte del material genético hacia el
interior de las células. Los procedimientos de lavado de las
microparticulas y precipitacion del ADN sobre estas varian
segun el tipo. Para los bombardeos con microparticulas
de oro se siguié el protocolo descripto previamente por
Altpeterand Sandhu (2010). En este caso, para 18 disparos
se utilizaron 1,8 mg de microproyectiles de oro (1 pm de
diametro, BioRad) recubiertos con 3,6 ug del pFB1. En el
caso de las microparticulas de tungsteno (M10, diametro
promedio de 0,8 pm) se utilizaron 3,6 pg de pFB1 para seis
disparos, siguiendo el protocolo de Noguera et al. (2015).

Edad de los explantos

Con el objetivo de evaluar la incidencia de la edad
de los explantos en el nimero de eventos de transforma-
cién obtenidos, se realizaron experimentos con explantos
de 10y 18 dias desde el inicio del cultivo in vitro. Los bom-
bardeos se realizaron con microparticulas de oro (1,8 mg)
(Altpeterand Sandhu, 2010) sobre las cuales se precipitd
el plasmido pFB1 (5 pg de ADN). Al cabo de 10 dias se
cuantificaron los puntos verdes de expresion GFP.

____ ) Cantidad de ADN
Con el objetivo de evaluar el efecto de la canti-

dad de ADN en el nimero de eventos de transformacién
obtenidos, se realizaron experimentos con 2,5y 5 ug del
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plasmido pFB1 (GFP) precipitado sobre microparticulas
de oro. Se utilizaron como explantos discos de hojas in-
ducidos a la embriogénesis durante 10 dias y el plasmido
pFB1 fue precipitado a razén de 2,5y 5 pg de ADN sobre
las microparticulas de oro. El procedimiento de transfor-
macion vy la visualizacién de los puntos GFP se llevd a
cabo segun lo descripto anteriormente para embriones
somaticos directos.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos en la cuantificacion de la
expresion del gen gfp en los diferentes experimentos rea-
lizados (tipo de microparticulas, edad de los embriones y
cantidad de ADN) se analizaron mediante un modelo lineal
generalizado, bajo una distribucién Poisson para un dise-
fio a un criterio de clasificacion (dos niveles) y se realizo la
prueba a posteriori de Fisher (LSD) (P <0,05) utilizando el
software Infostat (Di Rienzo et al., 2018). Ademas, para el
ensayo de tipo de microparticulas se presenta una grafica
de densidad de puntos con el mismo software.

# RESULTADOS
Influencia del tipo de particulas

Para el experimento de evaluacién de los diferen-
tes tipos de particulas se sembraron un total de 72 discos
de hojas y al cabo de siete dias se transfirieron a medio
fresco aquellos que presentaron un aspecto granulado
(formacion de embriones) en la superficie del explanto. Se
utilizaron 32 discos para el bombardeo con cada tipo de
particulas (oro y tungsteno). En la Tabla 1 se muestran los
resultados de la integracion estable del gen gfp registrada
alos 10 dias de los bombardeos. Se determind que existen
diferencias significativas entre los dos tipos de particulas
utilizados, demostrando que el proceso de transformacion
genética con particulas de oro fue 10 veces mas eficiente
que el protocolo con microparticulas de tungsteno (Tabla
1y Figura 1). Ademas, en la Figura 2 se observa en el tra-
tamiento con microparticulas de oro una distribucién de
puntos GFP homogénea entre los valores de 0 y 13; en
cambio, con las microparticulas de tungsteno, la frecuen-
cia de puntos GFP se distribuye entre 0 y 6, siendo mayor
en 0.

Tabla 1. Comparacién de los distintos factores estudiados en
experimentos independientes de transformacion con el gen re-
portero gfp.

miCIEg:rg'zulas I<I)Esd :iiggs ?:Iznlt-\lgild n® media® MIN MAX
Oro 10 dias 3,6 ug 32 6,63A 0 43
Tungsteno 10 dias 3,6 ug 32 0,63B 0 6
Oro 10 dias 3,6 ug 66 580A O 43
Oro 18 dias 3,6 ug 62 8,02A 0 53
Oro 10 dias 25ug 30 893A 2 22
Oro 10 dias 5,0 ug 30 837A 1 32

a Discos de hojas bombardeados
® Valor de la media de los puntos GFP en cada condicion; medias con una
letra comun no son significativamente diferentes en cada ensayo (p > 0,05).
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CAMV 35S

pFB1 4500 pb

Figura 1. A. Esquema del plasmido pFB1 construido para la transformacion genética de discos de hojas con el gen reportero gfp.
B. Discos de hojas bombardeados con microparticulas de oro, recubiertas con pFB1. C. Discos de hojas bombardeados con mic-
roparticulas de tungsteno, recubiertas con pFB1.

45 -
° _ J Influencia de la edad de los embriones soma-
a9 ticos
% A partir de 71 apices se sembraron 144 discos de
P 821 hojas 6ptimos para la transformacion. Se utilizaron 66 y 62
5:3 discos de 10 y 18 dias de edad para el bombardeo con
2 %61 particulas de oro, respectivamente. Los resultados de la
g integracion estable del gen gfp registrada a los 10 dias del
T 197 ° bombardeo se muestran en la Tabla 1. Los resultados nos
el permiten indicar que no existen diferencias significativas
& 131 o entre los dos tratamientos evaluados.
(&)
61 ____ | Cantidad de ADN
[ ]
5 ..:.:.. Con el propésito de determinar el efecto de la

TUNGSTENO cantidad de ADN sobre la eficiencia de transformacién, se

Tipo de Microparticula

Figura 2. Dispersion del nimero de puntos GFP contabilizados
en cada disco de material vegetal bombardeado con micro-
proyectiles de oro vs. tungsteno.

=
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bombardearon 30 discos de hojas con 2,5 pyg de pFB1 y
otros 30 discos con 5 ug del plasmido. Los resultados no
mostraron diferencias significativas en cuanto a la canti-
dad de puntos GFP observados en los dos tratamientos
evaluados (Tabla 1).
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@ DISCUSION

El desarrollo de un protocolo eficiente de trans-
formacion estable via embriogénesis somatica directa
para la obtencién de variedades comerciales de cafia de
azUcar requiere de la optimizaciéon de multiples parame-
tros.

El bombardeo de microparticulas es un método
eficiente para la produccién de plantas transgénicas esta-
bles de cafa de azucar (Guo et al., 2014) en comparacion
con otras técnicas. Los principales factores que afectan
este método son el tipo de particula, la naturaleza de los
explantos, la concentracion y calidad de ADN, el nivel de
presién del sistema y la distancia entre el bombardeo y el
tejido objetivo. En el estudio actual se evaluaron particulas
de oro y de tungsteno, siendo las primeras las de mayor
eficacia para la obtencién de eventos transgénicos. En los
explantos transformados con oro se observé una eficiencia
de transformacion 10 veces mayor que con el tungsteno,
lo cual podria deberse a las propiedades fisicas de las pri-
meras que no tienden a aglomerarse (Altpeter and Sandhu,
2010), lo cual si ocurre con las particulas de tungsteno.
Esto es acorde alo mencionado por Bhatnagar et al. (2002),
quienes enunciaron que la eficiencia de transformacion
con particulas de oro es tres veces mayor comparada con
las particulas de tungsteno, aduciendo que el bajo porcen-
taje de explantos GUS positivos con tungsteno podria de-
berse al efecto toxico del mismo. Asi también, Russell et al.
(1992) afirmaron que el menor nimero de transformantes
obtenidos con particulas de tungsteno podria deberse a
la toxicidad de las mismas, que actuan contribuyendo a
la lesion celular. Aunque este Ultimo resultado demuestre
que altas concentraciones de tungsteno pueden ser perju-
diciales, la sensibilidad de las células a ese elemento pare-
ce diferir entre los diferentes organismos. En este sentido,
en el caso de tabaco, Hunold et al. (1994) no encontraron
una mayor toxicidad del tungsteno en comparacion con el
oro, ni una menor proporcién de transformantes estables al
bombardear hojas de plantas de tabaco.

Investigaciones sobre el tiempo éptimo del culti-
vo previo a la transformacién sugirieron que con el cultivo
del explanto inmaduro de siete dias se logré la mayor efi-
ciencia de transformacion (Snyman et al., 2006; Van Der
Vyver, 2010). En el presente estudio, la transferencia de
ADN se realizé luego de 10 dias de iniciado el cultivo con
un subcultivo previo en el dia 7. Este subcultivo permitié
la eliminacién de los discos de hojas que mostraron con-
taminacion o necrosis. Estos resultados fueron consisten-
tes con los descriptos por Taparia et al. (2012), quienes
sugirieron ademas que la eficiencia de transformacion
observada por disparo es diez veces mayor que las infor-
madas por Snyman et al. (2006). Por otro lado, respecto
a las cantidades de ADN evaluadas (2,5 y 5 ug) en el pre-
sente estudio, se concluyd que ambas podrian utilizarse
sin afectar la eficiencia de transformacion. Estos resulta-
dos contrastan con los expuestos por Christou and Ford
(1995), quienes sugieren que la introduccion de grandes
cantidades de ADN en las células vegetales produce una
alta expresion transitoria, pero reduce la eficiencia de la
transformacion estable. A la vez, Anunanthini et al. (2017)
informaron que una baja cantidad de ADN podria contri-
buir a la obtencion de plantas transgénicas con un bajo
numero de copias.

En el presente trabajo se optimizé un protocolo
para la transformacién genética de cafa de azlcar desde
la produccion de embriones somaticos directos hasta el
proceso de transformacién. Este protocolo contribuiria a
disminuir el tiempo de obtencién de plantas transgénicas
comerciales, haciendo mas eficaz el proceso de desregu-
lacién de una variedad transgénica de cafia de azucar.

@ CONCLUSION

En este trabajo se optimizé un protocolo eficien-
te para la transformacién genética estable de embriones
somaticos directos de cafa de azlcar mediante el uso
combinado de particulas de oro, discos de hojas de 10
dias como explanto y 2,5 pg de ADN. El uso de estos pa-
rametros ajustados podria incrementar la eficiencia de la
transformacion genética de las variedades locales de cafia
de azUcar mediante la técnica de embriogénesis somatica
directa.
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