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INTRODUCCION

En frijol, es primordial la obtencion de variedades
comerciales con resistencia a plagas y enfermedades, al igual
gue su adaptacion a condiciones climaticas adversas como la
sequia Yy las Dbajas temperaturas. Estas dos ultimas
caracteristicas, de gran importancia econdmica, ha sido dificil
Introducirlas, mediante el mejoramiento convencional. EXxisten
genes dque confieren resistencia a estreses abiodticos, pero la
Incompatibilidad entre especies limita su utilizacion en frijol. Se
hace entonces necesario desarrollar una metodologia eficiente
de transformacidon geneéetica que permita usar estos Yy Otros
genes para el mejoramiento de la especie. Este poster resume
los avances logrados en transformacion de frijol en CIAT.

METODOLOGIA

Se transformaron embriones aislados de semilla madura de
varios genotipos e hibridos de Phaseolus sp (Figura 2-A), los
cuales fueron sometidos a un tratamiento con ultrasonido para
causar heridas. Para la transformacion se utilizo la cepa de
Agrobacterium tumefaciens LBA4404-pTOK233 (Figura 1) con
los genes marcadores gus-intron y hpt (Hiei et al., 1994). Los
embriones una vez tratados con el ultrasonido, fueron
Inoculados directamente con la cepa durante una hora en medio
de induccion bacteriano (MIB). La bacteria fue retirada y se
dejaron los explantes en cocultivo a 22°C durante tres dias.
Pasado el periodo de cocultivo, los embriones fueron lavados
con Cefotaxina y Vancomicina, para cultivarlos en medio RAS
con Tidiazuron e inducir callo meristematico (Mejia, 1998). Los
callos meristematicos transgénicos (CMT) fueron seleccionados
con Hygromicina (Hyg) 35mg/l por cuatro semanas (Figura 2-B).
Los CMT fueron sometidos a 2ip para Inducir yemas,
microinjertarlas en tallos de otras variedades y producir plantas
gue se llevaron al invernadero de bioseguridad (Figura 2-C).
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Figura 1. T-DNA del plasmido pTOK233

RESULTADOS

Se obtuvieron lineas de plantas transgénicas de dos
hibridos de frijol tepary (acutifolius), los cuales involucran el
genotipo NI576, ya transformado por Dillen en 1997, utilizado
como parental masculino, y los genotipos G40022 y G40065
utilizados como parentales femeninos.

De los cientos de embriones transformados de otros
genotipos, tanto vulgaris como acutifolius, ninguno produjo
tejidos transgénicos, pese a los altos niveles de expresion
transitoria observados en algunos de ellos (Tabla 1) incluidos lo
dos genotipos utilizados como madres.

Los dos hibridos transgénicos servirian como genotipos
puente para la transferencia convencional de trans-genes hacia
variedades de la misma especie acutifolius, e incluso hacia
variedades cultivadas vulgaris (Mejia et al.,1994).

La expresion estable del gen gus, en varios Organos de
plantas regeneradas, indicd gque la transformacion era estable, al
igual que la expresion de los genes introducidos y, ademas,
reduce la posibilidad de quimeras (Figura 2-D).
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La integracion del hpt fue confirmada mediante la prueba de
Southern de ADN total en algunas de las lineas transformadas
(Figura 3). Estos resultados contrastan con los obtenidos por
otros autores (Rusell et al., 1993; Aragao et al., 1996 y 1998) en
Investigaciones que utilizaron bombardeo de particulas donde de
la expresion de los genes no fue optima.

Figura 2.

A. Expresion transitoria del gen gus
en embriones maduros

B. Callo meristematico
resistente a Hygromicina

C. Planta transgénica regenerada
por microinjertacion

D. Expresion del gen gus en
diferentes organos de la planta

Genotipo Explantes Nivel de expresion Callos resistentes Plantas transgénicas
iInoculados del gen Gus a Hyagromicina regeneradas
G40022 365 +++ 0 0
G40065 480 +++ 0 0
NI576xG40022 231 +++ 6 1
NI576xG40065 270 +++ 1 1
C20 53 - 0 0
Ica Pijao 95 +-- 0 0
La Victoire 110 +++ 0 0
G23429 38 +++ 0 0
G23653 83 ++- 0 0
G12922 27 +- 0 0

Tabla 1. Resumen de los resultados obtenidos con transformacion de frijol mediada por
Agrobacterium. Solo se obtuvieron plantas transgénicas en los hibridos.
(+++) 100% de expresion.
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Actualmente se hace transformacion de los hibridos con
cepas mas virulentas (C58C1) y genes de interés agronomico
(bar, cry). También se transforman hibridos mas cercanos a
vulgaris con la cepa LBA4404-pTOK233, como una alternativa
de transferencia de trans-genes hacia el frijol cultivado.

CONCLUSIONES

Los resultados indican que es posible optimizar la
transformacion genética en especies recalcitrantes como frijol, y
qgue la utilidad de los hibridos transgenicos esta en ser utilizados
como puente de transferencia de nuevos genes de resistencia y
adaptabilidad para el mejoramiento de las variedades preferidas
por el agricultor.
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