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RESUMEN

Se evaluaron diferentes parametros involucrados en la transformacion de café por biobalisitca.
Estos pardmetros incluyeron tipo de explante, distancia entre el dispositivo portador de las
microparticulas y el tejido blanco, presién de helio y tiempo de disparo. Explantes de Coffea
arabica cv. Catimor fueron bombardeados con microparticulas de tungsteno cubiertas con ADN del
plamido pCAMBIA3201 contentivo del gen reportero gus o uidA (glucuronidasa, GUS). La
respuesta de los explantes al bombardeo fue observada en medio sélido de regeneracion con o sin
pre-incubacién en medio liquido suplementado con acido naftaleno acético. Las condiciones
Optimas de bombardeo se determinaron sobre la base de la expresion transitoria del gen reportero
gus y la supervivencia y velocidad de regeneracion del material bombardeado. Los mejores
resultados en cuanto a expresion gus, supervivencia y regeneracion de café fueron obtenidos
utilizando embriones tipo torpedo, 70 psi de helio, distancia de 14 cm e incubacion directa en
medio solido de los embriones somaticos, sin pre-incubacién en medio liquido.

ABSTRACT

Different parameters involved in the biolistic transformation of coffee were tested. These
parameters included explants, distance between the microparticle device and the target tissue,
helium pressure and shoot time. Explants of Coffea arabica cv. Catimor were bombarded with
tungsten microparticles covered with DNA of the plasmid pCAMBIA3201 containing the visible
reporter gene gus or uidA (glucuronidase, GUS). Response of explants to bombardment was
observed on solid regeneration medium with or without pre-incubation in liquid medium
supplemented with naphthalene acetic acid. The optimal conditions were determined through
transient expression of the reporter gus gene, and the survival and regeneration rate of the
bombarded material. The better values of gus expression, survival and regeneration of coffee were
obtained using torpedo shape embryos, 70 psi of helium pressure, 14 cm distance and incubation of
the bombarded somatic embryos directly on solid medium, without pre-incubation in liquid
medium.
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INTRODUCCION

Las especies del género Coffea, en particular C.
arabica y C. canephora son de gran importancia
agrondmica y comercial, por lo que han sido
blanco de mejoramiento mediante la ingenieria
genetica en combinacion con el mejoramiento
tradicional, para obtener nuevos cultivares
resistentes tanto a estrés bidticos como abioticos
(Samson y col. 2007; De Guglielmo, 2009; De
Guglielmo y col., 2009; Fernandez y col., 2010).
Los estudios de transformacion genética de café se
han llevado a cabo a través de métodos bioldgicos
y fisicos que incluyen  Agrobacterium,
electroporacion y biobalistica (Kumar vy col.
2006a, b; Barton y col. 1991; da Cunha y col.
2004; Ribas y col. 2006; Hatanaka y col. 1999).
Estos estudios pueden verse limitados por la
disponibilidad de vectores adecuados de
transformacion que permitan el logro de los
objetivos planteados en cuanto a resistencia frente
a estrés bidtico o abidtico, mejoramiento de las
cualidades nutritivas, incremento del rendimiento
o de la produccion, etc., en combinacién con la
optimizacion de los parametros involucrados vy el
monitoreo 0 seguimiento del producto del
procedimiento utilizado. En tal sentido, Diaz y
col. (2004) han sefialado que las pruebas de
estandarizacién son la base para la puesta a punto
de un protocolo de transformacion eficiente donde
se ha maximizado la cantidad de ceélulas
competentes en las que ocurren, de manera
simultanea en una misma célula, tres procesos
necesarios para obtener una planta transgénica:
transferencia del transgén al interior de la célula,
integracion del transgen al ADN celular y
regeneracion de una planta completa en la que se
verificaron los pasos anteriores. Esto es muy
importante considerando que células y explantes
de distinto genotipo, e incluso explantes diferentes
de un mismo genotipo, tienen diferente
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competencia o capacidad de respuesta para cada
uno de los procesos mencionados.

El objetivo de este trabajo fue Ia
estandarizacion de diferentes parametros de
transformacion (presion de He, distancia de
disparo y tipo de explante) de Coffea arabica cv.
Catimor mediante biobalistica, a través de la
expresion transitoria del gen GUS vy el porcentaje
de sobrevivencia y regeneracion de los explantes
bombardeados.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Se utilizaron embriones
somaticos  (torpedos 'y globulares), callo
embriogénico y hojas de vitro plantas de Coffea
arabica cv. Catimor. Este material fue obtenido a
partir del sistema de cultivo in vitro de café por
embriogénesis somética establecido por Garcia y
Menéndez (1987). Las condiciones de incubacion
de los explantes fueron a luz continua (12 pmol.m2s?)
y a una temperatura promedio de 24 °C.

Aislamiento del ADN plasmidico. Se trabajo
con el plasmido pCAMBIA 3201 (en la cepa
DH50 de Escherichia coli como vector de
clonacion) desarrollado por el laboratorio de
Biologia Molecular del Medical Research Council,
Cambridge-Inglaterra, y donado al Centro para la
Aplicacion de la Biologia Molecular en la
Agricultura Internacional (CAMBIA, siglas en
inglés; www.cambia.org), el cual presenta al gen
reportero gus o uidA bajo control de la secuencia
promotora CAMV y el gen bar de la fosfinotricina
el cual confiere resistencia al herbicida glufosinato
de amonio. Este plasmido fue obtenido a traves de
la Dra. Ariadne Vegas (INIA, Maracay -
Venezuela). El aislamiento del plasmido se realiz6
de celulas E. coli DH5a transformadas segun el
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protocolo descrito por Chung y col. (1989). La
purificacion del plasmido se realizo mediante el
sistema Wizard® Plus Midipreps DNA Purification
System de PROMEGA.

Biobalistica. Se utilizd6 una pistola a baja
presion de Helio fabricada en el Instituto
Venezolano de Investigaciones Cientificas IVIC,
ubicada en el “Laboratorio de Biotecnologia
Vegetal” del Instituto de Biologia Experimental —
UCV, donde ha sido empleada en trabajos previos.
El procedimiento se bas6 en la metodologia
descrita por Klein y col. (1997; 1998). Los
pardmetros de transformacion por biobalistica
evaluados fueron el tipo de explante (embriones

somaticos tipo torpedo y globular, callos
embriogénico y hojas de vitroplantas), presion de
helio (40, 70 y 180 psi), distancia de disparo de
microparticulas de tugnsteno entre el filtro y el
explante (7 y 14 cm) y tiempo de disparo (0,1 y
0,3 s) (Tabla 1). EI namero de embriones, asi
como el area foliar y de callo se determind
previamente en ensayos de calibracion con papel
de filtro como material bombardeado y micro-
particulas limpias. Para cada uno de los explantes
considerados se realizaron bombardeos (por
duplicado) combinando con las distintas
condiciones fisicas a probar (presion de helio,
distancia y tiempo de disparo), lo que representd
un total de 96 bombardeos.

Tabla 1. Calculo del nimero de embriones somaticos y el area de callo embriogénico y de hojas de vitroplantas a usar por cada

bombardeo.
Presion Distancia Diametro

(psi) (cm) (cm)* (cm?)**
40 14 3.5 9.6
40 7 3.0 7.1
70 14 2.5 49
70 7 2.2 3.8
180 14 1.4 1.5
180 7 1.1 0.9

Area de cobertura por microparticulas

No. de embriones No. de embriones

* Diametro de cobertura en el disparo de microparticulas bajo las condiciones de presion y distancia.

** Area de bombardeo, calculado con el diametro correspondiente.

Regeneracion del material bombardeado. El
50 % del material bombardeado en cada caso fue
colocado en medio MS liquido (Murashige vy
Skoog, 1962) suplementado con 8 mg/l de &cido
naftalenoacético ANA, bajo agitacion suave (100
rpm) durante dos dias y después fue transferido a
medio so6lido de germinacién sin  hormonas
descrito en Hermoso y Menéndez (2000) (MS/2, 8
g/l de agar); el 50% restante fue colocado
directamente en medio sélido de germinacion sin
hormonas.

Evaluacion de la efectividad del proce-
dimiento de bombardeo. Las condiciones mas

torpedo globular

18 46

15 34

12 28

10 20

8 13

6 11
eficientes de transformacion por biobalistica
fueron determinadas mediante la tasa de
supervivencia y regeneracion de los tejidos
bombardeados, asi como por la expresion

transitoria del gen gus de los mismos, evaluada
histoquimicamente por la actividad de la enzima -
glucuronidasa (Jefferson y col., 1987), tomando
una muestra de los explantes bombardeados 48
horas después de haber realizado los disparos. Se
tomaron 2 6 3 embriones torpedos, 10 embriones
globulares y la mitad de la superficie de callo o de
hoja. Como control positivo se utilizaron secciones
foliares de plantas transgénicas de papa,
portadoras del gen gus, mientras que como control
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negativo se emplearon segmentos de callo
embriogénico no transgénico de café y secciones
de hojas de papa.

RESULTADOS

Expresion transitoria del gen reportero gus.
En los casos considerados positivos, se observé
una coloracion azul en areas o0 zonas de la muestra
estudiada, combinada, a veces, con la presencia de
puntos color azul intenso. Esta tincion estuvo
ausente en los controles negativos y en ningin
caso se aprecio una coloracion vaga o difusa, lo

que indica que las observaciones realizadas son
confiables. En los resultados se resalta el hecho
que solo los embriones tipo torpedo y el callo
embriogénico bombardeados fueron positivos en la
reaccion GUS, observandose en el primero una
coloracion azul en 60-80% de su superficie,
mientras que para el segundo se detallé un
promedio de tres puntos azules por cm? (Figura 1).
Asimismo, no se observaron diferencias en los
niveles de expresion gus entre el material
bombardeado colocado directamente en medio
solido de germinacion sin hormonas y el material
incubado en medio liquido suplementado con
ANA y transferido al mencionado medio sélido.

Figura 1. Expresion transitoria del gen reportero gus, 48 horas después del bombardeo. A) Control positive para el gen gus
(seccion foliar de papa transgénica) B) and C) Control negativo para el gen gus (seccién foliar de papa no transgénica y callo
embriogénico de café, respectivamente) D) y E) Callo embriogénico de café bombardeado mostrando puntos azules; F) Embrién
somatico tipo torpedo bombardeado mostrando expresion gus G) Planta de café regenerada de embrién somatico tipo torpedo
bombardeado con pPCAMBIA 3201, 6 meses después de los bombardeos.
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Sobrevivencia y regeneracion del material
bombardeado con el plasmido pCAMBIA 3201.
Los embriones somaticos tipo torpedo mostraron ser
el tejido mas adecuado a la transformacion por
bombardeo, ya que los embriones somaticos
globulares y las hojas de vitroplantas no sobreviven a
las distintas condiciones ensayadas, oscureciéndose
los mismos en pocos dias, evidenciando una fuerte
oxidacion, tipica de plantas lefiosas, como el cafe,
producto de la existencia de altas concentraciones de

polifenoles los cuales pueden liberarse cuando el
tejido sufre dafio mecénico, como el causado por la
penetracion de las microparticulas, la cual ha sido
asociada a necrosis tisular y sefialada como
responsable de una baja expresion gus, bien sea por
muerte del tejido o por enmascaramiento de la tincion
0 inhibicion de la reaccién enziméatica GUS (van
Boxtel y col, 1995). En el caso del callo
embriogénico, a pesar que sobrevivio al bombardeo,
no hubo regeneracion del tejido (Tabla 2).

Tabla 2. Supervivencia, regeneracion y expresion transitoria del gen gus en tejidos bombardeados, bajo condiciones de presion y

distancia de bombardeo.

Explante Presion He (psi)/ distancia * Supervivencia ~ ** Regeneracion e Expresion
p (cm) (%) (%) GUS
40/7and 40/14 100 80 -
Embriones 7017 20 - -
Torpedo 70/14 60 60 +
180/ 7 and 180/14 0 - -
_ 40/7 and 40/14 100 - -
2 eI 9GS 70/7 and 70/14 0 - -
Globulares
180 /7 and 180/14 0 - -
40/7 and 40/14 100 - -
Callo 7017 0 - -
embriogénico
70/ 14 20 - +
180 /7 and 180/14 0 - -
40/ 7 and 40/14 100 - -
Hojas ) )
Vitroplantas 70/7 and 70/14 0
180 /7 and 180/14 0 - -

*Porcentaje de material bombardeado que sobrevivid a los disparos de microparticulas bajo las condiciones de presion de He y distancia.

** Porcentaje de regeneracion del material sobreviviente
* Presencia (+) o ausencia (-) de expresion transitoria del gen gus

En cuanto a los parametros de bombardeo
ensayados, la distancia méas adecuada fue la de 14
cm, ya que a 7 cm se produjo una fuerte oxidacion
y/o desintegracion de los explantes bombardeados.
Con respecto a la presion de helio, los embriones

tipo torpedo y el callo embriogénico bombardea-
dos a 40 psi se recuperaron en menor tiempo del
bombardeo, evidenciando un rapido desarrollo de
embriones somaticos secundarios, no obstante, no
se observo una respuesta GUS positiva a ninguna
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de las distancias probadas. En las hojas y los
embriones globulares bombardeados a esta presion
mostraron poca oxidacion, en comparacion a la
observada a 70 y 180 psi de He, pero no
regeneraron y murieron al poco tiempo. Estos
resultados podrian deberse a que dicha presion fue
insuficiente para la penetracion de las micro-
particulas, por lo que no hubo respuesta GUS, y a
que las hojas y embriones globulares son maés
susceptibles al dafio causado por el bombardeo en
el sistema de transformacion empleado,
independientemente de la presion de He y la
distancia utilizadas. Al aplicar 180 psi, la
sobrevivencia y la regeneracion fueron nulas
independientemente del tejido y/o la distancia, no
se registrandose resultados GUS positivos debido
presumiblemente, a la fuerte oxidacion observada.
De tal manera que para embriones somaticos tipo
torpedo, la presién mas adecuada fue de 70 psi de
He, en combinacion con la distancia de 14 cm, ya
que se observo la respuesta GUS positiva y la
sobrevivencia y regeneracion de los mismos.
Mientras que las hojas y embriones globulares
mostraron una notoria necrosis a 48 horas después
del bombardeo y el callo aunque sobrevivid, no
regenero.

En relacion con el tiempo de disparo, no se
observaron diferencias en las respuestas obtenidas
con los dos valores de probados (0,1 y 0,3 s), lo
cual pareciera ser indicativo de que este parametro
no es determinante en la transformacion de café en
el sistema utilizado. Otra explicacion posible es
que la diferencia entre los tiempos probados era
muy poca, por lo que seria recomendable probar
un intervalo de valores mas amplio, lo cual
contribuiria a evaluar con mayor certidumbre el
efecto de este parametro en el bombardeo de café
bajo el sistema utilizado.

Por otra parte, en los embriones somaticos tipo
torpedo bombardeados a 40 y 70 psi de He en
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combinacion con la distancia de 14 cm, se observo
la formacion de embriones somaticos secundarios
previamente al desarrollo de cotiledones, los
cuales aparecieron en menor tiempo y con mayor
abundancia en el material incubado en medio
liquido, respecto a lo observado en el material
colocado directamente en el medio solido de
germinacion. Sin embargo, el material incubado en
el medio liquido + ANA no germind y, en general,
los embriones secundarios formados no progresaron.

DISCUSION

En este estudio se Ilevo a cabo la optimizacion
de pardmetros de transformacién de Coffea
arabica cv. Catimor mediante biobalistica sobre la
base de la expresién transitoria del gen reportero
gus y de la sobrevivencia de distintos explantes
bombardeados para determinar las condiciones
mas adecuadas para la futura obtencion de plantas
transgénicas de café resistentes al minador de la
hoja, bombardeadas con el gen crylac de Bacillus
thuringiensis (resultados a ser publicados). Al
respecto, Gahakwa y col. (2000) sefialan que con
diversas especies vegetales, se han realizado
pruebas de transformacion por biobalistica con
genes marcadores y reporteros, lo cual constituye
en la mayoria de los casos el primer paso para la
transformacion con genes de interés agronémico.
Asi, Chen y col. (1998) reportaron una correlacion
positiva entre expresion transitoria e integracion
estable con el wuso del bombardeo de
microparticulas. Mientras que, Tian y Seguin
(2004) explican que la relaciéon entre expresion
transitoria e integracion estable de genes
introducidos no es simple y que si bien la
expresion transitoria no es el dnico factor
determinante para la transformacion estable,
constituye el de mayor peso, por lo que los
resultados de pruebas de expresion transitoria son
frecuentemente utilizados como indicadores para
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el desarrollo de transformacion estable en muchas
plantas y tejidos. En relacion a la expresion
transitoria del gen reportero, se ha sefialado que la
intensidad de la coloracién puede ser variable y
que esto, a su vez, pudiera estar relacionado a la
distribucion de las microparticulas portadoras del
ADN sobre el tejido blanco (o bien, a la cantidad
de microparticulas recibidas en un &rea), al grado
de agregacion de las microparticulas, a la
profundidad del impacto, a variaciones en el
oscurecimiento del tejido después del bombardeo
y a distintos niveles de expresion del gen reportero
(Jain y col., 1996; Taylor y col., 1991; Barros y
col., 2001).

Los resultados obtenidos en este trabajo con las
hojas de vitroplantas no concuerdan con los
reportados por van Boxtel y col. (1995, 1996),
quienes explican que los mejores resultados en
cuanto a regeneracion y expresion transitoria del
gen gus fueron obtenidos al trabajar con hojas de
vitroplantas de café, dadas las caracteristicas
morfologicas y regenerativas de este explante.
Tales discrepancias pudieran explicarse en
diferencias en la composicion de los medios de
cultivo previo al bombardeo y en el tipo de pistola
de utilizada, ya que a diferencia de van Boxtel y
col. (1995), nosotros empleamos una pistola de
Helio a baja presién, y no aplicamos un
tratamiento pre osmotico a los explantes antes del
bombardeo. Esta aseveracion es reafirmada con
respecto al tipo de pistola, al observar los
resultados descritos por Gatica-Arias y col.(2008)
en cafe Catui, donde obtiene una elevada y estable
expresion transitoria de gus con una pistola de alta
presion de He.

Por otra parte, se ha sefialado que el éxito del
protocolo de transformacion sobre la base de la
sobrevivencia 'y regeneracion del material
bombardeado estd relacionado con la morfologia
del explante, su edad, forma, tamafio y potencial

regenerativo  (Chen y col., 1998; Sagi y col.,
1995). En este sentido, los embriones somaticos
globulares son mas jovenes Yy parecieran ser
menos resistentes que los embriones somaticos
torpedo, ademas de presentar un menor tamarfio y,
en consecuencia, menor superficie de contacto
para las microparticulas, lo cual puede ocasionar
una disminucion en la eficiencia de la
transformacion (medida en base a la expresion
transitoria) y, en el peor de los casos, la muerte del
tejido sometido al bombardeo, la cual esta
asociada a la oxidacion de los mismos como
producto de la existencia de altas concentraciones
de polifenoles los cuales se liberan cuando el
tejido sufre dafio mecanico ocasionado por la
penetracion de las microparticulas (Ramirez-
Coronel y col., 2004). En el caso del callo
embriogénico, si bien hubo respuesta GUS
positiva, esta fue menos frecuente que la
observada en los embriones torpedo ademas de
que no se produjo regeneracion del callo
bombardeado sobreviviente. Recientemente, da
Cunha y col. (2004) reportaron la obtencion de
plantas transgénicas de café a partir de callo
bombardeado, al cual se aplicaron tratamientos
osmaticos  prebombardeo; tales tratamientos
pudieron influir en la respuesta positiva de este
explante al procedimiento de transformacion, a
diferencia de lo observado en el presente estudio.

En relacion a la presion de aceleracion de las
microparticulas, los resultados obtenidos estan
acordes con los reportados por distintos
investigadores quienes han sefialado que a
presiones relativamente altas la expresion
transitoria gus disminuyo significativamente (Jain
y col., 1996; Taylor y col., 1991; Bastar y col.,
2004). Asi mismo, las diferencias observadas en
los resultados para cada explante pudieran deberse
principalmente a la penetracion de las micro-
particulas, lo cual concuerda con las observaciones
realizadas por Yamashita y col. (1991), McCabe y
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Christou (1993) y Hunold y col. (1994),
quienes  explican  que esta capacidad de
penetracion es extremadamente importante porque
explantes diferentes de un mismo genotipo (y aun
explantes idénticos de distinto genotipo) pueden
requerir distintas condiciones de aceleracion para
la Optima penetracion de las particulas.

Aparte del efecto en la profundidad de
penetracion de las microparticulas, la presion de
aceleracion también tiene una influencia importante
en su distribucién y en la magnitud del dafio
mecanico causado al tejido. Asi, a presiones de
aceleracion relativamente bajas, las areas cubiertas
por las particulas son méas grandes que aquellas a
presiones mas altas; todo esto se refleja en la
sobrevivencia y regeneracion del material bombar-
deado, al igual que en la expresion transgenica.
Rasco-Gaunt y col. (1999), mediante andlisis
microscopico de la expresion gus observaron que a
bajas presiones los eventos de expresién mostraban
una distribuciéon méas uniforme y una densidad
relativamente menor, lo cual implica una reduccion
en el estrés o impacto del bombardeo y en el dafio
causado al tejido. A presiones altas, solo un &rea
pequefia de los tejidos blanco exhibi6é una expresion
intensa porque habia sido fuertemente impactada v,
en consecuencia, era mayor la probabilidad de haber
sufrido un dafio irreversible que impidiera su
recuperacion, mientras que las areas de la periferia
mostraron escasos 0 nulos eventos de expresion gus.
Es importante tener en cuenta que a presiones muy
bajas, el nivel de penetracion de las micro-particulas
es también menor y, aunque el area cubierta y el
porcentaje de sobrevivencia sean mayores, se puede
afectar negativamente la insercion y la expresion
transgenicas, ya que se corre el riesgo de que las
microparticulas se queden en la superficie de las
células (al nivel de la pared). Por ello, como ha sido
sefialado en la literatura, es fundamental estandarizar
la presion de aceleracién de las microparticulas (al
igual que el resto de pardametros involucrados en la
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biobalistica) de acuerdo al sistema con el que se
trabaje, incluyendo mecanismo de aceleracion,
especie vegetal, explante y caracteristicas de las
microparticulas.

También se probo el efecto de la incubacion del
material bombardeado en medio liquido suplemen-
tado con una auxina, bajo agitacion suave, lo cual
ha sido reportado en la literatura como favorable
para incrementar la expresion del gen gus (van
Boxtel y col.,, 1995). Se ha sefialado que esta
incubacién disminuye la oxidacién del tejido
después del bombardeo al disminuir la liberacion
de polifenoles y favorecer la recuperacion frente al
dafio mecanico sufrido y también puede realizarse
antes del bombardeo, como un pretratamiento
osmotico dirigido a facilitar la penetracion de las
microparticulas. La incubacion en medio liquido
posterior al procedimiento de transformacion
también fue sefialada como favorable por
Fernandez (2002, 2003) en la recuperacion y
regeneracion de explantes de café transformados
por electroporacion.

Los tratamientos osmoticos de corta duracion
aplicados antes o después del bombardeo se han
realizado para minimizar la deshidratacion
citoplasmatica de las células blanco. Generalmente
se usan compuestos osmoticos no metabolizables
como manitol, sorbitol, polietilenglicol o
combinaciones de ellos, acompafiados o no de
hormonas (Alpeter y col., 1996; Perl y col., 1992;
Ortiz y col., 1996). En avena se han probado
agentes osmoticos metabolizables (sacarosa y
maltosa), encontrandose una mejora en la
respuesta a largo plazo del cultivo y en la
frecuencia de transformacion estable (Rasco-
Gaunt y col., 1999). En cuanto a incubaciones en
medio liquido con hormonas, se ha reportado que
las auxinas favorecen la expresion transitoria gus,
registrandose variaciones dependiendo del tipo y
la concentracion de auxina (van Boxtel y col.,
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1995; Rasco-Gaunt y col., 1999). En este estudio
no se observaron diferencias en cuanto a la
expresion gus entre el material bombardeado
incubado en medio liquido y el colocado
directamente en medio sélido de germinacion sin
hormonas. Sin embargo, esta incubacién favorecio
la formacion de embriones sométicos secundarios,
los cuales aparecieron en menor tiempo Yy
considerablemente con mayor abundancia que en
el material bombardeado no incubado en medio
liquido; esto pudiera explicarse en la presencia de
la hormona ANA en el medio, la cual ha sido
utilizada para inducir la formacion de embriones
en callo embriogénico de café (Menéndez y
Hermoso, 1998; Hermoso y Menéndez, 2000) y en
un efecto beneficioso de la mencionada incubacion
en la recuperacion y regeneracion del material
bombardeado, al permitir un mejor intercambio
gaseoso, uniformidad en la disponibilidad de
nutrientes y rapida incorporacion de estos y otros
metabolitos a las células, asi como la difusion al
medio de compuestos fendlicos que pudieran
interferir negativamente en la activacion del
potencial embriogénico del tejido (Fernandez,
2003; Fernandez y Menéndez, 2003).

La formacion de embriones somaticos
secundarios a partir de embriones torpedo
bombardeados es interesante, no solo desde el
punto de vista regenerativo, sino también para
evitar fendmenos de expresion genética en
mosaico. En la  presente investigacion, el
mosaicismo tendria lugar por el hecho de que no
todas las células de los explantes bombardeados
reciben e integran el ADN foraneo. Asi, la
eliminacion del mosaicismo ocurriria conside-
rando el origen unicelular de los embriones, la
formacion de embriones secundarios a partir de
células potencialmente transformadas en los
embriones torpedo bombardeados y la regenera-
cibn de plantas a partir de estos embriones
secundarios (las cuales, en consecuencia,

expresarian al transgén uniformemente). Esto pone
en evidencia la importancia de la embriogénesis
somética secundaria en los programas de
mejoramiento vegetal a través de métodos de
transformacion genética, puesto que las plantas
transgénicas pueden ser propagadas masivamente
a partir de tejidos potencialmente transformados,
manteniendo su fidelidad genética (Fernandez y
col., 2005). Es importante mencionar que a pesar
del efecto beneficioso de la incubacion post
bombardeo en medio liquido para la induccién de
embriogénesis somatica secundaria, lo cual
pudiera traducirse en un incremento en la
capacidad regenerativa del material bombardeado,
en los explantes asi tratados la germinacion se
produjo tardiamente o, incluso, no tuvo lugar,
ademéds de que los embriones secundarios
formados murieron al poco tiempo de ser
transferidos a un medio fresco. Esto probable-
mente se relacione con la duracion de la
incubacion y la composicién del medio, por lo que
seria recomendable realizar nuevas pruebas
variando el tiempo de incubacion y la
concentracion y/o el tipo de hormona para
optimizar  las  condiciones  de  cultivo
postbombardeo, con el objetivo de aprovechar el
potencial que ofrece la embriogénesis somatica
secundaria en el sistema de transformacion
utilizado, al nivel de la propagacion y de la posible
eliminacion de expresion genética en mosaico en
las plantas regeneradas. Asi mismo, es
recomendable la optimizacion de tratamientos
osmoticos prebombardeo, los cuales pudieran
contribuir a la disminucion de la oxidacion en los
tejidos bombardeados y a incrementar la eficiencia
final de la transformacion.

Cabe mencionar que en este estudio no se
realizaron pruebas moleculares debido a que el
propdsito fue evaluar la expresion transitoria GUS
(lo que se hizo mediante la prueba histoquimica) y
la respuesta de los distintos tejidos a los
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bombardeos. Sin embargo, se obtuvieron resulta-
dos positivos de expresion GUS 6 y 12 meses
después de los bombardeos en material regenerado
a partir de explantes bombardeados inicialmente,
lo que sugiere la posible transformacion estable
bajo los parametros seleccionados. Asi mismo, los
resultados obtenidos en esta estandarizacion en
cuanto a las diferencias observadas en las
respuestas de los explantes a las condiciones
probadas fueron evidentes y no dejaron lugar a
dudas, por lo que no fue necesario su anélisis
mediante pruebas estadisticas.
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