
 



Determinación 
  de la concentración mínima letal de Glufosinato de amonio para 
  seleccionar embriones somáticos transformados de soya cultivar INCASoy-27

 

Determination 
  of minimum lethal concentration of Glufosinate-ammonium for selection of transformed 
  somatic embryos of soybean cultivar INCASoy-27

 

 

Ms.C. 
  Jorge L. Pérez-Pérez,I,II Dra.C. Lourdes García 
  Rodríguez,I Dra.C. Novisel Veitía,I Dra.C. 
  Idalmis Bermúdez-Caraballoso,I Dr.C. Raúl Collado López, 
  Damaris Torres RodríguezI

IInstituto 
  de Biotecnología de las Plantas. Universidad Central �Marta Abreu� de 
  Las Villas, Carretera a Camajuaní km 5.5, Santa Clara, Villa Clara, Cuba.

  IICentro de Estudios de Biotecnología Vegetal. 
  Universidad de Granma. Carretera a Manzanillo, km 17.5, Peralejo, Bayamo, Granma, 
  Cuba. 

 

 



RESUMEN

 El establecimiento 
  de un programa de transformación genética de plantas requiere 
  de un sistema de selección in vitro de los tejidos transformados. 
  En el género Glycine existen pocas referencias que emplean el 
  Glufosinato de amonio como agente selectivo de embriones somáticos transformados. 
  Por ello, este trabajo tuvo como objetivo determinar la concentración 
  mínima letal del herbicida Glufosinato de amonio en embriones somáticos 
  de soya cultivar cubano INCASoy-27, para usarlo como agente selectivo en programas 
  de transformación genética. Los embriones somáticos fueron 
  colocados en medio de cultivo de multiplicación con 20 mg L-1 
  de ácido 2,4-diclorofenoxiacético y diferentes concentraciones 
  de Glufosinato de amonio (1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 mg L-1). Todas 
  las concentraciones del agente selectivo causaron necrosis en embriones somáticos 
  no transformados de soya. El incremento de la concentración del agente 
  selectivo y el tiempo de cultivo, aumentó la necrosis de los embriones 
  somáticos. Finalmente se determinó la concentración mínima 
  letal de Glufosinato de amonio 6,0 mg L-1, en medio de cultivo semisólido, 
  requerida para su empleo como agente selectivo en la transformación genética 
  de embriones somáticos de soya cultivar INCASoy-27. 
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ABSTRACT

 The establishment 
  of a genetic transformation program requires a selection in vitro system 
  of transformed tissues. In the Glycine genus exists few references 
  that employ the Glufosinate-ammoniun that selective agent in transformed somatic 
  embryos. For this reason this work had as objective to determine the minimum 
  lethalconcentration of the herbicide Glufosinate-ammoniun in somatic embryos 
  of Cuban soybean cultivar INCASoy-27, to use as selective agent in genetic transformation 
  programs. The soybean somatic embryos were placed on multiplication medium that 
  contained 2,4-dichlorophenoxyacetic acid 20 mg L-1 with different 
  concentrations of Glufosinate-ammonium (1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 mg L-1). 
  All concentrations of selective agent caused necrosis in not transformed soybean 
  somatic embryos. The increments of selective agent concentration and culture 
  time increased the necrosis of somatic embryos. Finally was determined the minimum 
  lethal concentration of 6,0 mg L-1 Glufosinate-ammoniun in semisolid 
  medium, that selective agent in the genetic transformation of somatic embryos 
  of soybean cultivar INCASoy-27.
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INTRODUCCIÓN

 La soya [Glycine 
  max (L.) Merrill], es uno de los cultivos de mayor importancia económica 
  en la agricultura mundial, debido al alto contenido de aceite y proteínas 
  de sus semillas, por lo que es útil para fines alimenticios e industriales 
  (1). 

  

  Debido a su importancia económica se han desarrollado programas de mejora 
  genética a través de métodos tradicionales, los cuales 
  presentan limitaciones por el bajo potencial de variabilidad genética 
  entre cultivares. En este sentido, la transformación genética 
  ofrece la posibilidad de obtener nuevos cultivares rompiendo las barreras sexuales. 
  Sin embargo, la transferencia de genes no siempre es estable, debido a la baja 
  eficiencia y aleatoriedad en la integración del ácido desoxirribonucleico 
  (ADN) foráneo en el genoma de la célula hospedera, siendo necesario 
  un sistema de selección de los tejidos transformados (2). 

  

  En soya, la mayoría de los trabajos de transformación genética 
  emplean como agente selectivo el antibiótico higromicina (3, 4, 5). Sin 
  embargo, a nivel internacional existe un rechazo al empleo de antibióticos 
  como agentes selectivos, debido al potencial de incorporación de los 
  genes marcadores de selección en patógenos humanos (6). Cabe resaltar 
  que pocos trabajos publicados utilizan el herbicida Glufosinato de amonio en 
  la selección de embriones somáticos transformados de esta especie 
  (6, 7). 

  

  El Glufosinato de amonio es un compuesto sintetizado químicamente, conocido 
  comercialmente como Basta® y Finale®. Este compuesto contiene como ingrediente 
  activo fosfinotricina, que es un tripéptido natural producido por la 
  bacteria Streptomyces hygroscopicus y el componente herbicida de bialafos. 
  El Glufosinato de amonio es un herbicida inhibidor de la glutamina sintetasa, 
  enzima que interviene en la asimilación de amonio y en la regulación 
  del nitrógeno en las plantas (2). 

  

  Por lo antes expuesto, para realizar un proceso de selección eficiente 
  se requiere conocer la mínima concentración letal del agente selectivo 
  que elimine las células y tejidos no transformados. Por el contrario, 
  el uso de altas concentraciones puede causar la muerte de aquellas células 
  donde la resistencia adquirida puede ser inferior a la concentración 
  empleada. 

  

  Este trabajo tuvo como objetivo determinar la concentración mínima 
  letal del herbicida Glufosinato de amonio en embriones somáticos de soya 
  cultivar cubano INCASoy-27, para utilizarlo como agente selectivo en programas 
  de transformación genética.

 

 MATERIALES 
  Y MÉTODOS

 El trabajo se 
  realizó en el Instituto de Biotecnología de las Plantas en Santa 
  Clara, Cuba. Se empleó el cultivar de soya INCASoy-27, obtenido en el 
  Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas mediante hibridación 
  natural en el genotipo brasileño BR-32. 

  

  Para los ensayos en condiciones de cultivo in vitro, se partió 
  de cotiledones cigóticos inmaduros provenientes de vainas de plantas 
  donantes. Las vainas fueron desinfectadas con agua corriente y detergente. Luego 
  fueron sumergidas en etanol al 70 % (v/v) durante 20 segundos y posteriormente 
  se lavaron tres veces con agua destilada estéril. Al finalizar, en cabina 
  de flujo laminar, se realizó una inmersión en hipoclorito de sodio 
  (2,0 %) (v/v) durante diez minutos seguido de cuatro enjuagues con agua destilada 
  estéril.

  

  Los cotiledones cigóticos inmaduros fueron extraídos y colocados 
  en frascos de cultivo de 250 mL que contenían medio de cultivo de formación 
  de embriones somáticos, compuesto por las sales MS (8), vitamina B5, 
  ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) 40 mg L-1, sacarosa 
  3,0 %, Gelrite® 0,3 % y pH 7, durante cuatro semanas de cultivo. 
  Los embriones somáticos fueron transferidos a medio de cultivo de multiplicación, 
  compuesto por las sales MS, vitamina B5, 2,4-D 20 mg L-1, sacarosa 
  3,0 %, Gelrite® 0,3 % y pH 5,8 durante tres semanas de cultivo. 
  

  

  Luego los embriones somáticos fueron transferidos a medio de cultivo 
  de multiplicación enriquecido con diferentes concentraciones de Glufosinato 
  de amonio. Para ello, se evaluaron seis concentraciones del herbicida (1,0; 
  2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 mg L-1) y un tratamiento control para un 
  total de siete tratamientos. 

  

  El Glufosinato de amonio se preparó a una concentración de 20 
  mg mL-1 y se esterilizó por filtración con ayuda de un filtro 
  de membrana estéril con un tamaño del poro de 0,22 µm. Las 
  soluciones del agente selectivo fueron adicionadas cuando el medio de cultivo 
  alcanzó una temperatura aproximada de 40 oC previo a la solidificación. 
  

  

  Para determinar la concentración mínima letal del Glufosinato 
  de amonio, se realizaron cinco ciclos de selección de embriones somáticos 
  sin transformar en medio de cultivo de multiplicación que contenía 
  el agente selectivo. Cada 10 días se realizó el subcultivo durante 
  siete semanas correspondiendo con los ciclos de selección. En cada subcultivo, 
  se tomó una muestra de embriones somáticos y fue transferida a 
  medio de cultivo de multiplicación sin el agente selectivo, para comprobar 
  la inhibición de la capacidad regenerativa de los embriones somáticos. 
  

  

  Para cada tratamiento se tomaron diez placas de Petri de 5,0 cm de diámetro 
  que contenían cinco grupos con aproximadamente 30 embriones somáticos 
  en etapa globular. Para los subcultivos los embriones somáticos fueron 
  tomados con una espátula y disgregados sobre el medio de cultivo para 
  facilitar un mayor contacto con el herbicida presente. 

  

  En cada subcultivo se describieron los daños causados por el Glufosinato 
  de amonio y se evaluó el grado de mortalidad de los embriones somáticos 
  de cada tratamiento. 

  

  Para ello, se empleó un microscopio óptico OPTON (Axioskop) y 
  la escala de evaluación del grado de mortalidad (9): sin afectación 
  (grado 1), necrosis 25 % (grado 2), necrosis 50 % (grado 3), necrosis 75 % (grado 
  4) y necrosis total (grado 5).

  

  Las placas Petri fueron selladas con Parafilm® y colocadas en cámara 
  de crecimiento con luz artificial, intensidad luminosa 68-73 µE m-2 
  s-1, fotoperíodo de 16/8 horas (luz/oscuridad) a 24±2 
  oC. La intensidad luminosa dentro de la cámara de crecimiento 
  se midió con un luxómetro EXTECH 401025.

  

  El análisis de los datos se realizó con ayuda del paquete estadístico 
  Statistic Packaged for Social Science (SPSS) versión 18. Los 
  datos referentes al grado de mortalidad de los embriones somáticos se 
  procesaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis/Mann-Whitney (p=0,05).

 

 RESULTADOS 
  Y DISCUCIÓN

 En este trabajo 
  se logró definir la concentración mínima letal del herbicida 
  Glufosinato de amonio usado como agente selectivo en embriones somáticos 
  sin transformar de soya cultivar INCASoy-27, nunca antes descrito en genotipos 
  cubanos de soya. 

  

  Todas las concentraciones evaluadas de Glufosinato de amonio causaron afectaciones 
  sobre los embriones somáticos no transformados de soya cultivar INCASoy-27. 
  A partir de los 15 días de cultivo se observó que los embriones 
  somáticos adquirieron un color pardo, que se intensificó con el 
  tiempo de cultivo. 

  

  Después de 30 días, los embriones somáticos tenían 
  un aspecto necrótico, debido al incremento de la concentración 
  del agente selectivo y el tiempo de cultivo. Sin embargo, en el tratamiento 
  control sin el agente selectivo, los embriones somáticos mantuvieron 
  su color amarillo y su capacidad de multiplicación (Figura 
  1). 





  

  Al analizar el grado de mortalidad a las seis semanas en medio de cultivo con 
  el agente selectivo, se observó que en la medida que aumentaron las concentraciones 
  del Glufosinato de amonio se incrementó el grado de afectación 
  de los embriones somáticos. También se observó que las 
  concentraciones de 5,0 mg L-1 y 6,0 mg L-1 del agente 
  selectivo produjeron los mayores valores en el grado de mortalidad, con diferencias 
  significativas con el resto de los tratamientos (Tabla 
  I). 





  

  Los mayores valores de mortalidad de embriones somáticos se alcanzaron 
  con las concentraciones de 5,0 y 6,0 mg L-1 de Glufosinato de amonio 
  con diferencias significativas con el resto de las concentraciones evaluadas. 
  En estas concentraciones se manifestó entre el 80-100 % de necrosis total 
  de los embriones somáticos (Figura 
  2). 





  

  Sin embargo, en las concentraciones con 3,0 y 4,0 mg L-1 del agente 
  selectivo, se observó necrosis en el 50-100 % de la superficie del tejido 
  y en la totalidad de los embriones somáticos evaluados (Figura 2).

  

  A partir de estos 
    resultados se seleccionó 6,0 mg L-1 como la mínima 
    concentración de Glufosinato de amonio a emplear como agente selectivo 
    en embriones somáticos transformados de soya cultivar INCASoy-27 en medio 
    de cultivo semisólido. 

  

  Para ello, se tuvo en cuenta que a partir de esta concentración el 100 
    % de los embriones somáticos evaluados tenían necrosis total. 
  

  

  El necrosamiento observado en los embriones somáticos es un reflejo del 
    efecto fitotóxico del Glufosinato de amonio, dada la inhibición 
    de la glutamina sintetasa, una enzima esencial para la asimilación de 
    amonio y la regulación del nitrógeno en los tejidos (10).

  

  La Sociedad Americana de Ciencias de las Malezas (por sus siglas en inglés: 
    WSSA, Weed Science Society of America), define la resistencia como 
    la capacidad heredada de una planta para sobrevivir y reproducirse después 
    de exponerse a una concentración de herbicida letal en la especie salvaje. 
    Esta puede ser natural o inducida por Ingeniería Genética, selección 
    de variantes producidas por cultivo de células y tejidos o mediante mutagénesis 
    (11).

  

  Por otro lado, la eficiencia de la transformación genética puede 
    ser mejorada variando la concentración y duración del régimen 
    de selección o el empleo de diferentes marcadores y agentes de selección. 
  

  

  La literatura consultada (7) refiere el empleo de higromicina 30 mg L-1 
  o fosfinotricina 80 mg L-1 en medio de cultivo líquido durante 
    la selección de embriones somáticos transformados de soya. Como 
    resultado obtuvieron 12 líneas transgénicas con resistencia a 
    higromicina. Sin embargo, solo dos líneas mostraron resistencia a fosfinotricina, 
    y en una de ellas se confirmó la presencia del gen bar. Todas 
    las plantas resultaron estériles, atribuido a la edad de los tejidos 
    embriogénicos y al método de transformación empleado.

  

  El Glufosinato de amonio se ha probado en un amplio rango de concentraciones, 
  acorde con el empleo de medio de cultivo líquido o semisólido. 
    En un estudio, embriones somáticos transformados de soya cultivar Jack, 
    fueron colocados en medio de cultivo líquido FN-Lite (del inglés: 
  Finer & Nagasawa Lite) con y sin asparagina, y 5,0 a 35,0 mg L-1 
  de Glufosinato de amonio. Como resultado, con el empleo de 5,0 mg L-1 
  de Glufosinato de amonio se inhibió el crecimiento en más del 
    95 % de los embriones somáticos a las tres semanas de cultivo, con inhibición 
    total a las cinco semanas (6). 

  

  En un segundo estudio, estos autores evaluaron de 0,16 a 0,5 mg L-1 
  de Glufosinato de amonio en medio de cultivo FN-Lite 50 % sin aparagina. Sin 
  embargo, la única diferencia encontrada fue que la inhibición 
    del crecimiento de los embriones somáticos comenzó en la primera 
    semana de selección con empleo de medio de cultivo FN-Lite 50 %, mientras 
    que en medio de cultivo FN-Lite normal la inhibición fue notable a partir 
    de la segunda semana (6).

  

  Los resultados de este trabajo difieren de los descritos previamente (6), atribuidos 
  al tipo y composición del medio de cultivo. El empleo de medio de cultivo 
    líquido permite una mayor exposición de los tejidos al contacto 
    con el agente selectivo y disminuye el tiempo de selección. 

  

  Por el contrario, en medio de cultivo semisólido solo las zonas del tejido 
    en contacto con el medio de cultivo están expuestas al efecto del agente 
    selectivo, y pueden aparecer embriones somáticos conocidos como falsos 
    positivos en zonas que no están en contacto con el herbicida presente 
    en el medio de cultivo.

  

  La literatura consultada (12) refiere el empleo de 5,0 mg L-1 de 
    Glufosinato de amonio en la selección de nudos cotiledonales de soya 
    durante cuatro semanas. Después de este periodo observaron necrosis en 
    los tejidos no transformados, mientras los tejidos transformados formaron brotes 
    en los cultivares Jack (82,8 %) y Williams (67,7 %).

  

  Otros autores también han observado que de 3,0 a 5,0 mg L-1 
  de Glufosinato de amonio es suficiente para prevenir la formación de 
    brotes en nudos cotiledonales de soya (13). Estas concentraciones son similares 
    a las requeridas para inhibir la multiplicación de embriones somáticos 
    de soya según indica este estudio.

  

  El Bialafos o tripéptido fosfinotricina que es producido por Streptomyces 
      hygroscopicus, también ha sido empleado como agente selectivo. En 
    un estudio, los autores encontraron que ningún brote se formó 
  a partir de nudos cotiledonales de soya al emplear bialafos a 5,0 mg L-1, 
    y solo el 5,0 % lograron regenerar brotes al emplear 4,0 mg L-1, 
    tomando esta última concentración para la selección de 
    los transformantes (14). 

  

  En otras especies de leguminosas como Phaseolus vulgaris se demostró 
  que 0,50 mg L-1 de Glufosinato de amonio fue suficiente para que 
    más del 87 % de los callos mostraran necrosis total a las ocho semanas 
    de cultivo (9). 

  

  Las diferencias encontradas en las concentraciones de Glufosinato de amonio 
  requeridas para inhibir la multiplicación de los embriones somáticos 
    pudieron estar dadas por la composición celular de este tejido, al estar 
    constituidos por células diferenciadas en activo proceso de división 
    celular que difieren de las células totalmente indiferenciadas que conforman 
    al callo. 

  

  También existen estudios que han empleado otros tipos de herbicidas y 
    confirmado la inhibición de la multiplicación de los embriones 
    somáticos de soya en medio de cultivo líquido. Tal es el caso 
    del herbicida Bispyribac-sodio, un inhibidor de la enzima acetolactato sintetasa. 
    Cuando se empleó 1,0 µM de este herbicida, aparecieron embriones 
    somáticos del cultivar Jack que no contenían el transgen Os-mALS, 
    y con 2,0 µM no lograron sobrevivir (15).

  

  Los resultados que se muestran, constituyen la primera referencia de la determinación 
    de la concentración mínima inhibitoria de Glufosinato de amonio, 
    para su empleo en la selección de embriones somáticos transformados 
  de soya en medio de cultivo semisólido.

 

 CONCLUSIONES

 Se determinó 
  la concentración mínima inhibitoria de Glufosinato de amonio 4,0 
  mg L-1, en medio de cultivo semisólido, requerida para su 
  empleo como agente selectivo en la transformación genética de 
  embriones somáticos de soya cultivar INCASoy-27.
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Figura 1. Efecto de las concentraciones de Glufosinato de amonio en los embriones somaticos de soya
cultivar INCASoy-27 a los 30 dias en medio de cultivo de multiplicacién.
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