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INTRODUCCION
Un requisito clave para la obtencion de lineas tr; mﬁ'madas y/o editadas genetlpém ite es el desarrollo de un protocolo
simple, eficiente y. reproducible de regeneracion in vitro de plantas completas. Sin embargo, las especies del género Prunus -Se determind el efecto de cuatro factores categdricos a dos niveles (y sus interacciones)-> 29,6 i
se caracterlza) por ser recalcitrantes al cultivo in vitro. En este sentido, el Disefio y Optimizacién de Experimentos (DOE) adenina (presencia/ ausencia), 200 mg/L carbon activado (presencia/ ausencia), 0,1 uM KIN (presencia/
podria. ser un enfoque util para comprender como diferentes factores, relacionados al material vegetal, medio, vy ausencia) y tipo de auxina (5 uM ANA vs 20 uM IBA) sobre seis variables respuestas relacionadas al
condiciones q‘e cultivo y procedimientos de transformacion, influyen sobre la eficiencia de cada etapa del cultivo in vitro y desarrollo de un buen sistema radicular, lo que permitié obtener un medio de enraizamiento optimizado.
la transI:‘Mgenetlca El objetivo general de este trabajo fue desarrollar un protocolo eficiente para la regeneracion

rans

in vitro. rmacién del ciruelo europeo 'D'Agen'.
/ : e A ’ RESULTADOS

® Regeneracion in vitro de brotes a partir de cotiledones e hipocétilos

® Enraizamiento

Tabla 2. Efecto de los factores estadisticamente significativos sobre las seis variables para imizar la
etapa de enraizamiento de ‘D’Agen’ mediante un disefio de screening full factorial. Los signos de los coeficientes de regresion
representan el efecto positivo o negativo de los factores sobre las variables respuestas. En base a los modelos de cada variable
respuesta, se muestran los valores predichos por el modelo y los valores obtenidos en el ensayo de validacién (n=9) de
enraizamiento en medio de cultivo optimizado: %MS + IBA.
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Fig. 9. Efecto del factor interactivo Tipo de
auxina* carbén activado sobre el nimero y
longitud medios de raices inducidas en
brotes de 'D'Agen'. Raices desarrolladas en
%MS suplementado con las auxinas ANA o
IBA, en presencia (200 mg/L) o ausencia de
carbon activado. La flechas rojas indican la
presencia de raices secundarias mientras que
la flecha negra indica la formacién de callos.
Barra: 10mm.

Fig. 8. Grafico de predichos vs. observados para el n° medio de
raices/brote. El modelo quedd definido en términos de factores
codificados como: n°® medio raices/brotes= 2,84 +0,22 * A -0,72 *
B -0,094 * C +1,22 * D +0,34 * A*D -0,16 * B*C -0,97 * B*D
+0,031 * C*D -0,41 * B*C*D (p < 0,0001, R2= 0,90).

| Efecto estandarizado|

Fig. 3. Gréfico de probabilidad semi-normal. Los efectos del factor principal Tipo explanto y los factores interactivos
doble (Concentracién de TDZ * Tipo de explanto) y triple (Concentracion de Vitaminas * Pulso de 2,4D * Tipo de
explanto) son estadisticamente significativos (* p < 0,05; ** p < 0,01) sobre el %Brotacion.

T Lo e Aclimatizacion
e Multiplicacion y elongacion de brotes regenerados

-El BAP tiene efecto positivo significativo sobre la multiplicacion de brotes.
-La elongacion de los brotes se induce en medio basal sin reguladores .

Tabla 1. Evaluacién del efecto de la concentracién de

BAP e IBA a 5 niveles en un disefio de optimizacion
central compuesto sobre el numero de brotes
nuevos. El rango de concentracién se definié como
1,0-8,8 uM y 0,0-0,5 pM, para el BAP e IBA
respectivamente. Las unidades experimentales
estaban conformadas por tres explantos (brotes
iniciales), que habian sido mantenidos previamente en

&

Fig. 10. Plantulas en maceta provistas de
sustrato comercial estéril (Grow Mix) que fueron
regadas con agua destilada estéril y mantenidas
cubiertas con bolsas plasticas en camara de
cultivo. Las bolsas plasticas se fueron abrieron
por periodo cortos (antes de la perdida de
turgencia) para permitir la adaptacion a las

medio %MS (BAP 3 uM e IBA 0,25 uM).

n brotes nuevos/

nuevas condiciones. Barra: 25 mm.

Fig. 4. Brotes del tratamiento 4 al tiempo inicial (izq.) y
a los 28 dias (der.) de iniciado el experimento de

Tratamiento BAP(uM) IBA(uM) Py . .
brote inicial optimizacién mediante un disefio central compuesto e Transformacion transciente en cotiledones con el gen marcador GUS
1 88 0,25 9 para la etapa de multiplicacion. Barra: 10 mm. -Se evalud el efecto de tres OD de infeccion, dos métodos de enfrentamiento (vacio y sonicacion) y la presencia de
2 4,9 0,50 7 acetosiringona en co-cultivo sobre la eficiencia de transformacion de cotiledones de ‘D’Agen” mediada por Agrobacterium,
3 2,14 0,43 5 a través de la cuantificacion de la expresion transciente de GUS empleando un andlisis digital de imdgenes.
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Fig. 6. Optimizacion de
la etapa de elongacién:
el uso de medio basal
sin reguladores
permitid aumentar la
longitud de vastago.
Barra: 10 mm.
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Fig. 5. Grafico de superficie respuesta: efecto de la conc. de
BAP e IBA sobre la variable respuesta n° de brotes nuevos. La
concentracion de BAP tiene un efecto positivo (coef. de
regresion = 3,19) estadisticamente significativo sobre la variable
respuesta (ANOVA, p<0,05); es decir,
aumenta la concentracién de BAP aumenta el nimero de brotes
nuevos.

que a medida que

gen marcador de la 6-glucuronidasa (GUS). A
tumefaciens provista con el plasmido pCambia2301

con la cepa C58C1l vacia.

Desirabilty  histiquimica, aquel cuya intensidad de pixel
1

la izq.

cotiledén infectado con la cepa C58C1 de Agrobactetium
-GUS.A
la derecha control negativo de transformacion infectado
Se consideré cotiledén
transformado, al cabo de 3 dias de co-cultivo y reaccién

(sefial)

analizada con el software FlI estuvo por encima del valor

Fig. 12. Frecuencia relativa del n°de pixeles considerados
positivos para GUS en funcién de los factores analizados
de manera independiente: OD de infeccion (a 3 niveles:
0OD1=0,2; OD2= 0,6 y OD3= 0,8 ), enfrentamiento con vacio
(presencia/ausencia), sonicacién de los cotiledones previa
infeccién (presencia/ausencia) y el empleo de medios de
co-cultivo suplementados con acetosiringona (presencia/

© L{mbral detectado en el control (ruido). El cotllezflon GUS+ Blsencia).
-] aap (izq.) corresponde al tratamiento con mayor nimero de A
- BA pixeles GUS+ definido como: OD= 0,6 + acetosiringona en el \
"% medio de co-cultivo. Barra: 2 mm.
Q = o
Fig. 7. Funcién Deseabilidad (D) para los siguientes g CONCLUSICLNE& "\
criterios de optimizacion-> BAP: en rango, IBA: O El protocolo desarrollado permitié obtener u entaje elevado de

minimo, n° brotes nuevos: target= 9. En funcion de
dichos criterios de optimizacién con una D= 1, se
establecié la composicion del medio 6ptimo para la
multiplicacién de brotes de ‘D’Agen’.
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regeneracion in vitro (30-40%), y se pudo ¢
de transformacién transciente. Segun ni
constituye el primer reporte de rej
'D’Agen’'. Asimismo, se probd la
vitro, lo que abre la posibilidad de
otras especies del género.
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