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Introduccion

Los antibioticos son usados en la transformacion genética para selec
cionar los tejidos transgénicos y/o para eliminar Agrobacterium de los
cultivos una vez finalizado el periodo de agrotransformacion. La elimina
cion de Agrobacterium es necesaria porque la presencia de la bacteria
en los cultivos puede producir la muerte de los mismos o afectar el de
sarrollo de las plantulas regeneradas, pero ademas esta eliminacion es
un pre-requisito para evitar la posible liberacion de genes al suelo. La
carbenicilina, el cefotaxime y la ticarcilina son los antibioticos mas usa
dos para eliminar Agrobacterium de los cultivos, pertenecen al grupo de
los b-lactamicos y actuan inhibendo la sintesis de la pared celular. La ti
carcilina suplementada con acido clavulanico, un potente inhibidor de
las _ lactamasas , se denomina timentina. El efecto de los antibioticos
ha sido estudiado en diversas especies vegetales y existen numerosos
datos sobre los distintos efectos, tanto inhibitorios como inductores del
desarrollo y/o diferenciacion de los cultivos, que éstos antibioticos pue
den provocar sobre la respuesta de los cultivos.

Objetivos

Seleccionar el antibiotico adecuado para eliminar Agrobacterium tu
mefaciens de los cultivos de girasol (Helianthus annuus L.), genotipo
plblico HA89, luego de los ensayos de transformacion. Para ello se es
tudiaron los efectos de los antibioticos cefotaxime, carbenicilina y timen
tina durante el cultivo in vitro, analizando diferentes parametros.

Resultados

Se analizaron, por medio de la
inspeccion visual continua y
ademas se determinaron cuanti
tativamente los siguientes para
metros: el nimero de brotes tota
les producidos por explanto
inicial (regeneracion), la propor
cion de plantulas que presenta
ron aspecto hiperhidrico (caracter o2 Medios s
no deseado), la altura de los bro TSt —eCefo —=—Tm
tes, el peso fresco y seco de los mismos, el contenido de clorofilas a, b
y totales, el contenido de proteinas totales en hojas, la proporcion de
brotes que desarrollaron boton floral in vitro (otro caracter no deseado
en el cultivo in vitro de girasol), la proporcion de brotes que enraizaron
en los distintos medios, y el porcentaje de recursos asignados a brote y
a raiz por las plantulas de cada tratamiento en el medio de cultivo de
enraizamiento (al final del periodo de cultivo in vitro).
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1-Inspeccion visual: Como se observa en la fotografia, la presencia
de los antibioticos afecta negativamente el desarrollo de los cultivos.
Cuando se compara con el control sin antibiotico, el efecto mas marca
do o0 negativo se obtuvo al utilizar carbenicilina, mientras que la timenti
na produjo el efecto mas moderado, presentando los cultivos un aspec
to muy similar al control sin antibiotico.

Arriba: explantos.
sin agroinfectar.
Abajo: explantos.
agroinfectados

La presencia de Agrobacterium desmejoro en todos los casos el as
pecto de los cultivos, siendo aqui también los cultivos con timentina los
mas parecido al control sin antibioticos. En el caso de carbenicilina se
puede observar que ademas de afectar a los brotes, fue incapaz de
controlar el crecimiento de las agrobacterias, marcadas con flechas
azules en la fotografia.

2- Regeneracion: Las regeneracion de los tratamientos con antibioti
cos (controles y agroinfectados) fueron iguales o superiores a la de los
controles sin antibiotico, siendo el tratamiento control de timentina el
que produjo el mayor nimero de brotes
y yemas regenerados por explanto ini
cial. Si bien durante CR1 los cultivos
agroinfectados habian mostrado menor
desarrollo que los controles, a partir de
CR2 no hubo una clara respuesta dife
renciada entre los cultivos agroinfecta
dos y no agroinfectados.

Capacidad de Regeneracion de HABY

Mediana y rango 25-76%
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3- Hiperhidricidad: Los antibioticos utilizados, especialmente cefota
xime, favorecen la aparicion de hiperhidricidad en mayor proporcion que
el tratamiento control sin antibiotico, en todos los medio de cultivo. EI
medio de cultivo CR2, que contiene 0,9*M de BAP, fue el medio que
mas favorecio la aparicion de hiperhidricidad para todos los tratamien
tos. En el medio RA2, que no provoco hiperhidricidad en los cultivos
controles sin antibiotico, los tratamientos con antibiotico tuvieron un au
mento pronunciado en el porcentaje de hiperhidricidad. Los cultivos
agroinfectados mostraron menor porcentaje de hiperhidricidad que sus
controles respectivos.

4- Altura de los brotes: Los bro
tes mostraron diferencias significati
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bioticos disminuyen el peso
de las plantuas con respecto
a los controles sin antibioti
cos. El peso de los explan
tos muestra diferencias ante
los antibioticos utilizados,
siendo cefotaxime el que
mas afecta en forma negati
va su crecimiento.
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6- Formacion de boton floral: el uso de cefotaxime, favorece la
aparicion del boton floral, mientras que el uso de Timentina no lo hace.

Formacion de boton floral in vitro HAB9
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Conclusiones

@ La carbenicilina afectd negativamente el crecimiento de los explan
tos y fue incapaz de controlar el crecimiento de las agrobacterias.

@ El antibidtico cefotaxime afecto negativamente el desarrollo de los
explantos en todas las situaciones analizadas.

@ El antibiotico de eleccion para el genotipo HA89 es la timentina.
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