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Resumen

El genotipo susceptible de yuca denominado
MCOL 2246 fue sometido al proceso de trans-
génesis mediante la infeccidn con la bacteria
Agrobacterium tumefaciens, adquirida a la Ame-
rican Type Culture Collection (ATCC). La cepa
bacteriana se transformé utilizando el protocolo
de cloruro de calcio de Mandel and Higa (1970),
y se le inserté un pldsmido recombinante Ti que

poseia dos secuencias de resistencia a antibidticos
como marcadores, un origen de replicacién y el
gen crylAb, responsable de conferir resistencia
alayuca.

Las bacterias recombinantes fueron puestas
en contacto con heridas infligidas al tejido
meristemdtico de las plantas de yuca, las cuales
expresaban el gen de interés (cry 1Ab), con lo
que se lograron indices de resistencia a la mosca
en las plantas de yuca transformadas.
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El disefio estadistico empleado se bas6 en
una ANOVA con un estadistico de Fischer,
que incluye 3 tratamientos (T1: control yuca
susceptible MCOL 2246; T2: yuca transgénica;
T3: yuca tolerante a la mosca blanca MECU-
72). El tratamiento 3 (T3) procedia del Centro
Internacional de Agricultura Tropical, donde se
contaba con este material proveniente de cruces
entre cultivares resistentes. Se utilizé la postanova
de Tukey para la determinacion de los tratamien-
tos con diferencias significativas.

Palabras clave: transformacién genética,
organismos genéticamente modificados, plantas
transgénicas.

Abstract

The genotype capable of yucca named MCOL
2246 was submitted to the process of transgénesis
by means of the infection by the bacterium Agro-
bacterium tumefaciens, acquired to the American
Type Culture Collection (ATCC). The bacterial
strain transformed using the protocol of Chloride
of Calcium of Mandel and Fig (1970), to which
a ‘pldsmido recombinante” was inserted You who
was possessing two sequences of resistance to anti-
biotics as scoreboards, an origin of replication and
the gene cry1Ab, responsibly of awarding resistance
10 the yuca.

The bacteria recombinantes were put in touch
with wounds realized to the fabric meristemdtico
of the plants of yucca, which were expressing the
gene of interest (cry 1Ab) achieving indexes of resis-
tance to the fly in the plants of yucca transformed.

The statistical design employee based on an
ANOVA with a statistician of Fischer, where
they find 3 treatments (T1: Control capable
Yucca MCOL 2246, T2: Yucca Transgénica, T3:
tolerant Yucca to the white fly MECU-72). The
treatment 3 (13) was coming from the Interna-
tional Center of Tropical Agriculture where one
was possessing this material from crossings you
will cultivate resistant. Tukeys postanova was in
use for the determination of the treatments with
significant differences.

Keywords: genetic transformation, genetic
modified organism, transgenic plants.

Introduccion

La yuca (Manihot esculenta Crantz) se cultiva
en mds de noventa paises y les permite subsistir
a mds de quinientos millones de personas en el
mundo en desarrollo. Esta raiz rdstica no sélo
es un alimento basico para muchas familias agri-
colas de escasos recursos, sino también materia
prima para elaborar concentrados comerciales
para animales, fibra para los fabricantes de papel
y de textiles y almidén para la industria de ali-
mentos y la farmacéutica. La produccién mun-
dial de yuca se sittia alrededor de 260 millones
de toneladas por afio. El 50% de las hectdreas
dedicadas al cultivo de la yuca se encuentran
en Africa, un 30% en Asiay el 20% restante en
América Latina (www.ciat,cgiar.org)

Existe una gran variedad de artrépodos, pla-
gas que atacan el cultivo de yuca en América.
Entre las plagas mayores, es decir, las que han
coevolucionado con el cultivo y que causan
pérdidas en su rendimiento, estdn los dcaros,
las moscas blancas, los trips, el gusano cachén,
el piojo harinoso, las chinches de encaje, la
chinche subterrdnea o de la viruela de la yuca y
los barrenadores del tallo. Otras plagas, como
las escamas, el saltahojas, la chisa blanca, el
gusano trozador, la hormiga cortadora de hojas,
la mosca de la fruta, la mosca del cogollo y los
comejenes pueden ocasionar dafnos esporddicos
o localizados al cultivo y se consideran plagas
menores o generalistas que atacan el cultivo en
forma oportunista, especialmente en periodos
de sequia (Bellotti ez a/. 2002).

La mosca blanca (A. socialis) es un insecto
diminuto, con grandes alas blancas, que ha
vivido con los cultivos alimenticios durante
siglos. Entre los cultivos mds afectados por esta
plaga estdn la yuca, la batata, el frijol, el tomate,
el aji, la papa, la berenjena, el calabacin y el
meldn, aunque se calcula en mds de cincuenta
las cultivables a las que ataca esta plaga.

Una de las especies que causa mayores dafios
en el cultivo de la yuca en la parte norte de
Sudamérica es Aleurotrachelus socialis y entre los
sintomas del dafio que causa se encuentran los
siguientes: encrespamiento de las hojas apicales,
amarillamiento y necrosis de las hojas basales
y el retardo en el desarrollo de la planta. Los
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adultos de mosca blanca son con frecuencia
observados sobre el envés de las hojas apicales,
donde se alimentan de los fluidos de la planta y
ovipositan. La miel excretada es un sustrato para
el desarrollo de un hongo llamado “fumagina’,
el cual interfiere con la fotosintesis del vegetal.
La combinacién del dafo causado por la ali-
mentacién directa de la savia y la baja tasa de
fotosintesis reduce el rendimiento de las raices
en un 4% a 79%, segin la duracién del ataque
(Bellotti, 2002). Actualmente, la mayor fuente
de resistencia en yuca es el genotipo MECU-72
(Bellotti y Arias, 2001). Cuando A. socialis se
alimenta sobre MECU-72 hay una reduccién
en la oviposicidn, el periodo de desarrollo es mds
largo, el tamano es reducido y la mortalidad es
mds alta que cuando se alimenta sobre el geno-
tipo susceptible.

El control de esta mosca sobre los cultivos
ha sido sin duda uno de los retos mis dificiles
que han enfrentado los cultivadores, siendo la
herramienta genética un gran aporte para el
desarrollo de estrategias que permitan controlar
esta plaga. En la actualidad se han desarrollado
varios genotipos resistentes a la mosca blanca,
mediante el cruzamiento de variedades con
alguna resistencia a este tipo de plaga.

Las técnicas de ingenieria genética, también
conocidas como tecnologias del ADN (Aci-
do Dexosiribonucleico) recombinante, han
revolucionado las ciencias bioldgicas al lograr
la captacién de ADN de una fuente conocida
y su incorporacién a un vector para mover y
amplificar esta pieza de ADN para su anlisis
(Arias, 2001). Esta tecnologfa consiste en el
aislamiento y caracterizacién de uno o varios
genes de interés y su introduccién en un orga-
nismo que se busca modificar. Segin la FAO
(Organizacién de las Naciones Unidas para la
Agriculturay la Alimentacién) la tecnologia del
ADN recombinante es el conjunto de técnicas
para inducir cambios en el ADN, que incluyen
la identificacién y clonacién de genes, el estu-
dio de la expresién de los genes clonados y la
produccion a gran escala de productos génicos.
(FAO, 2004). Esta técnica permitirfa eventual-
mente aumentar la eficiencia de resistencia de
las plantas modificadas por este método con
respecto a las plantas obtenidas por medio de
cruzamiento; sin embargo, no se conocen repor-
tes que indiquen el uso de tecnologias de punta

como la tecnologfa del ADN recombinante para
el desarrollo de plantas transgénicas de yuca con
un alto nivel de resistencia a la mosca blanca.

Durante la ejecucién de este proyecto se
estudié la incidencia del ataque de mosca
blanca sobre plantas de yuca transformadas
genéticamente mediante la tecnologfa del ADN
recombinante, en comparacién con plantas no
transformadas y una variedad resistente obte-
nida por cruzamiento genético (MECU-72).

Materiales y métodos

Organismos bioldgicos

La cepa de Agrobacterium tumefaciens
(C58Cl1) fue obtenida de la American Type
Culture Collection y crecida y mantenida en el
laboratorio de Investigacién de la Universidad
de San Buenaventura, seccional Cali.

Las variedades de yuca resistente a la mosca
blanca (MECU-72) y susceptible (MCOL 2246)
fueron obtenidas del Centro Internacional de

Agricultura Tropical (CIAT).

La mosca blanca (A. socialis) se obtuvo en la
Universidad Nacional, sede Palmira.

Cultivo y transformacion de la bacteria
A. tumefaciens

El cultivo y crecimiento de la cepa bacteria-
na se efectuaron en cajas de petri utilizando el
medio agar nutritivo, el cual posee la siguiente
composicion:

Tabla 1
Composicion del Agar nutritivo para el crecimiento de A.
tumefaciens.
Agar Nutritivo (%)
Peptona 13
Extracto de carne 8
Cloruro de sodio (sal) 22
Glucosa 16
Agar 41

Fuente: J.S Payan & J.M. Salazar, 2008
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Esta cepa se crecié a 37 °C durante 24 horas,
tiempo en el cual se observd las caracteristicas
morfoldgicas de la bacteria por medio de tres
tinciones diferenciales (tincién de gram, tincién
de esporas y tincién de cdpsula), las cuales per-
mitieron ratificar su pureza.

Para la transformacién de la bacteria A. rume-
Jaciens se tomé una colonia previamente crecida
en agar nutritivo, se sembré en caldo nutritivo
y se incubd a 37 °C con agitacion constante.

Se realizé una curva de crecimiento micro-
biolégico que permitié determinar el tiempo
que toma la poblacién bacteriana en llegar a su
fase de crecimiento exponencial y alcanzar un
nimero aproximado de 5 x 10 ® células (bacte-
rias), cantidad necesaria para poder aumentar
las probabilidades de éxito en la transformacion
bacteriana.

La transformaci6n bacteriana sigui6 el proto-
colo reportado por Mendel & Higa (1970), para
lo cual se diluyé 1ml del cultivo de Agrobacterium
tumefaciens, crecido overnight en 100ml de caldo
nutritivo en un beaker de 500ml. Se Incubé a
37 °C con una agitacién de 200 rpm hasta que
se alcanzd una densidad poblacional de 5 x 10°
células por mililitro.

Se colocaron 5 ml del cultivo en tubos y se
centrifugaron a4000g durante 5 minutos y 4 °C.
Se descarté el sobrenadante y se resuspendié en 2
ml de buffer de transformacién. Todo el proceso
se realizé en presencia de hielo. Posteriormente se
colocaron las células en hielo durante 5 minutos.

Tabla 2
Contenido del buffer de transformacién
100 mM RbCI (cloruro de rubidio)
45 mM MnCl, (cloruro de manganeso)
10 mM CaCl, (cloruro de calcio)
5 mM MgCl (cloruro de magnesio)
0.5 mM LiCl (cloruro de litio)
35 mM CH,-COOK (acetato de potasio; pH 6.2)
15% sacarosa (Schwartz-Mann; Ultrapuro)

Fuente: J.S Payan & J.M. Salazar, 2008.

Las bacterias se sometieron a dos choques
térmicos consecutivos. En el primer caso se con-
gelaron las células bacterianas rdpidamente, co-
locando el tubo en un bafio de hielo seco/etanol
a -55°C durante 20 segundos. Posteriormente
se descongelaron, colocando el tubo en agua a

temperatura ambiente. Una vez descongeladas
se transfirié el tubo a un bafio de hielo durante
cinco minutos.

En estas condiciones se agregaron siete mi-
crolitros de dimetil-sulfoxido (DMSO), y se
agitaron. Los tubos se colocaron en hielo durante
diez minutos.

De esta forma se obtuvieron células compe-
tentes, las cuales eran mantenidas en hielo. Poste-
riormente fue agregado el plismido recombinan-
te (25 ng de ADN en cinco microlitros del buffer
de ligacién o TE (pH 7.4), y se mantuvieron las
células en hielo durante 20 minutos, al cabo de
los cuales se colocaron a temperatura ambiente.

Posteriormente, las células bacterianas fue-
ron sometidas a un segundo choque térmico
mediante la inversién de los tubos en un bafio
de hielo seco/etanol durante 45 segundos. Pos-
teriormente se descongelaron los tubos en agua a
temperatura ambiente. Los tubos descongelados
fueron sumergidos en un bafio de hielo durante
dos minutos. Inmediatamente después las células
fueron estresadas mediante la inmersién del tubo
en agua a 42 °C por 1 minuto.

Cumplida esta serie de pasos, algunas bacte-
rias de A. tumefaciens eran recombinantes.

Crecimiento y seleccion de bacterias de A.
tumefaciens recombinantes

Se tomaron bacterias obtenidas del procedi-
miento anterior y se sembraron en agar nutri-
tivo con ampicilina y tetraciclina. Las colonias
bacterianas que crecieron sobre el agar estaban
formadas por bacterias recombinantes que po-
sefan los genes de resistencia a estos antibidticos
ubicados en el plismido Ti. Se utilizaron bac-
terias sin transformar como control, las cuales
fueron sembradas en el mismo medio rico en
antibidticos.

Para el almacenamiento de las bacterias de
A. tumefaciens recombinantes por un periodo
corto se recrecieron en caldo nutritivo durante
48 horas, y posteriormente se les agregd 1% de
glicerol estéril.
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Trasformacion de la planta de yuca con el
plasmido recombinante

Las bacterias recombinantes con el gen de
interés en su interior (crylAb) se colocaron
en contacto con tejido meristemdtico vegetal
expuesto de la planta de yuca genotipo MCOL
2246, previo corte de aproximadamente un
centimetro, lo cual permitié la infeccién de las
plantas. Estas muestras vegetales fueron planta-
das en material de crecimiento rico en nutrientes
y posteriormente fue evaluada la resistencia de
las pldntulas a la mosca blanca.

La evaluaci6n sobre la resistencia de las plan-
tas transformadas por la tecnologia del ADN
recombinante sigui6 un disefio estadistico que
permitié comparar el ataque de la plaga a estas
plantas y compararlas con el ataque de la plaga a
las plantas no transformadas y las transformadas
por cruzamiento genético.

Disefio experimental

El disefo estadistico para aceptar o rechazar
la hipétesis nula se basé en una Anova la cual
utiliz el estadistico de Fischer.

Las hipétesis experimentales fueron:

Ho: No hay diferencias significativas entre
los tratamientos.

Ha: Al menos uno de los tratamientos pre-
senta diferencias significativas.

Se emplearon tres tratamientos correspon-
dientes a:

T1: Yuca genotipo MCOL 2246 sin trans-
formar.

T2: Yuca genotipo MCOL 2246 transfor-
mada por tecnologia del DNA recombinante.

T3: Yuca genotipo MECU-72 resistente a

mosca blanca obtenida por entrecruzamiento.

Se plantearon tres repeticiones de cada uno
de los tratamientos y cada tratamiento constaba
de 10 materiales de muestra.

En caso de rechazar la Ho (hipétesis nula) y
aceptar la Ha (hipdtesis alterna) se realiza una
prueba de postanova (Prueba de Tukey) para
determinar niveles de significancia entre los
diferentes tratamientos.

Resultados y discusion

Cultivo y crecimiento de la cepa bacteriana
(A. tumefaciens)

La cepa bacteriana de A. rumefaciens fue ob-
tenida de la American Type Culture Collection
(ATCC), y crecida en el Laboratorio de Micro-
biologfa de la Universidad de San Buenaventura
en caldo nutritivo y posteriormente recrecida
en agar nutritivo, con las condiciones ideales
de incubacién (37 °C y 24 horas). La bacteria
presenté buen crecimiento en las condiciones
mencionadas anteriormente, y alcanzé a de-
sarrollar caracteristicas que concuerdan con la
bibliografia para las colonias formadas por A.
tumefaciens (Figura 1).

Figura 1
Cultivo axénico de la bacteria A. tumefaciens, donde se pueden
visualizar colonias aisladas de la bacteria

A partir de las colonias formadas se realizé
la coloracién de gram, coloracién de esporas
y coloracién de cdpsula, que mostraron una
bacteria tipo bacilo, gram negativa, sin cdpsula
y sin esporas, concordantes con la literatura para
este tipo bacteriano (Figura 2).

Figura 2
Tinciones diferenciales de A. tumefaciens donde se observa: A)
Bacteria tipo bacilo gram negativa; B) Bacteria tipo bacilo sin
capsula; C) Bacteria tipo bacilo sin espora.

A B C
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A partir de los resultados anteriormente
mencionados se puede afirmar que la bacteria A.
tumefaciens crece bien en un medio liquido como
caldo nutritivo y en un medio sélido como agar
nutritivo, cuando estd en incubadoraa 37 °Cy
durante 48 horas. Esta bacteria, gram negativa,
sin presencia de cdpsula o esporas, no necesita
de medios muy sofisticados para el crecimiento,
lo cual permite que sea un excelente microorga-
nismo para la obtencién de células competentes,
con costos relativamente bajos.

Curva de crecimiento A. tumefaciens

Después de realizada la caracterizacién co-
lonial de A. rumefaciens se procedié a realizar la
curva de crecimiento con el objetivo de identifi-
car el tiempo que toma la poblacién en alcanzar
5 x 10® células/cc, nimero indicado para poder
comenzar con la transformacion bacteriana por
el método de cloruro de Calcio (Mandel and

Higa, 1970).

La estandarizacién de la curva proporciond los
datos consignados en la Tabla 3. A partir de estos
datos se realiz6 la curva de crecimiento (Figura
3), que permitié conocer el comportamiento del
crecimiento bacteriano de A. rumefaciens en un
medio nutritivo (caldo nutritivo).

Tabla 3

En esta tabla se muestra el crecimiento poblacional de A. tumefaciens en

las primeras seis horas, a partir de lo cual la poblacion
entra en la fase estacionaria

Tiempo (horas) Ne bacterias (108/ml)

0 1

1 1,1
2 3,5
3 5,8
4 7,8
5 7,8
6 6,8

Tiempo (horas) Ne bacterias (108/ml)

0 1

1 1,1
2 3,5
3 5,8
4 7,8
5 7,8
6 6,8

Fuente: J.S Payan & J.M. Salazar, 2008

A partir de los datos de la Tabla 3 anterior-
mente mostrada se procedié a elaborar la curva
de crecimiento correspondiente, la cual mostrd
que se obtenia el nimero ideal de células para
la transformacién alrededor de la tercera hora
después de la inoculacién, con los pardmetros
de 100 ml de caldo nutritivo, 10% de inéculo y
37 °C de crecimiento continuo en incubadora.

Figura 3
Curva de crecimiento de la bacteria Agrobacterium tumefaciens,
a 37 °Cy presion ambiental

)

W Bactwrias| 10 )

oW ke

Aungque se obtuvo el crecimiento poblacional
requerido para realizar la transformacién bacte-
riana, se nota de la grafica que la fase de latencia
es muy amplia y la fase de crecimiento expo-
nencial (la cual era la importante) no comienza
sino después de una hora. El tiempo de la fase
de latencia puede reducirse si a los pardmetros de
crecimiento anteriormente mencionados se les
agrega agitacion constante, lo cual homogeniza
el medio (nutrientes) y aumenta la fisién binaria
propio de este tipo de bacteria.

Transformacion (Bacteria A. tumefaciens)

Para la transformacion de la cepa de A. zume-
faciens se procedi6 a realizar el protocolo de Man-
del and Higa (1970), el cual permite introducir
ADN fordneo por medio del tratamiento de las
células con cloruro de calcio, obteniendo de esta
forma células recombinantes de Agrobacterium
tumefaciens (células competentes) las cuales
posefan el plasmado Ti con un gen marcador
de ampicilina y el gen de interés.

Las bacterias recombinantes (4. tumefaciens
transformada) fueron seleccionadas a partir de la
siembra en un medio nutritivo (agar nutritivo)
rico en ampicilina y tetraciclina, antibiéticos
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que permiten que crezcan solo las bacterias que
poseen el plasmado Ti con los genes marcadores
en su interior (gen de resistencia a ampicilina y
gen de resistencia a tetraciclina).

Tal como se puede observar en las fotos
mostradas a continuacidn, las bacterias que no
posefan los genes marcadores no podian crecer
puesto que no pueden sintetizar el peptidoglu-

- Gen de interés (Cry 1Ab)

Ademis de la seleccién en medios ricos en
antibidticos, se procedié a realizar un gel de
agarosa con ADN procedente de estas bacterias
seleccionadas, las cuales mostraron que posefan
el pldsmido recombinante (Figura 5).

Figura 5

cano necesario para la elaboracién de la pared

i i OF En los pozos numero 1, 2 y 3 se encuentran 10 pl de ADN bacteriano
celular, debido a la presencia de ampicilina y

recombinante, donde se puede observar una banda correspondiente

tetraciclina, mientras que las bacterias que fueron

a ADN plasmidial. En el pozo 4 se encuentra 10 pl del marcador

transformadas y posefan los genes marcadores de peso molecular
crecfan sin ningtin problema.
Figura 4 1 2 3 4
Caja 1: Crecimiento recombinantes de A. tumefaciens en .
agar nutritivo rico en ampicilina y tetraciclina. Caja 2: No hay ADN PLASMIDIAL 4 .- . —
crecimiento de A. tumefaciens, lo cual indica que el proceso F
de transformacion no se llevo a cabo (S T

Caja 1

Caja 2

Estas bacterias recombinantes que posefan el
gen marcador también posefan el gen de interés
Cry 1 AB, el cual tiene la informacién para que
una planta (en este caso la yuca) pueda producir
una proteina capaz de causar resistencia en la
mosca blanca (4.socialis), puesto que el pldsmido
Ti contenfa:

- Gen marcador (Resistencia a ampicilina y
vancomicina).

- Origen de replicacién auténomo proveniente

de E.coli.

W

Trasformacion de la planta de yuca
(Manihot esculenta Crantz) con el plasmido
recombinante

Para la transformacién de la planta de yuca
(Manihot esculenta Crantz) con el plésmido re-
combinante se procedid a realizar una exposicién
del tejido vegetal interno mediante una incisién
en el tallo. Posteriormente se colocé un gel que
contenfa bacterias recombinantes, las cuales
infectaron la planta y transmitieron el vector de
transformacion a la planta.

Este procedimiento se realizd en plantulas
de 1,5 cm de altura que fueron colocadas en
invernadero bajo control experimental. A estas
plantas se les realizé una extraccién proteica y
una posterior purificacién por HPLC que per-
miti6 el aislamiento de la proteina de interés, la

cual se encontraba bajo la codificacién del gen
Cry 1AB.

En la siguiente figura se puede observar el gel
de poliacrilamida realizado a la purificacién del
extracto vegetal, y en ella se demuestra que las
plantas expresaban la proteina de interés.
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Figura 6
Gel de poliacrilamida donde se observa la proteina de interés
expresada por la planta a partir del gen Cry1AB. A) Marcador
molecular, B-C) Extracto vegetal crudo, D) proteina de interés
(61 KD) después de HPLC
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Disefio experimental

Se tuvieron cien muestras de cada tratamiento
y tres repeticiones de cada uno de los tratamien-
tos. En la Tabla, a continuacién, se muestran los
resultados cuando los tratamientos se expusieron
a la mosca blanca en invernadero:

Tabla 4

Datos experimentales recogidos en invernadero de la exposicion de los

tres tratamientos a la mosca blanca

T1 T2 T3
55 20 52
72 24 51
89 32 15
94 9 21
91 21 20
92 17 12
TOTAL 493 123 171
MEDIA 82,17 20,50 28,50

Fuente: J.S. Payan & J.M Salazar, 2009.

De los datos anteriormente mostrados se
construyé una anova para determinar si hay
diferencias entre los tratamientos. Para este
procedimiento se utiliza el estadistico de Fischer

(Tabla 5).

De la Anova se puede determinar que el F cal-
culado es mayor que el F tabla, criterio este para
rechazar la hipétesis nula y aceptar la hipétesis
alterna. De esta manera se hace necesario realizar

Tabla 5
ANOVA realizada a partir de los datos de la tabla anterior donde
se muestra el estadistico de Fischer

EV. S.C F (FISCHER)
Entre
Entre J— 6746.89 F calculado
rupos
P 13.493,78 32,29
Dentro
Dentro de grupos 208.92 F de tabla
rupos
grup 3.133,83 3,68
Total Total Comparacién
16.627,61 F de Tabla

Fuente: J.S. Payan & J.M Salazar, 2009.

una postanova de Tukey para determinar cudles
tratamientos representan diferencias entre ellos.

A partir de los datos obtenidos en la postanova
de Tukey se puede determinar que hay diferen-
cias significativas entre los tratamientos 1, 2 y
3. Las mayores diferencias se encuentran en los
tratamientos 2 y 1 y en los tratamientos 3 y 1.
Sin embargo, aunque se presentan diferencias
significativas entre los tratamientos 2 y 3, éstas
no son tan altas. En cierto sentido, esto es lo
esperado, puesto que las mayores diferencias se
presentan entre las plantas de yuca modificadas
y el control (planta de yuca no modificada), pero
la diferencia en eficiencia disminuye entre las
plantas de yuca modificadas (Tratamiento 2 y 3).

Hay diferencias significativas entre las plantas
de yucas transgénicas resistentes a la mosca blan-
ca obtenidas por entrecruzamiento (tratamiento
2) y las plantas de yucas transgénicas experimen-
tales resistentes a la mosca blanca, obtenidas
por la tecnologia del ADN recombinante (Tra-
tamiento 3), pues en el primer caso se obtiene
una efectividad del 71,5 % comparado con la
efectividad del segundo caso que es del 79,5 %.
Estos datos son obtenidos a partir de la Anova
y se determinan como porcentaje de plantas de
yuca que no son atacadas por la mosca blanca. Si
bien se puede afirmar que la tecnologfa del ADN
recombinante es propicia para la produccién de
plantas transgénicas de yuca resistente a la mosca
blanca, también se debe decir que la efectividad
lograda utilizando esta tecnologia, aunque no
es despreciable (79,5 %), no representa una
diferencia tan grande que permita asegurar la
ventaja indiscutible de la técnica.
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En esta relativa poca diferencia de efectividad
puede tener injerencia el pldsmido recombinante
Ti que fue utilizado como vector e introducido
en la bacteria competente, el cual posefa un pro-
motor de E.coli y dos marcadores, uno de resis-
tencia a ampicilina y otro marcador de resistencia
a vancomicina, con un ORI de E.coli. Aunque
este era un plasmido convencional, normal-
mente usado en este tipo de trabajos, se puede
mejorar colocando un promotor mds eficiente,
el cual permitirfa lograr una mayor cantidad
de elementos transgénicos que se vincularian al
genoma vegetal y traerfan como resultado final
mayor eficiencia en la transformacién.

Conclusiones

1. Latecnologia del ADN recombinante es una
excelente herramienta para la obtencién de
plantas transgénicas con algtin tipo de resis-
tencia.

2. Los vectores juegan un papel importante al
momento de introducir el gen experimental
en la bacteria recombinante; por esto se debe
buscar un vector con un promotor fuerte
que permita obtener una alta eficiencia en
la produccién de las proteinas heterdlogas.

3. A partir de este trabajo se desarrolla una
tecnologia de punta para la transformacién
vegetal, que puede ser utilizada en cualquier
tipo de planta, lo cual convierte esta técnica
en una herramienta fundamental para el
ingeniero agroindustrial interesado en au-
mentar la produccién vegetal por medio de
la disminucién de plagas.

4. Aunque los datos experimentales y estadis-
ticos permiten afirmar que se presenta una
efectividad del 79,5 % en la resistencia de
mosca blanca en yuca transgénica, se deben
realizar mayores trabajos de campo a dife-
rentes condiciones experimentales (altura,
temperatura, humedad), para poder confir-
mar esta efectividad.

5. Si bien se utilizd una técnica de transfor-
macién conocida como técnica de trans-
formacién por cloruro de calcio, la cual es

muy usada en investigacion, se sugiere para
posteriores trabajos utilizar la técnica de
electroporacion o balistica, con el objetivo
de obtener mayores bacterias competentes.

6. Se deben realizar estudios adicionales que
permitan identificar si las plantas de yuca
reportadas en este trabajo y modificadas
genéticamente presentan alguna resistencia
a la fumagina o por el contrario son mds
susceptible al ataque del hongo.
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