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ABSTRACT

Up to date, the transformation frequency in lentil (ZLens culinaris
Medik) is low. Therefore, the main objective of this study was
to optimize an 7z vitro regeneration system compatible with an
Agrobacterium-mediated transformation and to establish the best
antibiotic concentration to allow the selection of transformed
plants, to develop transgenic lentil plants with higher efficiency.
Cotyledonary node explants were transformed with Agrobacterium
tumefaciens strain GV2260 harboring binary vector pBI,,; with
neomycin phosphotransferase (7p#I1) and B-glucuronidase (gus)
genes. A 50 mg L™! kanamycin continuous selection regime
was efficient for transformants development as did not affect
shoots and roots regeneration in most explants and no escape
was observed. Stable integration and expression of transgenes in
lentil genome were confirmed by PCR analysis and histochemical
assay for S-glucuronidase (GUS) enzymatic activity. Wounding
of explants, use of an optimized in vitro regeneration protocol,
application of high acetosyringone concentration and bacterial
density were important to achieve high transformation frequency.
Transgenic lentil shoots were produced with an overall frequency

of 7%.

Key words: Agrobacterium tumefaciens, cotyledonary node, Lens

culinaris Medik, stable transformation.
INTRODUCTION

entil (Lens culinaris Medik.) is a self-pollinating
diploid (2n=2X =14) species belonging to the
Fabaceae Family. It is one of the oldest crops
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RESUMEN

Hasta la fecha, la frecuencia de transformacidn en lenteja (Lens
culinaris Medik) es baja. Por lo tanto, el objetivo principal de
este estudio fue optimizar un sistema de regeneracion in vitro
compatible con una transformacién mediada por Agrobacterium
y establecer la mejor concentracién de antibidticos que permita
la seleccion de plantas transformadas, para desarrollar plantas
de lentejas transgénicas con mayor eficiencia. Los explantes
de nudos cotiledonales se transformaron con la cepa GV2260
de Agrobacterium tumefaciens que contiene el vector bina-
rio pBI},; con genes de neomicina fosfotransferasa (npz-1I) y
B-glucuronidasa (gus). Un régimen de seleccién continua con
50 mg L™ " de kanamicina fue eficaz para el desarrollo de trans-
formantes, ya que no afecté la regeneracién de tallos y raices en
la mayorfa de los explantes y no se observaron emisiones. La
integracion y expresion estable de los transgenes en el genoma
de lenteja se confirmaron mediante andlisis de PCR y ensayo
histoquimico para la actividad enzimdtica de la -glucuronidasa
(GUS). La herida de los explantes, el uso de un protocolo de
regeneracion in vitro optimizado, la aplicacién de una alta con-
centracién de acetosiringona y la densidad bacteriana fueron
importantes para lograr una alta frecuencia de transformacién.
Los tallos de lenteja transgénicos se produjeron con una fre-

cuencia global del 7%.

Palabras clave: Agrobacterium tumefaciens, nudo cotiledonar,

Lens culinaris Medik, transformacién estable.
INTRODUCCION

a lenteja (Lens culinaris Medik.) es una espe-
cie diploide (2n=2X=14), autégama que
pertenece a la familia Fabaceae. Es uno de los
cultivos mds antiguos conocidos, con 8000 a 9000
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known, with 8000 to 9000 years of history (Zohary,
1972). Canada is the main producer (1 987 000 Mg
year '), followed by India (1 100 000 Mg year '),
Australia (348 080 Mg year_l) and Turkey (345 000
Mg year~ ') (FAOSTAT, 2014).

Main concern with lentil is the narrow genetic
base of most of the varieties, which can lead to crop
vulnerability due to pest and disease epidemics and
unpredictable climatic factors (Bermejo ez al., 2014).
Therefore, there is an immediate need to broaden the
genetic base of lentil through introgression of new
genes from exotic germplasm (Crippa et al., 2009;
Prabisha ez al., 2017). An alternative approach for the
improvement of this crop is to complement traditional
breeding methods with biotechnology techniques
such as transgenesis. Genetic transformation protocols
enable the transfer of desirable genes from one species
to another, overcoming crossing barriers between
species or genus and enhancing the chances to obtain
breeding progress in such species. With this technique,
the inheritance of undesirable genes linked to the
desirable gene can be avoided, and there is no need to
perform repeated crossings with elite parents, reducing
the time consumed considerably. Transgenesis has
become a reality for many pulse crops (Chandra and
Pental, 2003) although in some cases the recovery of
transgenic lines is low (<3%). The success in routine
transformation protocols is limited in most grain
legumes due to poor iz vitro regeneration ability and
lack of compatible gene delivery methods (Mello-
Farias and Chaves, 2008). Agrobacterium-mediated
plant transformation is the most successful and widely
used method in some pulse crops: soybean (Téth ez al.,
2016), chickpea (Pathak and Hamzah, 2008; Indurker
et al., 2010), and pea (Svabova ez al., 2008; Negawo
et al., 2013). Lentil, despite being a dicotyledonous
plant with a proven susceptibility to many strains of
this bacterium, the transformation is difficult (Sarker
et al. 2019).

Compared to other grain legumes, genetic
transformation studies in lentil are limited (Popelka
et al., 2004). Transient expressions of -glucuronidase
(gus) gene were reported in a variety of lentil tissues
(Warkentin and McHughen, 1992; Mahmoudian ez
al., 2002a; Hassan et al., 2007) using Agrobacterium
and particle bombardment mediated transformation
systems. Although stable Agrobacterium-mediated
transformation was reported in lentil, the obtained
transformation efficiencies were low varying from
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afos de historia (Zohary, 1972). Canada es el prin-
cipal productor (1 987 000 Mg afio™ '), seguido de
India (1 100 000 Mg afio™ '), Australia (348 080 Mg
afo” 1) y Turquia (345 000 Mg afio” 1) (FAOSTAT,
2014).

La principal preocupacién con la lenteja es la es-
trecha base genética de la mayoria de las variedades,
que puede llevar a la vulnerabilidad de los cultivos
debido a las epidemias de plagas y enfermedades y
a factores climdticos impredecibles (Bermejo ez al.,
2014). Por lo tanto, existe una necesidad inmediata
de ampliar la base genética de la lenteja a través de
la introgresién de nuevos genes a partir de germo-
plasma exético (Crippa ez al., 2009; Prabisha ez al.,
2017). Un enfoque alternativo para la mejora de este
cultivo es complementar los métodos tradicionales de
mejora con técnicas biotecnoldgicas, como la trans-
génesis. Los protocolos de transformaciéon genética
permiten la transferencia de genes deseables de una
especie a otra, superando las barreras de cruzamiento
entre especies o géneros y aumentando la probabili-
dad de obtener progreso genético en estas especies.
Con esta técnica se puede evitar la herencia de genes
indeseables ligados al gen de interés, y no es necesario
realizar cruzamientos repetidos con padres elizes, lo
que reduce considerablemente el tiempo consumido.
La transgénesis se ha convertido en una realidad para
muchas legumbres (Chandra y Pental, 2003), aun-
que en algunos casos la recuperacién de lineas trans-
génicas es baja (<3%). El éxito en los protocolos de
transformacién de rutina estd limitado en la mayoria
de las leguminosas de grano debido a la capacidad
baja de regeneracién in vitro y la falta de métodos
de transferencia de genes compatibles (Mello-Farias y
Chaves, 2008). La transformacién de plantas media-
da por Agrobacterium es el método mds exitoso y am-
pliamente utilizado en algunas leguminosas de grano:
soja (Téth ez al., 2016), garbanzo (Pathak y Hamzah,
2008; Indurker ez 4l., 2010) y chicharo (Svabova et
al., 2008; Negawo et al., 2013). La transformacién
en lenteja es dificil a pesar de ser una planta dicoti-
ledénea con susceptibilidad a muchas cepas de esta
bacteria (Sarker et 2/. 2019).

En comparacién con otras leguminosas de grano,
los estudios de transformacién genética en lentejas
son limitados (Popelka ez al., 2004). Las expresiones
transientes del gen gus se documentaron en una va-
riedad de tejidos de lenteja (Warkentin y McHughen,
1992; Mahmoudian ez 4/, 2002a; Hassan ez al.,
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0.14% (Khatib ez al., 2011) to 2.3% (Akcay et al., 2009)
lentil (Lens culinaris M.. To improve transformation
efficiency in lentil, more precise methods and
compatible with an efficient in vitro regeneration
system need to be developed. Therefore, the objective
of this study was to optimize an iz vitro regeneration
system compatible with an Agrobacterium-mediated
transformation and to establish the best antibiotic
concentration to allow the selection of transformed
plants, to develop transgenic lentil plants with higher
efficiency.

MATERIALS AND METHODS
Plant material

The A1146 genotype of lentil was used because it showed the
highest in vitro regeneration capacity between 10 elite genotypes of
lentil from our breeding program (Bermejo ¢z al., 2012). Healthy
seeds were surface sterilized with 70% ethanol for 2 s, then in 3.5%
sodium hypochlorite for 15 min, and rinsed four times with sterile
distilled water. The seeds were placed aseptically on half-strength
MS (Murashige and Skoog, 1962) medium containing 1.5%
sucrose and 0.45% agar in glass vial for germination at 23+2 °C
in the dark. Cotyledonary nodes were excised from 3-days-old
seedlings by removing the shoot apex and root meristem to within

3-4 mm of the node and cotyledons to within 1 mm of the node.

Determination of the optimal kanamycin dose for selection

of transgenic plants

Based on results reported by Bermejo ez al. (2012), MO
and M1 media were chosen for rooting and shoot regeneration
respectively. MO medium contained MS medium salts with
3% sucrose and 0.8% agar, without growth regulators, and M1
medium consisted of the MO medium supplemented with 1 mg
L™! 6-benzylaminopurine (BAP). Both media were adjusted
to pH 5.8 prior to addition of agar and autoclaved at 121 °C
for 20 min. Cotyledonary node explants were cultured in an
inverted orientation by embedding the epicotyl end into M1
medium supplemented with eight concentrations of the antibiotic
kanamycin (0, 25, 50, 70, 90, 100, 125 and 150 mg L_l). During
17 d it was kept in a growth room at 23+2 °C and a 16:8 h light
regime (30 gmol m™2 57! from cool white fluorescent lamps);
besides, antibiotic was added to the cooled media (40-50 °C)
after autoclaving. Forty explants per kanamycin concentration
on M1 medium were cultured individually in culture tubes and
the experiment was repeated three times. The effect of kanamycin

on shoot regeneration was evaluated. The percentage of surviving

2007) con el uso de sistemas de transformacién me-
diados por Agrobacterium y bombardeo de particu-
las. Aunque la transformacién estable mediada por
Agrobacterium se registr6 en lentejas, las eficiencias de
transformacién obtenidas fueron bajas, variaron des-
de 0.14% (Khatib ez 4l., 2011) a 2.3% (Akcay ez al.,
2009). Para mejorar la eficiencia de transformacién
en lentejas, se necesita desarrollar métodos mds preci-
sos y compatibles con un sistema de regeneracion iz
vitro eficiente. Por lo tanto, el objetivo de este estu-
dio fue optimizar un sistema de regeneracién in vitro
compatible con una transformacién mediada por
Agrobacterium y establecer la mejor concentracién
de antibidticos para permitir la seleccién de plantas
transformadas, para desarrollar con mayor eficiencia
plantas de lentejas transgénicas.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

El genotipo de lenteja A1146 se utilizé porque demostrd
la mayor capacidad de regeneracién in vitro entre 10 genotipos
élite de nuestro programa de mejoramiento (Bermejo ez al.,
2012). Las semillas sanas se esterilizaron superficialmente con
etanol al 70% durante 2 s, luego en hipoclorito de sodio al 3.5%
durante 15 min, y se enjuagaron cuatro veces con agua destilada
estéril. Para su germinacién se colocaron en vasos de vidrio
estériles con medio MS diluido (Murashige y Skoog, 1962) que
contenia 1.5% de sacarosa y 0.45% de agar y se mantuvieron
en oscuridad a 23+2 °C. Los nudos cotiledonales se extrajeron
de pldntulas de 3 d de edad con la remocidn de los ejes apicales
y el meristemo radicular a 3 a 4 mm del nudo y los cotiledones

a 1 mm del nudo.

Determinacién de la dosis 6ptima de kanamicina para la

seleccién de plantas transgénicas

Basado en los resultados reportados por Bermejo er al.
(2012), se seleccionaron los medios MO y M1 para el enraiza-
miento y la regeneracion de tallos, respectivamente. El medio
MO se formulé con sales de medio MS con 3% de sacarosa y
0.8% de agar, sin reguladores de crecimiento, y el medio M1
consisti6 en el medio MO y un suplemento con 1 mg L™" de
6-bencilaminopurina (BAP). Ambos medios se ajustaron a pH
5.8 antes de la adicién de agar y se esterilizaron en autoclave
a 121 °C durante 20 min. Los explantes de nudos cotiledo-
nales se cultivaron con orientacién invertida introduciendo

el extremo del epicétilo en medio M1 y un suplemento con
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explants (percentage of explants regenerating at least one green
shoot in the presence of kanamycin) and the average number of
shoots regenerated per explant were scored after 17 d of culture
for every kanamycin concentration. Afterwards, in M1 medium
all the surviving explants which regenerated green shoots were
transferred with inverted orientation (apical end into the medium)
to MO medium to reduce the inhibition effect of BAP on root
formation. This inverted orientation is opposite to the normal
orientation (basal end into the medium). In M1 media with
kanamycin concentrations =70 mg L™, in which the percentages
of surviving explants were lower than 20%, all the surviving
explants were transferred to MO media without selection pressure
to try to maintain the same percentage of surviving explants as
M1 medium. On the contrary, in M1 media with kanamycin
concentrations of 25 and 50 mg L_l, in which the percentages
of surviving explants were higher than 20%, half of the surviving
explants were transferred to MO without selection pressure and the
other half were transferred to MO0 supplemented with kanamycin
maintaining the same concentration as M1 medium in order to
reduce the number of surviving explants. The 7 vitro rooting of
explants was evaluated and the percentages of surviving explants

were recalculated after 35 d of culture in MO medium.
Experimental design and statistical analysis

The experimental design was completely randomized, data
collected from all three repetitions were subjected to ANOVA
and differences between the means were compared by Tukey test
(p=0.05) using the Info-Gen software (Balzarini and Di Rienzo,
2003).

Bacterial strain and vector

The Agrobacterium tumefaciens strain GV2260 transformed
with the binary plasmid vector pBI;,; (Jefferson ez al., 1987)
containing the neomycin phosphotransferase (npz-1I) and

B-glucuronidase (gus) genes were used in this study.

Preparation of Agrobacterium

Three mL of liquid LB (Luria-Bertani) medium (Miller, 1972)
containing 100 mg L™ rifampicin, 50 mg L™ " ampicillin and 100
mg L~ ! kanamycin were inoculated with a single colony of 3 mm
in diameter from a fresh bacterial plate and grown at 150 rpm
on a rotary shaker at 28 °C for 16 h. An aliquot of the saturated
culture was taken to make 1:1000 dilutions in a final volume of
250 mL of the same medium and grown overnight to ODg of

0.6-0.7. The culture was centrifuged for 10 min at 5000 rpm, at
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ocho concentraciones del antibiético kanamicina (0, 25, 50,
70,90, 100, 125y 150 mg L_l). Durante 17 d se mantuvo en
una cdmara de cultivo a 23+2 °C y un régimen de luz de 16:
8 horas (30 #mol m™ s™' con lsmparas fluorescentes blancas
frias); ademds, luego de la esterilizacién se anadié antibidtico
a los medios refrigerados (40-50 °C). Cuarenta explantes por
concentracién de kanamicina se cultivaron individualmente en
tubos de cultivo con medio M1 y el experimento se repiti6 tres
veces. El efecto de la kanamicina se evalué en la regeneracién de
tallos. El porcentaje de explantes supervivientes (porcentaje de
explantes que regeneraron al menos un tallo verde en presencia
de kanamicina) y el nimero promedio de tallos regenerados
por explante se registraron después de 17 d de cultivo por
cada concentracién de kanamicina. Luego, todos los explantes
supervivientes que regeneraron tallos verdes en el medio M1 se
transfirieron al medio MO con orientacién invertida (extremo
apical dentro del medio) para reducir el efecto de inhibicién
de BAP en la formacién de la raiz. Esta orientacidn invertida
es opuesta a la orientacién normal (extremo basal dentro del
medio). En medios M1 con concentraciones de kanamicina
>70 mg L™, en los cuales los porcentajes de explantes super-
vivientes fueron inferiores al 20%, todos los explantes super-
vivientes se transfirieron a medios MO sin presién de selecciéon
para tratar de mantener el mismo porcentaje de explantes
supervivientes que en el medio M1. Por el contrario, en medios
M1 con concentraciones de kanamicina de 25 y 50 mg L_l,
en los cuales los porcentajes de explantes supervivientes fueron
superiores al 20%, la mitad de los explantes supervivientes se
transfirieron a MO sin presién de seleccion y la otra mitad se
transfirié a MO suplementado con kanamicina manteniendo la
misma concentracién que el medio M1 para reducir el nimero
de explantes supervivientes. El enraizamiento iz vitro de los
explantes se evalué y los porcentajes de los explantes supervi-

vientes se recalcularon después de 35 d de cultivo en medio MO.
Disefo experimental y andlisis estadistico

El disefio experimental fue completamente aleatorizado, los
datos recopilados de las tres repeticiones se sometieron a ANDE-
VA y las diferencias entre los valores promedio se compararon
mediante la prueba de Tukey (p=0.05) con el software Info-Gen
(Balzarini y Di Rienzo, 2003).

Cepa bacteriana y vector

En este estudio se utilizé la cepa GV2260 de Agrobacterium
tumefaciens transformada con el vector pldsmido binario pBI;,;
(Jefferson ez al., 1987) que contenia los genes de la neomicina

fosfotransferasa (12p#-11) y la f-glucuronidasa (gus).
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4 °C. The pellet was resuspended in MS medium containing 2%
sucrose and 200 mM acetosyringone (pH=5.8) to a final ODgy,
of two. Finally, the Agrobacterium suspension was kept at 25 °C
for 1 h and then used for transformation of cotyledonary node

explants.
Transformation of cotyledonary node explants

One hundred cotyledonary nodes of A1146 genotype were
extracted and the petiole axils were wounded six to eight times
using a sterile needle. The explants were immersed in 10 mL of
the bacterial suspension aforementioned in sterile glass Petri dishes
and incubated for 30 min and manual agitation during 10 min.
Each Petri dish contained 20 explants. They were blotted dry on
a sterilized filter paper, transferred with inverted orientation to
M1 shoot regeneration medium and kept in a growth room at
23+2 °C in the dark for 4 d (co-culture period). Afterwards, all
the regenerated shoots were completely removed with scalpel to
eliminate escape shoots and allow new putative transgenic shoots
to emerge. The explants were washed for 1 h in sterile distilled
water supplemented with 400 mg L™ cefotaxime for elimination
of Agrobacterium tumefaciens and then cultured with inverted
orientation in M1 shoot regeneration medium containing 200
mg L~ cefotaxime and 50 mg L™ " kanamycin as selection agent.
After 17 d of culture, the explants were subcultured in MO medium
containing 200 mg L™ cefotaxime and 50 mg L™ kanamycin
for shoot elongation and rooting. After 15 d of culture in this
medium, histochemical GUS assay and detection of np#-I1 gene
by PCR analysis were performed.

Histochemical GUS assay

Leaf tissues from non-transgenic and putative transgenic
shoots were immersed in the GUS staining solution consisting of
100 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0), 0.5 mM potassium
ferrocyanide, 10 mM EDTA, and 0.5 mg mL™! 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-8-D-glucuronide (X-GLUC) (Sigma Aldrich, St.
Louis, Mo, USA) and incubated 3 d at 37 °C in the dark. After
staining, the solution was discarded and the tissues were rinsed in
70% ethanol for 24 h to stop the reaction and extract chlorophyll.
They were then washed with distilled water and visualized with a

6.5x magnification lens (Leica).

Detection of np#-1I gene in transgenic plants by
Polymerase Chain Reaction (PCR) analysis

Total genomic DNA was extracted from four leaves of
putative transgenic and non-transformed shoots by using the

CTAB method according to Doyle and Doyle (1990). The DNA

Preparacién de Agrobacterium

Tres mL de medio LB (Luria-Bertani) liquido (Miller,
1972) que tenfan 100 mg L™ de rifampicina, 50 mg L™" de
ampicilina y 100 mg L™ de kanamicina se inocularon con una
tGnica colonia de 3 mm de didmetro proveniente de una placa
bacteriana fresca y cultivada a 150 rpm en un agitador rotativo
a 28 °C durante 16 h. Una alicuota del cultivo saturado se tomé
para realizar diluciones 1: 1000 en un volumen final de 250 mL
del mismo medio y se cultivé toda la noche hasta alcanzar una
DOgqp de 0.6-0.7. El cultivo se centrifugé durante 10 min a
5000 rpm, a 4 °C. El sedimento se resuspendié en medio MS que
contenfa 2% de sacarosa’ y 200 mM de acetosiringona (pH=>5.8)
y se ajustd la DO a un valor de 2. Finalmente, la suspension de
Agrobacterium se mantuvo a 25 °C durante 1 h y luego se usé

para la transformacién de explantes de nudos cotiledonales.
Transformacién de explantes de nudos cotiledonales

Cien nudos cotiledonales se extrajeron del genotipo A1146
y las axilas del peciolo se perforaron de seis a ocho veces con una
aguja estéril. Los explantes se sumergieron en 10 mL de la sus-
pensién bacteriana mencionada anteriormente en placas de Petri
de vidrio estériles, se incubaron durante 30 minutos y se agitaron
manualmente durante 10 min. Cada placa de Petri contenfa 20
explantes. Estas se secaron en un papel de filtro esterilizado, se
transfirieron con orientacién invertida al medio de regeneracién de
tallos M1 y se mantuvieron en una cdmara de cultivoa23+2°Cen
la oscuridad durante 4 d (periodo de co-cultivo). Después, todos
los tallos regenerados se eliminaron completamente con bistur{
para eliminar la emisién de yemas y permitir la aparicién de nuevos
tallos transgénicos putativos. Los explantes se lavaron durante 1
h en agua destilada estéril y un suplemento con 400 mg L ™" de
cefotaxima para la eliminacién de Agrobacterium tumefaciens y
luego se cultivaron con orientacién invertida en medio de rege-
neracién de tallos M1 que contenfa 200 mg L ™" de cefotaxima y
50 mg L™ de kanamicina como agentes de seleccién. Después de
17 d de cultivo, los explantes se subcultivaron en medio M0 que
contenia 200 mg L™ de cefotaxima y 50 mg L ™" de kanamicina
para el alargamiento y enraizamiento de los tallos. Después de 15
d de cultivo en este medio, se realizé el ensayo histoquimico de

GUS y la deteccién del gen npz-11 mediante andlisis por PCR.
Prueba histoquimica de GUS
Tejidos foliares provenientes de tallos no transgénicos y de
tallos putativamente transgénicos se sumergieron en la solucién de

tincién GUS que consisti6 en solucién amortiguadora de fosfato
de sodio 100 mM (pH 7.0), ferrocianuro de potasio 0.5 mM,

BERMEJO ez al. 745



AGROCIENCIA, 1 de julio - 15 de agosto, 2019

concentration was quantified comparing the bands intensity with
100 4g mL ™" lambda phage DNA on 1% agarose gel stained with
ethidium bromide. The presence of 7p#II gene in the genomic
DNA of putative transformed shoots was tested by PCR analysis.
npt-11 gene specific primers (Forward: 5’-gaggctattcggetatgactg-3’
and Reverse: 5 -atcgggageggegataccgta-3 ), designed by Akcay er
al. (2009), were used for PCR. The primers amplify the entire
npt-11 gene with 700 base pairs. The amplification reaction was
performed using a MyCycler™ (BIO-RAD, Hercules, CA, USA)
DNA Thermal Cycler. DNA was amplified under the following
cycle conditions using hot start: 94 °C for 5 min (denaturation),
then 30 cycles of 94 °C for 1 min, 55 °C for 1 min, 72 °C for 1
min, followed by an elongation step of 72 °C for 10 min. The final
PCR reaction volume was 20 mL containing 1 X PCR buffer 7zg,
0.6 mM of each ANTP, 2.5 mM MgCl,, 0.5 mM of each primer,
50 ng genomic DNA and 1 U of 7zg DNA polymerase (Promega,
Madison, W1, USA). Genomic DNA from non-transformed plants
and water in place of template DNA were included as negative
controls. DNA from A. tumefaciens strain GV2260 carrying pBI,,;
plasmid was used as positive control. This control was prepared
taking an isolated bacterial colony and immersing it in 30 mL of
sterile distilled water. The Agrobacterium suspension was incubated
at 98 °C for 5 min and then centrifuged at 10 000 rpm for 4
min. Five mL of supernatant were used as template DNA in the
PCR reaction. The amplified products were electrophoresed on
2% agarose gel containing 0.0075% SYBR® Safe DNA gel stain
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The electrophoretic run was
performed at 60 V for the first 30 min and then continued at 80
V for 60 min.

RESULTS AND DISCUSSION

Determination of the optimal kanamycin dose
for selection of transgenic plants

In order to identify transgenic plants, the npzI1
selection marker gene was used. Non-transformed
cells, lacking the np#-II gene, are sensitive and die in
the presence of the selection agent. However, large
explants or non-transformed cell groups can often
survive under selective conditions for long periods
leading to very high frequencies of escapes (falses
positives). False positives refer to the explants grow
in the presence of kanamycin but lacking the np#II
gene. This problem may be due to cross protection
of untransformed tissue regions detoxified by the
transformed cells (Christou et 4/., 1992). To minimize
the frequency of escapes it is necessary to perform
tolerance curves to selective agents in order to know

746 VOLUMEN 53, NUMERO 5

EDTA 10 mM y 0.5 mg mL ™" de 5-bromo-4-cloro-3-indolilo3-
D-glucurénido (X-GLUC) (Sigma Aldrich, St. Louis, Mo, EUA)
e incubaron 3 d a 37 °C en la oscuridad. Luego de la tincién, la
solucién se descartd y los tejidos se enjuagaron en etanol al 70%
durante 24 h para detener la reaccién y extraer la clorofila. Los
tejidos se lavaron en agua destilada y se visualizaron con lente de

aumento (Leica) con magnificacion de 6.5x.

Deteccién del gen np#-1I en plantas transgénicas por andlisis
de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

El ADN gendmico total se extrajo de cuatro hojas de ta-
llos potencialmente transgénicos y de tallos no transformados
con el uso del método CTAB de acuerdo con Doyle y Doyle
(1990). La concentracién de ADN se cuantificé comparando
la intensidad de las bandas con 100 ug mL™" de ADN del
fago lambda en gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de
etidio. La presencia del gen np#II en el ADN genémico de
tallos putativos transformados se demostré mediante andlisis
por PCR. Iniciadores especificos del gen np#-11 (Progresivo:
5’-gaggctattcggetatgactg-3” y regresivo: 5’-atcggagceggegatac-
cgta-3"), disefiados por Akcay et al. (2009), se utilizaron para la
PCR. Estos iniciadores amplifican el gen 7p#-II entero con 700
pares de bases. La reaccion de amplificacidn se realizé utilizando
un termociclador de ADN MyCycler™ (BIO-RAD, Hercules,
CA, EUA). E1 ADN se amplificé siguiendo las siguientes con-
diciones de ciclado utilizando el arranque en caliente: 94 °C
durante 5 min (desnaturalizacidn), luego 30 ciclos de 94 °C
durante 1 min, 55 °C durante 1 min, 72 °C durante 1 min,
seguido por un paso de elongacién de 72 °C durante 10 min. El
volumen final de la reaccién de PCR fue de 20 mL conteniendo
1Xxde solucién amortiguadora Tag, 0.6 mM de cada ANTP,
2.5 mM de MgCl,, 0.5 mM de cada iniciador, 50 ng de ADN
genémico y 1 U de Tag ADN polimerasa (Promega, Madison,
WI, EUA). El ADN gendmico de plantas no transformadas y
agua en lugar del molde de ADN se incluyeron como testigos
negativos. El ADN de la cepa GV2260 de A. tumefaciens que
contiene el pldsmido pBI,,; se usé como testigo positivo. Este
testigo se preparé tomando una colonia bacteriana aislada y
sumergiéndola en 30 mL de agua destilada estéril. La sus-
pensién de Agrobacterium se incubé a 98 °C durante 5 min y
luego se centrifugé a 10 000 rpm durante 4 min. Cinco mL de
sobrenadante se usaron como molde de ADN en la reaccién de
PCR. Los productos amplificados se sometieron a electroforesis
en gel de agarosa al 2% que contenia 0.0075% de colorante
de geles para visualizacién de ADN, SYBR® Safe (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA). La corrida electroforética se realizé a 60
V durante los primeros 30 min y luego continué a 80 V por

60 min.
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the minimum concentration of selective agent that
causes the death of 80-90% of the cultured tissues,
i.e. the antibiotic concentration allowing 10-20% of
escapes. According to Brasileiro (1998), a tolerance
curve with kanamycin doses varying between 25 and
300 mg L™" should be performed since most of the
plant species are sensitive to this range. In our study,
to define the optimal dose of kanamycin different
antibiotic concentrations (25 to 150 mg L™Y) on in
vitro regeneration media were tested. All the explants
regenerated one or two green shoots per explant
after 3 d of culture in M1 medium. There were no
differences between the control medium (without
kanamycin) and media with antibiotic, indicating
that the shoot regeneration is not delayed and starts
normally in presence of kanamycin. The toxic effect
of the antibiotic on the explants began with chlorosis
in some explants and shoots after 7 d of culture in
selective media for all kanamycin concentrations
assayed (Figure 1A), whereas in the control medium
all the explants and shoots remained of green color
(Figure 1B). This was as expected because kanamycin
inhibits chlorophyll synthesis (Lu et al., 2017). At
17 d of culture, with the increase of kanamycin
concentration in the M1 medium, the percentage of
surviving explants decreased and the explants were
unable to survive to a 150 mg L™ " selection pressure
(Table 1).

The ANOVA showed significant differences
between the kanamycin concentration assayed for
M1 medium (F=50.7; p<0.0001) and MO medium
(F=83.4; p=<0.0001). Kanamycin doses of 50 and
70 mg L™ produced an acceptable level of escapes,
20% and 10% respectively (Table 1). Regarding to
surviving explants, the number of shoots regenerated
per explant and iz vitro rooting were affected by
the concentration of the selective agent. Six to eight
green shoots/explant were regenerated in the control
medium and in M1 media containing 25 and 50 mg
L™" kanamycin (Figure 1C-E). When the explants
were subcultured in MO medium maintaining the
same kanamycin concentration, they were also able
to root (Figure 1H). These treatments gave high
rooting percentages around 70%. When kanamycin
doses higher than 70 and 100 mg ™" were used in
M1, the number of regenerated shoots decreased to
two-four shoots/explant and two-three shoots/explant,
respectively (Figure 1E G) and all the explants lost the
rooting ability in the MO rooting medium despite the

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacién de la dosis 6ptima de kanamicina
para la seleccién de plantas transgénicas

Para identificar las plantas transgénicas, se usé
el gen marcador de seleccién nprIl. Las células no
transformadas, que carecen del gen np#II, son sen-
sibles y mueren en presencia del agente de seleccién.
Sin embargo, explantes grandes o grupos celulares no
transformados con frecuencia pueden sobrevivir en
condiciones selectivas durante largos periodos con-
duciendo a frecuencias muy altas de emisiones (falsos
positivos). Los falsos positivos se refieren a los explan-
tes que crecen en presencia de kanamicina pero que
carecen del gen np#-11. Este problema puede deberse
a la proteccién cruzada de regiones no transformadas
del tejido detoxificadas por las células transformadas
(Christou et al., 1992). Para minimizar la frecuencia
de emisiones, es necesario realizar curvas de tolerancia
a agentes selectivos para conocer la concentracién mi-
nima que causa la muerte del 80-90% de los tejidos
cultivados, es decir, la concentracién de antibidticos
que permite el 10-20% de emisiones. Segtin Brasileiro
(1998), se debe realizar una curva de tolerancia con
dosis de kanamicina que varfan entre 25 y 300 mg
L™ ya que la mayorfa de las especies de plantas son
sensibles en este intervalo. En nuestro estudio, para
definir la dosis 6ptima de kanamicina se probaron
diferentes concentraciones de antibidticos (25 a 150
mg L™} en medios de regeneracion in vitro. Todos
los explantes regeneraron uno o dos tallos verdes por
explante después de 3 d de cultivo en medio MI.
No hubo diferencias entre el medio testigo (sin ka-
namicina) y el medio con antibidticos, lo que indica
que la regeneraci6n de tallos no se retrasa y comienza
normalmente en presencia de kanamicina. El efecto
toxico del antibidtico sobre los explantes comenzé con
clorosis en algunos explantes y tallos después de 7 d de
cultivo en medios selectivos para todas las concentra-
ciones de kanamicina probadas (Figura 1A), mientras
que en el medio control todos los explantes y tallos
permanecieron de color verde (Figura 1B). Esto fue
lo esperado ya que la kanamicina inhibe la sintesis de
clorofila (Lu et al., 2017). A los 17 d de cultivo, con
el aumento de la concentracién de kanamicina en el
medio M1, el porcentaje de explantes supervivientes
disminuyé y los explantes no pudieron sobrevivir a
una presion de seleccién de 150 mg L~ ! (Cuadro 1).
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Figure 1.

Figura 1.

Kan 25 Kan 50 Kan 70 Kan 100

M1 M1+Kan 25 M1+Kan 50 M1+Kan 70 M1+Kan 100

Effect of kanamycin (Kan) on shoot and root regeneration in cotyledonary node explants. A) Regenerating
chlorotic shoots from explant cultured in M1 medium with 100 mg Lt kanamycin at 7 d of culture. B)
Regenerating green shoots from explant cultured in control M1 medium (without kanamycin) at 7 d of
culture. C-G) Number of shoots regenerated per cotyledonary node explant after 17 d of culture in MS
medium containing 1 mg L™ ! BAP (M1) + different kanamycin concentrations (mg LY. H) I vitro
rooting from explants cultured in M1 medium with 25 and 50 mg L! kanamycin and then subcultured
in MO medium with 25 and 50 mg L™ ! kanamycin respectively. I) Loss of the 7 vitro rooting capability
from explants cultured in M1 medium with 70 and 100 mg L ™" kanamycin and then subcultured in MO
medium without kanamycin. (bar=1 cm).

Efecto de la kanamicina (Kan) sobre la regeneracién de tallos y raices en los explantes de nudos cotiledonales.
A) Tallos cloréticos regenerados a partir de explantes cultivados en medio M1 con 100 mg L' de kanamicina
alos 7 d de cultivo. B) Tallos verdes regenerados a partir de explantes cultivados en medio M1 control (sin
kanamicina) a los 7 d de cultivo. C-G) Ntmero de tallos regenerados por nudo cotiledonal después de 17 d
de cultivo en medio MS conteniendo 1 mg L~ !de BAP (M1) + diferentes concentraciones de kanamicina
(mg LY. H) Enraizamiento i vitro a partir de explantes cultivados en medio M1 con 25 y 50 mg L !de
kanamicina y luego subcultivados en medio MO con 25 y 50 mg L™ de kanamicina respectivamente. I)
Pérdida de la capacidad de enraizamiento in vitro de explantes cultivados en medio M1 con 70 y 100 mg
L™ de kanamicina y luego subcultivados en medio MO sin kanamicina. (bar=1 cm).

absence of selection pressure (Figure 1I). The optimal
dose chosen for use in the subsequent selection of
transgenic shoots was 50 mg L~ ! because it did not
affect the regeneration of shoots and allowed rooting
in most explants (Figure 1E, H).

A novelty of our study is the culture of cotyledonary
node explants of lentil in an inverted orientation for
both shoot regeneration and rooting. The higher shoot
regeneration capability (six-eight shoots per explant)
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El ANDEVA mostré diferencias significativas
entre la concentracién de kanamicina probada en
el medio M1 (F=50.7; p<0.0001) y el medio MO
(F=83.4; p<0.0001). Las dosis de kanamicina de
50 y 70 mg L™" produjeron un nivel aceptable de
emisiones, 20% y 10% respectivamente (Cuadro 1).
Con respecto a los explantes supervivientes, la con-
centracion del agente de seleccién afecté el nimero
de tallos regenerados por explante y el enraizamiento



AN EFFICIENT AGROBACTERIUM-MEDIATED GENETIC TRANSFORMATION SYSTEM IN LENTIL (Lens culinaris MEDIK)

Table 1. Effect of kanamycin (Kan) concentrations (Kan 0, 25, 50, 70, 90, 100, 125, 150 mg L_l) on the percentage of surviving
cotyledonary node explants after 17 d of culture in MS medium containing 1 mg L™" BAP (M1) and after 35 d of subculture

in MS medium without BAP (MO0).

Cuadro 1. Efecto de las concentraciones de kanamicina (Kan) (Kan 0, 25, 50, 70, 90, 100, 125, 150 mg L_l) sobre el porcentaje de
explantes de nudos cotiledonales supervivientes luego de 17 d de cultivo en medio MS conteniendo 1 mg L™ BAP (M1) y

luego de 35 d de subcultivo en medio MS sin BAP (MO).

M1 medium . -1 Surviving explants in M1 medium Surviving explants in MO medium

(mg LY MO medium (mgL™") (%)
Kan 0 Kan 0 100.00+0.00° 100.000.00f

Kan 25 Kan 0 / Kan 25 78.33+2.20° 78.33£2.20° / 78.33+2.20°
Kan 50 Kan 0 /Kan 50 50.83+3.00¢ 50.83+3.00%/ 19.70+0.30°
Kan 70 Kan 0 20.00 1.44¢ 10.00%0.00P

Kan 90 Kan 0 10.83+0.83" 8.47+0.77°

Kan 100 Kan 0 7.70+0.00%° 4.17+0.83%

Kan 125 Kan 0 4.17+0.83% 0.00%0.00°

Kan 150 Kan 0 0.00%0.00* 0.00%0.00°

Means = SEM of three replicates, 7=40. Mean values with different letters in a column are significantly different (Tukey; p=<0.05).
% Valores promedios = Desviacién estdndar de tres repeticiones, #=40. Valores promedios con diferentes letras en una columna son

significativamente diferentes (Tukey, p=<0.05).

from inverted cotyledonary nodes in our study
contrasts with the number of shoots regenerated from
axillary buds of inverted nodal segments (two-three
shoots per explant) in other papers of lentil (Fratini
and Ruiz, 2003).

The rooting of regenerated shoots is a very
important step and it is often the bottleneck point
for the regeneration of whole plants 7 vitro (Polanco
and Ruiz, 2001). Traditional 7z vitro rooting studies
focus on the application of phytohormones, especially
auxins, in order to induce a rooting response.
Zimmerman (1988) described roots grown with
the basal end into the agar medium as inefficient,
since they possess few or no root hairs and may
have poor vascular connections. Newell ez a/. (2006)
demonstrated that hypoxia, in agar-based media,
compromises rooting iz vitro. In our research the basal
end of the explants was exposed to air by inverting
cotyledonary nodes on MO to provide greater acration
at the proximal end of the explants and then to obtain
whole plants.

Agrobacterium tumefaciens-mediated genetic
transformation

One hundred cotyledonary nodes were transformed
by Agrobacterium. At 17 d of culture in M1 medium
the number of putative transgenic explants was 14
regenerating six-eight shoots per explant. All explants

in vitro. Seis a ocho tallos / explantes verdes se re-
generaron en el medio control y en medios M1 que
contenfan 25 y 50 mg L™ ! de kanamicina (Figura
1C-E). Cuando los explantes se subcultivaron en
medio MO con la misma concentracién de kanami-
cina, también pudieron enraizar (Figura 1H). Estos
tratamientos dieron porcentajes altos de enraiza-
miento alrededor del 70%. Cuando se utilizaron
dosis de kanamicina superiores a 70 y 100 mg L'
en M1, el nimero de tallos regenerados disminuyd
a dos-cuatro tallos / explante y dos-tres tallos / ex-
plante, respectivamente (Figura 1F, G) y todos los
explantes perdieron la capacidad de enraizamiento
en el medio MO a pesar de la ausencia de presién de
seleccién (Figura 11). La dosis éptima elegida para
su uso en la seleccién posterior de tallos transgénicos
fue de 50 mg L™ ! porque no afect la regeneracién
de tallos y permitié el enraizamiento en la mayoria
de los explantes (Figura 1E, H).

Una novedad de nuestro estudio es el cultivo de
nudos cotiledonales de lenteja en una orientacién
invertida para la regeneracién de tallos y raices. La
mayor capacidad de regeneracién de tallos (seis u ocho
tallos por explante) a partir de los nudos cotiledonales
invertidos en nuestro estudio contrasta con el niimero
de tallos regenerados a partir de yemas axilares de
segmentos nodales invertidos (dos o tres tallos por
explante) documentados en otros articulos acerca de
la especie (Fratini y Ruiz, 2003).

BERMEJO ez al. 749



AGROCIENCIA, 1 de julio - 15 de agosto, 2019

were transferred to selective medium without BAP
(MO) to allow rooting. After 15 d of culture in MO
medium the number of potentially transformed
explants remained at a value of 14.

Factors conditioning the success of Agrobacterium-
mediated transformation are explant type, optical
density of the bacterial suspension and inoculation
and co-cultivation periods (Das et al., 2012).
Regarding explant type, it is important to ensure
the compatibility between the used plant tissue and
the Agrobacterium strain in order for the transfer of
T-DNA and the posterior integration in the genome
to happen. Besides, the DNA must be introduced in
susceptible cells that can also regenerate shoots (Finer
et al., 1996). Cotyledonary node explant was suitable
for lentil transformation because the axillary meristems
showed Agrobacterium susceptibility and were capable
to regenerate shoots with high transformation
efficiency. Our results are consistent with those
reported by Mahmoudian ez 2/. (2002a) and Ackay ez
al. (2009), but other studies showed that cotyledonary
nodes are incapable to regenerate transgenic shoots
(Sarker et al., 2003; Das et al., 2012). This can be
due to different vir gene-inducing conditions used in
the Agrobacterium preparation. Kapila ez al. (1997)
demonstrated that a strong bacterial induction before
explant inoculation is important for the transgenesis
success. In our protocol, a 200 mM concentration
of acetosyringone showed to be enough to induce
the vir genes and regenerate transgenic shoots from
cotyledonary nodes. Another successfully factor in our
trial could be the chosen Agrobacterium cell density
(ODgpp=2), which was higher than that reported
by Ackay er al. (2009) and Das ez al. (2012). A
combination of strong vir gene-inducing conditions
and a high bacterial cell density seem to be important
in Agrobacterium-mediated transformation in lentil
cotyledonary nodes (Mahmoudian ez /., 2002b).

An essential requirement for the production
of transgenic plants from mature tissues such as
cotyledonary node, is to apply an efficient treatment
that causes tissue injury. Minor incisions in the explant
before co-cultivation with the bacteria enable better
penetration into tissue and possibly stimulate the
production of potent inducers of vir genes (Stachel
et al., 1985). This implies the creation of new
meristematic zones as response to damage. In order
to obtain higher transformation efficiency, six to
eight punctures with sterile needle were performed

750 VOLUMEN 53, NUMERO 5

El enraizamiento de los tallos regenerados es un
paso muy importante y, a menudo, es el cuello de
botella para la regeneracién de plantas completas in
vitro (Polanco y Ruiz, 2001). Los estudios tradicionales
de enraizamiento iz vitro se centran en la aplicacién
de fitohormonas, especialmente auxinas, para inducir
su respuesta. Zimmerman (1988) describié como in-
eficientes a las raices desarrolladas cuando el extremo
basal se introduce en el medio de cultivo agarizado,
ya que poseen pocos o ningtn pelo radical y pueden
tener conexiones vasculares deficientes. Newell ez al.
(2006) demostraron que la hipoxia, en medios basados
en agar, compromete el enraizamiento in vitro. En
nuestra investigacion, el extremo basal de los explantes
se expuso al aire por introducir invertidos los nudos
cotiledonales en MO para proporcionar una mayor
aireacién en el extremo proximal de los explantes y
luego obtener plantas completas.

Transformacién genética mediada por
Agrobacterium tumefaciens

Cien nudos cotiledonales se transformaron por
Agrobacterium. Alos 17 d de cultivo en medio M1, el
numero de explantes transgénicos putativos fueron 14
que regeneraron entre seis y ocho tallos por explante.
Todos los explantes se transfirieron a un medio selec-
tivo sin BAP (MO) para permitir el enraizamiento.
Después de 15 d de cultivo en medio MO, el ndmero de
explantes potencialmente transformados se mantuvo
en un valor de 14.

Los factores que condicionan el éxito de la trans-
formacién mediada por Agrobacterium son: el tipo de
explante, la densidad éptica de la suspensién bacte-
riana y los periodos de inoculacién y cocultivo (Das ez
al.,2012). Con respecto al tipo de explante, es impor-
tante asegurar la compatibilidad entre el tejido vegetal
usado y la cepa de Agrobacterium para que ocurra la
transferencia de T-ADN y la integracién posterior en
el genoma. Ademis, el ADN debe introducirse en cé-
lulas susceptibles que también puedan regenerar tallos
(Finer et al., 1996). Los nudos cotiledonales fueron
adecuados para la transformacién en lenteja porque
los meristemos axilares mostraron susceptibilidad a
Agrobacterium y fueron capaces de regenerar tallos
con una alta eficiencia de transformacién. Nuestros
resultados son consistentes con los reportados por
Mahmoudian ez al. (2002a) y Ackay ez al. (2009), pero

otros estudios demostraron que los nudos cotiledonales
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in the axils of each cotyledonary node before the
Agrobacterium infection. After 4 d of co-culture, all
regenerated shoots were extracted with scalpel and
discarded because they can be escapes and in order to
permit new putatively transgenic shoots to emerge. It
is possible that the young meristematic tissues or those
absent when the incision was made had the chance to
regenerate in the selective medium, so, all regenerated
shoots had the potential to contain transformed cells
leading to the absence of escapes.

The co-culture period is another critical parameter
in different vegetal species (Brasileiro, 1998). The 4 d
period of co-culture used in our experiment showed
was suitable for attaining transgenic shoots. For
Agrobacterium-mediated transformation, Burrow ez
al. (1990) and Dong and McHughen (1991) showed
that a period of co-culture longer than 2 d is beneficial,
whereas Brasileiro (1998) reported that a two to four
period of co-culture is enough and that periods longer
than 5 d could difficult the explant decontamination
and cause severe cellular damage.

Vacuum infiltration has enhanced transformation
frequency in lentil (Hoque ez al., 2003; Ackay ez al.,
2009); however, in our study it was not necessary to
use the vacuum infiltration mechanism for increasing
efficiency of transformation. Avoiding this step,
the transformation protocol is easier, cheaper and
more efficient. Besides, our protocol reduces risks of
contamination caused by the use of the vacuum pump.

Analysis of putative transgenic plants

A detailed molecular analysis of putative transgenic
shoots is needed to check the integration and expression
of exogenous genes in the plant genome (Brasileiro,
1998). The transgenic nature of the shoots regenerated
from the 14 potentially transformed explants was
confirmed by PCR amplification of the np#II gene.
The detection of a 700 bp fragment in the 14 explants
showed the presence of the 7p#II transgene in genomic
DNA of the shoots regenerated from transformed
explants (Figure 2A). This gene was not detected in
the shoots regenerated from explants that were not
transformed with Agrobacterium (Figure 2A). The
presence of the 7p#-1I gene in all kanamycin resistant
shoots revealed that the continuous selection regime
with a kanamycin concentration of 50 mg L™ ! used
in our study was efficient for recovery of transgenic
shoots because no escape was observed. PCR analysis

son incapaces de regenerar tallos transgénicos (Sarker
et al., 2003; Das et al., 2012). Esto puede deberse a
las diferentes condiciones de induccién del gen vir
utilizadas en la preparacién de Agrobacterium. Kapila
et al. (1997) demostraron que una fuerte induccién
bacteriana antes de la inoculacién del explante es im-
portante para el éxito de la transgénesis. En nuestro
protocolo, una concentracién de 200 mM de ace-
tosiringona demostré ser suficiente para inducir los
genes vir y regenerar tallos transgénicos a partir de
nudos cotiledonales. Otro factor exitoso en nuestra
investigacién podria ser la densidad celular elegida de
Agrobacterium (DOgyn=2), que fue mds alta que la
reportada por Ackay ez al. (2009) y Das ez al. (2012).
Una combinacién de condiciones inductoras fuertes
de los genes vir y una densidad celular bacteriana alta
parecen ser importantes en la transformacién mediada
por Agrobacterium en nudos cotiledonales de lenteja
(Mahmoudian ez al., 2002b).

Un requisito esencial para la produccién de plantas
transgénicas a partir de tejidos maduros, como el nudo
cotiledonal, es aplicar un tratamiento eficaz que cause
lesiones tisulares. Incisiones leves en el explante antes
del co-cultivo con la bacteria permiten una mejor
penetracién de la misma en el tejido y posiblemente
estimulan la produccién de inductores potentes de los
genes vir (Stachel ez al., 1985). Esto implica la creacién
de zonas meristemdticas nuevas como respuesta al
dano. Para obtener una eficiencia de transformacién
mayor, se realizaron de seis a ocho punciones con aguja
estéril en las axilas de cada nudo cotiledonal antes de
la infeccién por Agrobacterium. Después de 4 d de
co-cultivo, todos los tallos regenerados se extrajeron
con bisturi y se descartaron como posibles emisiones y
para permitir el desarrollo de nuevos tallos transgénicos
putativos. Es posible que los tejidos meristemdticos
jovenes o aquellos ausentes cuando se hizo la incisién
tuvieran la oportunidad de regenerarse en el medio
selectivo, por lo que, todos los tallos regenerados tenfan
el potencial de contener células transformadas llevando
a la ausencia de emisiones.

El periodo de co-cultivo es otro pardmetro critico
en diferentes especies vegetales (Brasileiro, 1998).
El periodo de 4 d de co-cultivo utilizado en nues-
tro experimento demostr6 ser adecuado para lograr
tallos transgénicos. Para la transformacién mediada
por Agrobacterium, Burrow et al. (1990) y Dong y
McHughen (1991) demostraron que un periodo de

co-cultivo superior a 2 d es benéfico, mientras que
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Analysis of putative transgenic plants. A) PCR analysis to confirm the presence of the 7p#II gene in the shoots regenerated
from 14 putatively transformed cotyledonary node explants. The amplified fragment of 700 bp (marked with an
arrow) was detected in the 14 transformants (lanes 1-14). Lanes 15, 16, positive controls from two different colonies of
Agrobacterium tumefaciens strain GV2260 transformed with the plasmid pBl,,; lanes 17, 18, non-transformed plants
(negative controls); lane 19, PCR negative control (water); M, 100-bp marker. B) Histochemical GUS assay in lentil.
1-7, GUS expression in various leaf tissues of seven putatively transformed cotyledonary node explants, shown by the
appearance of blue indigo color. ¢-) (negative control), lentil leaf from a non-transformed control plant. (bar=1 mm).
Anélisis de plantas transgénicas putativas. A) Andlisis por PCR para confirmar la presencia del gen np#-11 en los tallos
regenerados a partir de 14 explantes potencialmente transformados a partir de nudos cotiledonales. El fragmento am-
plificado de 700 pb (marcado con una flecha) se detecté en los 14 transformantes (lineas 1-14). Lineas 15, 16, testigos
positivos provenientes de 2 colonias distintas de la cepa GV2260 de Agrobacterium tumefaciens transformadas con el
pldsmido pBI,,; lineas 17, 18, plantas no transformadas (testigos negativos); linea 19, testigo negativo de la PCR
(agua); M, marcador de peso molecular 100-pb. B) Prueba histoquimica de GUS en lenteja. 1-7, Expresién de GUS en
tejidos distintos de hojas de siete explantes de nudos cotiledonales potencialmente transformados demostrados por la
aparicién de color azul indigo. c-) (testigo negativo), hoja de lenteja proveniente de una planta testigo no transformada.
(bar=1 mm).

showed that the transformation efficiency calculated
as the number of explants that regenerated shoots
containing the zp#II transgene (14) / total number
of explants that were cocultivated with Agrobacterium
(100) X100 was 14%.

To verify gus reporter gene expression in shoots
regenerated from the 14 putative transformed
explants, a histochemical GUS assay was performed
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Brasileiro (1998) informé que un periodo entre dos y
cuatro dias de co-cultivo es suficiente y que periodos
mis largos que 5 d podrian dificultar la descontami-
nacién del explante y causar graves danos celulares.
La infiltracién al vacio ha mejorado la frecuencia de
transformacién en lenteja (Hoque ez al., 2003; Ackay
et al., 2009); sin embargo, en nuestro estudio no fue
necesario utilizar este mecanismo para aumentar la
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on leaves of these shoots. f-glucuronidase activity
was detected in seven of these explants, shown by
the appearance of blue indigo color (precipitates) on
transformed leaves (Figure 2B, 1-7). The leaves from
non-transformed control shoots did not give color
reaction (Figure 2B, ¢-).

However, negative gus activity in seven of our
transformants was obtained. This may be due to
gus gene silencing, inactivation, methylation or
co-suppression (Rezmer ez al., 1999). Another
explanation of the negative gus activity could be the
physical loss of the gene due to incomplete T-DNA
transfer to the plant genome, since the transfer occurs
in a defined direction, starting from the right border
to the left border (Frisch ez al., 1995). As the location
of the gus gene is downstream of the npr-II gene,
which is located in the right border of the T-DNA
in the pBI;,; construct used, likely the np#II gene
was transferred completely but not the gus gene. This
could increase the frequency of transformed plants
containing the nprII selection marker alone. To
confirm these sentences a PCR reaction with primers
that recognize the gus gene will be performed in future
transformation experiments.

Therefore, the efficiency of gus transgene expression
calculated as the number of explants that regenerated
gus positive shoots (seven) / total number of explants
that were cocultured with Agrobacterium (100) X 100
was 7%. Although this frequency of transformation
is high, these results are not conclusive because there
is no evidence that the transgene will be inherited to
the next generation. Thus, it is necessary to analyze
the presence of the transgene in future transformation
events.

CONCLUSIONS

The cotyledonary nodes explants and the inverted
orientation allowed the regeneration of whole plants
with a high shoot and root regeneration frequency
optimizing the iz vitro culture system.

A continuous selection regime with a kanamycin
concentration of 50 mg L ™! was efficient for recovery
of transgenic shoots without escapes.

The Agrobacterium-mediated transformation
protocol was easy, cheap and with a high transformation
frequency (7%).

The highly efficient Agrobacterium-mediated

transformation system is compatible with an

eficiencia de la transformacién. Al evitar este paso, el
protocolo de transformacién es mds sencillo, barato y
eficiente. Ademds, nuestro protocolo reduce los riesgos
de contaminacién causados por el uso de la bomba de
vacio.

Andlisis de plantas transgénicas putativas

Un anélisis molecular detallado de los tallos trans-
génicos putativos es necesario para verificar la integra-
cién y expresién de genes exégenos en el genoma de
la planta (Brasileiro, 1998). La naturaleza transgénica
de los tallos regenerados a partir de los 14 explantes
potencialmente transformados se confirmé mediante
amplificacién por PCR del gen 7p#-11. La deteccién de
un fragmento de 700 pb en los 14 explantes mostré la
presencia del transgén npz-I1 en el ADN genémico de
los tallos regenerados a partir de explantes transforma-
dos (Figura 2A). Este gen no se detecté en los tallos
regenerados a partir de explantes que no se transfor-
maron con Agrobacterium (Figura 2A). La presencia del
gen npr-11 en todos los tallos resistentes a kanamicina
revel6 que un régimen de seleccién continua con una
concentracién de kanamicina de 50 mg L ™" fue eficaz
para la recuperacién de tallos transgénicos porque no se
observé la presencia de emisiones. El andlisis por PCR
mostrd que la eficiencia de transformacién calculada
como el nimero de explantes (14) que regeneraron
tallos que contenian el transgén nps-1I / el niimero
total de explantes (100) que fueron cocultivados con
Agrobacterium, X100 fue del 14%.

Para verificar la expresién del gen reportero gus en
tallos regenerados a partir de los 14 explantes putativos
transformados, se realizé una prueba histoquimica de
GUS en las hojas de los mismos. La actividad de la
B-glucuronidasa se detecté en siete de estos explantes,
como lo demostré la aparicién (de precipitados) de
color azul indigo sobre las hojas transformadas (Figure
2B, 1-7). Las hojas de los tallos testigo no transfor-
mados no dieron positivo la reaccién de color (Figure
2B, c-).

Sin embargo, se obtuvo una actividad gus nega-
tiva en siete de nuestros transformantes. Esto podria
deberse al silenciamiento, inactivacién, metilacién o
co-supresion del gen gus (Rezmer ez al., 1999). Otra
explicacién de la actividad negativa de gus podria ser
la pérdida fisica del gen debido a una transferencia
incompleta de T-ADN al genoma de la planta, ya

que la transferencia ocurre en una direccién definida,
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