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1. INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum) es un cultivo originario de la regidon andina
(Peru y Bolivia), pero en la actualidad se cultiva en casi todas las regiones del
mundo. Es el cuarto cultivo en importancia a nivel mundial, después del trigo,
arroz y maiz. Su valor nutritivo la coloca entre los principales alimentos de la
humanidad, Io que pone en evidencia la relevancia de cualguier mejoramiento
de su produccién, tanto cualitativa como cuantitativamente.

En el Uruguay es de gran importancia dentro del sector horticola. En el afio
1996, existia una superficie sembrada de 12.103 hectareas {considerando los
dos ciclos anuales del cultivo) involucrando un total de 3.802 productores. La
tendencia actual, al igual de Io que ocurre en todo el sector agropecuario, es la
disminucion del area sembrada, aumentando el rendimiento y disminuyendo el
nimero de productores (com. pers. Ing. Agr. Luis Aldabe). Esto se debe
principalmente a la pérdida de competitividad de los productores que cuentan
con menos recursos, parte de lo cual reside en los elevados costos de
produccién de este cultivo.

El porcentaje de Ios costos de produccidn que corresponden a la sanidad del
cultive, explicado por la aplicacion de agroquimicos y la compra de papa semilia,
representan el 15% y 35% de los costos variables respectivamente. La papa
semilla se importa en especial de Canada por la incapacidad de generar en el
Uruguay este germopiasma libre de virus en cantidad suficiente para cubrir la
demanda nacional.

Ademas de las enfermedades virésicas, aquellas causadas por hongos y
bacterias fitopatdgenas también provocan importantes decrementos en la
produccion. En el pais se citan ¢como principales enfermedades flngicas a los
tizones temprano y tardio, causados por Phylophthora infestans y Alternara
solani respectivamente, y como principales enfermedades bacterianas el
marchitamiento bacteriano, producido por Pseudomonas solanacearum y la
podredumbre blanda y pierma negra causadas por Erwinia carotovora. Ademas
de éstos existe un gran numero de patdgenos que amenazan constantemente al
cultivo. Si a ésto se suma la inexistencia de cultivares con niveles elevados de
resistencia o tolerancia a éstas enfermedades, se pone de manifiesto la
importancia de la generacion de nuevos cultivares de papa con niveles
mejorados de resistencia a patégenos.

El mejoramiento genético vegetal ha evolucionado, desde la simple
seleccion de las mejores plantas como progenitoras para l0os proximos cultivos,
hasta el uso de las sofisticadas herramientas de la biologia molecular, que



permiten introducir genes con actividad precisa y conocida dentro del genoma
de las plantas.

Estas nuevas tecnologias, permiten a la ingenieria genética producir nuevos
cuitivares con caracteristicas mejoradas, a los que se los denominan cultivos
transgénicos, por su condicién de llevar dentro de su genoma genes
introducidos artificialmente.

En los Ultimos afios se han generado mas de 800 cultivares transgénicos,
(ver.anexo 10.3) incluyendo la mayoria de los cultivos de importancia mundial.
Esto refleja que esta nueva tecnologia presenta considerables ventajas, como lo
son. mayor rapidez respecto a las tecnicas convencionales de mejoramiento,
mantenimiento del resto de las caracteristicas genéticas del cultivar, inexistencia
de barreras impuestas por la incompatibilidad sexual entre especies vegetales y
la incerporacion de genes de organismos no pertenecientes al reino vegetal.

Con el objetivo de obtener plantas transgénicas resistentes o con mayores
niveles de tolerancia a hongos y bacterias, es necesario conocer los
mecanismos naturales de defensa de la planta, de manera de poder definir las
distintas estrategias a utilizar.

Las plantas transgénicas deben ser evaluadas de acuerdo a su performance
productiva y se debe fiscalizar que mantengan las caracteristicas morfolégicas y
fisioldgicas del cultivar transformado. Esto es muy importante dado que la
insercién aleatoria de un gen foraneo en el genoma vegetal puede afectar la
integridad del mismo, ademas, no hay que olvidar que se estan expresando
constitutivamente genes que pueden tener funciones alternativas a la funcidn
buscada. La suma de estos factores puede desencadenar alteraciones en el
comportamiento de la planta.

El destino final de una planta transgénica puede ser la produccién directa,
por lo que su evaluacién a campo debe ser exhaustiva y rigurosa y numerosas
evaluaciones in vivo deben ser llevadas a cabo antes de su lanzamiento como
cultivar. Es importante constatar altos niveles de expresion de las proteinas
transgénicas, y que esto conduzca a reacciones de resistencia a diferentes
patégenos.

El camino a seguir para que un evento de transformacion de lugar a un
cultivar comercial, requiere gue la planta supere desafios bioldgicos en
invernaculo, con altas concentraciones de inoculo, para luego pasar un riguroso
sistema de evaluacién a campo donde se evalua el comportamiento productivo.
Este es el modo de cerciorarse que la insercién de genes foraneos no haya



silenciado genes nativos de la especie y que el cultivar mantenga sus
caracteristicas agronémicas.

La revisidn se cenirard en el analisis de las diferentes estrategias de
transformacion y de algunos de los genes y sus productos proteicos inhibidores
del desarrollo del patdgeno que han sido usados, o podran serio, en la
generacion de plantas transgénicas resistentes a enfermedades. Existen
diferentes métodos de transformacion vegetal, los cuales no se consideraran en
esta revisidn por que han sido abordados en la tesis de grado de la Ing. Agr.
Silvia Méndez (Facultad de Agronomia, 1995, Montevidec, Uruguay.)

E! objetivo de este trabajo es la generacion de plantas de papa transgénicas
que hayan incorporado dentro de su genoma genes codificadores de proteinas
de defensa, de modo que después de un procesc de seleccién, permita producir
un nuevo cultivar de papa gue cumpla con las caracteristicas productivas del
pais y que ademas sea resistente a las principaies enfermedades.

Se seleccionaron para tal fin dos cultivares de papa utilizados en el pais,
Kennebec e Ipora, como genomas receptores y se transformaron con dos
combinaciones de dos genes cada una. Los genes utilizados codifican poteinas
de actividad bactericida y fungicida de manera que confieren mayor resistencia a
enfermedades causadas por estos agentes. La transformacién se realizé
mediante el sistema de Agrobacterium tumefaciens.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 MECANISMOS NATURALES DE DEFENSA.

Las primeras barreras que debe enfrentar un potencial patdégeno, son
aquellas estructuras preformadas de la planta, tales como cuticula, epidermis y
ceras. Si el patégeno logra superarlas, la planta puede desencadenar
respuestas fisicas produciendo estructuras como capas de suber, capas de
abscicion, tilosis y producciéon de gomas.

A pesar de esto, la resistencia de una planta al atague de un patdégeno no
obedece tanto a las barreras estructurales, sino a las sustancias gue producen
sus celulas antes o después de haberse producido la infeccidn. A éstos
mecanismos de defensa se les denomina conjuntamente defensa bioquimica
(Agrios, 1989).

Al igual que en las barreras fisicas, en la defensa bioguimica existen
mecanismos preexistentes al ataque del patdgeno e inducidos por éste. Entre
estas se encuentran los inhibidores liberados por las plantas al medio ambiente,
inhibidores presentes en las células vegetales antes de que se produzca la
infeccién, asi como deficiencia de algunos nutrientes esenciales al patdgeno,
entre otros. Entre las respuestas inducidas por el patbgeno se encuentran la
produccion de compuestos toxicos como las fitoalexinas, la inactivacién de las
enzimas del patégeno, la detoxificacién de compuestos fitotdxicos producidos
por los microorganismos y la sintesis inducida de proteinas y enzimas
inhibidoras del desarrollo del patégeno.

Después de una infeccidon o herida se da una acumulacién de fitoalexinas.
Las fitoalexinas son sustancias fungitoxicas que las plantas producen en
cantidades apreciables sélo después de haber sido estimuladas por ciertos
microorganismos, o bien después de haber sufrido dafios causados por agentes
quimicos 0 mecanicos, y que inhiben el desarrollo de los microorganismos
patdgenos de las plantas. Las fitoalexinas incluyen varios compuestos como la
ipomeaamarona, el orquinol, la pisatina, la faseolina y la rishitina (Agrios, 1989)

Existe una correlacion positiva entre la concentracion de estos compuestos
téxicos y la resistencia generada (Cornelissen y Meichers, 1993), cada especie
vegetal produce una serie especifica de fitoalexinas resultado de la co-evolucion
con patogenos (Keen, 1992).



Estas fitoalexinas son el resultado de un proceso metabdlico complejo,
donde hay varios genes involucrados. La enfermedad se desarrolla cuando el
patégeno puede detoxificar dichas fitoalexinas (Keen, 1992).

Luego del reconocimiento huésped-patdgeno, la primer consecuencia es el
aumento del metabolismo basal de las células vegetales, lo que incrementa la
disponibilidad de energia para los procesos subsecuentes en la generacion de
resistencia. Este proceso fue evidenciado por Schaaf et al. (1995), mediante el
estudio del comportamiento del promotor de la enzima malato deshidrogenasa,
una de las enzimas claves del metabolismo celular . En plantas de tabaco
transgénicas que expresaban el gen reportero GUS (B - glucuronidasa) bajo el
control de dicho promotor, se detectd mayor expresion del gen cuando las
plantas eran tratadas con un elicitor fangico (potencial patégeno) seglin se
muestra en la figura 1.

Figura 1. Actividad del gen GUS bajo la accién del promotor
de la enzima malato deshidrogenasa.
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Fuente: Schaaf et al.,1995.

Esta mayor actividad en el metabolismo implica un incremento en los niveles
de per6xido de hidrégeno y de otras especies reactivas del oxigeno como el
radical aniénico superdxido y el radical hidroxilo, que estimulan la produccién de
écido salicilico (Draper, 1997). La situacién se resume en la figura 2.

Si existe un reconocimiento huésped-patdégeno (interaccion avr(-) - R) se
desencadenan reacciones que involucran al acido salicilico preformado y al
acido benzoico, lo que determina una acumulacién ain mayor de perdxido de
hidrégeno (Draper, 1997). Estas reacciones y la subsiguiente acumulacion de



peréxido de hidrégeno, parecen ser uno de los eventos mas tempranos después
del reconocimiento del patégeno por la planta, y tienen un rol importante en la
defensa de las mismas (Baker y Orlandi, 1995).

Este incremento de las especies reactivas del oxigeno en el metabolismo
celular se ha comprobado en varios cultivos. En tomate, por ejemplo, se observé

un aumento de estos metabolitos luego de la adicién de un elicitor fingico (Vera-
Estrella et al., 1994).

Figura 2. Influencia del acido salicilico y del peréxido
de hidrégeno en el complejo de defensa bioquimico
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Fuente. Draper, 1997.

Al peréxido de hidrégeno se le asignan diversos roles como la estimulacion
de la producciéon de fitoalexinas, induccién del entrecruzamiento de las
glicoproteinas de pared celular, estar involucrado en el disparo de la reaccion de
hipersensibilidad, actuar como una sefal difusible para activar genes de
proteccién celular y también podria estar relacionado en la generacién de
resistencia sistémica adquirida (Wu et al., 1995).



Todas estas reacciones concluyen en tres tipos de respuestas:
o Reaccion de Hipersensibilidad.
u Resistencia Sistémica Adquirida (SAR).
= Induccidn de genes de defensa.
Reaccién de hipersensibilidad: las formas reactivas del oxigeno ylo

proteinas de suicidio celular causan necrosis rapida y localizada de las células
en el sitio de infeccién, limitando el desarrolio del patégeno.

Resistencia sistéemica adquirida: luego de una infecciébn o herida, se
producen sefiales que se traslocan a toda la planta y el acido salicilico esté
involucrado en la sintesis de esta/as molécula/as (Draper, 1997, Staskawicz et
al., 1895, Godiard et al, 1994). Esta sefial desencadena en las células
respuestas de defensa, que resulta en una mayor tolerancia de la planta a un
amplio rango de patdgenos. Aun no se conocen i0s mecanismos especificos
involucrados, ni la molécula que actia como sefial difusible.

Induccion de genes de defensa: estos genes codifican un tipo de proteinas
denominadas proteinas relacionadas con la patogénesis (PR), los que se
expresan después del reconocimiento huésped-patdgenc. Estas proteinas si
bien son productos monogénicos, dentro de una misma planta pueden existir
distintas isozimas. Las proteinas PR en general presentan actividad
antipatogénica directa. Algunos autores consideran esta respuesta como parte
de la resistencia sistémica adquirida.

Esta clasificacion, respecto a las posibles y diversas respuestas que se
desencadenan en una planta luego del reconocimiento huésped-patdgeno, es
una simplificaciéon que ayuda a establecer un orden a la hora de realizar un
estudio de las mismas.

Es esperable, que al tratarse de un sistema biologico complejo todas estas
respuestas estén integradas y coordinadas entre si. El rol globalizador de las
respuestas de las plantas al atague de patégenos, asi como a diversas
situaciones de estrés, ha sido adjudicado por algunos autores al acido
jasménico y a algunos de sus derivados, en especial el metil jasmonato {en
conjunto se los denomina jasmonatos).



Los jasmonatos pueden ser transportados local o sistémicamente dentro de
la planta. El metil jasmonato es un compuesto volatil que puede ser liberado a la
atmdsfera y alcanzar plantas vecinas, donde induciria respuestas de defensa
anticipadas al patogeno “que se acerca” (Reinbothe ef af., 1994).

El mecanismo principal por el cual los jasmonatos influyen scobre estas
respuestas es alterando la expresién génica. Se le atribuye la induccién de la
sintesis de nuevos polipéptidos, denominados JIPs (jasmonate-induced
proteins), la represion selectiva de otras proteinas relacionadas al proceso
fotosintético y la induccién de un retrasc temporal general de la biosintesis
proteica (Reinbothe et al., 1994).

Se ha comprobado en el cultivo de arroz, que la aplicacion de &cido
jasménico induce la acumulacion de productos de los genes de las proteinas
relacionadas con la patogénesis (PR), e incrementos de ARNm. Asimismo,
aplicaciones exodgenas de un precursor del acido jasmoénico (acido 13-
hidroperoxilinocléico) conduce & la acumulacion de la fitoalexina momilactona A
{(Schweizer of al.,1997).

l.as JIPs se corresponderian con las ya citadas proteinas de defensa. Como
se vera mas adelante una de las JIPs, la JIP60 es una proteina inactivadora de
los ribosomas, producto de uno de ios posibles genes a utilizar en la generacién
de plantas transgénicas resistentes a patdégenos. Esta JIP puede desencadenar
el suicidio celular, o que se ve reflejado como una respuesta de
hipersensibilidad (Reinbothe ef al., 1994).

La concentracion de los jasmonatos, y en especial de! metil jasmonato,
puede ser una variable importante en el momento de designar el tipo de
respuesta a desencadenar. Se plantea que a concentraciones no demasiado
elevadas se puede dar la induccidn de genes de defensa y actuar como
metabolito difusible confiriendo la ya definida resistencia_sistémica adquirida. Asi
que la reaccioén de hipersensibilidad se produciria con mayores concentraciones
del metabolitc (Reinbothe et al, 1894). En plantas de papa y tomate,
aplicaciones exdgenas de jasmonatos indujo la aparicidén de esta resistencia
sistémica contra el patdégenc Phytophthora infestans (Schweizer et al., 1997).

El conocimiento detallado de los mecanismos gue generan la resistencia
sistémica adquirida abrira nuevas e interesantes alternativas para el
mejoramiento genético, en especial en las areas de ingenieria genética.



22 ESTRATEGIAS PARA LA CONSTRUCCION DE PLANTAS
TRANSGENICAS RESISTENTES A BACTERIAS Y HONGOS

El conocimiento de los mecanismos naturales de defensa de las plantas,
permite disefar diferentes estrategias para la generacién de plantas
transgénicas resistentes a patdgenos fangicos y bacterianos.

Los mecanismos que componen las reacciones de defensa de la planta,
como produccion de fitoalexinas, induccion de genes de defensa, reaccién de
hipersensibilidad y resistencia sistémica adquirida, pueden usarse como
referencia para la eleccion de la estrategia de transformacion. Mecanismos
recientemente estudiados, que podrian estar involucrados en la restauracion del
metabolismo normal de la planta luego de la infeccion, podrian ser usados para

la obtencion de plantas con mejores niveles de resistencia. (Constabel et al.,
1995)

A continuacién se citan algunas de las estrategias mas comunmente
utilizadas en ingenieria genética para la produccién de plantas transgénicas
resistentes a enfermedades.

2.21 TRANSFORMACION CON UN GEN DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

La utilizacién de genes de actividad antimicrobiana (genes de defensa PR u
otros genes) ha sido muy difundida en la generacién de transgénicos. Como se
vera mas adelante, esta estrategia ha dado resultados muy eficientes en lo que
respecta a la generacion de resistencia a enfermedades. El hecho de que sus
productos proteicos sean monogenicos hace al sistema menos complejo,
cuando se lo compara con otros procesos de defensa que involucran extensas
vias metabdlicas y por ende un gran numero de genes. Sin embargo puede no
lograrse la resistencia deseada cuando el producte de un solo gen no es lo
suficientemente eficaz como para contener la enfermedad (Zhu et al, 1994,
Jongedik ef al., 1995). Ademas, los patégenos pueden superar mediante
mutaciones este tipo de resistencia monogénica (Strittmatter ef al. 1995). A
pesar del riesgo que esto involucra, las probabilidades de que se generen cepas
resistentes son mencres a las existentes en el mejoramiento convencional, ya
que en este caso se afecta generalmente el mecanismo de reconocimiento
huésped - patdégeno, el cual es mas facil de saltear por parte del patégeno.

El gran desarrollo de esta estrategia, ha impuisado la abundante clonacion
de genes cuyos productos proteicos presenten probada actividad biclégica
contra patégenos vegetales.
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El hailazgo de cierta actividad proteica de interés en un vegetal o incluso en
seres vivos de ofros reinos, como €l animal, conduce en primer lugar a la
deteccién del gen involucrado en su sintesis. A partir de esta informacion y
utiizando técnicas de biologia molecular se clona el gen, [0 que significa su
aislamiento y posteriormente su secuenciacién. De esta manera se podran
producir un numero ilimitado de genes de la secuencia deseada.

No menos importante es la seleccion de los promotores que dirigen la
transcripcién de los genes de interés. Los promotores mas ampliamente
utilizados son aquellos, en su mayoria fuertes, que permiten una expresion
constitutiva del gen. Esto simplifica los estudios de expresién y pearmiten
asegurarse un nivel constante de la proteina de interés. También implican, en
general, altos niveles de expresidén lo cual es especialmente importante para
aquellas proteinas para las cuales existe correlacidn positiva entre los niveles de
expresion y la inhibicidén del crecimiento del patdégeno.

La utilizacidén de promotores inducibles, parece ser una estrategia mas
racional, debido a que se pueden generar expresiones tejido u 6érgano
especificas de estas proteinas. Ademas se cuestiona que niveles
extremadamente altos de estas (Jach, G., com. pers, cita hasta 16,2% de las
proteinas totales del espacio intercelular corresponden al producto transgénico}
pueden representar un &lto costo energético, desencadenar reacciones no
deseadas © afectar la integridad de la planta en casos en que altas
concentraciones del producto génico resuiten fitotdxicos.

Muchas veces las plantas presentan los genes que codifican para las
proteinas de defensa, pero la expresién tardia de los mismos hace ineficiente
este mecanismo de defensa permitiendo el avance del patdégeno. La utilizacién
de promotores constitutivos hace posible saltear esta limitante {Lamb et al,
1892; Zhu ef al., 1996)

En la figura 3 se observa la cantidad relativa de ARNm de un gen de
defensa luego de producida una infeccidn en una planta resistente y en otra
susceptible al mismo patdgeno. En este caso el hecho de que la planta exprese
el mismo gen de defensa horas antes, determina que sea resistente a la
infeccion.
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Figura 3. Nivel de expresidén de un gen de defensa, en funcion al tiempo,
en una reaccion de resistencia (A), y una de susceptibilidad (B).

RNAm

e

Nivel relativo de

R e : h_

Tiempo post-infeccién {hrs)

Fuente: Lamb ef al., 1992

2.2.2 TRANSFORMACION CCN VARIOS GENES DE ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA.

La posibilidad de incluir mas de un gen en los vectores de transformacion
permite lograr niveles mejorados de resistencia en un vegetal, ya sea utilizando
genes cuyos productos proteicos expresan sinergismo en su acciéon contra un
determinado patégeno, 0 mediante la utilizacion de genes que por su actividad
sobre distintos tipos de organismos, determinen un rango mas amplio de
resistencia.

Las consideraciones hechas sobre los promotores en el apartado anterior se
mantienen para este caso. En capitulos subsiguientes se detallan ejemplos
especificos sobre la actividad sinérgica de algunos de los genes.

2.2.3 GENERACION DE RESPUESTAS DE HIPERSENSIBILIDAD

Este tipo de resistencia es menos especifica y mas duradera, por o que ha
generado mucho interés. Su propic mecanismo de accidén, la induccién de
muerte celular, exige la restriccién de la accidn citotéxica al sitio de infeccidn, ya
que si se extiende produciria necrosis generalizada de la planta.
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Esta restriccion conduce a un extenso estudio de promotores inducibles, los
que unicamente deberan actuar frente a un solo tipo de estimulo y en forma muy
especifica. Lograr una induccién especifica por patégenos es muy compleja ya
que, por ejemplo, la produccién de heridas en los vegetales produce efectos
muy similares a las de una infeccién.

Como ya ha sido citado, el estudio de promotores inducibles es muy
dificultoso. Para ello se ha utilizado mayoritariamente el gen GUS, cuyo
producto proteico es muy facil de detectar y por lo tanto la accién del promotor
que dirige su transcripcién. En la foto 1 se observa la actividad de la
construccion del promotor inducible prp1-1 mas el gen GUS sobre hojas que
fueron pulverizadas con esporas de P. infestans, donde se observa que el
promotor es sensible a dicho patégeno (Martini et a/.,1993).

Foto 1. Actividad del promotor prp1-1.

Se observan sobre la hoja, manchas que
corresponden a la actividad del gen GUS,
en los lugares donde se indujo al promotor
prp1-1  por accibn de esporas de
P.infestans. rociadas sobre esas zonas
hoja.

El promotor parece ser lo suficientemente
sensible y especifico como para ser usado
en una estrategia de hipersensibilidad.

Fuente: Martini et a/.(1993)

El promotor prp1-1, también estudiado por Strittmatter ef af.(1995),
ejemplifica la complejidad del estudio de promotores, y en especial frente a la
posibilidad de generacion de respuestas de hipersensibilidad mediante el uso de
un promotor inducible por patégenos.

Dichos autores colocaron el gen barnasa, el cual codifica para una ARNasa
de Bacillus amyloliquetasiens con accion citotoxica en células vegetales, bajo la
accion de este promotor. En el mismo proceso colocaron el gen sintético
barstar, inhibidor especifico de barnasa, pero bajo la accion del promotor fuerte
y de expresion constitutiva CaMV 35S. De esta forma lograron que en
condiciones normales la expresion de barstar superara a la de barnasa, y por lo
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tanto la célula no muriese. En el caso de que se produjera una infeccién, se
invertiria esta situacion, elevandose los niveles de barnasa respecto a los de
barstar, y por lo tanto se desencadenaria la necrosis celular, generando la
respuesta de hipersensibilidad buscada (Figura 4).

Figura 4. Reaccidn de hipersensibilidad bajo el sistema barnasa—barstar

Infeccion

= Barnasa
= Barstar

muerte celular

expresion
basal

Fuente: interpretacidn personal del trabajo de Strittmatter et al.,1995.

2.2.4 GENES PARA LA PRODUCCION DE FITOALEXINAS Y OTRAS
ALTERNATIVAS COMPLEJAS.

2.2.4.1 Utilizaci6én de genes de enzimas y/o sustratos claves en la
biosintesis de fitoalexinas.

La expresidon de fitoalexinas de otra especie vegetal por una planta
determina que los patégenos no puedan detoxificarlas, por lo que se ve
bloqueada la infeccion desde su inicio (Keen, 1992).

Se citan a continuacion ejemplos que ilustran la importancia de las
fitoalexinas en el complejo de interaccidén primaria entre las plantas y potenciales
patdgenos.

Un gen de Fusarium solani pv. pisi cuyo producto proteico detoxifica una
fitoalexina de arveja (pisatina) fue introducido en Cochliobolus heterostrolophos,
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un patégeno exclusivo de maiz. Este presentd un crecimiento significativo en
arveja, lo que determina que por el sélo hecho de detoxificar una fitoalexina de
arveja se convirtio en cuasi-patégeno (Keen, 1992).

Tabaco transgénico expresando una enzima clave en la sintesis de la
fitoalexina de mani, resveratrol, resuité mas resistente a la infeccidon de Boflritys
cinerea que un control no transformado (Keen, 1992).

La principal desventaja de esta estrategia es que exige un gran
conocimiento del metabolismo de la biosintesis de fitoalexinas, ya que podria
ser necesaria la modificacion de toda una via metabdlica, sin alterar otros
aspectos del metabolismo normal del vegetal.

2.2.4.2 Glucosa oxidasa.

Ya fue citada la importancia del peréxido de hidrégeno en las reacciones de
defensa, asi como la de las especies activas del oxigeno en general. En base a
esto, se ha planteado la obtencidn de plantas transgénicas que expresen genes
involucrados en el metabolismo de especies activas del oxigeno.

Con el objetivo de incrementar la produccion de perdxido de hidrégeno y
estudiar sus efectos en la resistencia de la planta a enfermedades, Wu ef af,
1995 expresaron un gen que codifica glucosa oxidasa de Aspergillus niger en
papa transgénica. Los autores demostraron que la expresion de un gen de GO
de un hongo lieva a una produccién elevada de perdxido de hidrégeno en las
plantas de papa transgénicas. Esta elevada cantidad de peréxido de hidrégeno
medié una fuerte resistencia contra Erwinia carotovora ssp. carotovora y una
mayor resistencia a Phytophthora infestans (sintomas mas leves y menores
tasas de crecimiento del hongo). La glucosa oxidasa {(GQO) cataliza la oxidacion
de B-D-glucosa por oxigeno molecular, dando acido glucénico y perdxido de
hidrégeno. Esta enzima es producida por varias bacterias y hongos, pero no por
plantas y animales.

A partir del analisis de la ubicacion subcelular, se determind que la mayoria
de la GO era secretada al apoplasto, aunque se detectaron pequefias
cantidades intraceiulares.

En los tubérculos de papa que expresaban GO, el nivel de peréxido de
hidrégeno aumentd después de fa infeccidn c¢on E. carofovora. Wu et al,
explican este comportamiento en base a que la GO se encontraba
mayoritariamente en el espacio intercelular, por lo que era necesario la
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liberacion de glucosa intracelular para la produccion de peréxido de hidrogeno.
Esto fue posible luego de la accion de las enzimas de degradacion de la pared
celular (pectato liasa y celulasas) de la bacteria.

La generacién de resistencia por este tipo de genes que controlan los
niveles endégenos de especies activas del oxigeno (AOS), es importanie por la
capacidad de generacion de resistencia para un amplio numero de patdgenos.
Se vio ademas de la resistencia a E. carofovora, P. infestans y Verticillium
dahilae. L.os mayores niveles de peroxido de hidrégeno en estas plantas
transgénicas confieren resistencia a patégenos diversos via un mecanismo en
comun.

Las plantas transformadas con GO crecian normalmente, aungue los niveles
de peréxido de hidrogenc en sus tejidos fueran significativamente elevados.
Aparentemente estas plantas son capaces de tolerar altos niveles de perédxido
de hidrdgeno sin desarrollar anormalidades en su crecimiento. También es
probable que los efectos del perdxido de hidrégeno en los tejidos de las plantas
sean diferentes cuando es generadc por una enzima producida
constitutivamente y se localiza en el apoplasto. Los mecanismos antioxidantes
intracelulares (peroxidasas, cataiasas, etc.) pueden cointeractuar con los
efectos producidos por la perdxido de hidrégeno extracelular en las plantas
transgénicas.

El uso de una enzima generadora de AOS representa una nueva y efectiva
estrategia de ingenieria genética para la produccion de cultivos transgénicos
resistentes a enfermedades.

2243 STH 2.

La STH2 es una proteina de 17 Kda que naturalmente se expresa en papa,
esparrago y arveja, y tal vez en muchos otros vegetales, como consecuencia del
reconocimiento huésped-patdogeno o situaciones de estrés. También es
conocida como PR 10a.

A diferencia de ofras proteinas PR, en el ¢caso de la STH2 su funcién no es
conocida, y su rol en el mecanismo de defensa no esta del todo claro.

Papas transgénicas que expresaban constitutivamente esta proteina, no
mostraron diferencias significativas en su susceptibilidad a P. infestans y al virus
PVX, con respecto a los controles (Constabel ef al, 1993). El crecimiento y
desarrollo de estas plantas fue totalmente normal.
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Surge la pregunta de por qué se da este comportamiento si la supuesta
proteina de defensa se encuentra en altas concentraciones en la planta. Los
mismos autores ofrecen tres posibles respuestas al fendémeno:

a) la proteina afecta a otros patdgenos diferentes a los evaluados. Se
asume alta especificidad, ta cual no es esperada en una proteina ubicada
en distintas especies vegetales y elicitada de manera general por
diversos patégenos.

b) es sbélo efectiva en combinacién con ofro/s genfes de defensa, los
cuales al no estar sobreexpresados limitan la respuesta.

c) no es un gen de primera linea, sino que puede actuar en la reparacién
de tejidos dafiados o en la recomposicion del metabolismo normal luego
de la infeccion (tercer linea de defensa).

2.3 GENES Y PROTEINAS DE DEFENSA INVOLUCRADOS EN
LA RESISTENCIA A BACTERIAS Y HONGOS.

Una vez identificada la existencia de accién antipatogénica de un
determinado producto proteico in vitro es posible la clonacién de los genes
codificantes, lo que ha permitido posteriormente, gracias al vasto conocimiento
de las técnicas de transformacion, el desarrollo de plantas transgénicas
portadoras de dichos genes. Para muchos de estos genes identificados, se han
determinado sus mecanismos de accién y los niveles de defensa que
desencadenan.

A continuacion se analizan varios de los diferentes genes que se han
utiizado o que se podran utilizar en ef futuro para la generacién de plantas
transgénicas resistentes a hongos y a bacterias fitopatdégenas.

2.3.1 QUITINASAS.

Las quitinasas son enzimas hidroliticas de la quitina, un homopolimero de B-
14- N-acetil-D-glucosamina. La quitina representa del 3 al 60% de la pared
celular de Ascomycetes, Deuteromycetes, Basidiomycetes y hongos imperfectos
(Oppenheim y Chet, 1992).
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2.3.1.1 Estructura y clasificacion.

Las quitinasas han sido aisladas de hongos, bacterias y plantas (Oppenheim
y Chet, 1992), siendo muy variadas en su secuencia aminoacidica y en su
ubicacién celular.

Se distinguen, segun su estructura primaria tres clases de quitinasas
(Collinge et al., 1993). Las quitinasas clase | son enzimas con un dominio N-
terminal rico en cisteina de aproximadamente 40 aminoacidos y una secuencia
principal altamente conservada, separados ambos por una regidén bisagra
variable. Las de clase Il no tienen el dominio rico en cisteina, pero si mantiene
una alta identidad en la secuencia principal vista en la clase 1, mientras que las
de clase Il no mantienen la secuencia similar mencionada para las dos
anteriores {Collinge ef al., 1993).

También se propusieron nuevas clases para incluir guitinasas que no
pertenecian a ninguna de las clasificaciones precedentes. Asi la clase iV,
contiene a las quitinasas que presentan un dominio N-terminal rico en cisteina y
una secuencia principal altamente conservada, lo que recuerda a las quitinasas
de clase 1. Sin embargo, la secuencia principal de las quitinasas de clase IV es
significativamente mas chica que la de las clase | o I! debido a cuatro
deleciones. Las enzimas de clase | se distinguen de las de clase IV mediante
técnicas seroldgicas (Collinge ef al., 1993).

A pesar de que no presentan una alta homologia entre ellas, su accion litica
se mantiene (Collinge et al., 1993; Oppenheim y Chet, 1992). Como se muestra
en el cuadro 1 han sido clonados un gran nimerc de genes de quitinasas de
diferentes especies vegetales.

Cuadro 1. Genes de quitinasas clonados.

Allium safivum ADNc M94105 Van Damme et al (en
prensa)
Arabidopsis Gen il M38240 Samac ef al. 1990
Gen il M34107 Samac ef al. 1990
Hordeum vuigare ADNc Ib X15349 Swegle ef al. 1989
ADNc Il M36988 Leah ef al. 1991
Phaseolum vuigaris | ADNc la M13968 Broglie ef al. 1986

ADNc la M19052 Hedrick et al. 1988
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ADNc v X57187 Margis-Pinheiro ef al
1891
Cucumis sativus ADNc HI M24365 Metrauet a/. ot al. 1989
Zea mays ADNc M84164 Haynh et af.
Pisum sativum ADNc ib X63899 Vad et al. 1991
Populus sp. ADNc la M25336 Parsons ef al. 1989
Gen la X59995 Davis et al. 1991
Solanum tuberosum | ADNc la X14133 Laflamme 1989
ADNc, gen |la X07130 Gaynor 1988
Oryza sativa Gen la X54387 Huang et al. 1991
ADNc la Nishizawa 1981
ADNc, gen |1ia Zhu, Lamb 1991
Beta vulgaris ADNc, gen Mikkelsen et al. 1992
ADNc, gen | lILIV Mikkelsen et al. 1992
Nicotiana sp. ADNc la M15173 Shinshi et al. 1987
Gen la X64518 Van Beuuren ef al. 1992
ADNc, gen [la X16938 Shinshi et al. 1990
Gen la X51598 Fakuda ef al. 1991
ADNc, gen |l X51425 Linthorst et al. 1990
ADNc 1l M25868 Payne ef al. 1990
ADNc 1] 211563 Lawton ef al. 1992

Fuente: Collinge et af., 1993

Publicaciones més recientes citan hasta 88 genes clonados de quitinasas de
los mas diversos origenes (Levorson y Chian, 1997).

Estudios de expresion realizados mediante genes gquimeéricos GUS +
fragmentos de distintos largos upstream de la zona transcripta, muestran que
10bp entre -430 y —441 son responsables de la respuesta por elicitor (Kellmann

et al., 1996).

Estas enzimas se pueden ubicar tanto celular como extracelularmente. Por
giemplo las quitinasas clase | son vacuolares, mientras que las de clase |l son
apoplasticas. Seis aminoacidos en posicion C-terminal son necesarios y
suficientes para la localizacion vacuolar; sin este residuo su ubicacidén es
apoplastica (Collinge et a/, 1993).
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2.3.1.2 Rol en la fisiclogia vegetal.

Las quitinasas son encontradas en bajas concentraciones en plantas sanas,
incrementandose su expresién luego del ataque de un patégeno ¢ en contacto
con metales pesados (Oppenheim y Chet, 1992; Kellmann et a/, 1996). Es por
elio que las quitinasas pertenecen al grupo de proteinas denominadas PR, las
cuales se expresan como resultado directo de la infeccidn de patdgenos o
agentes abibticos agresivos para el vegetal. Si a esto se le suma el hecho de
que no hay quitina en las plantas, su rol defensivo se hace evidente.

Sin embargo, algunos autores le atribuyen a las quitinasas funciones en el
desarrollo temprano del embrion y embriogénesis somatica, indicando roles no
defensivos (Collinge et al., 1983).

Las quitinasas de ubicacién apoplastica inhiben el crecimiento de las hifas,
produciendo trozos de pared celular del hongo, ios que sirven de nuevos
glicitores para otros genes de defensa adicionales. Quitinasas de ubicacién
vacuolar se almacenan en grandes concentraciones y son liberadas cuando se
da la lisis celular o cuando la vacuola es alcanzada por el haustorio del hongo
(Samac y Shah, 1994), produciendo una respuesta muy importante en la
reaccion de defensa del vegetal. Por esta razén se debe estudiar el habito de
crecimiento de cada patégeno en particular para seguir una estrategia de
defensa contra el mismo.

Mediante el estudio del crecimiento in vitro de distintos hongos en presencia
de esta enzima purificada, se determiné su accién antifungica de forma directa.
Los resultados mostraron niveles diferenciales de actividad para las distintas
clases estudiadas. Las quitinasas clase | mostraron mayor actividad respecto a
las de clase I}, las que no presentaron accién fungicida (Foto 2 ; Cuadro 2).
(Sela-Buurlage et al., 1993).
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Foto 2. Actividad in vitro de quitinasas clase | y clase Il.
Quil Quill

3
it

Actividad in vitro de dosis crecientes de quitinasa
clase | y clase |l (medida en ug por placa)
purificadas de tabaco frente al hongo fitopatogeno
Fusarium solani.

Fuente: Sela-Buurlage et al., 1993.

Su accion directa también se puede comprobar mediante la expresién de
genes de quitinasas en organismos transgénicos. Escherichia coli transgénicas,
produciendo quitinasas de la bacteria Serratia marcenscens agregadas al agua
de riego, protegieron significativamente a las plantas contra el patégeno del
suelo Sclerotium rolfsii (Oppenheim y Chet, 1992).

Cuadro 2. Actividad especifica de quitinasas aisladas de tabaco.

R

Qui-l (32 kD) | 10000-11000
Qui-l (34 kD) | 17000-19000
Qui-ll (PR-3a) | 1000-1100
Qui-Il (PR-3b) | 1000-1100

Fuente: Sela-Buurlage ef al., 1993

Numerosos ejemplos confirman la accion de estas enzimas. Quitinasas
bacterianas purificadas o el extracto celular de plantas transgénicas, hidrolizaron
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al hongo S. roffsii in vitro, y a Rizoctonia solani y Phytophthora megasperma in
vivo e in vifro (Kellmann el al, 1996). Una endoguitinasa de tabaco aislada,
mostrd actividad antifingica in vifro contra Alternaria radicina (Melchers ef al.,
1994). En todos los casos, luego de comprobada su accion in vitro, se
construyeron numerosas plantas transgénicas que expresaban, en su mayoria
constitutivamente, genes de quitinasa.

La accién antifingica de las quitinasas encontrada in vifro, se mantiene en
las plantas transgenicas obtenidas, lo que evidencia que [a inclusién de la
enzima al metabolismo de Ia planta y a su interaccidn con el patégenc, no limita
su accién antifingica.

Diferencias significativas de comportamiento frente a patégenos entre
plantas control sin transformar y plantas transgénicas ha entusiasmado a
investigadores a adoptar este tipo de estraiegias en sus programas de
mejoramiento. Plantas de canola con expresion constitutiva de una quitinasa de
poroto, presentaron resistencia significativamente mayor a Rhizoctonia solani
que los controles sin trasformar (Foto 3) (Benhamou et a/., 1993).

Plantas de Arabidopsis thaliana que expresan ARNm antisentido de
quitinasa, presentaron niveles reducidos de esta enzima luego de la infeccién
con Bolrytis cinerea y debido a esto mayor susceptibilidad (Samac y Shah,
1994). Esto representa una importante prueba de la accién defensiva natural de
las quitinasas en las plantas.



Foto 3. Canola transgénica con gen de quitinasa vs. Control.

A - Plantas de Canola infectadas con Rhizoctonia solani (Control).

B - Plantas de Canola transformadas con un gen de quitinasa infectadas con Rhizoctonia
solani

Fuente: Benhamou et a/., 1993

La insercién aleatoria de un gen de quitinasa de expresion constitutiva en el
genoma vegetal, puede afectar la integridad del mismo, lo que sumado a la
especulacion de las funciones alternativas de estas enzimas, podria estar
alterando el normal desarrollo de la planta. Sin embargo, se ha constatado que
niveles de cerca del 20% de proteina total intercelular, correspondiente a la
proteina inserta, no afecta el desarrolio de la planta y no parecen representar un
gasto energético significativo. (Mass ef al., no publicada).

Por otra parte plantas transgénicas de tabaco expresando constitutivamente
quitinasa bajo el promotor fuerte CaMV 35S, no mostraron ninguna diferencia
con las plantas control salvajes, en lo que respecta al crecimiento y al
desarrollo. (Broglie et al., 1993).

Se constata por ultimo, que en todos los casos anteriormente citados son
indistinguibles entre si una quitinasa natural y una transgénica, lo que confirma
que se mantiene el mismo procesamiento post-trascripcional y post-traduccional.

La sobreexpresién de una quitinasa de tabaco en plantas transgénicas de
canola llevadas a campo determinaron que estas mostraran mayor tolerancia a
los patbégenos testados (Cylindrosporium concentricum, Phoma lingam y
Sclerotinia sclerotiorum). Estos testajes se realizaron en diferentes regiones
geograficas lo que valida la técnica. La proteccién lograda involucraba demora
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en {a aparicién de sintomas y reduccién en el nimero de lesicnes (Grison ef al.,
1996).

2.3.2 8 -1,3 - GLUCANASAS.

Estas proteinas al igual que las quitinasas pertenecen al grupo de proteinas
PR. hidrolizan los enlaces del #3-1,3-glucano, componente importante de la

pared celular de muchos hongos y en especial del apice en crecimiento de las
hifas (Neuhaus ef al., 1992).

2.3.2.1 Estructura y clasificacion.

Las B -1,3 glucanasas son proteinas no glicosiladas y en generai
intracelulares. Se distinguen tres clases gque se diferencian en estructura,
ubicacién y actividad antifingica. Las de clase | son isoformas béasicas, de
localizacion vacuolar mientras que las de clase |l son acidicas y de localizacién
apoplastica. Solamente una enzima clase Il ha sido identificada hasta el
momento, una proteina acidica extracelular que muestra una homologia del 54%
al 58% con las de clase 1l {Sela-Buurlage et al., 1993).

Las enzimas vacuolares son mas efectivas, lo que se debe tanto a una
mayor actividad biolégica como a una mayor concentracién de esta enzima,
debido a que se liberan cuando se da la lisis celular (Sela-Buurlage st al., 1993).
Estos autores también encontraron que enzimas de clase |, modificadas para
cambiar su fargefing resultaron mas efectivas extracelularmente que las de
case i, lo que reafirma el concepto de su mayor actividad biolégica
independientemente de su ubicacién (Foto 4).

2.3.2.2 Rol en la fisiologia vegetal.

La ubicacidn celular de las glucanasas en las plantas es en raices, epidermis
de hojas bajas y semillas. Basandose en la ubicacién de la enzima o un sustrato
aiternativo de la misma, la callosa, diversos autores citados por Neuhaus et al.,
1992, especulan que la enzima posiblemente tenga funciones adicionales a la
defensiva. Se cree que puede estar involucrada en los procesos de divisidn
celular, biosintesis de celulosa y regulacidon del transporte por el sistema
vascular.



Sin embargo, a través de la construccién de plantas transgénicas que
expresaban ARNm antisentido y por lo tanto con niveles muy reducidos de & -
1,3-glucanasa, se demostrd que las plantas crecian y se desarrollaban
normalmente, no estando entonces involucradas en funciones de mantenimiento
celular. Estas mismas plantas no mostraron mayores niveles de susceptibilidad
a Cercospora nicofiana, como era esperado, lo que estaria indicando la poca
incidencia de la enzima en relacién al desarrollo de dicho patdgeno (Neuhaus ef
al., 1992).

Ne obstante esto, hay importantes evidencias de su rol defensivo ya gue se
ha comprobado que, en interacciones huésped-patégenc incompatibles
(reaccién de resistencia) la concentracion de esta enzima es mas alta que en
reacciones de compatibilidad. Asi mismo, se cita que en tabaco se expresan
altos niveles de glucanasa en raices como supuesta forma de proteccién
permanente contra l0s hongos de la rizosfera, y que en hoja de poroto la & -1,3
endoglucanasa es usada como U(ltima linea de defensa, de manera que su
funcién es ser liberada cuando ia célula es atacada y destruida (Chang ef al.,
1992).

Estudios in vifro de 3-1,3-glucanasas, purificadas a partir de plantas de
tabaco, mostraron una gran actividad frente a Fusarium solani (Sela-Buurlage et
al, 1993). Los mismos autores midieron las actividades especificas de estas
enzimas purificadas, lo que se muestra en cuadro 3.

Existen pocos ejemplos de plantas transgénicas que expresan solamente
genes foraneos de glucanasa. Se comprobd que plantas de tabaco transgénico
que expresaban constitutivamente una glucanasa clase II de cebada,
presentaban mayor resistencia a Alfernaria alfernata y Botrytis cinerea (com.
pers. Jach,G.).



Foto 4. Actividad in vitro de glucanasas clase | y clase I
Glu-l Glu-ll

Actividad in vitro de dosis crecientes de
glucanasa clase | y clase Il (medida en pg por
placa) purificadas de tabaco frente al hongo
fitopatogeno Fusarium solani.

Fuente: Sela-Buurlage et al., 1993
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Cuadro 3. Actividad especifica de B-1,3-glucanasas purificadas de tabaco.

Glu-| 400-50
Glu-ll (PR-2a) 5-10
Glu-ll (PR-2b) 5-10
Glu-1l (PR-2c) 400-500

Fuente: Sela-Buurlage ef al., 1993
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2.3.3 PROTEINAS INACTIVADORAS DE LOS RIBOSOMAS.

Las proteinas inactivadoras de los ribosomas o RIPs (ribosome inactivating
proteins), son enzimas ARN N - glicosidasas que hidrolizan el enlace N -
glicosidico entre una adenina y la ribosa. Modifican el ARNr 28S, importante en la
unién del factor de elongacion 2, inhibiendo de ésta forma la sintesis proteica.
(Girgés et al., 1996).

En todos los casos la depurinacion del ARNr que lleva a la desactivacion
irreversible de los ribosomas, se realiza quitando una adenina de una secuencia
ubicada dentro de un /foop del ARNr altamente conservada (Girgés ef al,, 1996,
Prestle ef al., 1992).

~ Esta secuencia, 5 - AGUACGAGAGNANC - 3, se encuentra en todos los
ribosomas estudiados hasta el momento. La adenina ( A ) es Ia responsable de la
unién con el factor de elongacién 2 (Girgés ef al., 1996). Se ha comprobado que
para la accidon de las RIPs es un requerimiento absoluto la existencia de la
secuencia GAGA (Hartley et af., 1996).

La ricina, extraida de Ricinus communis, es una de las RIPs mas estudiadas
hasta el momento. Esta proteina hidroliza la A 4234 del ARNr 285 de ilos
ribosomas del higado de ratén. También se encontré que los ribosomas de
animales, hongos y bacterias son inactivados por la ricina (Girgés et al., 1996).

Frente a este planteo surgié una de las principales interrogantes en cuanto a
si las RIPs son capaces o no de inactivar ios propios ribosomas vegetales.
Algunos autores plantean que las RIPs son activas en varios ribosomas
vegetales, pero no en todos (Girgés et al., 1996); por otra parte otros autores
afirman que las RIPs no inactivan los ribosomas de la planta y que muestran
grados variables de actividad frente a ribosomas de especies relacionadas, asi
como en ribosomas de hongos (Logemann ef al., 1992).

Se han planteado diversas hipétesis para responder a esta pregunta y
explicar los diferentes grados de actividad de las RIPs en distintos organismos:

- La diferencia de la sensibilidad a las RIPs entre 10s diferentes ribosomas,
presumiblemente reside en las proteinas ribosomales, las que pueden
permitir 0 no el acceso de las RIPs al ribosoma (Hartley ef al., 1996)

- Los ribosomas de las plantas que producen RIPs también son inactivados
por sus propias RIPs. Se plantea la hipétesis de que las RIPs forman parte
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de una estrategia de suicidio celular y que se ubican en la matriz de la
pared celular, es decir su localizacion impide gue inactive sus propios
ribosomas (Prestle et al., 1992; Reinbothe et al., 1994).

Con respecto a esta ultima hipétesis se ha comprobado que las RIP-PAP
(RIPs aisladas de Phyfolacca americana) se ubican mayoritariamente en la matriz
de la pared celular y pequefias cantidades en la vacuola y las RIP-Saponas (RIPs
aisladas de Saponaria officinalis) se ubican en el espacio intercelular y en
vacuolas. La necesidad de dirigir las RIPs a diferentes compartimentos depende
de la sensibilidad de los ribosomas coespecificos (Hartley et al., 1996).

Se han detectado RIPs en 50 especies (13 familias) de angiospermas, tanto
monocotiledéneas como dicotiledoneas, en la mayoria de los 6rganos y tejidos, y
en dos especies de bacterias. Son muy diversas en cuanto a su toxicidad en
mamiferos y en su especificidad in vitro hacia ribosomas de diferentes fuentes.
Muchas RIPs estan reguladas con el desarrollo y son érganc especificas (Hartley
ef al., 1996).

2.3.3.1 Clasificacion y estructura.

"Respecto a la estructura de las RIPs, la mas conocida es la ricina,
considerada como el arquetipo de las RIPs. La ricina es un heterodimero
glicosilado de estructura globular. La cadena A, que presenta tres dominios tiene
267 aminoacidos, de los cuales el 50 % estan arreglados como hélice & ¢ lamina
R La cadena B contiene 262 aminoacidos, organizados en dos dominios
homélogos (bilobal), cada uno unido a una galactosa. La estruciura terciaria se
encuentra altamente conservada entre las diferentes RIPs analizadas. Las
mayores diferencias se ubican en la regidn carboxilo terminal (Hartley et al., 1996)

Se han realizado dos clasificaciones en base a su estructura molecular y su
actividad (Hartley e? al., 1996). Considerandc ambas clasificaciones se describen
a continuacién los diferentes tipos de RIPs.

RIPs tipo 1.
Las RiPs de tipo 1 son glicoproteinas de una sola cadena polipeptidica. Son

més numerosas que las del tipo 2 y menos citotoxicas. Pueden penetrar a la
célula por la fase fluida de la endocitosis.
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A continuaciéon se presenta un cuadro en donde se muestran las RIPs iipo 1
que han sido identificadas y su origen.
Cuadro 4. Proteinas Inactivadoras de los Ribosomas tipo 1.

- FamillaVegetal '| ... Especie . | Qrganot . RIP U
aryophyllaceace Dianthus caryophylius Hoja Dianthin 30
Hoja Dianthin 32
Saponaria officinalis Raiz Saporin - R1
\ Semilla Saporin - S6
Cucurbitaceae Trichosanthes kinlowii Raiz Trichosantin
Raiz b-Trichosantin
Raiz TAP 29
Momordica charantia Semilla Momordin
Euphorbiaceae Gelonium multifiorum Semilla Gelonin
Nyctogineceae Mirabilis jalapa Raiz MAP
Phytolaccaceae Phytolacca americana Hoja PAP
Hoja PAP 1|
Poaceae Triticum aestevum Hoja Tritin - L
Semilla Tritin - S
Hordeum vulgare Semilia | Barley RIP

Fuente: Hartley, et al., 1996

RIPs tipo 2.

Las RIPs del tipo 2 presentan dos cadenas polipeptidicas. La cadena A
enzimaticamente activa (similar a la de tipe 1) y la cadena B con funcién lectina.
Ambas cadenas se unen covalentemente mediante uniones disulfuro. La cadena
B se une a la célula por interaccidn con los galactdsidos de la superficie celular,
luego se internalizan y la introduccién de la cadena A en el citosol provoca la
muerte celular (Hartley et al., 1996).

Este tipo de RIP probablemente se origine de la fusidn de un gen ancestral de
tipo 1 y un gen de lectina. Son menos comunes que las RIPs de tipo 1 pero mas
toxicas (Hartley et a/.,1996; Girgés ef al. ,1996). En el cuadro 5 se muestran las
RIPs tipo 2 y su origen.
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Cuadro 5. Proteinas Inactivadoras de los Ribosomas Tipo 2.

* Familia Vegetal |~ Especie _RIP
Caprifoliaceae Sambucus nigra Nigrin b
Euphorbiaceae Ricinus communis | semilla Ricin
Fabaceae Abrus precatorius semilla Abrin
Passifloraceae Adenia digitata raiz Modeccin

Adenia volkensii raiz Volkensin
Viscaceae Viscum album hoja Viscumin

Fuente: Hartley ef a/., 1996

RIPs tipo 4.

Este tipo de RIPs han sido ias Gltimas en describirse. Presentan dos dimeros
asociados por fuerzas no covalentes y cada dimero se corresponde a dos
polipéptidos unidos por puentes disulfuro (semejantes a las RIPs de tipo 2).

Se han clasificados en téxicas y no téxicas frente a ribosomas de mamiferos.
Dentro de las primeras se citan los ejemplos de aglutininas de Ricinus communis
y de aglutininas de Abrus precatonus y dentro de las segundas se citan
aglutininas de Viscum album (Hartley ef a/., 1996).

2.3.3.2 Propiedades antivirales y antifingicas de las RIPs.

Las RIPs pueden actuar en la defensa contra el ataque de patégenos,
especialmente contra hongos y virus.

Las RIPs puras de diferentes fuentes poseen actividad contra virus vegetales
y animales de manera no especifica. Selectivamente entran al citosol de las
células infectadas e inactivan los ribosomas, limitando la replicacion viral. Pueden
acceder al citosol de la célula vegetal cuando |a integridad del plasmalema es rota
por un vector de transmisién viral como los afidos (Hartiey ef al., 1996).

El rol antiviral de estas proteinas ha sido comprobado, como en el caso de
otras proteinas de defensa, mediante la generacién de plantas transgénicas. La
mayor evidencia del rol antiviral (anti PVX y PVY) de las RIPs se ha comprobado
en tabaco y papas transgénicas, mediante la expresion de una ADNc de PAP
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(Lodge et al., 1993). Las RIP-PAP junto con las Diantinas y Saporinas han sido
descritas como las mas activas (Hartley ef al., 1996).

Las RIPs también presentan actividad antifingica. Esta actividad ha sido
comprobada in vitro donde las RIPs purificadas inhiben el crecimiento de hongos.
A su vez, se han construido plantas de tabaco transformadas con genes de RIPs
de cebada que fueron altamente resistentes a la infeccién con Rhizoctonia solani
(Logemann ef af., 1992).

Hasta el momento las RIPs han sido usadas como inmunotoxinas, como
agentes antivirales en plantas transgénicas y como agentes anti - HIV (Logemann
et al., 1992).

2.3.4 COMPARACION DE LA ACTIVIDAD DE QUITINASAS, R-1,3-
GLUCANASAS Y RIPs

El trabajo realizado por Mass ef al™ resume los efectos de estas tres
proteinas, en plantas de tabaco transgénicas con genes RIP, quitinasa y
glucanasa de cebada por separado. Los niveles de expresion de estas proteinas
en las tres plantas transgénicas {expresado como porcentaje de proteina en el
lavado de fluido intercelular- IWF) fueron 2,1 %, 4,2 % y 16,2 % respectivamente.

Las plantas transgénicas fueron infectadas con tres hongos: Bofrytis cinerea,
Alternaria alternata, Rhizoctonia sofani. En la figura 5 se muestran los resultados
obtenidos para los diferentes desafios.

* MAAS.C.; FRANKEN,P.; JACH,G.; PINSDORF E.; GIANINAZZI-PEARSON,V.; SCHELL,J.;
GIEFFERS,W. Barley antifungal proteins mediate resistance to the fungal pathogens Afternaria
alfernata and Botrytis cinerea in transgenic tobacco without affecting the mycorrhizal symbiont
Glomus mosseae. EN PRENSA
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Figura 5. Transgénicos de tabaco expresando Quitinasa, RIPy #-1,3-
glucanasas vs. Control.

IBR. solani
HB. cinerea
OA. alternata

Control Qui RIP GLU

Fuente: Mass et al. (en prensa)

2.3.5 ACCION SINERGICA: QUITINASAS, R-1,3-GLUCANASAS Y RIPs.

En los hongos, la hifa en crecimiento va produciendo en su apice quitina y R-
1,3- glucano simultaneamente. Una vez que las hifas envejecen, las paredes se
recubren y entrelazan con otros polisacaridos y proteinas, por lo que se va
haciendo inaccesible al ataque enzimatico (Collinge et al., 1993); de aqui la
importancia en el rol defensivo, de la accion conjunta y temprana de quitinasas y
#-1,3-glucanasas.

Ambas enzimas actuan sinergicamente lo cual ha sido verificado en diversas
oportunidades. Enzimas purificadas mostraron importante accion fungicida /n
vitro contra Fusarium solani cuando actuaban conjuntamente. Como se muestra
en la foto 5, la mayor actividad antifungica se comprob6 cuando se adicionaba
quitinasa tipo | y glucanasa tipo | (Sela-Buurlage et al., 1993).
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Foto 5. Actividad sinérgica de Quitinasas y Glucanasas.

Glu-l Glu-ll
0.1 05 01 05

0.1
Chi-l
0.5
1
Chi-ll
5

Fuente: Sela-Buurlage et al.,, 1993

Basado en esto, Jongedijk et al. (1995) y Zhu et al. (1994), contribuyeron
con la primera evidencia experimental de este sinergismo observado in vitro,
construyendo plantas doble transgénicas. El objetivo era comprobar si este
fendmeno se mantenia in vivo y si conferia mejores niveles de resistencia
respecto a los controles salvajes o transgénicos simples.

Con tal fin construyeron transgénicos simples y luego los cruzaron para
obtener el doble transgénico. Esta estrategia permiti®6 comparar el doble
transgénico con los simples, ya que al ser los mismos eventos de
transformacién se evitaron diferencias causadas por el lugar de insercién o
numero de copias.

Se testo la susceptibilidad contra Cercospora nicotiana de plantas de tabaco
transformadas con quitinasa de arroz y -1,3 endoglucanasa de alfalfa (Zhu et
al, 1994); y la susceptibilidad contra Fusanium oxysporum f.sp. de tomate
transformado con una quitinasa clase | y una R-1,3-endoglucanasa clase | de
tabaco (Jongedijk et al., 1995).
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En ambos cascs se observd un aumentd en la proteccidon contra los
patdgenos reduciéndose hasta 75% la severidad en tabaco y entre 36% - 58%
en tomate. Esto ha resultado en un interesante enfoque de las estrategias de
construccidbn de plantas transgénicas resistentes. Ademés, esta estrategia
presenta menor probabilidad de quiebre de resistencia, por lo que puede ser una
invalorable ayuda para disefiar una amplia y durable resistencia a campo.

Los efectos de proteccion observados fueron debidos a una demora en la
aparicion de la primera lesidn visible y reduccion en el tamafo y numero de
lesiones; esto esta dado por ia lisis de la pared celular y la posterior lisis del
hongo, asi como por la liberacidon de glucano y quitina, potentes elicitores del
sistema de defensa de la planta (Dixon y Harrison, 1990).

La inhibicién del desarrolio fungico que ejercen las RIPs estd potenciada por
la presencia de enzimas que degradan la pared celular de los hongos como las
guitinasas y f-1,3-glucanasas. Nuevamente se resalta la importancia de la
accidn sinérgica de dos 0 mas proteinas de defensa.

Combinaciones de RIP de semilla de cebada con quitinasas y glucanasas
del misme origen, actian sinergicamente en la inhibicién del crecimiento miceliar
de Trichoderma reesei y Fusarium sporotrichiades (Hartley et al, 1996). La
expresion combinada de quitinasas, glucanasas y RIPs en tabaco transgénico,
dio una proteccion significativa contra e hongo Rhizocfonia solani, en
comparacion con la linea que expresaba un solo transgen (Girgés et al.,, 1996)

2.3.6 OSMOTINAS.

Las osmotinas y las proteinas tipo osmotinas son producidas en los vegetales
en respuesta a multiples factores, tales como: altas concentraciones de cloruro de
sodio, desecacion, etileno, ABA, heridas, virus, luz UV, hongos, etc. (Liu et af.,
1994; Zhu et al., 1996). Estos factores activan la formacion de las proteinas, que
son codificadas por una familia de multigenes (Zhu ef al., 1996).

Las osmotinas forman parte de la gran familia de proteinas tipo taumatinas
(Reimmann y Dudler, 1993) las que presentan actividad antifingica contra varios
hongos (Zhu ef al., 19986).

En vid (Vitis vinifera cv. Muscat de Alexandria) se ha determinado que la
acumulacién de la proteina tipo taumatina VVTL1 aumenta con la maduracion de
la baya y se correlaciona con la incapacidad de iniciar nuevas infecciones de
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bayas por el hongo Uncinula necator (Tattersall et al., 1997). De esta manera se
evidencia las funciones de estas proteinas dentro del desarrollo fisiolégico normal
de las plantas.

El concepto se reafirma mediante la evaluacién de la actividad in vitro. Las
osmotinas han mostrado actividad antifingica contra Phytophthora infestans
(Woloshuk et al,, 1991; Zhu et al., 1996) lo que demuestra la importancia de su
rol dentro del complejo defensivo de las plantas. Sin embargo, la actividad
antifingica in vitro de las osmotinas es variable entre patégenos y es especifica
contra micelios y esporas (Liu. et al., 1994)

A modo ilustrativo, a continuacién se muestra el efecto de distintas
concentraciones de osmotina sobre el crecimiento en placa de los hongos
Phytophthora parasitica var. nicotianae y Phytophthora infestans (Foto 6, Ay B
respectivamente).

Foto 6. Efecto inhibitorio de osmotina de tabaco sobre crecimiento de
hifas de P. parasitica var. nicotianae (A) y P. infestans (B)

(A) (B)
Fuente: Liu. et al., 1994

Los productos de los genes PR son activos contra microorganismos que no
son patégenos en la especie vegetal que sirve de fuente para dichos genes. Este
hecho puede deberse al resultado de la co-evolucién huésped-patégeno (Liu et
al., 1994).

La actividad antifingica de estas proteinas, también se ha comprobado
mediante la obtencién de transgénicos. La sobreexpresion de una osmotina de
tabaco (pA13) retrasa el desarrolio de los sintomas de Phytophthora infestans en
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papa, no ocurriendo lo mismo para otros oomycetes (Foto 7). Nuevamente se
comprueba que existe una especificidad bioldgica entre la actividad de estas
proteinas y los patégenos (Zhu et al., 1996). Estos autores sugieren que el
tiempo de expresién de la osmotina pA13 es mas importante que el nivel absoluto
de la misma, una vez alcanzado cierto umbral.

Foto 7. Comparacién de transgénicos infectados con P. infestans vs.
control

controles no transformados (4C, 5C,
‘| 6C) y en papas transgénicas (4T, 5T,
| 6T), 4, 5 6 dias post-inoculacion

2.3.6.1 Osmotina AP24.

Basados en antecedentes que determinan que los oomycetes son insensibles
a la accion de las quitinasa y a la mezcla de quitinasas y glucanasas, Woloshuck
et al, (1991), plantean la hipétesis de la existencia de otros factores con actividad
antifingica en plantas que han sido inducidas por un hongo comycete. En base a
esta hipotesis, aislaron este factor y determinaron que la actividad inhibitoria era
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proteica, que la proteina es de caracter muy hidrofébico y que presenta un PM de
24 Kd.

A partir de la secuenciacion de la regién N terminal de esta proteina (Cuadro
6), se determind que era exactamente igual a una osmotina de tabaco (osmotina
I y similar a otras osmotinas de otras especies. A esta proteina se la denomind
AP 24,

Cuadro 6. Secuencia N-terminal de la proteina AP24 y otras osmotinas.

AP 24 de tabaco

ATIEVRN.NCPYTVWAASTF’IGGGRRLDRGQTWVI NAPRGT

Osmotina | tabaco

ATIEVRNNCPYTVWAASTPIGGGRRLDRGQTWVI NAPEGT

Osmotina |l tabaco

ATIEVRNNCPYTVWAASTPIGGGRRLDRGQTWVINAPRGT

AP 24 tomate ATFEVRNNCPYTVWAASTPIGGGRRLD

NP 24 tomate ATIEVRNNCPYTVWAASTPIGGGRRLNRGQTWVINAPRGT

Fuente: Woloshuck ef af., 1991

A partir de ensayos inmunoldgicos se determind gque esta proteina
correspondia al grupo PR5 y se comprobd gque causaba disminucién del
crecimiento de Phytophthora infestans in vitro (Woloshuck ef al., 1991 ).

Existen diferentes isoformas de esta proteina; formas extracelulares (acidas)
y formas intracelulares (basicas). Dentro de estas ultimas se encuentra la AP 24
de localizacién vacuolar, El correcto direccionamiento hacia la vacuola esta
determinado por el extremo C terminal de la proteina (Melchers et a/., 1993)

Las secuencias de los propéptidos de estas proteinas no muestran una
secuencia consenso obvia gue contenga la informacién para el direccionamiento
vacuolar. Se propone que la sefial esta determinada por propiedades fisico-
quimicas y/o estructurales del propéptido (Melchers et al, 1993). Asi mismo
mediante mutaciones en el péptido sefal, se puede lograr el direccionamiento de
la AP24 al espacio intercelular
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2.3.6.2 Mecanismo de accion.

Se han planteado distintas hipétesis que explican el mecanismo de accién de
las osmotinas.

Se propone la existencia de una combinacién de efecto litico y de inhibicién
del crecimiento, sugiriendo actividad hidroiitica de la pared celular (Woloshuck ef
al., 1991). La AP24 interacciona con la membrana plasmatica del hongo, debido
a su naturaleza hidrofobica, causando la lisis y la posterior inhibicion del
crecimiento. Esta hipotesis es soportada por el hecho de que la AP24 aislada de
tomate, que es menos hidrofébica que la de tabaco, presentaba menor actividad
antifingica.

Por otro lado, se plantea que las osmotinas pueden contener dominios
estructurales que interaccionen con los receptores de la membrana de! hongo
formando poros en dicha membrana (Liu et al., 1994).

Se ha visto agregacion citoplasmatica en los primeros estadios de la reaccion
de resistencia a hongos en papa. La agregacidén citoplasmatica es una
traslocacion rapida del citoplasma al sitio donde penetra el hongo debido a la
polimerizacién de la actina. Se detectaron dos proteinas asociadas a la actina que
fuercn identificadas como quitinasa (32Kd) y una proteina tipo osmotina {22Kd).
Es posible que las quitinasas basicas y las proteinas tipo osmotinas sean
traslocadas mediante filamentos de actina durante la agregacion citoplasmatica,
para participar en las respuestas de defensa de las plantas al ataque del
patégeno (Takemoto ef al., 1997).

2.3.7 PROTEINAS ASESINAS.

El virus Ustilago maydis virus (Umv) parasita, como su nombre 10 indica, al
hongo Ustilago maydis. Este virus produce una toxina especifica contra distintos
subtipos del hongo, diferentes al subtipo que parasita. De esta manera elimina
competencia para su hospedero al eliminar subtipos gue pudieran competir en la
misma planta.

Esta proteina fue denominada proteina asesina (Killer Protein ¢ Kp). Es una
proteina de 11 Kd que actua inhibiendo canales de calcio en las membranas de
las células susceptibles.

Cuando se evalud la actividad de la proteina como inhibider del crecimiento
del hongo in vitro se demostré la alta especificidad que la misma posee contra
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distintos subtipos del hongo Ustilago maydis (Park et al., 1996). Discos de papel
de filtro estériles que contenian una solucién de la proteina Kp4 (Killer protein
del subtipo 4 de U. maydis) cred un halo de inhibicién sobre el crecimiento en
placa del subtipo 6 de U. maydis, pero no sobre el crecimiento del subtipo 4. A
su vez la proteina Kp6 actué de manera inversa inhibiendo el desarrollo en la
placa de U. maydis subtipo 4, pero no la del subtipo 6 (Foto 8) (Park et al.,
1996).

Adicionalmente los autores crearon plantas transgénicas de tabaco las
cuales expresaban el gen de la proteina Kp4, bajo el control del promotor
constitutivo CaMV 35S. De esta manera se obtuvieron altos niveles de
expresion de una proteina idéntica a la Kp4 real, lo que indica que fue
procesada correctamente por la célula vegetal y no fue glicosilada, ya que
ademas mostré una alta especificidad y efectividad al inhibir el crecimiento en
placa de las cepas susceptibles. Estas plantas transgénicas se comportaron de
forma totalmente normal, tanto en su crecimiento como en su desarrollo, aun
conteniendo gran concentracion de la proteina.

Foto 8. Actividad in vitro de las proteinas Kp4 y Kp6.

Placa U. maydis subtipo 4 Placa U. maydis subtipo 6

Fuente: Park et al., 1996

La proteina Kp6 consiste de dos polipéptidos, a y B, los cuales son
correctamente procesados por la célula vegetal al igual que en la célula fungica.
Una protoxina es clivada por la proteasa Kex2p {(comun en células eucariotas)
dando los polipéptidos alfa y beta. Los péptidos producidos por plantas
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transgénicas interaccionaban correctamente con el péptido complementario
natural. Todo esto indica, que estas proteinas tienen sefales de procesamiento

que pueden ser reconocidas tanto por la célula flingica como por la vegetal
(Kinal ot al., 19985).

Se especula que el mecanismo de resistencia se encuentra a nivel de
receptores de membrana, por ejemplo, existe un caso de produccion de Kp por
Saccharomyces cerevisae que introduce nuevos canales de iones en las
membranas celulares (Park ef al., 1996). Sin embargc no se conoce con
certeza.

Estos ejemplos muestran la existencia de proteinas de accidén antifingica,
muy efectivas y especificas, cuya sobreexpresiéon no altera el comportamiento
normal de la planta. Podrian ser tenidas en cuenta para la generacion de plantas
resistentes a ciertos patdégenos, incluso a nivel subtipo especifico.

A medida que se avance en este campo, mas moléculas de este tipo serén
descritas y clonadas, pudiendo tener alguna de ellas importancia antipatogénica
real en un programa de mejoramiento.

2.3.8 CECROPINAS.

Las cecropinas son péptidos antibacterianos de 35-37 aminoacidos,
secretados por la pupa de Hyalophora cecropia (gusano de seda) en respuesta
a infecciones bacterianas. Todas las cecropinas, son traducidas como
propéptidos de 62 - 64 aminoacidos (Boman, 1991), carecen de cisteinas y
contienen una regién N - terminal fuertemente bésica y en la mitad C - terminal
una gran extension hidrofébica.

La estructura de la cecropina, deducida a partir de estudios de resonancia
magnética nuclear, es de dos a-hélices unidas por una regién bisagra que
contiene Gly-Pro (Boman, 1991).

Las cecropinas parecen estar ampliamente distribuidas en el reinc animal y
son altamente activas contra bacterias (tanto gram-negativas como gram-
positivas) y no frente a células eucariotas.

Se ha visto que forman canales en membranas artificiales, pero aiin no esta
claro si este es el mecanismo responsable de la muerte bacteriana
(Gudmundsson et af., 1991; Boman, 1891).
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Estudios in vitro con extractos de plantas de papa (cv. Desirée)
transformadas con genes de cecropina evidenciaron actividad antibacteriana
contra Pseudomonas solanacearum. El anélisis fenotipico de las plantas
transformadas reveld que no existieron alteraciones fenotipicas durante la
transformacion y la regeneracién (Montanelli y Nascari, 1991).

De la evaluaciéon de dichos transgénicos se concluyd que existia una alta
variabilidad de |la respuesta de las plantas transgénicas a P. solanacearum. Se
detectaron lineas mas resistentes, asi como mas susceptibles. Esto pudo
deberse a diferentes modelos de expresion de los genes insertados. No se pudo
atribuir |a mayor resistencia a la actividad del nuevo gen introducido.

Papas transgénicas con un gen que codificaba para el precursor
polipeptidico de este péptido no mostraron mayor resistencia contra Erwinia
carofovora, quizé por una rapida degradacion proteolitica del precursor de
cecropina con et que se transformd (Allefs ef al,, 1995).

Se realizaron varias construcciones del gen cecropina B tanto de expresién
en el citosol como para su secrecion (Florack et al. 1995). Con estos genes se
transformaron plantas de tabaco, pero en ninguna de las plantas transgénicas
se detectd el péptido de cecropina, quizd por una rapida degradacion
proteclitica. Igualmente se evalud la resistencia de estas plantas contra
Pseudomonas solanacearum, no encontrandose ningun resultado positivo.

Plantas de papa de las variedades Atlantic y FL1607 transformadas con un
gen de cecropina unido a un péptido sefial fueron evaluadas contra Erwinia
carofovora subspp. Carotovora y atroséptica. Esta evaluacion reveld una
moderada (10 - 20 %) disminucién en la maceracion del tubeérculo respecto al
control no transformado. (Hassan ef al., 1993)

Hightower ef al., 1994 obtuvieron plantas de tabaco transgénicas con un gen
sintético de cecropina. Dichas plantas fueron evaluadas respecto a si
presentaban mayor resistencia a Pseudomonas syringae pv. tabaci, pero al
igual que en los casos antes citados, no mostraron diferencias con el control.
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2.3.9 LISOZIMAS.

Las lisozimas son enzimas endo-glicosidasas que catalizan la hidrélisis de
los polisacéaridos de la pared celular bacteriana (acido N-acetil glucosamina-
acido y N-acetil muramico).

Las lisozimas son una familia de enzimas con actividad litica especifica,
dirigida a la pared celular bacteriana, ampliamente distribuida en diferentes
especies de animales, plantas y bacteridéfagos. Un gen de Bombyx mori (Qusano
de seda) que codifica para lisozima fue aislado y caracterizado, y a partir de su
secuenciacion parcial se determiné su homologia con otro gen de lisozima
aislado de pollc (Lee y Brey, 1995).

En varias especies vegetales se han detectado enzimas bifuncionales, con
actividad lisozima mas quitinasa, localizadas en la vacuola o asociadas a la
pared celular. La actividad dominante es la de quitinasa y el efecto litico en los
péptidoglicanos es mucho menor que el de las lisozimas de mamiferos y
bacteriéfagos (Diring, 1993).

De tejidos de callo de naranja cv. Valencia fueron aisladas siete
endoquitinasas. Las mismas exhibieron actividad quitinasa, lisozima vy
quitosanasa. La actividad lisozima se detectdé a pH 4,5 y fuerza idnica baja,
mientras que la actividad quitinasa estaba presente a pH 5 y a mayor fuerza
ionica (Mayer et al., 1996).

Usando diferentes bacterias como sustrato, se detectd una variacion
significativa en la actividad de una lisozima de papa hacia las diferentes
especies fitopatdgenas (Diring, 1993).

La lisozima del bacteriéfago T4 es la mas activa tanto contra bacterias gram
negativas, como gram positivas. Plantas de papa fueron transformadas con un
gen de esta lisozima y un péptido sefial de una a-amilasa, de manera de dirigir
la enzima al espacio extracelular ya que [a bacteria para la cual se esperaba
resistencia (Erwinia carotovora) se localiza en el apoplasto. En las plantas
transgénicas se observd una reduccidn significativa en la maceraciéon de los
tejidos de disco de tubérculos (Figura 7) (Dliring ef al., 1993).
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2.4 CONSIDERACIONES FINALES.

El andlisis de las diferentes estrategias que se utilizan en la actualidad para
la generacion de plantas transgénicas, asi como el vasto nimero de genes que
se han clonado con dicho fin, reafirma una vez mas la importancia de estas
nuevas técnicas en el campo del mejoramiento genético vegetal.

En io que respecta al uso de las estrategias de transformacidn, la revisién de
las publicaciones cientificas mas recientes, permite concluir que en la actualidad
y en un futuro cercanc se pondra mayor énfasis en el uso de estrategias cada
vez mas racionales. Esto significa el empleo de promotores inducibles que
respondan a los patrones normales de expresion de los genes en la planta, asi
como a la generacién de plantas capaces de generar respuestas mas rapidas y
eficaces frente a un estrés bidtico.

Una mayor racionalidad exige un conocimiento cada vez mayor de la
fisiclogia vegetal como un todo, lo que implica la necesidad de interaccionar con
otras areas de investigacion vegetal.

La biotecnologia y en particular la ingenieria genética, debe responder
rapidamente a las grandes necesidades alimenticias demandadas por la
poblacion. Por esta razdn, es necesario implementar estrategias mas rapidas,
como lo son aquellas que involucran un mayor nimero de genes en cada evento
de transformacion. De esta forma, en un sélo evento se lograran plantas
mejoradas para varias caracteristicas a la vez.

Se han clonado un gran nimero de genes capaces de conferir resistencia ¢
lolerancia a diversos patdgenos. Para la mayoria de las proteinas codificadas
por éstos, se les ha constatado actividad in vilro y se han generade plantas
transgénicas con niveles incrementados de resistencia. Las quitinasas,
glucanasas y proteinas inactivadoras de 1os ribosomas son las mas estudiadas
hasta el momento por su gran acciéon antifungica. El estudio de las resiantes
proteinas con accién fungicida (en especial las osmotinas) es mas reciente,
planteandc una nueva y fecunda area de estudio.

La generacion de resistencia frente a enfermedades bacterianas ha sido
menos estudiada y por ende desarrollada, lo que se ve reflejado en el menor
nimero de genes clonados. A pesar de esto, la utilizacidn de genes originarios
de fuentes diferentes al reino vegetal, como el caso de la lisozima de origen
aviar ¢ las cecropinas del gusano de seda, genera grandes expectativas. El
impacto econémico logrado seria muy alto, ya que no existen en el mercado
agricola productos quimicos que controlen eficientemente estas enfermedades.
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Por (ltimo, es valido mencionar una nueva area de estudio que no se pudo
abordar en esta revisiéon, pero que deja abierta una puerta para un analisis
futuro. Esta involucra los mecanismos de detoxificacion de las plantas hacia
toxinas generadas por patdégenos. Conociendo dichos mecanismos se podran
generar nuevas plantas transgénicas resistentes a un mayor ndmero de
patégenos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 SELECCION DE CULTIVARES DE PAPA

En este trabajo se usaron los cultivares Kennebec e Ipora de Solanum
tuberosum, debido al potencial impacto econdmico que producirian materiales
mejorados de los mismos.

El cultivar Kennebec es el mas plantado en el pais, dado que cumple tanto
con los requerimientos productivos, como con el estandar de calidad solicitado
por del mercado nacional. Es un cultivar de ciclo largo (110 a 120 dias) de piel y
pulpa blanca. No presenta resistencia ni tolerancia a las enfermedades mas
relevantes del cultivo.

Ipora es un cultivar creado por el INIA, que se comporta como resistente a
PVY (Potato Virus Y) y tizén tardio (Phytophthora infestans) y parcialimente
resistente a PLRV (Pofato Leaf Roll Virus). Presenta piel y pulpa blanca y es de
ciclo medio (100 dias). Actualmente se ha constatado el quiebre de resistencia a
tizén tardio (com. pers. Ing. Agr. Fransisco Vilarg).

3.2 DESCRIPCION DE LOS GENES Y PLASMIDOS UTILIZADOS.

Se transformd con el sistema Agrobactenum tumefaciens con plasmidos
binarios. Las cepas utilizadas contenian los genes vir en un plasmido,
denominado plasmido de virulencia y en otro plasmido el ADN a transferir (ADN-
T). Los bordes derecho e izquierdo del ADN-T son los unicos elementos en ¢is
que se requieren en el plasmido portador para completar la incorporacién del
ADN-T al genoma vegetal. Los elementos en irans necesarios para la infeccién
son codificados por el plasmido de virulencia

Los plasmidos portadores del ADN-T de los que se disponia, fueron creados
a partir de dos versiones del plasmido pPZP200, una que portaba el gen
neomicin fosfotransferasa I (npt 1), y otra con el gen higromicina
fosfotransferasa (hpt). La expresion de estos genes confiere resistencia a los
antibiéticos kanamicina e higromicina respectivamente. Ademas, presentan un
gen que otorga a las bacterias portadoras resistencia a estreptomicina y
espectinomicina, pero al estar ubicados fuera del ADN-T, no son transferidos a
la planta.

Estos plasmidos presentan dentro de la region del ADN-T, combinaciones de
dos genes, ambos bajo el control del promotor constitutivo CaMV 358 y con las
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regiones terminadoras tnos y pA35S segln el caso (Figura 7). Estos genes son
los que deben ser introducidos dentro de la planta, otorgando al expresarse la
resistencia deseada contra diferentes patégenos.

Los genes codificantes de péptidos antipatogénicos utilizados para conferir
resistencia fueron:

- Gen de lisozima de origen aviar (aislado de la clara de hueve de pollo),
enzima que degrada la pared celular bacteriana hidrolizando los enlaces
N-acetil glucosamina y N-acetil muramico. Se ha constatado que esta
enzima direccionada hacia el espacio intercelular retarda los sintomas de
infeccidn por Erwinia carotovora sp. atroseptica en tubérculos y tallos de
papa (com. pers. Julic Kalasich INIA-Chile; Lazaro Hernandez CIGB-
Cuba)

- Gen de osmotina AP24 aislado de tabaco (Nicotiana tabacum),
presumiblemente forma canales proteicos en la membrana del
microorganismo generando de esta manera desbalances osmoticos
localizados resultando en la necrosis celular. Esta proteina es activa
contra células eucariotas y procariotas.

- Gen de quitinasa de cebada (Hordeum vulgare). La quitinasa es una
enzima hidrolitica de la quitina, un polisacarido que iunto con el p-1,3-
glucano son los componentes fundamentales de la pared celular fungica.

- Gen de RIP de cebada, enzima que bloquea la sintesis proteica por
inactivar los ribosomas mediante la hidrdlisis del enlace N - glicosidico
entre una adenina y la ribosa en la fraccion 28S del ARNr.
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Figura 7. Regién ADN- T de los plasmidos pHAL 73 y pGJ370.

Plasmido pGJ 370
(Rip + Chi [nptil])

0355 RIP 3SSpA p358 SSSpA onos  nptl  tnos

Plasmido pHAL 73
(Lis + apAP24 [hya])

tnos ap Ap24 p35s p3bs lisbzima thos pPNOS gen hyg tnos
(largo) (2x) pollo

Como se menciond, las construcciones plasmidicas utilizadas para la
transformacion de las plantas, portaban dos de estos genes dentro de la regidn
ADN-T, transfiriendo de esta forma ambos simultaneamente al genoma vegetal y
logrando mayor resistencia a 10s patdgenos o resistencia a mas de un tipo
patogénico diferente.

Las combinaciones de genes que se utilizaron en las construcciones
plasmidicas fueron las siguientes: lisozima mas la versidn apoplastica de la
osmotina AP24, con el gen de resistencia a higromicina (pHAL 73 - Lis + apAP24
[hpt]} v quitinasa mas proteina inactivadora de ribosomas, con el gen de
resistencia a kanamicina (pGJ 370 - Qui + RIP [nptil}). Estos piasmidos fueron
construidos en el Centro de Ingenieria Genetica y Biotecnologia (CIGB) de Cuba,
(proporcionado por Lazaro Hernandez); y en el Max Planck Institute (MPI1) de
Alemania, {proporcionado por Guido Jach). Esta informacién es resumida en el
Cuadro 7.
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El plasmido pHAL 73 - Lis + apAP24 [hpt] confiere resistencia combinada a
bacterias (por lisozima y AP24) y hongos (por apAP24). La osmotina apAP24 es
una versién apoplastica obtenida a partir de una mutacién de la osmotina
vacuolar AP24 en su péptido sefial. Cabe destacar que se espera actividad
antibacteriana sinérgica entre la lisozima y la osmotina, dado que si la lisozima
degrada la pared celular bacteriana la osmotina tiene un acceso directo a la
membrana y por lo tanto mayor actividad.

El plasmido pGd 370 - RIP + Quitinasa [nptll) es una construccion que
presenta genes de efecto sinérgico, dado que las RIP penetran mas
eficientemente a la célula flngica si ésta ha sido previamente liberada de su
pared celular por efecto de la quitinasa. Estos genes aportaran mayor
resistencia a hongos, logrando de esta forma un mayor impactoc en lo que
respecta a enfermedades flingicas. Ademas, 'as RIP también presentan efecto
antiviral.

Cuadro 7. Descripcién de los plasmidos utilizados.

b i

PHAL 73 Lisozima apAP24 Higromicina | MPI (Alemania) |

pGJ 370 RIP Quitinasa Kanamicina CIGB (Cuba)

(1) Nombre asignado por el laboratorio que construyo el plasmido

3.3 TRANSFORMACION DE Agrobacterium tumefaciens.

Se usaron las cepas de A. fumefaciens LBA 4404 y GV 3101. La primera fue
transformada con el plasmido pGJ 370 y la segunda con el plasmido pHAL 73.

Los plasmidos fueron incorporados a Agrobacterium tumefaciens utilizando
el protocolo de transformacion de bacterias segun se describe en Manniatis ef
al., (1982).

Se seleccionaron los posibles transformados sobre medio selectivo
conteniendo 100 mg/L de espectinomicina y 100 mg/L estreptomicina. Luego se
multiplicaron a partir de colonias representativas en medio manteniendo los
antibiéticos y se verificd la inclusién del plasmido mediante su aislamiento y
posterior corrida electroforética del ADN plasmidico digerido con enzimas de
restriccidn, segun se indica &n el protocolo.
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3.3.4 PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN PLASMIDICO.

El siguiente protocolo fue cedido por el Instituto de Investigaciones en
Ingenieria Genética y Biologia Molecular (INGEBI), Buenos Aires.

1. Inocular en 5 mL de LB, con ios respectivos antibidticos, una colonia aislada
en placa previamente.

2. Cosechar por centrifugacidon en un solo tubo de microcentrifuga a velocidad
maxima 2 minutos a 4 °C.

3. Remover el medio por aspiracidon de modo gue el precipitado quede lo mas

seco posible.

Agregar 200uL de solucién iscidnica.

Resuspender.

Agregar 400ul solucidn de lisis.

Invertir suavemente ios tubos.

Colocar en hielo 5 minutos.

8. Agregar 300uL de solucidn de neutralizacion.

10. Dejar en hielo 5 minutos.

1. Centrifugar 5 minutos a velocidad maxima a 4 °C.

12. Transferir scbrenadante a tubo nuevo.

13. Agregar un volumen de isopropanol.

14.Centrifugar a velocidad maxima a 4°C o temperatura ambiente durante 5
minutos.

15. Descartar el sobrenadante.

16.Agregar 1 mL de etanol 70% previamente enfriado.

17.Mezclar por inversion.

18. spin down

19. Descartar el sobrenadante cuidadosamente.

20. Secar el pellet en vacio.

21.Disoiver el pellet en 200uL de puffer TE.

22.Agregar 1 L de ARNasa (1 mg/mL) v se la deja actuar (media hora a 30 °C
o toda la noche en la heladera).

@ N O

Solucion isotdnica:
Tris-HCI 50mM
EDTA 10mM
Glucosa 1%(p/v)

Solucidén de lisis:
NaQH 200mM
SDS 1%(p/iv)
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Solucién de neutralizacién:
Acetato de potasio SM 60 mL
Acido acético glacial 11,5 mL
Agua 26,5 mL

Buffer TE 1x
Tris-HC! 10mM pH 8
EDTA 1mM

3.3.2 DIGESTION DE LOS PLASMIDOS CON ENZIMAS DE RESTRICCION.

Los plasmidos fueron digeridos con enzimas de restriccion diferentes, de
modo de confirmar su integridad y existencia en la bacteria transformada. Las
enzimas de restriccion se eligieron de manera que realizaran dos ¢ tres cortes
en todo el plasmido, para asi ocbservar dos ¢ tres bandas y facilitar la tarea de
reconocimiento. El protocolo utilizado fue el que se describe a continuacion.

Agregar a un tubo de microcentrifuga:

ADN plasmidico 8ulL
Enzima elegida 2ul
Buffer de enzima 2ul
Agua 8uL

TOTAL 20pt

Incubar 2 horas a 37°C.
Detener la reaccién caientado el tubo a 70°C durante diez minutos.

El plasmido pGJ 370 fue digerido con las enzima Xho ! y el plasmido pHAL
73 con la enzima Pst /.

El producto de la digestidon enzimatica fue corrido en una electroforesis en
gel de agarosa 1% en buffer TBE 0,5x durante una hora a 20V. Las bandas
fueron reveladas por tincion con bromuro de etidio y visualizadas con luz
ultravicleta segun descriptc en Maniatis ef af., (1982).
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Las figuras 8 y 9 muestran los sitios de corte de estas enzimas en los
plasmidos respectivos, las bandas esperadas y los patrones de bandas
obtenidos en las electroforesis realizadas.

Figura 8. Identificacion del plasmido pGJ 370 mediante corte con
enzimas de restriccion y electroforesis.

A - Sitios de corte de la enzima de restriccion Xho! en la region ADN-T del
plasmido pGJ 370

Plasmido pGJ 370
(Rip + Chi [nptif])

Xho | Xho |
RB LB

p358 RIP 358p p35S QUI  35S5pA pnos  nptll tnos

Solo se indican los sitios de restriccion de la enzima utilizada para la verificacion

B - Electroforesis del producto de digestion del plasmido pGJ 370 con la enzima
de restriccion Xho /

Se muestra la restriccion del plasmido con la 10 m

enzima Xhol, Se esperaba obtener dos

bandas de 1,7Kb y 10,3 Kb. Las bandas

obtenidas en el gel se corresponden con lo

esperado.

1. Marcador de peso molecular (escalera 1,5 Kb
de 1Kb).

2. Plasmido sin cortar con enzimas de
restriccion (tamafio 12 Kb)

3. Plasmido digerido con Xho/
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Figura 9. Identificacion del plasmido pHAL 73 mediante corte con
enzimas de restriccion y electroforesis.

A - Sitios de corte de la enzima de restriccién Pst | en la region ADN-T del
plasmido pHAL 73

Plasmido pHAL 73
(Lis + apAP24 [hyg])

Pst) Pstl Pst| Pst |

p35s p thos pnos genhyg tnos
(largo) (2x) polio

Solo se muestran |os sitios de restriccién de la enzima usada para la verificacién.

B - Electroforesis del producto de digestién del plasmido pHAL 73 con la enzima
de restriccion Pst /

L 3 Se muestra la restriccién del plasmido con la enzima Pstl.,
- Se esperaba obtener 5 bandas de 6.8 Kb, 2.35 Kb, 1.6 Kb,
1.0 Kb y 0.93 Kb. Esta ultima banda es generada por un sitio
de corte fuera de la regiébn ADN-T (no se muestra en el
esquema). Los resultados obtenidos en la electroforesis se
corresponden a lo esperado. En la foto no se distinguen las
bandas de 0.93 Kb y 1.0 Kb, pero si fueron correctamente
discriminadas por la electroforesis.

1 - Marcador de peso molecular (escalera de 1Kb).
2 - Plasmido digerido con Pst /
3 - Plasmido sin cortar con Pstl (Tamario12,68Kb.)

Adicionalmente se pueden testar las colonias bacterianas obtenidas, por
medio de PCR (colony PCR) con primers especificos de una regién del plasmido
de manera de confirmar la transformacién de las bacterias (ver seccién 3.6.2).
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3.4 TRANSFORMACION DE PAPA

Debide a que las técnicas de transformacion no estaban ajustadas para las
condiciones de trabajo en el laboratorio, se debi¢ realizar antes de la
transformacién con los plasmidos portadores de los genes de interés, un ensayo
de transformacion de papa utilizando el ptasmido pBIl121 (Figura 10) con el fin
de poner a punto las técnica. Al contener este plasmido el gen de B-
glucoronidasa {GUS), se pudo detectar facil y rapidamente su expresién en la
planta transformada, corroborando que el procedimiento utilizade estaba
ajustado a las condiciones de trabajo (Tesis Ing. Agr. Silvia Méndez, 1995).

Las técnicas de cultivo in vitro utilizadas, los cultivos de bacterias, las
concentraciones de antibidticos y las composiciones de los medios de cultivo
utilizados fueron ajustadas gracias a los mdduios de transformacién realizados
con el plasmide pBl 121. No se muestran los datos.

Figura 10. Regién ADN-T del ptasmido pBil121.

Plasmido pBl 121

RB LH

pnos hptll tnos p35S BGlucoronidasa  tnos

3.41 PROTOCOLO DE TRANSFORMACION

La transformacion se hizo segun el protocolo de Visser et al., (1989)
medificado, como se detalla a continuacion.

Se preparan segmentos interncdales de aproximadamente cinco milimetros
de largo a partir de plantas crecidas in vitro. Estos explantes se sumergen “over
night” (ON) en medio liquido MS 387 (MS suplementadc con 80 mg/L de
NH(NOs, 14,7 mg/L de CaCl, 10 mg/L de NAA y 10 mg/L de BAP). El dia
siguiente, los explantes se cocultivan con un cultivo ON de A. fumefaciens por
15 minutos y se secan en papel de filtro estéril. Los explantes tratados se
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siembran en medio sélido (0,8% agar) MS379 (medio de induccién de tallo, MS
suplementado con 1g/L de sacarosa, 4 g/L de manitol, 2,25 mg/L de BAP, 0,175
mg/L de IAA} en placas de petri. Después de dos dias de cocultivo los explantes
se transfieren a medio MS 384 (medio de induccién de tallos, MS suplementado
con 15 g/L de sacarosa, 2,25 mg/L de BAP, 5 mg/l. de GA3 con 300 mg/l. de
carbencilina y el agente de seleccidon segun el caso, 10 mg/lL de higromicina o
40 mg/L de kanamicina).

Todos los cultivos permanecen a 25 grados con 16 hs de foteperiodo. Cada
3 semanas los explantes se transfieren a medio fresco MS 384, Cuando se
diferencian los taillos se remueven de los explantes y se siembran en medio MS
papa mulliplicacién (Pm). Este es un medio MS normal pero que contiene 2,0
mg/L de pantotenato de Calcio y 0,4 mg/L de tiamina en lugar de las vitaminas.

En la figura 11 se esquematizan ios pasos seguidos en el protocolo.
3.4.2 ESTRATEGIA DE TRANSFORMACION

Se disefid un méduio basico de transformacion que se usd en todos los
casos. Se contempld que dicho mddulo poseyera todos ios controles del
proceso de transformacién, de manera de contar en cada caso con cada uno de
ellos.

El médulo estandar de transformacién se conforma de 500 explantes
(segmentos internodales) los cuales reciben distintos tratamientos, segun lo
indica el cuadro 8.

Cuadro 8. Mdadulo estandar de transformacion.

Medio 384 + agente 250 () 50 (II) 50 (Iil)
seleccion
Medio 384 50 (V) 50 (V) 50 (V)

De cada uno de los tratamientos de espera lo siguiente:

(1). Obtencién de transgénicos de forma directa. Se espera que el 3% de los
gxpiantes produzcan un brote transgénico (Visser, ef al. 1989).
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(). Control negativo. Las plantas fueron infectadas con la bacteria que no
portaba ningun plasmido, por lo que se esperaba que ningin explante fuera
capaz de detoxificar el antibiético y por lo tanto de sobrevivir. Se testea si la
bacteria por si misma es capaz de tener algun efecto sobre la resistencia al
antibiético.

(lil). Control negativo. Estos explantes fueron sometidos a ios mismos pasos
que los del tratamiento, menos a la infeccién con Agrobacterium, por lo que se
esperaba que todos se necrosaran. De esta manera se controla el efecto del
antibiético y la posibilidad de falsos positivos en el tratamiento (se los denomina
como escapes al tratamiento).

(IV). Control de regeneracion de explantes infectados A. fumefaciens portando
el plasmido de interés. Existe |la posibilidad de que alguno de los brotes de estos
explantes sea transgénico. Posteriormente se verificd, en una primera instancia,
mediante un ensayo de enraizamiento de dichos brotes en medio selectivo.

(V). Control de regeneracidbn de explantes infectados con A. tumefaciens
desarmade (sin el plasmido portador del ADN-T). Este tratamientc muestra
como incidia la infeccién de A. fumefaciens sobre la regeneracion del explante.

(W). Control positivo, o de regeneracién. Si los medios y procedimientos
utilizados fueron los adecuados, se esperaba un alto porcentaje de
regeneracion, a partir de los callos generados.

Se denominaron (T) a aquellos brotes que regeneraron directamente en
medic selectivo. Se le denominan (Q) a aquellcs brotes que regenerarch en
medio no selectivo, pero que fueron infectados con A. tumefaciens conteniendo
el plasmido con genes y pudiendo por lo tanto ser transgénico. Se denominaron
(QT) a aguellos brotes QQ, que enraizaron en medio con agente de seleccion.



Figura 11. Protocolo de Visser modificado.
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Explantes, (segmentos intemodales) en MS 387

Over Night l

Infeccién con Agrobacterium tumefaciens

15 minufos

MS 379 (medio inductor de callo)

2 dias
MS 384 (medio inductor de MS 384
tallo) + agente de seleccién Sin agente de seleccién
Confroles Controles positivos
negativos |y Sininfector
. (Regeneracion)
Brotes candidatos (T)
. Infectados con At
! Desarmado
Infectados con At
l P  Mds pidsmido (Q)

:

Enraizamiento en medio Pm mds agente selectivo
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En este trabajo se hicieron cinco méduios, segin se indica en el cuadro 9.

Cuadro 9. Mddulos de transformacion realizados.

Médulo [ Cultivar Genes | Agente da seleceién
1 Kennebec RIP + Qui Kanamicina
1 Kennebec RIP + Qui Kanamicina
2 Iporé Lis + AP24 Higromicina
2 Iporé Lis + AP24 Higromicina
3 lpora RIP + Qui Kanamicina

3.5 ENSAYO DE ENRAIZAMIENTO DE LOS POSIBLES
TRANSFORMADOS

El hecho de que una planta sea capaz de enraizar en medio de
multiplicacion conteniendo agente de seleccién, es un importante indicador de
que contenga el gen responsabie de codificar la enzima detoxificadora de dicho
antibidtico.

Si bien las plantas denominadas T ya habian sido seleccionadas por su
capacidad de brotar en medio con agente de seleccion, también se las volvio a
someter a esta nueva presion de seleccidn: enraizar en medio conteniendo
dicho antibidtico. Las plantas Q fueron sometidas a seleccién por primera vez al
colocarlas a enraizar en este medio. Como ya se mencioné se denominaron
plantas QT a aquellas que enraizaban en dicho medio y se descartaron a las
que no eran capaces de hacerlo.

Para realizar este ensayo de enraizamiento fue necesario determinar la
concentracibn minima necesaria del antibidtico, capaz de limitar el
enraizamiento y crecimiento de las plantas. Esto se debe a que los diferentes
cultivares presentan diferentes grados de resistencia natural a dichos
antibidticos.

3.5.1 CALIBRACION DE LA CONCENTRACION DEL AGENTE SELECTOR
PARA SELECCIONAR EN MEDIO DE ENRAIZAMIENTO.

Se realizé un ensayo para determinar la concentracién minima inhibitoria del
enraizamiento y crecimientoc de plantas controles de ambos cultivares (lpora vy
Kennebec), dado que es esperable una resistencia natural distinta para los dos
genotipos.
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Se repicaron explantes en frascos con medio Pm (ya descripto) y
coqcentr_ac_:lones ascendentes de antibidtico para determinar la resistencia tanto
a higromicina como a kanamicina de los cuitivares.

F_’ara el cultivar Ipora se utilizaron concentraciones de 0,5,8,10,15 y 20 mg/L
de higromicina y 0,20,40.60 y 100 mg/L de kanamicina.

Para el cultivar Kennebec se realizaron los mismos ensayos.

3.5.2 ENRAIZAMIENTO DE CLONES POSIBLEMENTE TRANSFORMADQS.

A distintos brotes obtenidos de los médulos de transformacién se los coloco
a enraizar en medio conteniendo los antibidticos correspondientes a las

concentraciones minimas inhibitorias determinadas por

calibracion.,

los ensayos de

Se les permitié el crecimiento durante cinco semanas y luego se los calificd
segun su crecimiento de acuerdo a una escala elaborada para tal fin. No todos
jos clones obtenidos fueron evaluados por este método.

El cuadro 10 muestra la escala elaborada para la clasificacion de las plantas
segun su desarrollo en medio con agente de seleccion.

Cuadro 10. Escala de crecimiento y enraizamiento.

3_.

4

No hay
crecimiento, y
explante
necrosado.

El control
negativo tiene
este valor.

Escaso
desarrolio y
enraizamiento,
pero el
explante sigue
Vivo.

Crecimiento
normal,
enraizamiento
deficiente.

Crecimiento y
enraizamiento
adecuados,
pero menor al
obtenido en un
tiempo igual,
en medio no
selectivo.

Crecimiento y
enraizamiento
idéntico al
obtenido en un
medio de
crecimiento sin
agentes de
seleccion.
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3.6 EVALUACION MOLECULAR DE LOS POSIBLES
TRANSFORMADOS

Para determinar la naturaleza transgénica de las plantas obtenidas se
realizaron pruebas de PCR con primers especificamente disefiados para
detectar la presencia del gen inserto en el genoma vegetal. Previo a los
ensayos de PCR, se extrajo el ADN gendmico vegetal.

3.6.1 PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN DE PLANTAS PARA
REACCION DE PCR.

1. En un tubo de microcentrifuga, se maceran dos hojas pequefias con el
auxilio de un bastén que encgja perfectamente en el fondo del tubo.

Se adicionan 400 pul del buffer de extraccién.

Se macera nuevamente el tejido.

Vortex per 30 segundos.

Centrifugar a velocidad maxima (12.000g) por 3 minutos.

Transferir 300 L del sobrenadante para un nuevo tubo de microcentrifuga.
Adicicnar 300 uL de isopropancl y mezclar por inversion.

Incubar a temperatura ambiente por 3 minutos.

Centrifugar a velocidad maxima {12.000g) por 5 minutos.

10 Descartar cuidadosamente el sobrenadante.

11. Lavar el pellet por adicidn de 300 ul de etanol 70%.

12. Descartar el sobrenadante y secar con auxilio de un desecador.

13. Resuspender el pellet en 50 ul de TE.

e~ N

Buffer de extraccion
Tris-HCI 200mM pH 7.5

NaCl 200mM
EDTA 26mM
SDS 0,5%

Protocolo cedido por EMBRAPA-CENARGEN.
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3.6.2 PROTOCOLO DE REACCION DE PCR.

Se utiliza para el analisis de PCR el kit de Gibco BRL-PCR Reagent ®. E!
kit incluye un contro! de calidad del proceso, el cual consta de ADN genomico
humano y un juego de primers disefiados para amplificar un fragmento de 764
pares de bases que corresponde a una copia unica del gen BDNF (brain-derived
neurotrophic factor). Se utilizd este control en todas las reacciones.

Para hacer los ensayo de PCR se agregan en un tubo en el siguiente orden:

Agua 23,25uL (X numero de reacciones +1)
Buffer 10x 5,00ul (X nimero de reacciones +1)
MgCl2 1,80ul  (x nimero de reacciones +1)
Taq polimerasa 0,25ul.  (x nOmero de reacciones +1)

Primer 1. (250pmoles) 5,00uL (X numero de reacciones +1)
Primer 2. (250pmoles) 5,00uL  (x nimero de reacciones +1)

Se distribuyen a tubos nuevos 40 pL de la mezcla y se le agregan a cada uno:
ADN (muestra) 10,00ulL

TOTAL 50,00uL

Se cubre la mezcla con aceite mineral. Y se realiza el siguiente ciclo:

a4° 5 minutos.
35 ciclos de:

9490 1 minuto.

48° 1 minuto®

72° 1 minuto 30 segundos.
72° 7 minutos.

* Temperatura de anneling ajustada para todos los juegos de primers segun su
Tm.

Dado su facilidad y economia, como control positive se usé para todos los
casos E. coli transformadas con el plasmido gue contenia el ADN-T gue se
queria testear. Se partia de cultivo liquido O.D.sge 0,6 vy se diluia con agua
destilada 1/10, luego se coiocaba a bafio maria 20 minutos. De esta dilucidn se
usaron 10ul para realizar el control positivo.
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El trabajo de analisis se organizd de manera que cada corrida contara con
un control positive del proceso (provisto por el fabricante), un control positivo del
inserto (E. coli transformadas) y como control negativo una planta det mismo
cultivar sin transformar, asi come un numero variable de clones derivados del
mismo moédulo de transformacion.

Los primers utilizados fueron:
A) Para los posibies transformados con los genes RIP + Qui:

“Up 358" hibridiza en el promotor hacia el inserto.

5 ATCTCCACTGACGTAAGGGA 37

“L.ow Rip” hibridiza en la hebra complementaria sobre €l gen de Rip.
5 TCCACGTTCTTCGCCATCTTTG 3’

Este juego produce un segmento de aproximadamente 180 nucledtidos.
B) Para los posibles transformados con fos genes AP24 + Lis.

“T-NOS” hibridiza en el terminador NOS hacia el inserto.
5 CATTCAAGATCTCTCTGCCGACAGTGGTCC 37
“AP24" sobre ef gen de AP24
5'GGGATCCACCATGGGCAACTTGAGATCTTC &

Este juego produce un segmento de aproximadamente 780 nucledtidos.

Cabe destacar que los primers ulilizados son, por su tamafo, muy
especificos, por 10 que no es esperable que hibridicen inespecificamente con
secuencias que no correspondan al gen inserto.

Dado que tanto el gen de osmotina AP24, como el de RIP son de origen
vegetal, se podria objetar que el genoma de papa contiene versiones de estos
genes, que aungue no sean exactamente los mismos que fueron introducidos,
presentasen ciertas secuencias con un grado de homologia tal que hibridizaran
con & primer izado. Para elminar este posible error en la evaluacion
mofecufar de fos fransformados cada juego contenia ademds de un primer
interne del gen, un primer que hibridizaba tanto con el promotor de origen viral
como con el terminador de origen bacleriano. De esla manera, como no es
posible que la planta testigo presente estas secuencias, se aumenta la
seguridad de no obtener falsos positivos.
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Las corridas electroforéticas se realizan en gel de agarosa 1,5% en buffer
TBE 0,5x, con un voltaje de 90V durante 1,5 hs.

Las bandas son reveladas por tincién con bromuro de etidio en reaccidn con
luz ultravioleta segun descripto en Manniatis ef al.,, (1882).

3.7 ACLIMATACION Y OBTENCION DE MINITUBERCULOS EN
INVERNACULO.

Con el fin de obtener minitubérculos para ser lievados a campo para su
futura evaluacion, las plantas positivas obtenidas fueron colocadas en macetas
con turba estéril, entutoradas y protegidas con una cubierta plastica, de manera
de realizar una transicién gradual al medio exterior.

Se parte de plantas in vifro de 6-8 cm con buen desarrollo foliar y radicular,
se les elimina el agar cuidadosamente y se las transplanta.

Aproximadamente un mes posterior al trasplante las plantas se mantuvieron
continuamente fuera de la cubierta plastica, creciendo bajo las condiciones de
invernaculo hasta el fin de su ciclo. La cosecha de los minitubérculos se realizd
de forma manual.
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4. RESULTADOS

La evolucién in vitro de los médulos de transformaciéon puede evaluarse
desde dos enfoques. En primera instancia, el comportamiento organogénico del
explante individual en los diferentes controles y en el tratamiento en respuesta a
la secuencia hormonal establecida, y posteriormente el analisis de 1a evolucidn
en conjunto de explantes en los modulos de transformacién propiamente dichos.

El analisis del desarrollo in vitro de las plantas es importante a la hora de
validar el método de transformacién. Para 10s objetivos de este trabajo, es mas
importante aun la obtencion de plantas transgénicas PCR positivas, ya que esto
significa la obtencién de variabilidad genética para el posterior mejoramiento de
los cultivares.

4.1. DESARROLLO DE LOS SEGMENTOS INTERNODALES

Los explantes seleccionados fueron segmentos internodales de plantas de
papa crecidas in vitro. En la foto 9A se muestra el explante tipo del cual se partio
segun se especifica en el protocolo de transformacién utilizado. Es importante
evitar que yemas de los nudos queden sobre el explante de manera de no
confundir brotaciones de éstos dGltimos con regeneracidn somatica. Los
extremos de los explantes se cortaron en forma sesgada de modo de aumentar
la superficie de herida susceptible a la infeccion bacteriana y capaz de
regenerar.

Estos explantes se sometian 2 un medic inductor de callo y después de
colocarlos en el medio inductor de tallo, en los extremos se desarrollaban callos
friables. Estas estructuras se muestran en la foto 9B.

Algunos explantes que se colocaron en medio con agente de seleccién y
que habian sido transformados con Agrobacterium tumefasiens conteniendo el
plasmido, desarrollaron brotes en las estructuras callosas que segun lo
esperado corresponderian a brotes que habrian incorporado los genes de
interés y por tanto, ef gen capaz de detoxificar el agente de seleccion. Estos
brotes posiblemente transgénicos se presentaban como el mostrado en la foto
9C. Cada uno de estos brotes, aunque se desarrollaran del mismo explante
correspondian a eventos de transformacién diferentes. En este trabgjo se parte
de la hipétesis de gue la bacteria incorpora su ADN-T en cada c¢élula vegetal de
forma aleatoria y se espera gue cada callo (y posteriormente brote) surja de una
unica célula vegetal que haya sido transformada.
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En la foto 9D se observa un explante perteneciente al control positivo de
regeneracion. Estos explantes presentaban un comportamiento normal,
desarrollando brotes capaces de regenerar segun lo esperado de acuerdo al
comportamiento in vitro de los cultivares de papa. De cada uno de los explantes
se desarrollaban promedialmente 17 brotes y el enraizamiento era abundante.

Foto 9. Desarrollo de los segmentos internodales de papa.

Explante tipo utilizado en los médulos de
transformacion.

Explante en proceso de formacion de callo, los
cuales se generan en las zonas de herida
Regeneracion a partir de callo en medio selectivo.
Regeneracion a partir de callo en medio no selectivo.

o0 W
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4.2 DESARROLLO DE LOS MODULOS DE TRANSFORMACION

Segun el cultivar seleccionado y el agente de seleccién utilizado 1a evolucion
de los explantes en los tratamientos y en los diversos controles fue diferente.
Estas diferencias se demuestran a continuacién en las fotos 10 y 11, detallando
en cada caso las caracteristicas mas sobresalientes.

Médulo de transformacién del cultivar Ipord con higromicina como_agente de
seleccion

La foto 10A muestra el control positivo tipo de los médulos donde se utilizé el
cultivar Ipora. En esta foto se puede observar que el desarrolio de los explantes
no era sincronizado, sino que habia diferencias notonias del tiempo de brotacion
de los diferentes explantes dentro de una misma placa. Estas diferencias
pudieron deberse a variaciones en el contenido endégeno de hormonas de los
explantes, ubicacion diferencial dentro de la placa, competencia por nutrientes,
entre otros.

Una placa de Petri conteniendo el control negativo del médulo (segmentos
internodales sin tratamiento alguno y en medic con higromicina) se muestra en
ta foto 10B. Estos explantes, como ya se menciond, desarrollaron callo en los
extremos pero no evolucionaron mas alla de estas estructuras. Como se
observa en la foto, los explantes se necrosaron totalmente.

En la foto 10C se observa una placa de Petri conteniendo 12 de los 250
explantes parte del tratamiento de transformacion. Estos explantes también
presentaron estructuras de callo en sus extremos, pero con mayor crecimiento
respecto al control negativo. Algunos de estos callos evolucionaron a brotes los
que formaron posteriormente tallos. Este es el caso det explante ubicado en el
centro de la placa, donde se observa la presencia de brotes en uno de sus
extremos. El hecho de que el tamafio de callo alcanzado fuese mayor al
mostrado en les controles negativos, pudo deberse a que se presentara la
bacteria en los explantes y que la expresion del gen de detoxificacion de
higromicina llevase a una mencr concentracioén de ésta en el medio y por ende a
un mayor desarrollo de los explantes, o también pudo deberse a que se
estuviese expresando dentro del genoma de la planta, pero que la insercion del
ADN-T impidiera el desarrollo posterior a brote de estos callos. Debido a que en
el medio se utilizd un bacteriostatico para impedir et desarrollo de Agrobacterium
se esperaba que no fuera ésta la que estuviera detoxificando la higromicina.
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En la foto 10D se observa una planta in vitro producto de unos de los brotes
desarrollados a partir de los callos creciendo en medio con higromicina. Cada
uno de estos brotes fue separado e identificado independientemente.

Foto 10. Comparacién de explantes de un modulo de transformacién
de Ipora con higromicina como agente de seleccion.

. Control Positivo.

. Control Negativo.

. Tratamiento.

. Planta T en medio de multiplicacion.

oOmE
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Médulo de transformacion del cultivar Kennebec con_kanamicina como agente
de seleccidn

Las caracteristicas organogénicas vistas para el moéduio donde se utilizé
Iporé como cultivar e higromicina como agente de seleccidon se mantuvieron
para el caso del cultivar Kennebec y como agente de seleccién kanamicing,
pero existen algunas diferencias que se detallan a continuacion. El control
positivo se presentd igual que el case anterior, pero no asi el control negativo.
Como se muestra en la foto 11A los explantes colocados en medioc con
kanamicina se necrosaban totalmente antes de desarrcllar callos en los
extremos y su apariencia era de explantes etiolados, a diferencia de los
necrosados por higromicing, que presentaban una consistencia mas firme.

Del mismo modo, aguellos explantes crecidos en medio con kanamicina,
peroc que eran parte del tratamiento de transformacidon no mostraron un
crecimiento de callo importante, sino que los brotes se desarrcllaban a partir de
estructuras tipo callo, pero menores. Esto se observa en la foto 11B, donde se
ve el desarrollo de un brote a partir de estas estructuras.

En la foto 11C se observa, al igual que para el médulo anterior, la planta in
vitro regenerada a partir de un brote posiblemente transgénico creciendo en
medio de multiplicacién de papa.
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Foto 11. Comparacion de explantes de un modulo de transformacion de
Kennebec con kanamicina como agente de seleccion.

L

A. Control Negativo
B. Tratamiento

C. Planta T en medio de multiplicacién
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4.3. PLANTAS POSIBLEMENTE TRANSGENICAS OBTENIDAS
EN LOS MODULOS DE TRANSFORMACION.

Las plantas seleccionadas por su capacidad de brotar en medio conteniendo
agente de seleccién, se denominaron plantas T y aquellas que brotaron en
medio sin agente de seleccién, pero que se seleccionaron por su capacidad de
enraizar en medio conteniendo el agente de seleccién respectivo, plantas QT.

Para llevar a cabo los ensayos de enraizamiento se realizé con anterioridad
una curva de calibracion, de modo de determinar cual era la concentracién
minima de higromicina o kanamicina, frente a las cuales las plantas no
mostraban ningun crecimiento (ni radicular ni de tallo). Esto se debe a que los
diferentes cultivares pueden presentar algun grado de resistencia natural a
dichos agentes.

En la foto 12 se muestra el ensayo de calibracién del enraizamiento del
cultivar Ipora creciendo en medio de multiplicacion conteniendo diferentes
concentraciones de higromicina. En esta foto se puede observar que a 8 mg/L
de higromicina no existia desarrollo alguno de las plantas de Ipora. El mismo
procedimiento se realizé6 para el cultivar Kennebec creciendo en medio de
multiplicacién con kanamicina y se determiné ausencia de crecimiento a 100
mg/L de kanamicina en el medio (Foto 13). En base a la capacidad de
enraizamiento en medio presentando estas concentraciones de agente de
seleccion (8 mg/L de higromicina y 100 mg/L de kanamicina, dependiendo del
médulo) es que se seleccionaron las plantas QT y se volvieron a someter a
presion de seleccion las plantas T. En este ultimo caso todas las plantas
enraizaron normalmente.

Foto 12. Capacidad de enraizamiento de plantas del cultivar Ipora en
medio de multiplicacion con diferentes concentraciones
de higromicina (0, 5, 8, 10, 15 y 20 mg/L)
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Foto 13. Capacidad de enraizamiento de plantas del cultivar Kennebec en
medio de multiplicacién con diferentes concentraciones
de kanamicina (0, 20, 40, 60 y 100 mg/L)

En los cuadros 11 y 12 se muestran los resultados respecto al numero de
plantas T y QT obtenidas en cada uno de los médulos. Los datos se arreglaron
segln el plasmido utilizado para la transformacion.

Cuadro 11. Resumen de resultados de médulos con el plasmido

pGJ 370
Méduio | Nro.Exp. Nro.exp. Porcentaje  Tiempo medio de
Inicial brotados de brotaciéon aparicién de brotes
(dias).

1 250 3 1,2 % 97

1 250 18 7,2% 91

3 250 4 2,4% 103

Media 8,33 3,6% 97
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Cuadro 12. Resumen de resultados de moédulos con el plasmido

pHAL 73
Médulo | Nro.Exp.inicial Nro.exp. Porcentaje Tiempo
brotados de medio de
brotacion  aparicién de
brotes.
2 250 10 4,0% 75
2 250 1 0,4% 35

Como se indica en el cuadro 11, la variabilidad respecto al numero de
plantas T obtenidas en cada uno de los modulos es muy grande. La variabilidad
se explica fundamentalmente por el error experimental, que consta de muchas
variables que no han sido evaluadas, como por ejemplo: diferente competencia
y determinacion de lo explantes (diferentes edades fisioiégicas de los explantes,
numerc de repiques de las plantas de partida, nivel hormonal enddgeno),
ubicacion diferencial de los explantes dentro de la placa, composicién de los
medios de cultivo variable, interaccion variable entre los genotipos de la bacteria
y la planta, etc.

Si bien los brotes no aparecian en forma sincronizada el tiempo medio de
aparicién de los mismos en los diferentes moédulos dio valores muy similares,
con un promedio de 97 dias.

En el cuadro 12, que contempla los resultados obtenidos en los modulos
transformados con los genes de lisozima y apAP24, se observa la misma
variabilidad.

A partir del analisis de los resultados de los controles, citados en los cuadros
13 y 14, se puede determinar que el ensayo de transformacion estuvo bien
planteado y que el protocoio fue ajustado. Esto se debe a que ios controles
positivos (explantes sin infectar y creciendo en medio sin agente de seleccion)
brotaron un 100 %, 98 % y 96 %, segun el modulo. En agquellos casos que el
valor fue menor (Mdédulos 1y 3) se debid a errores en el procedimiento
experimentai. Igualmente los valores fueron muy cercanos a un 100 %.

Mas relevante es el resultado de los controles negativos (explantes sin
infectar colocados en medio con agente de seleccion) donde ningun explante
crecid, determinando entonces que en los tratamientos no se esperaban
escapes falsos positivos. Los controles restantes, realizados para determinar el
efecto de Agrobacterium tumefaciens sobre el crecimiento, muestran que el
hecho de la infeccion por la bacteria y la existencia de la misma durante el
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proceso de crecimiento del explante afectaron su desarrollo. Los porcentajes de
brotacién de aquellos explantes crecidos en medio sin agente de seleccién son
menores que l0s obtenidos para los controles positivos. A pesar de esto, en dos
de los médulos presentaron valores mas aitos de brotacion, en aquelios que
habian sido infectados con la bacteria conteniende el plasmido de interés,

Cuadro 13. Regeneracion en los controles de los médulos con el plasmido

pGJ 370
Porcentaje de regeneracion de brotes de fos confroles
s/ inf. s/kan | s/inf. ¢/kan | Inf AL, s/kan | Inf At. ¢/kan | inf AL plas
(V1) (1) (V) (I sfkan (IV)
Modulo 1 | 100% 0% 53% 0% 100%
Médulo 17 | 96% 0% - - 88%
Médulo 3 | 98% 0% 74% 0% 5%*

Se indica entre paréntesis la denominacion del tratamiento descripto en el cuadro 8.

Cuadro 14. Regeneracion en los controles de los médulos con el plasmido

pHAL 73
Porcentaie de regeneracion de brotes de los controles
s/ inf. s/hyg { sfinf ¢c/hyg inf A.t. sthyg | Inf At ¢/hyg | Inf ALt plas
VI (1) V) (1) sthyg (IV)
Modulo 2 | 100% 0% 84% 0% 72%
Modulo 2° | 100% 0% - - 100%

Se indica entre paréntesis la denominacion del tratamiento descripto en el cuadro 8.

En todos los casos en que se colocaron los explantes a crecer en medio ¢on
higromicina o kanamicina y que habian sido infectados con la bacteria
desarmada, no se detectd crecimiento alguno.

A modo de resumen segln lo indica el cuadro 15 se obtuvieron 34 plantas T
y 10 plantas QT.
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Cuadro 15. Total de Plantas T y QT obtenidas en los Modulos de
Transformacion

1 {Ipora‘higromicina) 2

1’{Iporaé/higromicina) 18

2 (Kennebec/kanamicina)

2'(Kennebec/kanamicina) 1

3 {Ipora/kanamicina)} 4

TOTAL 34
s.d. sin dato

Todas estas plantas fueron evaluadas por PCR.

4.4. ANALISIS POR PCR

Antes de evaluar el ADN de las plantas posiblemente transgénicas mediante
la técnica de PCR, se realizé la puesta a punto de la misma utilizande como
molde el ADN plasmidico, del que se estaba seguro contenia los fragmentos
génicos a amplificar. En la foto 14 se observa el resultado de este ensayo. Las
bandas amplificadas presentaron los tamafios esperados, 780 pb para el
segmento amplificado a partir del plasmido que contenia los genes de Lisozima

y apAP24 y 180 pb para la ampiificacién del segmento del plasmide que
contenia los genes de RIP y Quitinasa.
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Foto 14. Corrida electroforética con los productos de PCR de los
plasmidos PGJ 370 y pHAL 73

1 - Marcador de peso molecular {escalera de 100 pb)
2 - Segmento amplificade de pHAL 73 (780 pb)
3 - Segmento amplificado de pGJ 370 (180 pb)

Posteriormente se realizaron los ensayos con las plantas T y QT obtenidas a
partir det crecimiento y enraizamiento en medio selectivo, respectivamente.

Se muestra a continuacién (Fotos 15 v 16) geles donde se corrieron los
productos de amplificacion por PCR a partir de ADN de las plantas. Ademas, en
cada gel se incluyé un control negativo (ADN de planta no transgénica sometida
al mismo ensayo de PCR), un control positivo (fragmento amplificado a partir del
plasmido inicial} y un control de calidad del kit de PCR utilizado (amplificade de
un fragmento de un gen de un neuropéptido humano).

En la foto 15 se ve que todas las plantas fueron PCR positivas, mientras que
en la foto 16 de las 8 plantas ensayadas solo 4 io fueron.

Este analisis por PCR fue realizado en todas las plantas y los resultados se
observan en el cuadro 16.
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Foto 15. Corrida electroforética con productos de PCR de piantas T de los
moédulos 2y 2,

100 hp
ladder

QC - Control de calidad
Clones - Plantas T analizadas
C(+) - Control Positivo

C(-) - Control Negativo

Foto 16. Corrida electroforética con productos de PCR de plantas T de los
médulos 1y 17,

QC - Control de calidad
Clones - Plantas T analizadas
C(+) - Control Positivo

C{-) - Control Negativo
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Cuadro 16. Naimero de plantas T, Q, QT y PCR positivas obtenidas.

Modulo | Nro. | Nro. QT Nro. PCR + % PCR+
T T QT T QT
1 2 1 2 1 100% | 100%
1 18 0 16 - 88% -
2 9 - 7 - 77% -
2 1 9 1 6 100% 66%
8 4 - 4 - 100% -

La mayoria de las plantas que fueron seleccionadas por su capacidad de
crecer en medio selectivo (plantas T) fueron PCR positivas, existiendo
solamente en dos de los moédulos escapes a esta presidén de seleccion. Esto
pudo deberese a errores experimentales, como por ejemplo el atraso en los
momentos de cambio de los medios, lo que pudo disminuir el efecto de la
kanamicina y la higromicina, posibilitando el crecimiento de brotes no
transformados.

En el Cuadro 16 no se muestra el numero de plantas Q obtenidas a partir de
los diferentes modulos (plantas infectadas con la bacteria conteniendo el
plasmido, pero no seleccionadas por su capacidad de crecer en medio con
agente de seleccidn), pero igualmente se analiza a continuacién lo sucedido en
los médulos 1 y 1’ con estas plantas.

La relacion Q/QT de los méduios 1 y 1’ fue en un principio de 100%, o sea,
todos los explantes obtenidos en medio no selectivo (Q), enraizaron en medio
selectivo. Dado esta relacion, se pensd en la posibilidad de que A. tumefaciens
transformadas que estuviesen alojadas vascularmente, estuviesen detoxificando
la kanamicina permitiendo de esta manera el crecimiento de las plantas. Esto es
posible dado que el gen de resistencia a kanamicina es de origen procariota y
confiere resistencia a |la bacteria portadora.

Para comprobar dicha hipdtesis se colocaron segmentos de talio en medio
liquido LB conteniendo 100 mg/L. de estreptomicina, spectinomicina, rifampicina
y kanamicina, en agitacién a 28°C durante dos dias, para permitir el crecimiento
bacteriano. Se constatd crecimiento bacteriano a partir del cual se plaqued a
medio LB sdlido conteniendo la misma concentracién de antibidticos
mencionada, obteniendo tres dias después colonias que por analisis de PCR
confirmaron ser bacterias portadoras del plasmido pGJ 370 - RIP + Qui [nptli].

Se presume entonces que se trata de A. lumefaciens cepa LBA 4404
transformada, ya que la presencia del plasmido, detectada por PCR y el
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crecimiento de |a bacteria en medio altamente inhibitorio, por altas
concentraciones de cuatro antibidticos, practicamente descartan otra posibilidad.

Andlisis posteriores deberian llevarse a cabo para confirmar {otaimente esta
hipbtesis, pero es posible que las bacterias sean el motivo de la detoxificacion
de la kanamicina y el crecimiento de brotes no transformados en medio
selectivo. Por esta razon posteriormente se incrementé la presiéon de seleccion a
200 mg/L de kanamicina para enraizamiento en el medio de multiplicacion, y se
agregé 300 mg/L de carbenicilina al medic. De esta forma se obtuvo un solo
clon QT (PCR positivo) de los mddulos 1y 1.

4.5. RELACION ENTRE CAPACIDAD DE ENRAIZAMIENTO EN
MEDIO SELECTIVO Y RESULTADO DE PCR

Debido a la importancia de no obtener plantas falsas positivas producto de la
seleccion por el agente selectivo, durante el desarroilo del trabajo se planted la
posibilidad de verificar la existencia de alguna relacién entre la capacidad de
enraizamiento en medio con el agente de seleccion y el resultado de PCR. Por
esta razén es gque se colocaron a crecer algunas de las plantas T y QT en medio
de multiplicacién de papa, conteniendo higromicina o kanamicina, segun el
mdbdulo, en las concentraciones previamente determinadas.

Segun el resultado de enraizamiento a estas plantas se las clasificd de
acuerdo a la escala ya especificada en materiales y métodos. En el cuadro 17
se observa la clasificacion y el resultado de PCR de dichas plantas. Estos
resultados se agruparon para su analisis (Cuadro 18), determinandose que
aquellas plantas clasificadas 0 podian ser consideradas “probablemente PCR
negativas" antes de su analisis e igualmente las plantas con los valores 3y 4
podian considerarse "probablemente positivas". Para el caso de [as plantas 1y
2, si bien su crecimiento en medio selectivo es un buen indicador, el posterior
andlisis molecular no puede ser salteado. Estos datos no tienen un valor
estadistico pero contribuyen a la validacion del método de transformacion.
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Cuadro 17. Enraizamiento en medio selectivo y resultado de PCR.

Clon Agente seleccion Puntaje escala | PCR
5QTS Higromicina 8 mg/L 0 -
5QT2 Higromicina 8 mg/L 2 +
5QT8 Higromicina 8 mg/L 2 +
5QT1 Higromicina 8 mg/L 1 +
5QT4 Higromicina 8 mg/L 2 +
5QT79 Higromicina 8§ mg/L 0 -
5QT7 Higromicina 8 mg/L 1 -
5T1 Higromicina 8 mg/i. 3 +
3T7 Higromicina 8 mg/L 4 +
3715 Higromicina 8 mg/L 2 -
3T6 Higromicina 8 ma/L 4 +
3T9 Higromicina 8 mg/L 3 +
3T11 Higromicina 8 mg/L 3 +
3T10 Higromicina 8 mg/L 2 +
4T8 Kanamicina 100 mg/L. 4 +
4719 Kanamicina 100 mg/L 4 +
479 Kanamicina 100 mg/L 3 +
4T10 Kanamicina 100 mg/L 3 +
4T1 Kanamicina 100 mg/L 2 +
4T14 Kanamicina 100 mg/L 3 +
4T2 Kanamicina 100 mg/L 2 -
471 Kanamicina 100 mg/L 2 +
4T3 Kanamicina 100 mg/L 3 +
1T2 Kanamicina 100 mg/L 3 +
1T1 Kanamicina 100 mg/L 3 +

Cuadro 18. Relacién entre capacidad de enraizar en medio con agente de

seleccion y resultado de PCR.

Escala Nro clones Nro PCR+ PCR+/N°clones
0 2 0 0
1 2 1 0.5
2 8 6 0.75
3 9 9 1.0
4 4 4 1.0
Total necrosados 2 0 0
(0) :
Total vivos 23 20 0.87
{1,2,3,4)
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4.6. ACLIMATACION Y OBTENCION DE MINITUBERCULOS

Las plantas in vitro que resultaron PCR positivas, se aclimataron en
invernaculo, colocandolas en macetas bajo cubierta plastica durante un mes.

Los minitubérculos obtenidos fueron morfolégicamente normales, teniendo
una brotaciéon adecuada, lo que determina que son un buen material de partida
para la implantacién de un cultivo a campo.

Se constatd también, que el tiempo medio a la brotacién de los
minitubérculos obtenidos fue acorde a la descripta para el cultivar, indicando que
la insercion de los genes foraneos no afectd esta caracteristica.

En la foto 17 se muestra una serie de minitubérculos, obtenidos de la
manera anteriormente indicada, de distintos clones positivos.

Foto 17. Minitubérculos obtenidos en invernaculo de clones positivos.

Minitubérculos de clones transgénicos de Kennebec e Ipord, morfolégicamente normales.
Estas lineas han mantenido las caracteristicas descriptas para ambos cultivares en lo que se
refiere a: color de piel y pulpa y dormancia.
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5. DISCUSION

En este trabajo se transformaron los cultivares de papa Kennebec e Ipor4,
mediante el sistema de Agrobacterium tumefaciens. El cultivar Kennebec fue
transformado con una construccidn plasmidica conteniendo genes codificadores
de quitinasa y RIP, mientras que el cultivar Ipora fue transformado con esta
misma construccion y con otra conteniendo los genes codificadores de lisozima
y la osmotina AP24.

Se utilizé un protocolo de transformacion que utiliza segmentos internodales
de papa como explantes de partida. Estos métodos de transformacion, obtienen
en promedic un 3% de eficiencia, medido en numero de explantes que
regeneran plantas fransgénicas, sobre el nimero de explantes utilizados. (com.
pers. Silvia Cabral -~ INGEBI; Visser ef al, 1989).

La eficiencia promedio en los moédulos realizados en este frabajo es de
2,4%, lo que lo ubica dentro del rango obtenido en otros centros de
investigacion. Si se incluyen las plantas QT PCR positivas aumenta el valor de
ia eficiencia del proceso, pero debido a que el nimero de QT obtenidos es muy
bajo y que dichas plantas no se comportaron 100 % PCR positivas, en una
primera instancia se plantea que la seleccion de plantas por este medio no es lo
recomendable, mas adn si se considera las horas de trabajo insumidas en este
ensayo.

La eficiencia lograda utilizande hojas o minitubérculos como explantes de
partida es mucho mas alta, entre un 20 y 50% (com. pers. Fernando Bravo —
INGEBI; Cecilia Vazquez — INTA), por o que se deberia poner a punto estos
métodos de manera de obtener mas clones y aumentar la posibilidad de obtener
un evento exitoso.

La evaluacién de transgénicos mediante el método de amplificacion por PCR
si bien es adecuada por la posibilidad de realizar analisis de varios materiales
simultaneamente, no da un resultado concluyente, ya que un PCR positivo sélo
indica que en el material de partida se encuentra aunque sea trazas de la
secuencia complementaria a 10s primers utilizados. Estas secuencias pueden
ser contaminaciones bacterianas, especificamente de A. fumefaciens utilizado
para la transformacion portando el plasmido vector y por lo tanto la secuencia
nucleotidica complementaria a los primers (Register [li, 1997). Tampoco indica
la integracidén completa del ADN-T, ni el nimero de copias integradas. Sin
embargo, €s una muy buena herramienta como primer andlisis de posibles
transgénicos y para el trabaio se tomard a los clones positivos como
transgénicos hasta que se demuestre o contrario.
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Complementariamente se intentd determinar la eficacia del agente de
seleccidn como control de posibles escapes. La alta correlacion de los clones
que enraizaron con el resultado positivo de PCR indica que la seleccidon por
enraizamiento s un muy buen indicador de la naturaleza transgénica de los
materiales evaluados. Mejor aun es tomar los valores extremos de la escala de
enraizamiento (0,3 y 4) franja en la cual no se constatd ningun escape.

Cada una de las 37 plantas obtenidas en los mddulos realizados es un
evento de transformacién diferente, ya que los niveles de expresion génica
cambian seglin el punto de insercion del ADN-T en el genoma recipiente, asi
como el nimerc de copias del gen que han sido introducidas (Jones 1985,
citado por Zhu et al, 1994). Es por eso que |la evaluacién de los transgénicos
debe continuar hasta caracterizar los clones obtenidos segun: nimero de copias
del gen inserto, nivel de expresion de las nuevas proteinas, nivel de resistencia
finalmente obtenido frente a patdégenos y comportamiento agronémico.

El nimero de copias insertas se podria determinar mediante Southern Blot e
hibridacién con sondas especificas con fragmentos de ADN total digerido con
una enzima de restriccion gue realice un solo corte dentro del inserto. De esta
manera se obtienen bandas de distinto tamario por cada copia inserta, dado que
el sito de corte exterior al ADN-T es dependiente de la zona de insercion.

El nivel de expresion de ios nueves genes se determinaria mediante
Western Blot. Para determinar el nivel de expresién se utilizan anticuerpos que
detectan las cantidades de cada una de las nuevas proteinas. Este analisis
deberia realizarse en distintos tejidos de la planta.

El nivel de resistencia se estimaria mediante desafio bioldgico en
invernaculo. Los clones ¢con mejor expresidn son sometidos a elevados niveles
de inéculo de manera de evaluar su comportamiento sanitario en situaciones
extremas.

Finalmente la aptitud agrondémica es evaluada por ensayos de campo. El
clon evaluado debe mantener el biotipo de la planta madre, sus caracteristicas
productivas y obtener un rendimiento mayor o igual en un sistema de produccidn
tipo.

Este es el trabajo minimo que se considera necesario para evaluar lineas
transgénicas. De esta manera los clones de buen comportamiento, debidamente
caracterizados, pueden ingresar a un programa de mejoramiento o liberarse al
mercado como cultivares nuevos para produccién directa.
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El tiempo que demando la generacidn de plantas PCR positivas, incluyendo
su regeneracion completa in vitro, su aclimatacién a condiciones de invernaculo,
y la produccién de minitubérculos fue de aproximadamente siete meses. Si bien
estos materiales deben ser sometidos a los ensayos ya mencionados, el tiempo
total insumido hasta la liberacidn de un clon como cultivar es menor al tiempo
necesario para generar un nuevo cultivar con los métodos tradicionales.
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6. CONCLUSIONES

La variabilidad es la base del mejoramiento y el progreso genético. Mediante
los procesos biotecnoldgicos discutidos en este trabajo, se genera variabilidad,
menor gue en los procesos de recombinacidn que tienen lugar en la
reproduccion sexual, pero distinta en el sentido que rompe con barreras de
compatibilidad, generando combinaciones genéticas nuevas en la evolucion
natural de estos genomas.

En pocos meses de trabajo es posible producir un aito nimero de plantas
transgénicas. Este corto tiempo, hace que la técnica de transformacion sea muy
atractiva para la utilizacién en el mejoramiento vegetal.

La necesidad de reducir los tiempos para la generacion de respuestas no
sélo obliga a utilizar nuevas técnicas, sino también a hacerlo de la forma mas
eficiente posible. En este trabajo se logrd ajustar la técnica de transformaciéon a
partir de segmentcs internodales de papa para dos cultivares diferentes, via
Agrobactenium tumefaciens. La eficiencia lograda fue cercana al 3%. Se
podrian probar otros protocolos de transformacidn con el fin de mejorar los
valores de eficiencia obtenidos.

Los pasos a seguir en la evaluacién de las plantas obtenidas en este trabajo
deben realizarse indefectiblemente, de modo de determinar correctamente la
eficiencia obtenida. Debido a los alcances de este trabajo no se realizaron las
evaluaciones posteriores.

La conclusion mas reievante es que se cuenta con la tecnologia necesaria
para la realizacion de plantas transgénicas, en este caso especificamente papa,
pero en un futuro también de otros cultivos de mayor incidencia en el ambito
nacional. Esto es muy importante dado que en el mundo el mejoramiento
asistido por herramientas moleculares se encuentra muy avanzado y cada pais
debe desarrollar su propia tecnologia y variedades ya que los paquetes
importados no siempre se adaptan a las necesidades locales. Por esto se
incluyd el cultivar Ipora en el ensayo.

La racional utilizacién de esta tecnologia permitird reducir la cantidad de
agroquimicos en el cultivo de papa, mejorando la calidad de! producto y reducir
los costos de produccion.
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7. RESUMEN

El cuitivo de papa es de relevante importancia alimentaria en el pais, ia
region y el mundo. El mismo es atacado por una serie de patdégenos, cuyo
accion puede conllevar pérdidas de hasta el 100% del rendimiento del cultivo,
siendo el manejo sanitario de principal prioridad en el sistema productivo.

l.a ingenieria genética es una importante herramienta para Ia generacion de
nuevos materiales con mejor comportamiento sanitario, de manera de asegurar
mayor rendimiento, ademas de una reduccion en la cantidad de principio activo
agregado por hectarea y, por consiguiente, de los costos de produccion. Se
presenta entonces como una opcidn para generar una rapida y eficiente
respuesta al problema planteado, tanto en éste como en otros cultivos.

Con el fin de obtener plantas transgénicas con mejor nivel sanitario, se
transformaron mediante el sistema Agrobacterium tumefaciens los cultivares
Ipora y Kennebec, ambos de gran importancia en el medio nacional, con
construcciones plasmidicas dobles cada una de las cuales consistia en dos
genes de accién antipatogénica ambos regulados por el promotor constitutivo
CaMV 358.

Los genes utilizados codifican péptidos de probada actividad antipatogénica.
Estos son: quitinasa, enzima litica de la quitina componente mayoritario de |a
pared celular fungica, RIP’s (proteina inactivadora de ribosomas) que
selectivamente inactiva los ribosomas fingicos, lisozima de origen aviar, enzima
que digiere los enlaces N-acetil muramico y N-aceti! glucosamina de la pared
celular bacteriana y la osmotina AP24 que por generar un desbalance en el
potencial osmético presenta actividad antibacteriana y antifungica.

Las combinaciones de estos genes utilizados fueron: quitinasa mas RIP, y
lizosima mas osmotina AP24. En la primera, la accién de estas dos proteinas en
conjunto producen un efecto sinérgico potenciando ia actividad antifungica, Ia
dltima es una construccién que presenta un alto potencial de actividad
antibacteriana.

Para determinar la naturaleza transgeénica de las plantas obtenidas estas se
testearon por PCR con primers especificos y por test de enraizamiento en medio
selectivo.

Se realizaron cinco médulos de donde se obtuvieron un total de 37 clones
PCR positivos, y por lo tanto posiblemente transformados, los cuales
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representan un 2,96% de eficiencia lo que concuerda con 1o reportade para este
método.

Se demostrd también la eficacia del testeo por enraizamiento para reconocer
los clones transformados, ya que la correlacién de las plantas que crecieron de
forma normal sobre medio selectivo y las plantas PCR positivas resulté ser alta.

Los clones positivos seran la base para realizar ensayos bioldgicos y
agrondmicos con el fin de obtener materiales indistinguibles de los cultivares
madre pero con la adicién de actividad antipatogénica conferida por los genes
de defensa incluidos.
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8. SUMMARY

The potato is a very important ¢rop for the country, the region and the world. it is
attacked by many pathogens that may cause huge losses of yield if the sanitary
management is not properly considered.

The genetic engineering is a very important tool to generate new genotypes with
improved resistance levels in order to achieve better vield, reductions of costs
and fewer amounts of active ingredients used by hectare. It represents a new
approach to generate a quick and efficient answer to the sanitary problem stated
above,

In order to get transgenic plants with improved resistance levels, the cultivars
lpora and Kennebec, both very planted in the country, were transformed by the
Agrobacterium tumefaciens system with two double constructs each of one
harbored two genes with proved antipathogenic activity, and both regulated by
the constitutive promoter CaMV 358.

The genes used were: chitinase, a litic enzyme of the chitin, which is one of the
main components of the fungic cell wall, RIP's (ribosome inactivating protein)
that selectively inactive the fungal ribosomes, avian lisozime, a enzyme that
digest the bounds N-acetyl muramic and N-acetyl glucosamine of the bacterial
cell wall, and AP24 osmotin, that creates a osmotic potential that is active
against both fungus and bacteria.

Combinations used were chitinase plus RIP’s, which acts sinergicaly against
fungal phatogens, and lisozime, plus AP24 that has a high potential to control
bacterial diseases.

Specific PCR and selective rooting in antibiotic media tested transgenic nature of
the clones obtained.

Thirty-seven putative transgenic clones were obtained out of five experimental
blocks, which gives an efficiency of 2,86%. This value is whitin the range
reported to the method.

It was also shown that a high score in the rocting test is highly correlated to the
trasngenic nature of the plant. Correlation between plants rotting in selective
media and PCR positive clones was high.
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Positive clones will be the starting peint to perform biological and agronomic
assays to select those indistinguishable from the mother cultivar but with
improved resistance to pathogens due to the antipathogenic activity conferred by

the genes newly inciuded.
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10. ANEXO

10.1 GEN Y TRADUCCION DE LIZOSIMA AISLADA DE CLARA
DE HUEVO DE POLLO.

7 17

caagacccttoctctat
27 37 - 57 67 7 87
ataaggaagt tcatttcatt tggagaggac acgctgaaat caccagtcte tetctacaagatcccccaac
99 1408 117 12e 135 144

Met Arg Ser Leu Leu Ile Leu Val Leu Cys Phe Leu Pro Leu Ala Ala Leu Gly Lys
ATG AGG TCT TTG CTA ATC TTG GTG CTT TGC TTC CTé CCC CTG GCT GCT CTG GGG ARAA
156 165 174 183 1982 201
Val Phe Gly Arg Cys Glu Leu Ala Rla Ala Met Lys Arg His Gly Leu Asp Asn Tyr
GTC TTT GGA CGA TGT GAG CTG GCA GCG GCT ATG AAG CGT CAC GGA CTT GAT AAC TAT
213 222 231 240 245 258
Arg Gly Tyr Ser Leu Gly Asn Trp Val Cys Val Ala Lys Phe Glu Ser Asn Phe Asn
CGG GGA TAC AGC CTG GGA AAC TGG GTG TGT GTIT GCA RAA TTC GAG AGT AAC TTC AAC
270 279 288 297 306 315
Tht Gln Ala Thr Zsn Arg Asn Thr Asp Gly Ser Thr Asp Tyr Gly Ile Leu Gln Iie
ACC CAG GCT ACA AAC CGT ARC ACC GAT GGG AGT ACC GAC TAC GGA ATC CTA CAG ATC
327 336 345 354 363 372
Asn Ser Arg Trp Trp Cys Asn Asp Gly Arg Thr Pro Gly Ser Arg Asn Leu Cys Ash
AAC AGC CGC TGG TGH TGC AAC GAT GGC AGG ACC CCA GGL TCC AGG ARC CTG TGC AAC
384 393 402 411 420 429
Ile Pro Cys Ser Ala Leu Leu Ser Ser Asp Ile Thr Ala Ser Val Asn Cys Alas Lys
ATC CCG Ter TCA GCC CTG CTG AGC TCA GAC ATA ACA GCG AGC GTG AAC TGC GCG AAG
441 450 459 468 477 486
Lys Ile Val Ser Asp Gly Asn Gly Met Ser Ala Trp Val Ala Trp Arg Asn Arg Cys
ARG ATC GTC AGC GAT GGA AARC GGC ATG AGC GCG TGG GTC GCC TGGE CGC AACL CGC TGC
498 507 16 525
Lys Gly Thr asp Val Gln Ala Trp Ile Arg Gly Cys Arg Leu *
ARG GGT ACC GAC GTC CAG GCG TGG ATC AGR GGC TGEC COGG CTG TGA
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10.2 GEN Y TRADUCCION GEN MODIFICADO AP24 (VERSION

APOPLASTICA) AISLADO DE TABACO

Met
ATG

Tyr
TAT

Thr
BCA

Fro
CCR

Ala
GCT

Trp
TGG

Asp
GAT

Thr
ACT

Glu
Gly
GGA

Phe
TTT

Thr
ACT

Gly
GGC

Ala
GCT

Fro
cce

Arg
CGA

Gly
GGT

Gly
GGT

Phe
TTC

Asn
ARC

Cys
TGT

Gly
GGA

Phe
TTC

FPhe
TTT

Asn
AAC

Ala
o

ile
ATA

Gly
GGT

Arg
AGG

Lys
AAMR

Trp
TGG

Pro
CCT

Pro
cee

Gln
ChA

Lys
AMA

Thr
ACT

21
Len
TTG

78
Thr
ACT
135%
Gly
GGC
192
Thr
ACT
249
Gly
GGT
306
Pro
CCA
363
Asp
GAC
420
Ser
AGT
477
Arg
cal
GCG
Gln
CAA
591
Gln

648
Cys
TGC

Arg
Ile
ATC

Gly
GGT

Lys
Thr
ACG

Pro
CCA

Tle
AT

Gly
GGEA

Glu
Tyr
TAT

Arg
AGA

Pro
CCT

Ser
TCT

Glu
GAG

Gly
GGC

Met
ATG

Cys
TGC

Asn
AAC

Ser
TCT

Gly
GGG

Leu
CTT

Cys
TGT

Cys
TGC

Gly
GGT

30
Ser
TCT

87
val
GTC
144
Arg
o elel
201
Ala
GCA
258
Gln
CAaR
315
Thr
ACC
372
Leu
TTA
429
Lys

486
Arg
AGG
543
Cys
TEC
600
Pro
CCT
657
Gly
GGET

FPhe
TTT

Arg
CGA

Arg
CGT

Arg
CGT

Thr
ACC

Len
TTG

Val
GTT

Cys
TaC

Yal
GTT

Thr
ACA

RAsp
GAT

Ser
AGT

Val
GTT

Asn
ARC

Leu
Cic

Val
GTA

Gly
GGT

Ala
GCT

Asp
GAT

His
CAT

Pro
cCC

Gln
CAR

Ala
GCC

Thr
ACA

39
Phe
TTC

36
Asn
ARC
153
Azp
GAT
210
Trp
TGE
267
Asp
GAC
324
Glu
GLA
asl
Gly
GGA
438
Ala
GCA
495
Gly
GGR
552
Gly
GGA
609
Tyx
TAT
666
Rsn

AAT

Phuex
TTC

TAC

Phe
TP

Tle
AT

Gly
GGA
Pro
coT

Ser
AGE

Tyr
TAT

Leu
CTC

Pro
CCG

Gly
GGC

Arg
CGT

Gly
GGT

o Ala

GCT

Asn
ARC

His
CAT

Cys
TGT

Cys
TGT

Tyr
TAC

Arg
AGG

48
Leu
CTT
105
Tyr
TAC
162
Gln
Chah
218
Thr
ACT
276
Giy
GGA
333
Leu
TTG
350
Ile
ATT
447
Cys
TGT
504
Asn
ART
561
Gly
GGT
618
Pro
CCh
675
Val

GTT

Se resalta la secuencia analoga al primer utilizado.

Ala
GCC

Thr
ACC

Thr
ACT

Asn
AAT

Val
GTC

Asp
GAC

Pro
CCG

Thr
ACG

Asn
A2C

Pro
CCT

Gln
CAR

Ile
ATC

Leu
TG

Val
GTT

Trp
TG

Cys
TGT

Leu
CTA

Gln
CRA

Met
ATG

Ala
GCT

Pro
CCT

Thr
ACA

Asp
GAT

Phe
TTT

5%
val
GT'G
114
Trp
TGG
171
Val
GTG
228
Asn

285
Gln
CAG
342
Phe
TTC
398
Thr
ACT
456
Asn
AAT
513
Cys
T:T
570
Phe
TTT
€27
Asp
GAT
684
Cys
TGT

BamHI

ggat.ccacc

Thr
ACT

Ala
GCG

Tle
ATC

Phe
TTC

Cys
TGC

Ser
AGT

Phe
TTC

Ile
ATA

Thr
ACT

Phe
TTC

Pro
CCT

Pro
CCT

Xbal

66

Tyr Thr
TAT ACT
123

Ala SBer
GCG TCG
130

Asn Ala
AAT GCG
237

Asn Ala
AAT GCT
2594

Thr Gly
ACC GGG
351

Gly Leu
GGT TTA
408

Ala Pro
GCC CCG
465

Asn Gly
LG GGC
522

Thr Phe
ACA TTC
579

Ser Lys
TCA AAR
6346

Thr 3ex
ACT AGC
693

>

TAGggtclaga
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10.3 ALGUNOS TRANSGENICOS LIBERADOS HASTA EL
MOMENTO.

T
Ui

b i aehun e

“Alfalfa

R AR R A LR s i R

Mejora almacenamiento, Resistencia a SbMV, Machoesterilidad,
Tolerancia a phosphinothricinz, Resistencia a AMV, Resistencia a
kanamicina, Resistencia a Phytophthora, Resistencia Rhizoctonia,
Produccién de proteinas farmaceuticas, Resistencia a
lepidopteros, Produccién de enzimas industriales, Resistencia a
coleopteros.

Manzana Resistencia a lepidopteros, Resistencia a fuego bacteriano,
Maduracion alterada, Resistencia a coleopteros.

Arabidopsis | Tolerante a clorsulfuréon, Tolerante a sulfunylurea

thaliana
Cebada Tolerancia a phosphinothricing, Resistencia a BYDV, Produccién
de proteina termoestable.

Remolacha |Tolerante a glifosato, Tolerante a phosphinothricina, Resistencia a
BNYWV

Brassica Machoesterilidad, Resistencia a lepidopteros, Tolerante a
phosphinothricina

Zanahoria | Calidad nuricional alterada, Resistencia a Alternaria

Crisantelmo | Metabolismo de pigmentos alterado

Maiz Resistencia a mancha foliar, Marcador visual, Tolerante a
phosphinothricina, Proteina de aimacenamiento alterada.

Algoddn Resistencia a lepidoperos, Tolerante a glifosato, Tolerante a
bromoxynil, Tolerante a sulfonylurea

Pepino Resistencia a CMV, PRV, SMV, WMV2, ZYMV.

Berenjena | Resistencia a coleopteros.

Uva Marcador visual, Resistencia a lepidopteros, Resistencia a AMV,
CMV

Lechuga Resistencia a mildiu, TSWV, LMV, Tolerante a glifosato.

Melon Resistencia a CMV, ZYMV, PRV, SMV, WMV2, SgMV,
Resistencia a phytophthora, Maduracién del fruto alterada y
retrasada.

Ceboiia Resistencia a Fusarium, Phoma.

Papaya Resistencia a PRV, PRSV.

Arveja Almidén reducido.

Petunia Metabolismo de pigmentos alterado, Resistencia a Erwinia,
Phytophthora y enfermedades en general.

Alamo Marcador selectivo, Tolerante a glifosato, Tolerante a

phosphinothricina, Resistencia a insectos




98

Papa

Resistencia a PLRV, PVX, PVY, Marcador visual, Resistencia a
coleopteros y lepidopteros, Niveles de tirosina aumentados,
Resistencia a Corynebacterium, Verticilium, Rhizoctonia, Erwinia,
Tolerante al frio, Niveles aumentados de carbohidratos, Tolerante
a Bromoxynil, 2,4-D, Aumento del numero de semillas, Aumento
de nivieles de proteinas PR, Metabolismo del almiddn alterado,
Resistencia a estrés abiotico, metabolismo de auxinas.

Canola

Resistencia a lepidopteros, Aceite alterado, Machoesterilidad,
Tolerante a glifosato, Produccion de enzimas industriales, Nieles
aumentados de lisina, Resistencia a hongos post cosecha,
Tolerante a phosphinothricina, Metabolismo de acidos grasos
alterado, Machoesterilidad reversible, Produccién de polimeros,
Tolerante a sulfoniolurea, Produccion de proteinas farmaceuticas.

Arroz

Tolerante a phosphinothricina, kaanmicina. Resistencia a
lepidopteros, Cambios en la composicidn de la semilla, Tolerante
a imidazolinone

Soya

Tolerante a glifosato, phosphinothricina, Proteina de
almacenamiento alterada, Marcador visual, Metionina de semilla.

Calabaza

Resistencia a CMV, PRSV, cucumovirus, potyvirus, ZYMV, PRV,
mildiu.

Frutilla

Alteracién en la maduracion, Resistencia a Botrytis,
Colletotrichum, Sclerotinia, Tolerante a 2,4-D, Modificacion del
sabor.

Caia de
azucar

Tolerante a phosphinothricina, Resistencia a SrMV

Girasol

Proteina de almacenamiento alteracda, Marcador visual,
Resistencia a Sclerotinia, coleopteros, CMV, TMV

Boniato

Tolerante a phosphinothricina

Tabaco

Tolerante a bromoxynil, glifosato, sulfonilurea, imidazolinone,
clorsulfurdn, Resistencia a AMV, TEV, PVY, TVMV, BCTV,
Resistencia a lepidopteros, enfermedades flingicas en general,
Resistencia a Rhizoctonia, Phytophthora, Botrytis Secuestro de
metales pesados, Maduracion del fruto, Resistencia a kanamicina,
Aumento de esteroles, Resistencia a nematodos, Produccion de
proteinas farmaceuticas, Metabolismo de los carotencides
alterado.

Tomate

Tolerante a glifosato, bromoxynil, sulfonylurea, phosphinothricina,
Resistencia a TMV, CMV, TSWV, geminivirus, tobamovirus,
alteracién de maduracion del fruto, Resistencia al frio, Resistencia
a Phytophthora, Rhizoctonia, Alternaria, Botrytis, Aumento de
solidos solubles.

Sandia

Resistencia a WMV2, ZYMV, CMV, PRSV
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Trigo

Tolerante a glifosato, phosphinothricina, Color alterado, Tolerante
a kanamicina, Proteina de almacenamiento alterada, Resistencia
a WSMV, BYDV, enfermedades en general, Aumento de
metionina en semilla, Metabolismo de carbohidratos alterados,
Resistencia a Fusarium y enfermedes flngicas en general.

Pimiento

Beta endogtucanasa, Maduracién del fruto alterada, Resistencia a
CMV, TEV




