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Objectivo de la Unidad



» Evolucion

v" Escalas de tiempo Vegetal
v'Proceso evolutivo
v" Progreso natural y humano.



»Modos de Reproduccion
v'Sexual, asexual
v'Endogamia y Exogamia



» TIpos de cultivo

v'Lineas puras, multilineas,
exocriadas, apomicticas,
clonales, hibridas, sintéticas



»ODbjetivos del Mejoramiento.

v'Productividad y Calidad.

v'Resistencia a enfermedades y
pestes: tipos, efectos, mecanismos.

v Econdmicos



Origen de las

Células Eucariotas
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Estructura de las Semillas
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Oenothera lamarkiana
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Esguemas de
POLIPLOIDIZACION
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Nicotiana langsdortfii Nicotiana glauca
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Creacion de Hibridos
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Seleccion Natural (Teoria de Darwin)

Mecanismo através del cual una especie se
adapta a su ambiente.

L 0s integrantes de una poblacion varian
extensivamente; no existen dos individuos
identicos (salvo gemelos univitelinos).

Mucha de tal Variacion es heredable. (pasa
a traveés de las generaciones via genes).




Seleccion Natural (Teoria de
Darwin)

Aquellos individuos cuyas
caracteristicas heredadas se ajusten
mejor a su ambiente es mas probable
gue puedan sobrevivir y dejar
descendientes (sobrevivencia del mas
ajustado “fittest”)



Seleccion Artificial (cruzamiento
selectivo)

El hombre evolucion como cazador-
recolector

Al expandirse la poblacion humana, la
forma de vida original no permitia
disponer de alimentos suficientes.



Hace entre 10-15.000 anos, el hombre
comenzd a domesticar animales y cultivar
plantas.

Aprendid a guardar una porcion de
semillas para plantarlas en la siguiente
estacion.

eComienza también la seleccidon de las
semillas mas adecuadas para sus
necesidades.



eSeleccionod caracteristicas deseables
mayor tamano de semilla, capacidad
productiva, resistencia a temperaturas
extremas.

*NO necesariamente tales caracteristicas
podrian conferir ventajas alas especies en
condiciones naturales.

L as plantas de interés agricola fueron
“modeladas” gradualmente mediante
cruzamientos selectivos.
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Maiz
Ejemplo de Seleccion artificial:
el pariente viviente mas proximo es el

Teosinte

Teosinte




*El Teosinte expande su energia
producieendo muchos brotes
vegetativos (Produce solo 100 Kg de
semilla por hectarea).

Desde 1500 AC hasta 1500 DC, la
produccion aumento, probablemente,
hasta 350 Kg por hectarea.



cAumento del tamano del marlo en el
lapso de mas de 3000 anos.

Figure 10.5

Increase in the Size of
Corn Between 1500
B.c. (left) and A.D.
1500 (right) at Tehua-
can, Mexico. The oldest
cob is less than an inch
in length, typical of those

e

of corn’s probable ances- o~
tor, teosinte. Source: D. o
B. Byers, ed. (1967), The L
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Esquema de
Cruzamiento en

Zea maiz

inbred A inbred B inbred C inbred D

single cross

single cross
AXRB

CXD

double cross



Trigo Panadero

*Ejemplo de seleccidn natural y mejoramiento
artificial.

Presenta mas de un conjunto cromosomico=
POLIPLOIDE.

*Trigo de panificacion (“Trigo Pan”)moderno
es poliploide (Hexaploide).

elgnorantes, los primeros agricultores
seleccionaron a los poliploides; ya que en
general tienen mayor produccion.



TEN THOUSAND YEARS OF CROP SELECTION 269

Figure 10.3

The Evolution of
Vheat from Its Wild
slatives. Both einkormn
mmd ermmmer wheats are

found in the Fertile
Crescenrnt.

Natural crossing

Diploid
Diploid Einkorn Goatgrass
Artificial crossing

Tetraploid (4 sets) Diploid

Emmer Goatgrass

I

Hexaploid

Breadwheat

were found are believed to have been semipermanent settlements with popu-
lations of a few hundred people each. By 5000 B.c., such thriving agricultural
communities were found in a wide area stretching from what is now Greece
to Afghanistan. The agricultural way of life spread rapidly through Europe
and western Asia, and by 1500 B.c., hunting and gathering as an exclusive
way of procuring food was practiced only in the northern regions of this area.
The early agriculturalists, like the subsistence farmers of today, probably sup-
plemented their harvests with foods gathered from the wild.



Figure 10.12

Hypothetical Scheme
for Backcrossing. The
objective is to introduce
the gene for shortness
from strain B into the
high-yielding wheat
strain A. From the first
cross of A x B, plants (A")
are selected that resemble
A but are shorter. This
selection is done after the
progeny of the first A x B
cross have been allowed
to self-fertilize to make
sure that the gene for
shortness is homozygous.
These are then crossed to
the initial strain, A. Once
again, plants (A”) are
selected that resemble A
but are shorter. These in
turn are crossed back to
strain A. After repeated
crossing and selections,
the gene for shortness of
strain B becomes part of
strain A.

First crossing

|

Second crossing

A

Third crossing l

A"

Anl

An



Tipos de Cruzamientos Selectivos

1) Seleccion de Lineas Puras.

2) Hibridos y vigor hibrido.



1)Seleccion de Lineas Puras.

*Seleccion Unica de plantas deseables sélo estas
podran reproducirse.

Se mantienen asi las caracteristicas deseadas.

*Plantas autofertilizantes (v.g Trigo panadero)
facilitan este tipo seleccion.

*Permite fijar caracteristicas deseables.

*Se debe lograr la autopolinizacion de las plantas.



2)Hibridacion

*Hibrido= Un individuo que resulta de un
cruzamiento entre progenitores
genéticamente diferentes.

*Ejemplo: cruza entre Einkorn con
Goatgrass para dar el hibrido Emmer.



Vigor Hibrido

eEn 1908, G.H Shull cruzd dos lineas de maiz
geneticamente diferentes.

Ambas lineas producian aproximadamente
20 choclos por acre.

L_os hibridos de lera. generacion produjeron
80 choclos por acre.



*Este fendmeno se denomina “‘Vigor
HIBRIDO’

*Produce descendientes con mas variedad
genetica - incrementando su ajuste



Bitecnologia Vegetal
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Introduciendo ADN en una célula

DNA-coated
tungsten

Projectile
gun | A
— \\) Injection Se pueden
Transzrmation @ ) 5) emplear diversos
< @ . Virus rnetodos_ para
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un genoma
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Biotecnologia Agricola

Cruzamiento

AND Recombinante

Especies

Relacionadas

Relacionadas o No
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Suceptibilidad a
influencias de genes
externos
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Introduccion de genes en plantas

1) Infeccion celulas vegetales con plasmidos
Como vectores portadores de genes de interés

Restriction
enzyme site

Restriction
ORI enzyme site

Restriction
enzyme site

Restriction
enzyme site

2) Con disparos directos a las células con
balas microscopicas Cubiertas con genes
de interés



Agrobacterium tumefaciens

Agente patdgeno...

Presenta un mecanismo particular de patogenesis...

Biologia permite la produccidn eficiente de cultivos
geneticamente modificados OGM ...



Agrobacterium spp son bacterias del suelo con forma de
bacilo, gram(-), causantes de diversas enfermedades en

Las planta. Las cepas virulents poseen mega-plaamidos
(140-130 kb), ademas de sus ADN cromosomico

Vid (uva)



A.rhizogenes — enfermedad de las “raices pelutas”

B. Menos estudiadas, pero con una biologia muy similar
a la de A. tumefaciens

Pyrux commumnix vur. pyraster
clone n® B0

[ 11e Are / e Elec.J.Biotechnology
__ Vol.1 (1999)

A. rubi (produce agallas en frambuesas y moras)
A. radiobacter (saprobio, no patogeno;
Produce un antibiotico especifico (agrocin 84) que

Suprime el crecimiento de la especies patogenas de
Agrobacterium )



Cudl es el Mecanismo Patogénico del
Agrobacterium?

Habia sido demostrado que un plasmido de grandes
dimensiones Era escencial para que los agallas en corona
(tumores) pudieran desarrollarse. El plasmido de
A.tumefaciens fue denominado plasmido Ti (tumour-inducing,
inductor de Tumores). En forma similar el plasmido de
A.rhizogenes fue denominado plasmido Ri (root — inducing

0 inductor de raices.).

Inicialmente se habia postulado que estos plasmidos podrian
ser transferidos en forma activa a las células huéspedes,

, la tecnologia de aquel momento no era suficientemente
sensible para detectar pequefiisimas adiciones de ADN

a los grandes genomas vegetales.



Con la aparicion de la metodologia Del ADN recombinante
(v.g. enzimas de restriccion e hibridacion de ADN-ADN) fue
Posible examinar la transferencia de DNA en forma mas
Detallada.

Un conjunto de tecnicas bioquimicas y genéticas permitieron
establecer que solo un una pequefa parte del plasmido Ti era
transferido a las células huesped, y que el fragmento de ADN
trnaferido (ADN-) fue incorporado en forma permanente en el
genoma del huesped.

La formacion de las agallas, tambien resultdo dependiente de
Un pequeno numero de genes (oncogenes), tambien
codificados en el ADN-T. Estos genes codifican enzimas
Que inducen la division celular de las células del huesped,
como asi la sintesis de compuestos de nitrogenos inusuales
(opines) en los tejidos de las agallas.




Formacion de la Agalla - Esquema General
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Gelvin, S. Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 2000. 51:223-56



Formacion de la Agalla - Detalles

1. Localizando y Conectando

Agrobacterium invade la planta huesped desde los sitios
de heridas recientes. Las heridas parecen tener dos efectos
relevantes para la colonizacion del Agrobacterium -

a) Libera un metabolito fendlico asociado con la pared celular
(inductor de virulencia) que es detectado por Agrobacterium
que responde activando genes necesarios para la
transferencia de ADN .

b) Crea una zona de células que se dividen activamente a
medida que el tejido lastimado es cicatrizado.



Los inductores fendlicos de los

‘genes vir' sonn productos N0
phenylpropanoides del metabolismo

de la planta. Estos parecen estar
relacionados con las moleculas
que son usadas para endurecer

la matriz de polisacdridos de la
pared celular, v.g. cross-linkers
fendlicos y lignina polimérica. OH

MeaD OMe

acetosiringona

La induccion de los genes Vir es
también intensificada por la
presncia de azlcares simples
Asi como por el pH dcido, ambos
indicativos de dafio de la célula vegetal




Agrobacterium fijarse fisicamente a las paredes
De la célula vegetal antes que pueda transferir su ADN-T

Basedo en el aislamiento de "mutantes defectivos para la fijacion”
, la fijacion parece requerir la sintesis inicial de cadenas poliméricas de
beta-1,2-glucan por parte de la bacteria.

El blano para este glucano sobre la superficie célula de la planta
No fueron todavia identificadas (lectinas?)

A

Una vez que el contacto inicial se ha establecido, la bacteria
Elabora una trama de fibrillas de celulosa (beta -1,4-glucano)
Que ayuda a anclar las bacterias a la pared de las células

de la planta.



Movilizacion de ADN

Agrobacterium ésta muy estrechamente relacionado
Con el género RhAizobium.

Ambos habitualmente poseen un plasmido ademds
de su cromosoma

La diferencia en sus roles bioldgicos estan en gran medidad
determinados por los genes que portan estos pldsmidos v.g.
intercambio de pldsmidos puede crear un Rhizobium que forma
tumores o callos.



PlasmidoTi

3 regiones importantes para la movilizacion
del ADN mobilization e induccion de tumores T DNA

LB
ADN-T \

RB
L

oncogenes
and opine
synthase

Bordes del ADN-T

Regién Vir B

PlasmidoPpine
Ti catabolism



ADN-T

— codifica genes vinculados con caminos biosisntéticos
de opinas

— codifica genes para la sintesis de fitohormonas
(auxinas y citokininas)

Estos genes del AND_T tienen estructuras promotoras y
Uso de codones que les permiten ser eficientemente
Transcriptos enlLas células de la planta, pero no en

la bacteria.



Reaccion de la b,
nopalina sintasa L.
(NOS) - keto -

glutarate

nopalina = arginina + alpha-cetoglutarato
octopina = arginina + piruvato
mannopina = glutamina + manosa
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Las Opinas son nutrientes inductores

Las células de la planta comienza a segregar opinas
Codificadaspor el ADN-T “inyectado desde la celula bacteriana

Las opinas difunden
hacia las células circundantes
y sirven de moléculas-sefiales

para la conjugacion

de los agrobacterium

(Estimulacion en Quorum)




Genes del ADN-T y la Formacion de Tumores

ADN-T de cepas salvajes de Agrobacterium también
codifican enzimas para la sintesis de

La produccidon de fitohormonas es catalizada por 2
productos génicos (Tmsly Tms2) que convierten el
triptofano en dcido indol-3acético acid (IAA), y otro
(Tmr/Ipt) que convierte la adenina en isopentenil
adenine.



Q;
laaM
L-triptofano \ ®>

YJ indole-2-acetamida

R

Acido indol-3-acetico (auxina)

2-isopenteny|-PP

adenosina - 5'-PO, @@T isopenteniladenina-5'-PO,
(citokinina)

PPi



Citokininas son hormonas vegetales
derivadas de la purina adenina.

_CHp0H
H-N-CHpCH=C{
3

X

Jeatin

Zeatin es una de las citokininas cuya
Sintesis puede estar codificada en el
Plasmido-Ti

Aislada del maiz (Zea mays).

Expresion célula-especifica de la
Citokinina en la célula infectada pot
A.tumefaciens.



Genes Importantes Codificados por
el PlasmidoTi

1. Citokinas
(hormona vegetal promueve la division celular y el crecimiento tumoral)

2. Enzimas de la sintesis del acido indoleacetico (auxina) Hormona vegetal
(induce eleongacion del tallo y hojas, induce partenocarpiay previene el
envejecimiento)

3. Enzimas para la sintesis y liberacion de nuevos metabolitos de la
planta:
Las opinas (derivados unicos de amino acidos )
las agrocinopinas (derivatives fosforilados de azlcares) .

H.N, Nopalina Opinas y agrocinopinas son Nutrientes para A.tumefacies.
/L:min{:lm:flsHﬂ{:uii No pueden ser usadaos por otras especies bacterianas
HN/ NH Provee un nicho ecologico unico para A.tumefaciens

H, 0 0H; ) CHOOH



Bordes del ADN-T

Secuencia de repeticon directa de 24-25 bp sobre
ambos lados del ADN-T

Region vir

Region de ~35 kb que contiene 6-9 unidades
transcripcionales (virA,B,C,D,E,F, G, H, J)

Algunos de estos loci vir tienen multiples ORFs (v.g. virB
Tiene 11 ORFs), por lo que codifica ~23 proteinas
putativas proteins are encoded



Resumen de las
funciones de las

TABLE 1 Functions of Ti-plasmid—encoded virulence proteins in Agrobacferinm and in plants

Virulence
protein

Function in Agrobacierium

Function in the plant®

References

VirA

VirGG

WVirB1-11

WirCl

VD1

proteinas vir

(virulence)

VirD2

VnEl

Phenolic sensor of a two-
component regulatory system
Phenolic response regulator of a
two-compenent regulatory

system

Synthesis and assembly of the
T-pilus (VirB2 encodes a
prepropilin)

Putative “overdrive” binding
protein; enhancement of
T-DNA transfer (7)

Required for T-DNA processing
m vive, and for double-strand
T-DNA border nicking in vitro

1. T-DINA border-specific

endonuclease

2. Putative “pilot protein™ that

leads the T-strand through the

transfer apparatus and into
the plant

1. Required for VirE2 export
from Agrebacterium
2. Chaperone for VirE2

N/A

N/A

NiA

N/A

NIA

1. Nuelear targeting
of the T-strand

2. Protection of the
T-strand from 5
exonucleclytic
degradation

3. T-stand integration

into the plant genome

N/A

N/A

3,49,94, 109, 133,
194, 207, 224

02, 115a, 194

12,30, 54, 95, 97,
08, 108, 226

206a

90, 177

47, 62, 90, 163, 191,
197, 214, 215, 230
52, 62,77, 84, 221,
223,232

34,78, 85, 105, 106,
142, 206
52

142, 147, 205

198

45a, 198a, 234a

(continued)

Gelvin, S. Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 2000. 51:223-56



TABLE 1 (Continuwed)
Virulence
protein Function in Agrobacterium  Function in the plant®  References
VirE2 1. Formation of a putative 83
“T-complex” in
Agrobacterium
1. Formation of a 66
putative “T-complex™
in the plant
2. Protection of the 175, 233
T-strand from
Resumen de las nuclealytic
funciones de las degradation
. . 3. Nueclear targeting 34, 36, 326
proteinas vir of the T-strand
(Viru|ence) 4. Passage of the 33
T-strand through the
nuclear pore complex
VirF ? 1. Host range factor 134, 167
2. Possible interaction Paul Hoovkaas,
with Skpl proteins to personal
regulate plant cell communication
division cycle
VirH (PinF) 1. Putative cytochrome P450 N/A 100a
enzyme
Virl/AcvB 1. Putative T-strand binding N/A 228

protein; T-strand export
from Agrobacterium (7)

TMYA, not applicable,

Gelvin, S. Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 2000. 51:223-56



Transferencia del ADN-T desde el Agrobacterium a la célula vegetal

Célula
Vegetal

Agrobacterium

PlasmidoTi




Transferencia del ADN-T desde el Agrobacterium a la célula vegetal

Célula

heri
erida Vegetal

PlasmidoTi

Agrobacterium



Transferencia del ADN-T desde el Agrobacterium a la célula vegetal

Célula
Vegetal

Agrobacterium Sefal de la
herida

Single-stranded copy of T-DNA
(protected by ssDNA binding protein)
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Induce la activacion de los genes de virulencia (vir) ubicados en el plasmido Ti



Transferencia del ADN-T desde el Agrobacterium a la célula vegetal

Célula
Vegetal

Copia monocatenaria
Del AND-T (protegido
por proteinas de union a
Monocadena (ss)
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Agrobacterium

Y
La Ingenieria Genética Vegetal

Aspectos Clave

El ADN-T es incorporado en forma en el
Genoma de la célula huésped.

Ninguno de los genes codificados en el ADN-T son
Necesarios Para este fin- sélo los del ADN-Ty
de las funciones functions son requeridas



Biologia de A. tumefaciens

Produce los callos
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A.tumefaciens vive alrededor

| Sde la superficie de la (en la
rizosfera) donde obtiene los
Nutrientes a partir de los
tejidos de la raiz.

infecta solo a través de heridas
actvando a las células
Quimiotacticamente.

El plasmido Ti produce

receptores para acetosyringona

N

Las heridas de la Planta

cocn, Producen acetosyringona
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http://www-genvagar.slu.se/teknik/djup/plasm.htm

Plasmido Ti

Region
T-DNA

Cytokinin

Auxin

j ;Genes productores
de tumores

Catabolismo
de Opinas

Left

Region de
Virulencia

El ADN entre los
bordes

Ly Res
Transferido a la
planta como ssDNA.

Los genes
codificados en el
ADN-T pueden ser
sustituidos por genes
de interes.



Las bases de |la Ingenieria Genética
mediada por Agrobacterium

ADN-T de A. tumefaciens es escindido e integrado al

genoma de la planta como parte del proceso de

infeccion.

Cualquier ADN foraneo puede insertarse en el T-DNA

y podra ser integrado al genoma vegetal

bacterial
chromosome

Vir genes

- Tplasmid
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Vectores basados en Plasmido-Ti

Sistemas Binarios

Requiere 2 vectores:

Plasmid- Ti Desarmado
Porta gen de interés
(sin genes Vir)

Vector Helper
Para la infeccion
(porta genes Vvir)

Vectores Co-integratedos

Requiere 3 vectores

Forman Plasmido Ti Desarmado
Un plasmido Capaz de infectar
co-integrado

Luego de la Vector Intermedio
recombinacion Con la regiéon-T y gen de inter
homodloga sobre (transferido por conjugacion)
el ADN-T

Vector Helper para transferir el
plasmido intermedio hacia into A.tum



Vectores Co-integrados
(Plasmidos ti-hibridos)

Promoter Gene of interest

Promoter ! Terminator

Plant selectable marker gene P Right T-DNA border

Terminator g .
' ,;:-’ Disarmed T-region

Left T-DNA border .

Poco usados
actualmente

Co-integrated plasmid
Bacterial selectable marker gene

Origin of replication
Virulence region

DESVENTAJAS:

1) Requiere extensas regiones de homologia entre el plasmido Ti

Y los plasmidos de E. coli (vectores Intermedios basados en pBR322)
Haciéndolos deficiles de construir y usar

2) Transferencia génica relativamente ineficiente comparado
Con los vectores binarios



Los sistemas de vectores de Plasmidos-Ti
Funcionan como vectores binarios

i Region Retirada del ADN-T
Pramata!  Gen de Interés

Prales ﬁ I
"

Fiard cmlectahle mgriger Right T DINA borde: T-DIMA negion rermdwed

Marcador Vegetal _ Y
Seleccionable ' : \ Re |én de /-\wi
Left T-DA border Ill Plasmido Ti , g Plasmido

1
| | Virulencia § |
3 11 |
Bactesial selectable marker | ¢ Desarmado !J' w HELPER |
Marcador Bacteriano %, [ '.I
seleccionable b / Ence region ;.
iy '.___.-"' :
Repkcation origin for E. cof Regllcalion ofigin Tor Agrobacterium 4 #

g
e —

ori de E.coli 7 ori de A. tumefaciens ori de A. tum

DESVANTAja: Dependiendo de la orientacion, los plasmidos con dos ori
diferentes pueden ser inestables en E. coli

VENTAJA: se emplean vectores pequeinos, lo que incrementa la eficiencia de
transferencia desde E. coli hacia Agrobacterium.

No se requiere recombinacidon intermolecular.



Promotor de expresion
empleado en plantas transgeénicas

Promotor 35S,del Virus del Mosaico del Coliflor.

CaMoV 35S es un promotor fuerte muy activo
en todos los tejidos de las plantas

dicotileddneas



Procedimiento Para la Creacion de una
Planta Transgéenica

1. Se transforma A.tumefaciens con ambos plasmidos

2. Se infectan con A.tumefaciens las células vegetales en cultivo

3. Los productos de los genes Vir copian los genes de interés
ubicados en el ADN-T y lo transfiere al cromsoma de la planta

Repeticion del ET-DNAHlilinquer Kan-resistance gene Repeticion del ET-DNA

—_—

Gen de Interés

4. Las células vegetales transformadas se seleccionan Con kanamicina

5. Se confirma la presencia del transgen mediante PCR.

6. Una planta completa puede ser cultivada a partir de una unica célula transformada



Se pueden producir Callos por manipulacion externa de
las concentraciones de hormonas vegetales

Hormonas Vegetales Principales

Auxinas/ \ Citokininas

Relacionado estructuralmente

con la adenina

_CHOH

H-N-CHyCH=C{
3

OH
CHFH/ M N

| 0 Q | >
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Auxina Natural es indoleacetic acid (IAA)

|
H Zeatin

_ _ L Producida por tejidos en
Meristema Apical es el sitio principal activo crecimiento

de la sintesis de Auxinas Raices, embriones y frutos
auxina < CITOKININA-> brotes
AUXINA >citokinina = raices
auxina = citokinina = callo indiferenciado



Callos

Tejido vegetal especializado
Que se forma sobre una herida
Se forma corcho (cambium)
Y las células producidas sellan
gradualmente la herida

Células del Callos
Son muy facilmente transformables
(debido que tienen las paredes
celulares muy finas)

Protoplastos

(sin pared celular) aun mas facilmente
transformables, Pero es muy dificil
de lograr el crecimiento a partir de ellos.



Ti Plasmid O @ Chromosome
DNA encoding desired gene

A. tumefaciens

Callus

Untransformed control plant Transformed plant

(b) Transformation in the Laboratory



Las monocotiledonas son dificiles de manipular—
los callos son dificiles de iniciar su desarrollo, y
A.tumefaciens no es patdgenico para las monocots

1. El Pericarpio debe ser retraido y se retira el
embrion inmaduro (0.5 - 1.0 mm).

_ /Embryo @
! ' ﬁ 2. El embriéon inmaduro es .
Pericarp Sy

colocado en el medio
inductor de callos

La Transformacion

se realiza mediante

pOr el métOdO de Un medio con alta
la pistola biolistica endosmosis

preparalos callos

_ para la transfomation
plantsciences.montana.edu/ .../transforml.htm



http://plantsciences.montana.edu/wheat-transformation/transform1.htm
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Bombardeo con particulas
Pistola Biolistica

. .
El promotor de Ubiquitina es especifico para
monocotiledoneas y regula al gen reporte bacteriano
denominado gusA, en arroz transgenico..



Una vez disparados los callos se colocan en un medio
selectivo conteniendo herbicidas durante tres semanas.

plantsciences.montana.edu/ ..

Jtrans

Luego los callos se transfieren a un medio que

induce la brotacion.
Una vez brotados son transferidos a recipientes

oscuros con un medio inductor de Iaices..

\\\\ \\ \\ \ C}allusunShnot

Shhnm on Raot | - " Induction Media
Induction Media .



http://plantsciences.montana.edu/wheat-transformation/transform1.htm

plantsciences.montana.edu/ .../transforml.htm

Las plantulas se transplantan a tierra
y acumuladas bajo condiciones de muy alta humedad

Con los procedimientos habituales s6lo 10-20% de las plantas son transgenicas,
por lo que es necesario probarlas para la expresion de los transgenes.



http://plantsciences.montana.edu/wheat-transformation/transform1.htm

Genes” (“Gene gun”)

Gen Insertado




Creacidon de un
Constructo Geénico

°* Promotor

e Secuenciade terminacion




Construccion con el Gen Bt




Promotores Transgenicos

* El mas usado es el promotor CaMV 35S (cauliflower
mosaic virus). Es un promotor constitutivo (siempre
encendido en todo momento y en todos los tejidos), brinda
altos niveles de expresion en plantas.

* Actualmente se estan desarrollando promotores mas
especificos: especificos de tejidos, tiempo y condiciones
ambientales (inducibles).

Secuenciade Terminacion

* La mas comunmente usada es la correspondiente al
terminador de transcripcion de nopalina synthasa (nos) de
Agrobacterium tumefaciens.




Agregado de Marcadores
Detectables

* Yaque latransferencia génica es un proceso
Ineficiente (éxito esperado de 1 a 5%), se requiere
un sistema que nos permita identificar aquellas
celulas que tengan los genes “nuevos”.

* Tipicamente, genes de antibioticos o de resistencia
a herbicidas se usan como marcadores..



“Evento Transgénico”

Evento = Transformacion exitosa

Los eventos difieren en los componentes genéticos
especificos, y en el lugar de insercion del ADN
foraneo en el cromosoma huesped.

YAX R Xxnnns

El maiz contiene 10 cromosomas, cualquiera
de los cuales puede incorporar el transgen.
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The Cow Pock or the Wonderful Effects of the New Inoculation!

James Gillray (1757-1815) Photographic reproduction of an etching appearing
In Vide--The Publications of ye Anti-Vaccine Society, June 12, 1802, National




Generalidades Vegetales

Particularidades Genéticas

Vlocdificacion Garéiical




ldentificar o crear
variabilidad genética




Particularicdades

Genéticas
> Genética Cuantitativa

v'Variacion Continua
vVOQTL



Riesgo/Beneficio del Maiz-Bt

e |Investigaciones demostraron que
los granos de Maiz-Bt eran menos
contaminados por fusarium y
fumonisin que el maiz

convencional-

— Studies found a 90-93% reduction in
fumonisin in Bt ears

* Trabajos en PNAS demuestran — = |
. » Alimentacion de insectos es una de las vias
que Ia ma”posa mMonarca no eSta principales por el cual los hongos
en pe|lgl'0 infectan a los granos

 No se hallaron anticuerpos
especificoss Cry9C en ninguno de
los que pretendian haber tenido
respuesta alergica.




Beneficios de la Plantas Tolerantes a Glifosato

Puede emplearse en cualquier
momento

Esperar hasta que sea necesario Reduce el empleo de herbicidas

Muy efectivo
- Pastos muy sensibles
- Cultivos GM muy resistentes

Canola GM rodeada por pastos




% of Planted Acres

United States: Tasa de Adopcion
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% of Planted Acres

Canada: Tasa de Adopcidn

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

65%

47%

20%

6%

1997 1998 1999

—Canola —Corn Soybeans



% of Planted Acres

Argentina: Soja Roundup Ready
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Toxinas forman cristales proteicos

Toxinas codificadas por el gen
Cry

Actividad de la Toxina;

 La protoxina es clivada en el intestino medio por proteasas + pH alcalino
 La protoxina se une a un sitio especifico de la pared del intestino medio
 se producen ulceraciones/ dsiminuye el apetito

» se rompen las pared del intestino, la larva del insecto muere



Cultivos Bt

Cultivos (algodon, maiz, papa,etc.) han sido transformadas con diferentes
genes Cry gque producen toxinas activas para cada una de las pestes de
cada cultivo.

- Hasta el momento han sido usados mas de 40 genes Cry

Los genes han conferido resistencias muy

efectivas
El uso de insecticidas bajo drasticamente con

los cultivos Bt
- Se incremento la diversidad de las poblaciones de insectos

- La produccion se ha incrementado




Transgenes Bt Introducidos en Plantas

Se modificaron las secuencias de codones para optimizar la
Expresion en plantas y para eliminar sitios cripticos de splicing

|

promotor Bt Cry polyA

e

Secuencias Reguladoras son reconocidos por la planta
(tanto genes de la planta y de sus virus).
Habitualmente se usa el promotor 35S CaMV



Incrementando la Expresion de Transgenes Bt??

Los transgénicos convencionalse insertan en el nucleo

Se desarrollaron protocolos para insertar transgenes en el genoma de cloroplastos

- Expersion incrementada debido a la multiplicidad de plastidos por célulay
multiples copias por plastidos

- Se previene de genes extrafnos ya que el polen carece de plastidos

- no hay necesidad de modificar los genes bacterianos ya que la maquinaria de
transcripcional y traduccional es procariotica

- Pueden expresarse operones bacterianos completos con multiples genes
de una vez.



‘Engineering provitamin A (B -carotene) biosynthetic pathway into
(carotenoid-free) rice endosperm’.
Ye et al., Science 287,303-305 (2000).

2 AND-T codificantes de 3 genes para la pro-vitamina A (ademas de genes
marcadores seleccionables) se introdujeron en forma conjunta mediante
Agrobacterlum co-transformacion

~ —ge! Daffodil 1 -

LB
2

Daffodil 1 = fitoeno synthasa } Con un peptido de transito propio y con un

1o — 1 ) promotor de arroz especifico de endosperma
Daffodil 2 = licopeno 3-cyclasa glutelin (GT1)

RB
JeMtp Erwinia (T — —

RB
oJJfeB Hyg resis ter NN

Erwinia = Erwinia desaturasa doble — con un peptido de transito agregado
expresado mediante un promotor 35SCaMV

Los granos resultantes del arroz transgénico presentan un
color amarillo doradon

- La mejor linea contenia 85% de sus carotenoides como [3-caroteno



“La biotecnologia responsable no
es un enemigo; el Hambre lo es. Sin
suministros adecuados de alimentos
a precios alcanzables, no podemos
esperar que exista salud ni paz en el
mundo.”

° Presidente Jimmy Carter
Febrero de 1999
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