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RESUMEN

Los glucosinolatos son metabolitos secundarios derivados de los
aminoacidos presentes en plantas cruciferas. Los glucosinolatos y sus
productos de hidrdlisis estdn envueltos en defensa de plantas contra
patbgenos e insectos, ademas de ser conocidos por su aroma
caracteristico, sus propiedades antibacteriales y preventivas contra el
cancer. Debido a este amplio rango de actividades biolégicas y a que
Solanuntuberosumviene siendo uno de los cultivos de mayor importancia
mundial es que se desea incorporar glucosinolatos en plantas no

cruciferas, como la papa.

Para lograr la insercion y expresion de estos metabolitos, se utilizé la
co-transformacion genética  mediante  Agrobacteriumtumefaciens
utilizando el gen bar como marcador de seleccién. Los genes introducidos
fueron GGP1 (y - glutamilpeptidasa 1) y los genes citocromo P450:
CYP79A2 y CYP83B1, logrando asi completar la insercion de los genes
principales involucrados en la biosintesis de los glucosinolatos alifaticos a
partir de fenilalanina en el ADN de S.tuberosum. Para detectar la correcta

insercion, se realizo la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
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Por otro lado, para identificar y determinar la concentracion del
analito (bencilglucosinolato), se analizaron extractos acuosos a partir de
hojas de plantulas transformadas en condiciones in vitro asi como en
condiciones de invernadero, por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC). La confirmacion de la presencia de bencilglucosinolato en los
extractos acuosos se llevé cabo mediante la fragmentacién del analito e
identificacion de sus masas, utilizando cromatografia liquida con
ionizacion electrospray asociado a masas (LC-ESI-MS). En busca de
analitos producto de la hidrdlisis de los glucosinolatos se realizé el andlisis

cromatografico de gases asociado a masas (GC-MS).

Luego de los andlisis moleculares y bioquimicos, se logré obtener

plantulas co-transformadas de S.tuberosum con produccion de

bencilglucosinolato.
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ABSTRACT

Glucosinolates are secondary metabolites derived from amino acids
present in cruciferous plants. Glucosinolates, and their hydrolysis
products, are involved in the defense mechanism of plants against
pathogens and insects; additionally, they are well known for their
characteristic scent, their antibacterial and cancer prevent properties.
Solanumtuberosum is one of the major crops around the world, but this is
not a cruciferous plant. There is a major concern about incorporating
glucosinolates to potatoes, since these compounds have a wide range of

biological activities.

In order to achieve the insertion and expression of these metabolites,
the genetic co-transformation through Agrobacterium tumefaciens was
employed, employing the bar gene as a selection marker. The introduced
genes were GGP1 (y - glutamyl peptidase 1) and genes from cytochrome
P450: CYP79A2 and CYP83B1, to complete the insertion of the main
genes involved on the glucosinolates biosynthesis derived from
phenylalanine to S.tuberosum DNA. To verify the right insertion of the

genes, a regular polymerase chain reaction (PCR) was performed.

XVIII



In addition, to identify and determine the concentration of the
analyte (benzylglucosinolate), the analyses of the aqua extracts from the
leaves in in vitro and green house conditions was performed by Liquid
Chromatography electrospray ionization mass spectrometry (LC-ESI-MS).
Gas chromatography—mass spectrometry (GC-MS) was performed in

order to identify analytes of glucosinolates hydrolysis.

Products of the biochemical and molecular analyses, the study

obtained co-transformed seedlings of S.tuberosum with

benzylglucosinolate production.
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l. INTRODUCCION

Uno de los objetivos del mejoramiento genético del cultivo de papa
es introducir genes que confieran resistencia a enfermedades vy
patdgenos. Si bien es cierto, la transformacién genética con un sélo gen
para obtener resistencia es muy conocida, es de interés en los ultimos
afios la adicibn de varios genes que estén involucrados en una via

metabodlica.

Los glucosinolatos son metabolitos secundarios derivados de
aminoacidos presentes en las plantas cruciferas como por ejemplo el
brécoli y la col.; siendo sus productos de hidrélisis bien conocidos por su
aroma caracteristico, sus propiedades antibacteriales y céancer-
preventivas, ademas de estar involucrados en la defensa de las cruciferas
frente a insectos y patégenos, actuando como antimicrobianos y

biopesticidas.

El cultivo de papa es uno de los principales cultivos de importancia
mundial, el cual es susceptible a diversas enfermedades causadas por

bacterias, hongos e insectos. Debido las actividades biologicas de los



glucosinolatos en plantas cruciferas se desea trasladar glucosinolatos a

plantas no cruciferas.

Mediante la ingenieria genética se ha procedido a integrar los genes
principales de la via metabdlica de los glucosinolatos en el genoma de papa
teniendo asi la posibilidad de dar proteccién a la planta durante su cultivo,
tomando en cuenta la propiedad biopesticida de los glucosinolatos y sus

derivados.

1.1 PLANTAMIENTO DEL PROBLEMA

La denominada Ingenieria Metabdlica, estudio de vias metabdlicas y
su expresion en organismos transformados, ha iniciado una revolucion en
el mejoramiento genético de plantas. Si bien es cierto la idea de expresar
rutas metabdlicas es alentadora, ésta se ve limitada por la complejidad de
controlar la expresion de todos los genes involucrados en la formacién del

producto final. (Lessard et al., 2001).

La papa es un cultivo que, en general, es susceptible a la

transformacién, dada su condicion de dicotiledonea, pero no existe un



meétodo universal aplicable al cultivo, transformacién y regeneracion in
vitro de todos los cultivares de papa (Ghislain y Golmirzaie, 1998).

Las actividades biolégicas que poseen los glucosinolatos y sus
derivados estan involucrados en la defensa de las cruciferas frente a
insectos y patdgenos, actuando como antimicrobianos y biopesticidas. Esto
sugiere que la transferencia de glucosinolatos en plantas no cruciferas
como Solanum tuberosum por ingenieria genética puede incrementar la
resistencia a plagas y disminuir el uso de pesticidas durante su cultivo,

como un paso hacia la agricultura sostenible.

Hasta el momento, mediante transformacion genética mediada por
Agrobacterium tumefaciens, se ha introducido en S.tuberosum cv.
Desireé, tres de los genes involucrados en la via metabdlica de los
glucosinolatos: gen C-S liasa (SUR1), glucosiltransferasa (GT) vy
sulfotransferasa (ST), los cuales participan activamente de las reacciones
finales de esta via (Laboratorio de Biotecnologia Aplicada — CIP); por
tanto es de interés generar plantulas que posean insertados en su
genoma los genes involucrados en las reacciones iniciales de la ruta
metabdlica, como son: los genes Citocromo P450 (CYP79A , CYP83B1)
y el gen y-glutamil peptidasa 1 (GGP1), los cuales participan en la

produccion de glucosinolatos a partir del aminoacido fenilalanina. Se



espera que aquellas plantulas co-transformadas de S.tuberosum cv.
Desireé con los genes principales de la ruta metabdlica de los

glucosinolatos posean capacidad de producir bencilglucosinolatos.

1.2 PREGUNTA CIENTIFICA

¢Plantulas co-transformadas de S.tuberosum cv. Desireé con los
genes Citocromo P450 (CYP79A2, CYP83B1l) y el gen y-glutamil

peptidasal (GGP1) producen bencilglucosinolatos?

1.3 OBJETIVO GENERAL

Generar plantulas de Solanum tuberosum cv. Desireé co-
transformadas con los genes Citocromo P450 (CYP79A2, CYP83B1) y el

gen GGP1, para la produccion de bencilglucosinolato.



1.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar molecularmente la insercion de los genes en plantulas

co-transformadas.

2. Determinar la concentracion de desulfobencilglucosinolato (dBGL)

producido en plantulas co-transformadas.

3. Evaluar cualitativamente los productos de degradaciéon de

glucosinolatos.

1.5 HIPOTESIS

Las plantulas co-transformadas de S.tuberosum cv. Desireé con los
genes Citocromo P450 (CYP79A2, CYP83B1l) y el gen y-glutamil

peptidasal (GGP1) producen bencilglucosinolatos.



ll. MARCO TEORICO

2.1 GENERALIDADES DEL CULTIVO DE PAPA

La papa cultivada (Solanum tuberosum L.) (Spooner et al., 2007) es
el cuarto cultivo mas importante del mundo, después del arroz, el trigo y el
maiz (FAOSTAT, 2012). Mas de mil millones de personas en el mundo
comen papa como alimento basico, lo que conduce a una produccién total
de la cosecha mundial de mas de 300 millones de toneladas. La papa es
un cultivo importante para hacer frente al crecimiento demografico y el
aumento de las tasas de hambruna.

Las papas son ricas en energia, nutritivas, faciles de cultivar en
pequefias parcelas, econdmicas y listas para cocinar sin procesamiento.
Una hectarea de papas puede producir de dos a cuatro veces mas
cantidad de alimento que los cultivos de cereales. Las papas producen
mas alimento por unidad de agua que cualquier otro cultivo importante

(Centro Internacional de la Papa, 2010).

Las papas se cultivan en 19,2 millones de hectareas de tierra en el

mundo, en 158 paises de latitudes entre 65 ° N y 50 ° S y en altitudes



desde el nivel del mar hasta 4000 m (FAOSTAT, 2012). Mas de la mitad
de la produccién mundial de papa se encuentra en Asia, Africa y América
Latina, donde su hidrato de carbono principal (almidon) forma parte de la
dieta de cientos de millones de personas. También proporciona
cantidades significativas de proteina, con un buen balance de
aminoéacidos, vitaminas C, B6 y B1, acido folico, minerales, potasio,

fésforo, calcio, magnesio, hierro y zinc (Storey, 2009).

Existe interés por el mejoramiento de la papa en casi todos los
aspectos de su producciéon. Esto puede ser llevado a cabo a través del
cruzamiento tradicional, ingenieria genética y/o practicas culturales

durante su cultivo y en la post cosecha.

La variedad holandesa Désirée tiene su origen en el cruce de
(Urgenta x Depesche). Es una variedad holandesa de papa. Sus plantas
presentan tallos bastante numerosos, largos y gruesos, hojas pequefias y
rigidas. Los foliolos primarios son pequefios y ovales con nervios bastante
profundos; con flores rojo morado claro, abundante floracion,
inflorescencias robustas y muy coloradas. Los tubérculos son oval
alargados de ojos superficiales, piel de color roja y lisa, carne amarilla

clara. Brotes color rojo morado claro. Es de maduracién semitardia y de



muy buen rendimiento. El follaje desarrolla bastante rapido, cubriendo
bien el terreno; resiste bien a la sequia. En cuanto a la calidad culinaria es
bastante firme al cocer, de sabor neutro, apta para la preparaciéon de
papas fritas. La variedad Desireé es medianamente sensible a la
Phytophthora de la hoja, poco sensible a la del tubérculo, sensible al virus
de enrollado, bastante resistente al virus Y e inmune a la sarna verrugosa

(RIVRO, 1989).

2.2 ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO DE TEJIDOS

Dentro de los principios basicos para el establecimiento del cultivo
de tejidos se requieren ciertas etapas como: aislar alguna parte de la
planta (frecuentemente tejidos u Organos), eliminar todos los
microorganismos contaminantes del material vegetal, colocar el material
vegetal en un medio de cultivo apropiado con condiciones ambientales

controladas.

El crecimiento y desarrollo de los cultivos in vitro esta determinado
por factores inherentes al material vegetal (genotipo, condiciones
fisiolégicas de la planta, tipo de tejido), y por las condiciones quimicas y

fisicas del medio ambiente. Entre los factores quimicos que influyen son



los nutrientes (macronutrientes, micronutrientes, azlcares) y algunos
compuestos organicos (vitaminas y reguladores de crecimiento). Los
factores fisicos como la luz, temperatura, pH y la concentracién de O, y
CO., ejercen un papel importante en el desarrollo y la morfogénesis de los

cultivos (Ochoa, 1999).

2.3 TRANSFORMACION GENETICA EN PLANTAS

En 1983 los esfuerzos de muchos investigadores alrededor del
mundo culminaron con la produccion de las primeras plantas transgénicas

(Bevan et al., 1983; Herrera-Estrella et al., 1990).

La transformacion genética o transferencia de genes, técnica también
conocida como ingenieria genética, permite introducir en plantas genes
provenientes no sélo de otras especies vegetales muy alejadas desde el
punto de vista evolutivo sino incluso de hongos, virus, bacterias y
animales. Asimismo, a través de esta tecnologia es posible modificar la
expresion de genes presentes en el genoma de la planta. Entre sus
aplicaciones de interés agropecuario se encuentran la obtencion de
plantas con resistencia a estreses bibticos (virus, insectos, hongos y

bacterias), a estreses abibticos (salinidad, sequia, etc.), tolerancia a



herbicidas para facilitar el control de malezas y modificacion de la calidad
nutricional de los cultivos entre otras. La transformacion genética también
constituye una herramienta Util para estudios basicos que permiten
conocer yl/o profundizar acerca de la estructura y funcion de genes

especificos, aspecto particularmente relevante en la era gendmica.

Para todas las técnicas de transformacion desarrolladas hasta el
momento es necesario disponer del transgén a introducir (éste consiste en
secuencias regulatorias y codificante clonadas en un vector de
transformacion) y de una metodologia eficiente para su transferencia al
genoma vegetal. En todos los sistemas de transformacion de plantas,
solamente una fraccion de las células de la planta expresa el ADN
foraneo llegando a ser establemente transformada. Estas células sientan
las bases para la regeneracion de plantas transgénicas. Con las células
transformadas se puede llevar a cabo seleccidén negativa usando agentes
selectivos que provoquen la muerte o inhiban completamente el
crecimiento de las células de la planta sin transformar; en combinacién
con un marcador de seleccién expresado en las células transformadas.
Alternativamente los métodos de seleccion positiva, favorecen el
crecimiento y regeneracion de las células de la planta transformada,

mientras las células no transgénicas estan carentes de medios para
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crecer (Pérez, 2000). La mayoria de los sistemas de seleccién usados
para la transformacion de plantas se han basado en el principio de la
seleccién negativa (Bowen, 1993; Schrott, 1995). Comunmente el uso de
agentes selectivos incluye: antibiéticos, herbicidas y niveles toxicos de
aminoacidos o sustratos analogos de enzimas (De Block et al., 1987).
Finalmente, mediante experimentos de campo y laboratorio se estudia el

comportamiento de los individuos transgénicos y su descendencia.

El sistema de transformacion genética mas sencillo es incorporar un
gen con resistencia a un antibidético o a un herbicida, de forma que, al
realizar el cultivo in vitro en presencia del agente de seleccion (antibiético
o herbicida), se garantiza que Unicamente sobrevivirdn aquellas que

hayan sido transformadas (Wenqui et al., 1999).

Uno de los principales cultivos sometido a estas técnicas es la papa,
aplicandose a aspectos de produccién de semilla libre de patdégenos,
reproduccion, mejoramiento genético clasico, formacion de plantas
transgénicas, ademas de manejo y conservacion de germoplasma como

la criopreservacion o almacenamiento.
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2.4 TRANSFORMACION MEDIADA POR Agrobacterium tumefaciens

Una de las técnicas biotecnologicas mas utilizadas para el
mejoramiento genético de la papa es la transformacion genética, siendo el
sistema de transformacibn mas empleado aquel mediado por

Agrobacterium tumefaciens (De Riva et al., 1998; Gelvin, 2003b).

La transformacion mediada por Agrobacterium posee ventajas sobre
otros métodos de introduccién de genes, ya que no requiere un trabajo

intensivo, equipos sofisticados y es mas rentable (Mello, 2008).

Para que el proceso de transferencia e integracion del ADN-T
ocurra, el tejido vegetal y Agrobacterium deben ser compatibles. Ademas,
el ADN debe ser introducido a células que sean susceptibles a
Agrobacterium y tengan capacidad regenerativa (Finer, 1996 citado en
Mello, 2008). El tipo de tejido, la edad, el genotipo y la susceptibilidad a
Agrobacterium juegan un rol fundamental en la eficiencia de infeccion
bacteriana. Ademas de las interacciones planta-bacteria, el proceso de

transferencia de ADN-T es controlado por genes de virulencia o genes vir.

Para que un sistema de transformacion genética mediante
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A.tumefaciens tenga éxito en una determinada especie cultivada,
deben funcionar en el sistema un ndmero de componentes: como los
sistemas apropiados de regeneracion in vivo, la disponibilidad de genes
de interés, adecuadas secuencias de promotores que gobiernen esos
genes y el hospedero debe ser susceptible a la infeccion por
A.tumefaciens. Ademas se debe contar con métodos de deteccion para la

determinacion de la insercidén y expresion de los genes (Zambrano, 1994).

Experiencias con arroz, papa Yy trigo sugieren que un alto contenido
de copias del transgén corresponden a niveles de expresion altos,
indicando que los transgenes se estan expresando eficientemente

(Altpeter et al., 2005).

2.4.1 Agrobacterium tumefaciens

Las especies del género Agrobacterium son bacterias Gram

negativas aerodbicas obligadas que viven en el suelo. Estas son

capaces de desarrollar un crecimiento saprofitico o parasitico (Diaz et

al., 2005).

El género comprende cuatro especies fitopatogénicas, dos de
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ellas ampliamente estudiadas (A.tumefaciens y A.rhizogenes).
Ambas especies son patdgenos reconocidos de plantas y son capaces
de infectar una amplia variedad de especies de dicotiledoneas
integrando establemente parte de su material genético dentro del
genoma de su hospedero (Sheng & Citovsky, 1996; Tzfira y Citovsky,

2000; Diaz et al., 2005).

En la naturaleza, A.tumefaciens causa tumores, enfermedad que
se conoce como “agalla de la corona” y A.rhizogenes induce la
proliferacion de raices dando lugar a la enfermedad denominada «raiz
en cabellera». Sin embargo se han desarrollado cepas de
Agrobacterium a las cuales se les ha suprimido la capacidad de inducir
tumores, siendo posible la incorporacion de genes de interés; de esta
manera pueden ser viables en la transformacién de plantas. La
capacidad patogénica de A.tumefaciens y A.rhizogenes esta asociada
la presencia de megaplasmidos (150 - 200 kilopares de bases o Kb)
llamados Ti (por “tumor-inducing” o inductor de tumores) (Gelvin,
2003a; Diaz et al., 2005). EI ADN-T esta localizado en el plasmido Ti,
gque ademas contiene los genes vir que son necesarios para la
transferencia e incorporacion del fragmento de ADN en el genoma de la

planta (Gelvin, 2003ay b).
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La induccion de los genes vir esta sujeta a varios factores como la
presencia de compuestos fendlicos, pH del medio y temperatura. Sin
sefales de compuestos fendlicos que inicien la expresion de los genes
vir, la transferencia de ADN-T no ocurre. Cuando los tejidos vegetales
sufren dafio, éstos producen compuestos fendlicos tales como la
acetosiringona, molécula de sefializacion e inductora de los genes vir

(Sheng y Citovsky, 1996).

Aquella célula portadora del ADN-T es conocida con el nombre de

célula transformada o transgénica (Van Wordragen y Dons, 1992).

2.4.2 Mecanismo de transferencia del ADN-T mediado por

Agrobacterium

Tzfira y Citovsky (2000) describen siete eventos fundamentales

para la interaccion A.tumefaciens — planta (Figura 1).

La colonizacién bacteriana es el primer paso esencial en la
induccion de tumor y tiene lugar cuando A.tumefaciens ataca la

superficie de la planta. Los polisacaridos de la superficie bacteriana
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cumplen un rol importante en el proceso de colonizacion (Bradley et al.,
1997 citado por De la Riva, 1998). Los genes cromosomales
necesarios para el reconocimiento y la adherencia a células vegetales
son chvA, chvB, pscAy att.

La identificacion de sefiales producidas por la planta se da por
dos sensores proteicos, VirA y VirG, que reaccionan especificamente
con la presencia de exudados de plantas heridas y que ademas
promueven la activacién transcripcional de los genes vir. La proteina de
membrana VirA interactia de forma directa o indirecta con compuestos
fendlicos producidos por las plantas como lignina, precursores de
flavonoides y acetosiringona (Statchel et al.,, 1985 y Winans et al.,
1994; citados en Valderrama, 2005 y Sheng & Citovsky, 1996). La
proteina citoplasmatica VirG es fosforilada por VirA y permite la

transduccion de sefiales que activan los genes vir.

Los genes vir constituyen un operdén con 6 genes esenciales
(virA, virB, virC, virD, virE, virG) y 2 no esenciales (virF y virH) regulados por
una secuencia promotora de 12 pares de bases conservadas a la que
se une especificamente la proteina VirG fosforilada. La fosforilacién de

la proteina VirG es requerida para la activacion de los genes vir (Jin et
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al., 1990 citado por Valderrama et al., 2005).

La produccién del ADN-T se da por la accién de las proteinas
VirD2 y VirD1, que actian como endonucleasas, uniéndose al
plasmido Ti en los bordes y haciendo cortes en la cadena del ADN-T
sin sentido (Filichkin y Gelvin, 1993; Scheiffele; Pansegrau y Lanka,
1995; Wang et al., 1987 citados en Valderrama et al., 2005).
Cualquier ADN localizado entre los bordes de ADN-T sera transferido
a la célula vegetal como ADN de cadena simple e integrada dentro del
genoma de la planta (De la Riva, 1998).

Después, la proteina VirD2 se une covalentemente al extremo 5’
del ADN-T hasta su transferencia a la planta (Howard et al., 1990). El
ADN-T es cubierto por proteinas de union al ADN de cadena sencilla
(SSB) que permiten su transporte. Las proteinas VirE2 también se
unen al ADN-T y posiblemente cubren la cadena formando junto con
VirD2, un complejo de transferencia (Howard y Citovsky, 1990; Zupan y
Zambryski, 1997). Estudios mas recientes sugieren que el complejo
proteinas Vir:ADN-T se forma dentro del citoplasma de la célula
hospedera (Deng et al.,, 1999; Sundberg y Ream, 1999; Zhou y

Christie, 1999 citados en Valderrama et al., 2005).
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VirB1 permite disolver la membrana de peptidoglicano de la pared
bacteriana y puede participar en el contacto célula a célula (Baron et
al., 1997; Christie, 1997); VirB3 y VirB4 promueven el ensamblaje del
pili de virulencia (Zupan, 1997); VirB6 media la formacién de los
complejos VirB7 y VirB9 requeridos para la biogénesis del pili T y del
canal de secrecion (Jakubowski, 2003 citado en Valderrama et al.,
2005); VirB10 se ubica transmembranalmente y su funcion es
desconocida, y finalmente VirD4 es requerida para la formacion del pili
de virulencia (Fullner et al., 1996).

Las proteinas VirD2 y VIirE2 son las que median directamente el
proceso de importe nuclear del complejo-T hacia la célula vegetal
(Citovsky et al., 1994; Herrera - Estrella, 1990). El importe nuclear del
complejo T es asistido por proteinas celulares del hospedero como
VIP1. Elevados niveles de VIP1 en el hospedero lo hacen mas
susceptible a la transformacion con Agrobacterium (Tzfira et al.,
2002a). Estudios genéticos y funcionales mas recientes han revelado la
importancia de las proteinas del hospedero involucradas en la
reparacion del ADN y el mantenimiento de la integracién para el ADN —
T (Tzfira, et al., 2004).

El dltimo paso de la transferencia del ADN-T es la integracion

dentro del cromosoma de la planta, se considera que este proceso se
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lleva a cabo por recombinacién (Gheysen, et al.1991; Lehman, et al.
1994; Puchta, et al.,, 1998 citado en De la Riva, 1998). La proteina
VirD2 posee un rol activo en la integracién del ADN-T en el cromosoma
de la célula vegetal (Argos et al., 1986; Tinland et al., 1995 citados en

Valderrama et al., 2005 y De la Riva, 1998).

AGROBACTERIUM HOST PLANT CELL

OM- Outer membrane  PG- Peplidoglycan cell wall PP Periplasm  IM. Inner membrane

<3- T-DNA border NPC« Nuclear pore complex
Figura 1: Pasos basicos en la transformacion de células vegetales

por Agrobacterium.
Fuente: Zupan et al., 2000.
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2.4.3 Transformacion genética en papa por Agrobacterium

tumefaciens

Una de las técnicas biotecnolégicas mas utilizadas para el
mejoramiento genético de la papa es la transformacién genética
mediado por Agrobacterium tumefaciens (De Riva et al., 1998; Gelvin,
2003 a y b), ademas es aquel que posee potencial para alterar rasgos
gue también son manipulados en programas de fitomejoramiento

(Mello, 2008).

La papa es un cultivo que, en general, es susceptible a la
transformacién, dada su condicion de dicotiledénea y los avances que
se han logrado en la transformacion de este cultivo. Sin embargo,
existen cultivares de papa renuentes a la transformacién cuando se
utilizan protocolos convencionales y, por lo tanto, se requiere de

condiciones especificas para transformarlos.

La introduccién de genes foraneos de interés en plantas de papa
mediante esta técnica ha tenido logros sustanciales desde la primera
generacion de papas transgénicas, hace poco mas de dos décadas

(Ghislain y Golmirzaie, 1998).
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La transformacion via A.tumefaciens depende del genotipo de
papa utilizado (Newel et al., 1991). La eficiencia de la transformacion
mediada por A.tumefaciens y la eficiencia de la regeneracién de
plantulas de papa son muy variables y dependen de los procedimientos
y cultivares utilizados (Newel et al., 1991; Ghislain y Golmirzaie, 1998).
No existe un método universal aplicable al cultivo, transformacion y
regeneracion in vitro de todos los cultivares de papa. Un procedimiento
utilizado para inducir formacién de regenerantes a partir de un cultivar
puede ser bastante distinto de otro empleado con otro cultivar

perteneciente a la misma especie (Walden y Wingender, 1995).

2.5 PIRAMIDIZACION DE GENES

La posibilidad de introducir genes simples al genoma da la planta ha

dado como resultado algunas especies con propiedades agronémicamente

interesantes. Estos logros han llevado a un interés en la introduccion y

expresion de mas de un gen foraneo en plantas (Ottaviani y Hanisch ten

Cate, 1991).

Los primeros cultivos transgénicos que fueron puestos a disposicion
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de los agricultores, fueron los que contenian una copia de un Unico
gen; como es el caso de la papa con un gen Bt para resistencia al
escarabajo de Colorado. Sin embargo, las soluciones transgénicas para
muchos rasgos complejos de las enfermedades en el futuro requeriran la
introduccidn de varios genes, ya sea para conferir caracteristicas mejores
a los cultivos o para la introduccién de varios genes de una via metabdlica

(Mifflin, 2000).

Existen muchas estrategias para introducir varios genes. La
piramidizacion de genes puede ser definida como “la introduccién estable
de mas de un gen viable en el genoma vegetal via transformacion”. Este
concepto se discute en el marco del nimero de marcadores de seleccion
gue se introducen, ya que esto a menudo determina el tipo de estrategia

utilizada.

Segun el niumero de veces en que el tejido es sometido a una
transformacién  genética, tenemos a la co-trasformacibn o
retransformacién. La co-transformacion puede considerarse como
resultado de eventos de transformacién independientes (De Block, 1993),
razon por la cual las moléculas de ADN pueden ser integradas en el

mismo locus o en diferentes loci en el mismo cromosoma o en diferentes
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cromosomas. Dos o mas genes fordneos pueden ser introducidos al
genoma de la planta en forma sucesiva o simultanea (Ottaviani y Hanisch
ten Cate, 1991). Sin embargo, la co - transformaciéon puede ser utilizada
en términos del uso de un plasmido con multiples ADN-T (Depicker et al.,
1985; Komari et al., 1996) o plasmidos separados con diferentes ADN-Ts
contenidos en una sola cepa (de Framond et al., 1986) o mas cepas
Agrobacterium (Depicker et al., 1985; McKnight et al., 1987; De Block y

Debrouwer, 1991; Komari et al., 1996).

La introduccién sucesiva de genes implica la retransformacion de
una planta ya transformada (transformacién sucesiva) o el cruce de dos
plantas transformadas independientemente. Ambos métodos son lentos,
abarcan mucho tiempo y son mas sensibles a la variacién somaclonal por
el hecho de pasar dos veces a través de la etapa de regeneracion
Ademas la transformacion simultanea implica la necesidad de un
marcador de seleccion diferente para cada transformacion lo que resulta
en una planta transgénica que expresa varios genes marcadores

indeseables (De Block, 1990).

Insertar mas de un gen simultaneamente en una planta a través de

multiples  transformaciones es técnicamente mas simple que

transformaciones secuenciales. La introduccién simultanea de varios
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genes puede hacerse insertando varios genes en un solo vector o
teniendo los genes en ADN-Ts separados que puedan transformar la

misma célula.

Segun el numero de marcadores de seleccién utilizados para lograr
la piramidizacién de genes tenemos a la “Super” — transformacion, la cual
consiste en una primera transformacién utilizando solo un gen marcador
de seleccion ligado a dos transgenes viables. Luego, las plantulas
transformadas serdn sometidas a un proceso de seleccién donde se
evaluard la expresion de los transgenes introducidos asi como las
caracteristicas agronOmicas que eéstos presenten. Si es necesario
introducir transgenes adicionales, la plantula transformada seleccionada
sera sometida a una segunda transformacioén en la cual se utilizard un gen
marcador de seleccidon distinto. El resultado de esta metodologia es la
insercion de cuatro transgenes y dos genes marcadores de seleccion.
Este es el método que se emplea en el Instituto Escocés de Investigacion
de Cultivos para la produccién de papas transgénicas con rasgos de

calidad mejorada (Berger, 2000).

Las ventajas de usar mas de un gen marcador de seleccién son en

primera instancia que es una investigacion flexible en la cual muchas
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combinaciones de genes pueden ser realizadas para determinar cual es la
mas efectiva. Esto es de especial relevancia para estudios de
investigacion basica en los rasgos de ingenieria, tales como resistencia a
los hongos, en la que las interacciones sinérgicas son conocidas por ser
diferentes para diferentes combinaciones de genes. En segundo lugar, se
ha demostrado que al menos tres marcadores seleccionables (nptll, bar,
hyg) funcionan bien en papa (Casas, 1997; Rivera, 2003 y Gonzalez,
2008).

En cuanto a las desventajas tenemos que el producto final de esta
metodologia cuenta con la presencia de al menos dos genes marcadores
de selecciéon. Esto plantea problemas en términos de bioseguridad, asi
como los derechos de propiedad intelectual, ya que en algunos paises,
los genes marcadores estan protegidos por derechos de propiedad
intelectual, por lo tanto, aumentar el nUmero de transgenes aumenta la

complejidad de obtener acuerdos de licencia.

Ademas, el uso de mas de un gen de un marcador a menudo resulta
en la integracion de ADN-T en al menos dos sitios en el cromosoma, que
es improbable que estén ligados. Esto presenta un problema para los

mejoradores ya que puede considerar usar esta plantula como uno de los
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padres de una poblacion en el futuro.

Las posibilidades de una sola copia de cada insercion de ADN-T
también se ven reducidas. Por lo tanto, un mayor numero de plantulas
transformadas deben ser examinadas para obtener la deseada, la que no
exhibe “silenciamiento génico”. Este es un fendmeno poco entendido en la
gue un transgén expresado a partir de un ADN-T puede silenciar la
expresion de un mismo gen de ADN-T insertado en otro lugar en el
genoma (Depicker y Montagu, 1997).

2.6 MARCADORES DE SELECCION

La expresion de genes marcadores de seleccion permite la
proliferacion de las células transformadas a niveles letales de inhibicién
de un compuesto, en que normalmente las células vegetales no

sobreviven.

Los genes marcadores de selecciéon son una parte integral de las
estrategias de transformacion genética. Genes de resistencia a
antibidticos son tipicamente genes bacterianos quiméricos que se pueden
insertar en la porcion de ADN-T del plasmido Ti de Agrobacterium (Fraley

et al., 1983).
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Actualmente existe un amplio niumero de genes marcadores de
seleccidbn como por ejemplo genes con resistencia a antibiéticos (genes
nptll, hpt, acc3, aadA), herbicidas (genes bar y pat) y marcadores de
seleccion metabdlicos como el gen pmi que codifica para la fosfomanosa

isomerasa (Todd y Tague, 2001).

El marcador de seleccion mas usado es el gen nptll (Bevan et al.,
1983), aislado de Escherichia coli, este gen codifica para la neomicina
fosfotransferasa (nptll) y confiere resistencia frente a antibidticos
aminoglicosidos como la kanamicina, gentamicina y neomicina (Opabode,

2006).

Cuando los antibiéticos tales como la kanamicina o higromicina
estdn presentes en los medios de cultivo de tejidos, las células
transformadas continlan dividiéndose mientras que las células no
transformadas moriran lentamente. El gen hpt es un buen marcador
seleccionable para usar en el trabajo de transformacién de la soja
mientras que el uso de nptll no ha generado resultados consistentes. El
antibiotico higromicina es muy téxico para las células vegetales y la

expresion del gen hpt causa efectivamente insensibilidad a la higromicina
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en las células transformadas (Larkin, 2001). Zhang et al. En 1999,
informaron sobre un gen marcador de resistencia a herbicidas para la
soja, el gen bar (por “bialaphos resistance gene”) el cual fue clonado de
S.hygroscopicus y codifica la enzima fosfinotricina acetil transferasa (PAT)
que inactiva el herbicida fosfinotricina (PPT) (De Block et al., 1987; Mello,

2008).

2.6.1 Gen bar como marcador de seleccion

El bialaphos y la fosfinotricina (PPT) son potentes herbicidas
(Thompson, 1987). El Bialaphos es un antibiotico tripéptido producido
por Streptomyces hygroscopicus. Consiste de L-PPT (también
conocido como glufosinato de amonio), un analogo del acido L-

glutdmico y dos residuos de L-alanina.

PPT es un potente inhibidor de la glutamina sintetasa (GS). Esta
es la Unica enzima en las plantas que puede destoxificar el amonio
liberado por la reduccién de nitrato, la degradacion de aminoacidos y la
fotorespiracion. La inhibicion de la GS por PPT causa una acumulacion
rapida de amonio que lleva a la muerte de las células de la planta

(Gallardo et al., 2005).
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PPT (BASTA), es sintetizado quimicamente (Basta® Hoechst
AG). Existen formas diferentes de la glutamina sintetasa (ubicadas en
citoplasma, cloroplasto y nédulo de las plantas leguminosas). Sin
embargo todas las isoenzimas son inhibidas por la fosfinotricina (De

Block, 1987; Da Silva, 2004 y Fernandez, 2004).

El gen bar esta involucrado en la biosintesis de bialaphos y acetila
el grupo NH, libre de la PPT, por tanto evita la autotoxicidad en el

organismo productor (De Block, 1987).

El gen bar ha sido usado ampliamente en experimentos de
diferentes especies de cultivos (De Block et al., 1987; Zhang et al.,

1999).

El uso de herbicidas para eliminar malezas que afectan la
produccion de cultivos, ha llegado a ser parte integral de la agricultura
moderna (existe una continua busqueda de nuevos herbicidas que
sean altamente efectivos y seguros para el medio ambiente). Una
nueva clase de herbicidas que cubren estas necesidades son aquellos

gue actdan inhibiendo rutas biosintéticas de aminoacidos especificos
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en plantas. Sin embargo, la mayoria de estos herbicidas no distinguen
entre malezas y cultivos (De Block, 1987), por esto, el desarrollo de
cultivos resistentes a herbicidas es de mucha importancia en la

agricultura moderna.

Una preocupacion fundamental sobre el uso del gen bar es que
pueda ser transmitido sexualmente a especies relacionadas a los
cultivos, lo que resulta en la creacion de “supermalezas” resistentes a
herbicidas. Sin embargo, esta preocupacién no es tan critica si el
cultivo es de propagacion asexual, como es el caso del camote (Jin

Choi, 2007).

2.7 GLUCOSINOLATOS

A diferencia de las principales categorias de productos naturales de

plantas, los glucosinolatos comprenden un grupo relativamente pequefio

pero diverso (Grubb y Abel, 2006).

Los glucosinolatos son metabolitos secundarios ricos en sulfuro,

también conocidos como glucésidos de aceite de mostaza, los cuales se

encuentran distribuidos en el orden Capparales, que consta de 15
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familias. Las familias ampliamente conocidas que contienen
glucosinolatos son Brassicaceae, Capparaceae y Caricaceae, ademas de
la planta Arabidopsis thaliana, la cual se ha tomado como modelo para
realizar pruebas quimicas y moleculares. Curiosamente, se ha reportado
la presencia de glucosinolatos en el género Drypetes de la familia
Euphorbiaceae, la cual no se encuentra relacionada con las demas
familias que contienen glucosinolatos (Hansen et al., 2001; Grubb y Abel

2006; Halkier y Gershenzon, 2006).

Los glucosinolatos son responsables del sabor picante y el olor
caracteristico de plantas de gran importancia en la agricultura como por
ejemplo el brécoli y rabanito. Los glucosinolatos no so6lo contribuyen con
el aroma y sabor caracteristico de las vegetales y condimentos
pertenecientes a las cruciferas, sino que ademas poseen un amplio rango
de actividades biologicas; desde su participacion como defensa de
plantas ante el ataque de patdgenos y la homeostasis de auxinas hasta la

prevencion de cancer en humanos.

El uso extensivo de Arabidopsis como planta modelo ha

incrementado el entendimiento de la biosintesis de los glucosinolatos, a

través del mapeo de los genes involucrados y experimentos relacionados
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de gendmica funcional; es asi que se han descubierto hasta el momento

120 glucosinolatos.

En los dultimas décadas, la importancia de estos metabolitos
secundarios ricos en nitrégeno y sulfuro se ha visto incrementada desde
su descubrimiento como potenciales agentes cancer - preventivo,
compuestos cultivo - protector y como agentes de biofumigancién en la

agricultura (Halkier y Gershenzon, 2006).

2.7.1 Estructura quimica

La estructura quimica de los glucosinolatos consiste en un residuo
B-D-glucopiranosa unido a un éster de (Z)-N-hidroximinosulfato
mediante un a&tomo de sulfuro y una cadena variable derivada de

aminoacidos denominada R.

Los glucosinolatos pueden ser clasificados segun su aminoécido
precursor y las diferentes modificaciones presentes en el grupo R. Los
glucosinolatos derivados de los aminoacidos alanina, leucina,
isoleucina, metionina o valina son denominados glucosinolatos

alifaticos, aquellos derivados de la fenilalanina y de la tirosina son
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llamados glucosinolatos arométicos y aquellos derivados del triptofano

son llamados indol glucosinolatos. (Halkier y Gershenzon, 2006).

Los grupos R de la mayoria de glucosinolatos son ampliamente
modificados a partir de los aminoacidos precursores. Los grupos R estan
sujetos a una amplia variedad de transformaciones incluyendo

hidroxilacion, o-metilacion, desaturacion, glicosilacion y acilacion.

Las plantas acumuladoras de glucosinolatos siempre poseen
actividad de la enzima glucohidrolasa thioglucosidasa conocida como
mirosinasa, la cual hidroliza la fraccion de glucosa del esqueleto

principal de los glucosinolatos (Halkier y Gershenzon, 2006).

2.7.2 Biosintesis de glucosinolatos

Los estudios realizados en la planta modelo Arabidopsis han

facilitado el estudio de la formacion de glucosinolatos.

La formacion de los glucosinolatos puede ser dividida en tres fases:
la primera relacionada con la elongacion de los grupos R a través de la
adicion de grupos metilo a la estructura compartida por todos los

glucosinolatos, la segunda fase comprende la modificacion del
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aminoé&cido en si, donde con o sin modificaciones la estructura del
aminoacido es reconfigurada para formar la estructura base de los
glucosinolatos. Por ultimo, el glucosinolato formado sera modificado
por varias transformaciones secundarias (Halkier y Liangcheng, 1997;

Halkier y Gershenzon, 2006).

Durante la elongacién del aminoacido, éste es desaminado para
formar el acido 2-oxo correspondiente, luego se produce un ciclo de tres
pasos en el cual: el acido 2-oxo se condensa con acetil Co-A para formar
un derivado de 2-malato, el cual luego se isomeriza, via un cambio 1,2-
hidroxilo, a un derivado 3-malato que experimenta una oxidacion-
descarboxilaciéon para lograr formar un acido 2-oxo con un grupo metileno
mas que al inicio o puede seguir con ciclos adicionales. Se conoce que en

las plantas pueden ocurrir mas de 9 ciclos.

2.7.2.1 Formacion de la estructura principal

Los compuestos intermediarios en la biosintesis de los
glucosinolatos incluyen N-hidroxi-aminoacidos, aldoximas, compuestos
aci-nitro u Oxido de  nitrilo, S-alquiltiohidroximatos, &cidos

tiohidroximicos y desulfoglucosinolatos. Los genes responsables de
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todas estas conversiones excepto la S-alquilacion han sido

identificados a partir del afio 2000.

Una vez lograda la elongacion del aminoacido se iniciara la
formacion de la estructura base, a través de la conversion del aminoéacido
a aldoxima, inducida por enzimas pertenecientes a la familia CYP79 del

citocromo P450, la cual es responsable de catalizar esta conversion.

Se ha demostrado que los productos del gen citocromo P450:
CYP79A2; CYP79B2 y CYP79B3; CYP79F1 y CYP79F2 catalizan la
conversién de fenilalanina, triptofano, metionina (Hull et al., 2000;
Mikkelsen et al., 2000) para las aldoximas correspondientes,
respectivamente. Sin embargo la funcion de CYP79C1 y CYP79C2
todavia es desconocida. La familia CYP79s cataliza la produccién de
casi todos los glucosinolatos en Arabidopsis (Halkier y Gershenzon,

2006).
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2.7.2.2 Conversion de aldoximas a acido tiohidroximico

Al ser obtenida la aldoxima, enzimas de la familia CYP83 del
citocromo P450, CYP83A1l y CYP83B1, producen una forma oxidada de
oxima, conocido como compuesto aci-nitro, el cual presenta una gran
inestabilidad, este reacciona eficientemente con los donadores de azufre

(S) y forma el S-alquil tiohidroximato.

Esto sugiere que la conjugacién con cisteina, como donador de
azufre es probablemente controlada enzimaticamente por una enzima
glutation-S-transferasa la cual lograra la conjugacion del compuesto con
un donador de azufre. De esta forma el S-alquil tiohidroximato es
metabolizado por la enzima C-Sliasa que actia sobre el compuesto

produciendo acido tiohidroximico (Yan y Chen, 2007).

El producto CYP83B1 posee una mayor afinidad por las aldoximas
aromaticas que CYP83A1, particularmente por el indol - 3 acetaldoxima
(IAOx). CYP83Al1l y CYP83B1 no son redundantes bajo condiciones

fisiologicas normales en plantas (Naur et al., 2001).
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2.7.2.3 Conversion de acido tiohidroximico a glucosinolatos

Se ha identificado que la C-Sliasa corresponde a una sola familia de
genes la cual esta representada por las iniciales SUR1 en relaciéon al

mutante knockout obtenido para el estudio de este gen.

Consecuentemente, la enzima UDP-glucosa-acido tiohidroximico S-
glucosiltransferasa, la cual es expresada por el gen S-GT (Grubb et al.,
2006), glucosila la estructura del acido produciendo asi un
desulfoglucosinolato, el que posteriormente sera sulfatado por la accion
de la enzima PAPS: desulfoglucosinolato sulfotransferasa codificada por
el gen ST, obteniéndose asi la estructura final del glucosinolato (Halkier y

Gershenzon, 2006).
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Figura 2: Biosintesis de los glucosinolatos.
Fuente: Halkier et al., 2006.
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2.7.3 Degradacién

Los glucosinolatos son degradados cuando se produce dafio a la
planta, en una variedad de productos de hidrdlisis, los cuales son
responsables de la actividad biologica. Los glucosinolatos se encuentran
en los cloroplastos, mientras que las mirosinasas se encuentran ubicadas

en células especializadas conocidas como mirosinas.

El proceso de degradacién comienza cuando la enzima mirosinasa,
que se encuentra fisicamente separada de los glucosinolatos entra en
contacto con estos e inicia la hidrélisis de tioglucdsidos dejando una

glucosa y un aglicdn inestable.

Dependiendo de la estructura de la cadena lateral, el aglicon se
reordena formando diferentes productos incluyendo isotiocianatos, tiones,
nitrilos epinitrilos y tiocianatos, este reordenamiento depende de la
estructura del aglicon, el pH y la concentracion de iones hierro (Yan y

Chen, 2007).
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Los isotiocianatos son los productos de hidrélisis de
glucosinolatos mas comunes en la mayoria de plantas, sin embargo en
otras son los nitrilos los que se encuentran en mayor proporcion. La
formacion de nitrilos in vitro se muestra favorecida por un pH menor a

tres o por la presencia de iones Fe?*.

Los tiocianatos, son formados solo a partir de tres glucosinolatos:
bencil-, alil- y 4- metilsulfinilbutil- glucosinolato. Como la formacion de
nitrilos, la formacion de tiocianatos esta asociada con factores proteicos
especificos. Los isotiocianatos son inestables de pH neutro a

ligeramente acido.

2.7.4 Transporte en plantas

Se cree que los glucosinolatos son almacenados en las vacuolas

(Yan y Chen, 2007).

La concentracion de glucosinolatos varia segun el tejido y fase de

desarrollo de la planta y ambos varian en concentracion y composicion.

En Arabidopsis, las hojas jovenes y los tejidos reproductivos como
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las silicas y semillas contienen elevadas concentraciones de
glucosinolatos, sin embargo las silicas y semillas senescentes
contienen concentraciones muy pequefias. Por otro lado, en las raices,
hojas y tallos encontramos concentraciones intermedias (Brown et al.,
2003).

Debido a que los glucosinolatos tienen propiedades fisicoquimicas
necesarias para su transporte en el floema, el transporte de los
glucosinolatos es comparado con el transporte de los azlcares y
aminoacidos. La data mostrada en experimentos con B.napus
realizados por Ibgal MCM (2003); sugiere la presencia de un simporte
H* especifico, el cual no es afectado con la estructura de la cadena
lateral de los glucosinolatos. Sin embargo existen muchas dudas con
respecto al transporte de los glucosinolatos. Experimentos en B.napus
sugiere que éstos son trasportados como desulfoglucosinolatos

(Brudenell et al., 1999).

2.7.5 Funcién biolégica

La activacion de los glucosinolatos mediante el dafio tisular y las

propiedades biolégicas de sus productos de degradacion han sugerido
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que la funcién principal de estos compuestos en las plantas es la
defensa de éstas de los herbivoros y patégenos.

Numerosos estudios han demostrado que los glucosinolatos son
completamente téxicos, exhiben toxicidad directa, inhibicion del
crecimiento, o la disuasion de alimentacion a una amplia gama de
enemigos de plantas potenciales, incluyendo mamiferos, aves,
insectos, moluscos, invertebrados acuaticos, nem atodos, bacterias, y
hongos.

Se ha determinado que son los isotiocianatos, los compuestos
responsables con mayor frecuencia de tal actividad en los
glucosinolatos. Por desgracia, se sabe poco sobre el mecanismo
especifico por el que los isotiocianatos ejercen su toxicidad, aparte de
su propensién general de reaccionar con grupos de proteinas amino y
sulfhidrilo in vitro. Varios estudios recientes han informado de que las
plantas responden al dafio de los insectos mediante la acumulacion de
sistétmicamente los niveles mas altos de glucosinolatos, que
presumiblemente aumenta su resistencia a los ataques posteriores

(Halkier y Gershenzon, 2006).

Al igual que con otros compuestos de plantas de defensa, los

42



mismos glucosinolatos que sirven como venenos generales y
elementos de disuasion para muchos herbivoros también atraen a los
herbivoros adaptados. Muchos insectos herbivoros han llegado a
especializarse en las plantas que contienen glucosinolatos ya que a
menudo utilizan estos compuestos como sefiales para la alimentacion o
la oviposicion. Atraccion a distancia puede ser mediada por productos
de hidrdlisis volatiles, mientras que los glucosinolatos intactos pueden
servir como sefiales de contacto para la alimentacion o la estimulacion

de la oviposicion.

Los herbivoros que se especializan en las plantas que contienen
glucosinolatos deben tener algin mecanismo de la superacion de la
toxicidad de su anfitrion. En teoria, podrian excretan rapidamente
glucosinolatos de sus cuerpos, metabolizan a derivados no toxicos, o
ser completamente insensible a su accion toxica (Halkier vy

Gershenzon, 2006).

2.7.6 Regulacion de la biosintesis

En la familia brasicaceae especies individuales producen entre 30

y 40 diferentes glucosinolatos en donde los glucosinolatos alifaticos y
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los derivados de metionina son aquellos que contribuyen con la

diversidad.

El nivel y la composicion de glucosinolatos en plantas reflejan los
factores ambientales y genéticos ademas de como algunos
glucosinolatos participan constitutivamente y como otros pueden ser
inducidos. La induccién de genes especificos de la familia CYP79 se
correlaciona  con la acumulacion de los  glucosinolatos
correspondientes, indicando que la induccion es regulada a un nivel

trascripcional (Halkier y Gershenzon, 2006).

La regulacion del metabolismo de los glucosinolatos es sensible a
varios factores ambientales. Generalmente los productos de
degradacion sirven como compuestos de defensa contra patdgenos y
herbivoros generales y como atrayentes de herbivoros especificos
(Rask et al., 2000). Muchos productos de hidrdlisis de glucosinolatos
han demostrado tener cierto grado de toxicidad contra hongos y
bacterias. Asi también existe una correlacion negativa entre el contenido
de glucosinolatos presentes en las hojas y el dafio causado por insectos,

aves y mamiferos.
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Las infecciones con patdgenos pueden cambiar los perfiles de
glucosinolatos (Yan y Chen, 2007). Cuando un herbivoro o patdogeno
obtiene resistencia a un glucosinolato especifico una sola mutacion o una
cruza entre variedades que contengan distintos tipos de glucosinolatos
puede generar un nuevo perfil sin la necesidad de la evolucion de una
nueva capacidad enzimatica esto debido a la gran variedad de

glucosinolatos existentes (Kliebenstein, 2004).

El sistema glucosinolato-mirosinasa también se encuentra en el
orden Brassica, familia Tropaeolaceae, a esta pertenece la mashua

(Tropaeolum tuberosum) (Kjser et al., 1978; Grau et al., 2003).

En el Perq, especificamente en la regiébn andina, se acostumbra
sembrar mashua alrededor de los campos de papas para mantener
alejadas las plagas que afectan este cultivo, esta practica aparentemente
basada en un pensamiento magico - religioso posee un sustento
bioguimico, ya que los isotiocianatos liberados desde las plantas de
mashua (Tropaeloum tuberosum) o maca (Lepidium meyenii Walp.),
producen un efecto protector sobre las plantas de papa frente a un
amplio rango de patdgenos como P.infestans y el gorgojo de los andes

Premnotrypes spp. (Geu, 2004 y Esparza, 2010).
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2.7.7 Importancia

Los glucosinolatos han sido de interés para la sociedad humana
por su presencia en las hortalizas brasicaceas (col, coliflor, brécoli) y
condimentos (mostaza, rabano picante, wasabi). El sabor distintivo de
estos alimentos se deben principalmente a sus productos de hidrdlisis
como el isotiocianato, siendo los glucosinolatos inddlicos y aquellos con
el grupo R alguenilo los que especialmente son causantes del sabor

amargo.

Los agricultores han tratado de modificar los niveles de
glucosinolatos en las hojas de colza para reducir los dafios de las
plagas de hongos e insectos. En este caso, la estrategia no es tan
simple porque los glucosinolatos y sus productos de hidroélisis son
repelentes a algunos insectos, pero a menudo sirven como atrayentes
para los demas. Sin embargo a diversos cultivos de Brassica se les
esta encontrando un mayor uso en la “biofumigaciéon”, en donde parte
del material cosechado se incorpora nuevamente al suelo para suprimir
patébgenos, nematodos y malezas. En este caso, son nuevamente los
productos de hidrdlisis de glucosinolatos los que se suponen son los

agentes activos del tratamiento (Halkier y Gershenzon, 2006).
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En la dltima década, algunos glucosinolatos han sido identificados
como potentes agentes de cancer - prevencion en una amplia gama de
modelos animales, debido a la capacidad de ciertos productos de
hidrolisis para inducir enzimas de la fase Il de desintoxicacion, tales
como la quinona reductasa, glutation-S-transferasa y glucuronosil
transferasas. El isotiocianato sulforafano es derivado del 4-
metilsulfinilbutil glucosinolato. El sulforafano y otros isotiocianatos
pueden prevenir el crecimiento tumoral mediante el bloqueo del ciclo
celular y la promocion de la apoptosis. Por otra parte, el sulforafano
muestra potencial para el tratamiento de Helicobacter pylori causante

de la gastritis y el cancer de estdbmago (Halkier y Gershenzon, 2006).
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lI.LMATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR DE EJECUCION

El presente trabajo se desarroll6 en el Laboratorio de Clonamiento
Genético y laboratorio de Transformacion genética del Centro
Internacional de la Papa, el Laboratorio de Bioanalitica y el laboratorio de

Analisis Instrumental de la Pontificia Universidad Catoélica del Peru.

3.2 CONCEPTOS OPERATIVOS

- Acetosiringona: compuesto fendlico liberado por los tejidos
vegetales como respuesta a heridas. Induce la transferencia del ADN-T
de A.tumefaciens (Sheng y Citovsky, 1996).

- Carbenicilina: agente bacteriostatico frente a A.tumefaciens
(Nopo, 2003).

- Citocromo P450: las proteinas del citocromo P450 usan un amplio
rango de compuestos exdgenos y enddgenos como sustratos de sus
reacciones enzimaticas. Por lo general forman parte de cadenas de
transferencia de electrones con multicomponentes, denominadas

sistemas contenedoras de P450. (Halkier y Gershenzon, 2006).
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- Co - cultivo: etapa de transformacién en donde la bacteria se une
a las células de la planta alrededor de la superficie herida del explante
para que ocurra la transferencia del ADN-T (Nopo, 2003).

- Extensién foliar méaxima: parametro indicador de crecimiento
(Borrego, 2000).

- Fosfinotricina: herbicida cuyo objetivo sera seleccionar los
explantes transformados (Gallardo et al., 2005).

- Kanamicina: antibiético del grupo de los aminoglucosidos, de
amplio espectro (Opabode, 2006).

- Plantas cruciferas: plantas angiospermas dicotiledoneos con
hojas alternas, cuatro sépalos en dos filas, corola cruciforme, estambres
de glandulas verdosas en su base y semillas sin albumen. Por ejemplo: el
alheli, el berro, la col, el nabo y la mostaza (Halkier y Gershenzon, 2006).
- Regeneracidén: proceso por el cual a partir de un callo en un medio
de seleccién se desarrolla una planta (Mello, 2008).

- Pequefia subunidad de promotor Rubisco (Rbsc): promotor hoja

- especifico proveniente del crisantemo.
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3.3 MATERIAL BIOLOGICO

Los experimentos de co - transformacion se realizaron utilizando
plantulas de papa Solanum tuberosum cv. Desireé previamente
transformadas mediante Agrobacterium tumefaciens con el plasmido
denominado “Contruc.3”, estas plantulas fueron desarrolladas por el

Laboratorio de Biotecnologia Aplicada (ABL) — CIP.

El plasmido “Contruc.3”, contiene los ADN de tres de los genes
involucrados en la via metabdlica de los glucosinolatos que codifican para
la C-Sliasa (SUR1), glucosiltransferasa (GT) y sulfotransferasa (ST),
unidos a dos secuencias virales “2A” (F2A y T2A), controlado por el
promotor constitutivo 35S del virus del mosaico de la coliflor y su
respectivo terminador; ademas del gen marcador de seleccion nptll, el

cual confiere resistencia al antibiético kanamicina.

De las plantulas transformadas generadas mediante transformacién

con “Construc.3”, se eligié uno de ellos, Desiree[HIS: ST: GT: SUR1]85.2

(evento 85.2), al cual se lo analizé6 molecular y bioguimicamente.
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El andlisis molecular se llevé a cabo mediante pruebas de PCR y

RTgPCR. Por otro lado, el analisis bioquimico se realizé haciendo uso de

experimentos de alimentacion; los cuales determinaron un porcentaje de

conversion promedio de fenilacetotiohidroximato a bencilglucosinolato de

2,98 %, porcentaje superior en comparacidon con otras plantulas

transformadas analizadas. Los resultados de la caracterizacion del evento

85.2, hacen del mismo el mejor candidato para ser sometido a co -

transformacion.

3.3.1 Bacteria, vector y construccién genética

Se empledé cepas bacterianas DH10B de Escherichia coli y
EHA105 de Agrobacterium tumefaciens procedentes de la coleccion de
bacterias del Laboratorio de Biotecnologia Aplicada del CIP, las cuales
se encuentran en criopreservacion a -70 °C, ambas conteniendo el
vector binario pCAMBIA2300, el cual presenta en su ADN-T, los ADN
de los genes iniciales involucrados en la via metabdlica de los
glucosinolatos que codifican para enzimas del citocromo P450: N-
hidroxilasa (gen CYP79A2) y monooxigenasa (gen CYP83B1), ademas
de la enzima y-glutamil peptidasal (gen GGP1). La construccion fue

ensamblada mediante un marco abierto de lectura (ORF). La estructura
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integrada, GGP1/2A/CYP83B1/2A/ICYP79A2 se encuentra controlada
por la pequefia subunidad del promotor hoja-especifico Rubisco (Rbsc)
proveniente del crisantemo y su respectivo terminador, asi como el gen
marcador de seleccion bar, el cual confiere resistencia al herbicida
fosfinotricina (PPT), siendo éste dirigido por el promotor 35s del virus

del Mosaico de la Coliflor.

El disefio de esta construccion fue disefiada y ensamblada por el
Laboratorio de la Real Universidad de Agricultura y Veterinaria (KVL)

de Dinamarca y fue denominada por CIP como “pRbsc:ORF1.3”.
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Figura 3: Plasmido pRbsc:ORF1.3. GGP1: y- glutamilpeptidasal,
CYP79A2 y CYP83B1: genes que codifican para citocromos P450, F2A y
T2A: secuencias virales “2A”,P-rbcS y T - rbcS : promotor y terminador
subunidad pequefia de rubisco, bar gene : gen marcador de seleccion,
35S prom y CaMV 3’UTR: promotor y terminador 35s del virus del
mosaico de la coliflor .

Fuente: elaboracion personal.
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3.4 METODOS

3.4.1 Verificacion del vector de transformacion

La verificacion del vector de transformacion se realizé mediante la

extraccion y digestion enzimatica del plasmido pBbsc:ORF1.3.

3.4.1.1 Extraccioén del vector binario

Las bacterias, A.tumefaciens y E.coli , que se encontraban en
viales de criopreservaciéon a -70 °C fueron sembradas en placas Petri
conteniendo 15 mL de medio LB semisdlido (Anexo 1) suplementado
con 100 mg/L del antibiético de seleccion kanamicina (Anexo 2).
Luego, se procedio6 a incubar las placas a 28 °C por 48 horas 'y a 37 °C
por 24 horas, para las placas con A.tumefaciens y E. coli,
respectivamente. Una vez observado el crecimiento bacteriano se
repicé una colonia en 10 mL de medio LB liquido suplementado con
100 mg/L de kanamicina, en ambos casos. Los cultivos se mantuvieron
en agitacion a 250 rpm y se incubaron a 28 °C por 48 horas para

A.tumefaciens y a 37 °C por 24 horas para E.coli.
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Una vez observado el crecimiento bacteriano en el medio de

cultivo, se procedio a la extraccion del ADN plasmidico.

Para la extraccion del plasmido en ambas bacterias se utilizé el
Kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System de Promega
(Anexo 3) con la diferencia que, en el caso de A.tumefaciens se
agrego a la solucion de resuspencion la enzima lisosima. Luego de
extraido el ADN plasmidico se procedié a determinar su concentracion
mediante una corrida electroforética en un gel de agarosa 1 % (Anexo
5). Las bandas de ADN plasmidico fueron visualizadas haciendo uso

del colorante fluorescente Gel Red (Biotium) (Anexo 5).

3.4.1.2 Analisis de restriccion del vector binario

Después de conocida la concentraciéon del ADN plasmidico, se
procedié a la digestion con enzimas de restriccion, con la finalidad de
corroborar el patrén de bandas previamente determinado mediante el
software Vector NTI. Las enzimas de restriccién (Biolabs New England)
utilizadas para la digestion enzimatica fueron: Nhel (#R0131S), Xbal

(#R0145S) y Spel (#R0133S).
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La mezcla de reaccion para la digestion enzimética fue

siguiente:

Para E.coli:

Tabla 1: Mezcla de reaccion para digestion enzimatica - E.coli.

Para 1 muestra

Componentes
(ML)
ADN plasmidico 3
Enzima 1
Tampon de reaccién 10 X 15
Agua DEPC 6,5
Volumen final 12

Fuente: Nopo et al., 2003.
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Para A.tumefaciens:

Tabla 2: Mezcla de reaccion para digestion enziméatica - A.tumefaciens.

Componentes Para 1 muestra (L)
ADN plasmidico 17
Enzima 1
Tampodn de reaccion 10 X 2
Volumen final 20

Fuente: Nopo et al., 2003.

Las mezclas de reaccion fueron incubadas por 3 horas a 37 °C.
Transcurrido el tiempo de incubacion, se procedioé a realizar una corrida
electroforética en un gel de agarosa 1 %, haciendo uso del colorante
fluorescente Gel Red con la finalidad de separar y observar fragmentos
de acuerdo a su peso molecular.

3.4.2 Propagacion del material vegetal

Plantulas del evento Desiree[HIS:ST:GT:SUR1]85.2 fueron
propagadas en cajas plasticas estériles (PhytatrayTM 1l de Sigma —
Aldrich), las cuales contenian entre 40-50 mL de medio de propagacion

MSA liquido (Anexo 1).
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La propagacion se realizé utilizando el tercio superior de las
plantulas, las cuales fueron despojadas tanto de apices como hojas y
colocadas en un numero de seis por caja plastica. Estas se
mantuvieron en agitacion a 150 rpm por 20 dias y en condiciones
controladas de 18 + 2 °C, a 16 horas de fotoperiodo, 2000 lux de

intensidad luminica, 70 % de humedad relativa.

Plantula de Evento-85.2 en medio MSA liquido

Figura 4: Plantula de papa Solanum tuberosum cv. Desireé en caja
plastica estéril.
Fuente: elaboracion personal.
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3.4.3. Determinacién de concentracion minima letal de

fosfinotricina

Para la determinacion de la concentracion minima letal de
fosfinotricina se utilizdé como material vegetal, hojas con peciolo y
entrenudos de S.tuberosum cv. Desireé (planta sin transformar), las
cuales fueron colocadas en placas Petri estériles (10 explantes por
placa) conteniendo 15 mL de medio de regeneracion Willmitzer
suplementado (Anexo 1) y diferentes concentraciones de fosfinotricina,
herbicida y agente de seleccion: 1, 2, 5, 10 y 50 ppm (Anexo 2). Como
medio de control se utiliz6 el medio Willmitzer sin el agente de

seleccioén.

Cada quince dias los explantes fueron trasladados a un medio

fresco de regeneracién durante tres meses. El experimento se realizd

por triplicado.
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3.4.4 Transformacidn genética

El método de transformacion genética utilizado en el presente
trabajo fue desarrollado por Medina et al., 2003 y adaptado para el

cultivar Desireé (Nopo et al., 2003).

3.4.4.1 Cultivo de Agrobacterium tumefaciens

La cepa EHA105 de Agrobacterium tumefaciens conteniendo el
plasmido pRbsc:ORF1.3 fue sembrada en placas Petri estériles
conteniendo 15 mL de medio LB semisélido (Anexo 1) suplementado
con 100 mg/L de kanamicina. Las placas fueron incubadas a 28 °C por

48 horas.
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A.tumefaciens con plasmido pRBSc:ORF1.3 en
medio LB semisdlido

Figura 5: A.tumefaciens en placa Petri con medio LB suplementado
con kanamicina.
Fuente: elaboracion personal.

3.4.4.2 Co - cultivo semisoélido

Trascurrido el tiempo de incubacién, se procedio a realizar la co-

trasformacion.

Se tomdé una colonia de A.tumefaciens con el plasmido
pRbsc:ORF1.3 con una cuchilla estéril y se procedid a realizar cortes
longitudinales en los explantes de tallos (entrenudos) y en el peciolo de
las hojas escindidas de las plantulas. Luego, con ayuda de una pinza
estéril se colocaron los explantes infectados con A.tumefaciens en

placas Petri estériles las cuales contenian 20 mL aproximadamente de
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medio MS-Sucrosa semisolido (Anexo 1) suplementado con 30 mg/L
de acetosiringona (Nopo et al., 2003). Las placas se mantuvieron a
una temperatura de 18 + 2 °C y 70 % de humedad relativa por 24 horas

en oscuridad.

Se realiz6 un control negativo y un control positivo. Como control
negativo se utilizd6 explantes sin transformar del cultivar Desireé en
placas con medio de regeneracion con fosfinotricina y como control
positivo se utilizé el mismo medio de regeneracion (medio Willmitzer),

pero sin agente de seleccion.

3.4.4.3 Regeneracion con seleccion

Transcurrido el tiempo de co—cultivo se procede a la etapa de
regeneracion; en donde los explantes son colocados en placas Petri
estériles conteniendo 20 mL de medio Willmitzer semisolido
suplementado (Anexo 1), ademas de 250 mg/L de carbenicilina
(utilizada como agente bacteriostatico contra A.tumefaciens) y 2 mg/L
de fosfinotricina, herbicida cuyo objetivo es seleccionar explantes
transformados. Cada quince dias los explantes fueron trasladados a un

medio fresco de regeneracion (Nopo et al., 2003).
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Cambio de placas cada 15 dias a medio de
regeneracion MSA fresco

| Cambio de placas | | Cuarto de crecimiento |

Figura 6: Cambio de placas cada 15 dias a medio de regeneracion
MSA fresco.
Fuente: elaboracion personal.

Luego de aproximadamente 70 dias se observd la presencia de
los primeros regenerantes, los brotes fueron cortados y transferidos a
tubos de ensayo de 18 x 150 mm, conteniendo 6mL de medio MSA

semisolido (Anexo 1) suplementado con 2 mg/L de fosfinotricina y 250

mg/L de carbenicilina, manteniéndose en condiciones de propagacion.

Los regenerantes se mantuvieron en medio MSA semisolido

suplementado con carbenicilina y fosfinotricina hasta su completo

63



desarrollo; posteriormente, la fosfinotricina fue suspendida y se
continué solo con el antibidtico de seleccion, carbenicilina, en la
concentracion antes indicada.

Cada uno de los regenerantes fue debidamente codificado,
indicando el numero de regenerante, la construccion utilizada para la

transformacioén y la fecha de propagacion.

3.4.5 Analisis molecular

3.4.5.1 Extraccion de ADN vegetal

Se extrajo ADN gendmico de cada uno de los regenerantes
obtenidos segun el protocolo del Manual de Laboratorio de

Biotecnologia Aplicada — CIP (Nopo et al., 2003).

Se realizé la extraccion de ADN gendmico a pequeiia escala
(Anexo 3) de los regenerantes obtenidos, utilizando hojas del tercio
superior de la planta generadas in vitro, las cuales fueron colocadas en
microtubos de plastico, conteniendo el buffer de extraccion CTAB2X

(bromuro de cetil-trimetil-aminio).
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Se trituré el material vegetal en el equipo Savant FastPrep 24,
utilizando perlas de tungsteno, luego los microtubos se colocaron a
bafio maria 65 °C por 20 minutos y se dejo enfriar a temperatura
ambiente por 10 minutos. A continuacién se agrego6 cloroformo:alcohol

isoamilico (24:1).

Las muestras fueron centrifugadas para luego trasladar el
sobrenadante a otro microtubo en donde posteriormente se agrego
isopropanol frio para lograr la precipitacion de ADN, transcurrido 30
minutos a -70 °C se volvi6 a centrifugar, obteniéndose el ADN
genomico (pellet); el cual, luego de ser lavado con etanol 70 % se
resuspendié en un volumen de 40 pL de agua libre de nucleasas.
Finalmente, se agreg6é 1 yL de ARNasa (10 mg/mL) y se incub6 a 37

°C por 3 horas.

Para verificar la calidad del ADN gendmico extraido se realiz6 una

corrida electroforética en un gel de agarosa 1 %.
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3.4.5.2 Calidad de ADN

Se preparé un gel de agarosa 1 % disuelto en el buffer de corrida
TBE 1X (Tris Borato EDTA) (Anexo 5), donde se tomo6 1 yL de ADN de
cada muestra junto con 1 yL de la solucion SALB10X - Gel Red (Anexo
5) y 8 uL de agua DEPC. Por muestra, se cargo en el gel de agarosa
un volumen de 10 pL y éstas fueron comparadas con 10 pL (0,1 pg/uL)
del fago A cortado con la enzima de restriccion Pstl (marcador de

corrida).

La corrida electroforética se realizé a 75 v por un tiempo de 45

minutos aproximadamente. La visualizacion del ADN se llevé a cabo

utilizando el transluminador UV - Epicchemi Darkbox. Las

concentraciones de las muestras fueron estimadas en ng/uL.

3.4.5.3 Prueba de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica que

permite la amplificacién in vitro de secuencias especificas de ADN.
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Se disefiaron cebadores (sentido y antisentido) a partir de las
secuencias de los genes de interés (CYP79A2 y CYP83B1), para ello
se utilizé el software Vector NTII, obteniéndose dos pares de
cebadores, los cuales fueron denominados segun el gen que

amplifican.

GGP1 cYpe3sl CYP79A2

P-rbcS P-rbcS

e

<=
412pb 515pb

Figura 7: Representacion esquematica de cebadores (flechas
rojas). GGP1: gen y- glutamilpeptidasal, CYP79A2 y CYP83B1: genes
que codifican para citocromos P450, P-rbcS y T-rbcS: Promotor y
terminador subunidad pequefia de rubisco.

Fuente: elaboracion personal.

Se realiz6 una PCR de gradiente de temperatura en un
termociclador Applied Biosystem para encontrar la temperatura de
annealing (Ta) adecuada para la visualizacibn del producto de
amplificacion (amplicén). Para esto se utiliz6 como muestra 0,5 pL de

plasmido pRbsc:ORF1.3 y se desarroll6 el siguiente programa de

amplificacion:
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Tabla 3: PCR de gradiente de temperatura

Etapa Temperatura Tiempo
1.Desnaturalizacion
94 °C 5 minutos
inicial
2.Desnaturalizacion 94 °C 30 segundos
30 segundos
3.Alineamiento 50-65°C
(Gradiente)
72°C
4.Extension Repetir paso 2y 3 por 1 minuto
35 veces
5.Extension final 72 °C 7 minutos

Fuente: Nopo et al., 2003.

Una vez terminado el programa se realiz6 una corrida
electroforética en un gel de agarosa 1 % utilizando A-Pstl como

marcador.

Luego de determinada la temperatura Optima de amplificacion
para los dos pares de cebadores, se procedié a realizar las PCR con
las muestras de ADN extraidas de los regenerantes. La mezcla de

reaccion utilizada para la PCR fue la siguiente:
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Tabla 4. Mezcla de reaccion utilizada para la PCR

1 Rx
Componentes
(MWL)
Agua 33,1
Buffer PCR 5X 10
dNTPs (5 mM) 0,8
Cebador sentido (50 uM) 2,5
Cebador antisentido (50 uM) 2,5
Tag DNA polimerasa 1:4 0,6
ADN 0,5
Total 50

Fuente: Nopo et al., 2003.
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3.4.6 Andlisis bioquimico

3.4.6.1 Desulfobencilglucosinolatos (dBGLsS) en condiciones in

vitro

a) Toma de muestra

Plantulas transformadas fueron propagadas en dos cajas plasticas
estériles conteniendo 50 - 60 mL de medio de propagacion MSA
semisolido (Anexo 1) suplementado con 250 mg/L de carbenicilina y
colocados en un numero de 24 entrenudos por caja;, estos
desarrollaron durante 5 semanas en condiciones controladas de cultivo
(18 + 2 °C, 16 horas de fotoperiodo, 200 lux de intensidad luminica'y 70
% de humedad relativa). Transcurrido este periodo de tiempo, se
procedié a extraer hojas de los 6 primeros entrenudos (desde el apice)

de las plantulas.

La cantidad de muestra analizada por plantula transformada fue

de 200 mg de hojas aproximadamente, con 6 - 12 repeticiones

técnicas.
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b) Extraccién de dBGLs de plantulas en condiciones in vitro

La extraccion de glucosinolatos se realizé segun el protocolo de
Hansen et al. (2007) con modificaciones Gonzalez, M. (com. pers.); en
donde se utilizé hojas de plantulas in vitro de S.tuberosum cv. Desireé
como planta control (sin transformar) y como control interno el

glucosinolato sinigrina (Anexo 3).

Para la extraccion de glucosinolatos se utilizd el equipo de
centrifugacion al vacio MultiScreenHTS Vacuum Manifold y placas de
filtracion de 96 pozos MultiScreen®-HV (MAHVN4550) — Millipore

(Figura 8).
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http://www.millipore.com/userguides/tech1/pr02275

Colector MultiScreenHTS Vacuum Manifold

Figura 8: Colector MultiScreen HTS Vaccum Manifold.
Fuente: elaboracion personal.

Las muestras de hojas in vitro fueron colocadas cuidadosamente
en microtubos de 2 mL con 400 uL de metanol 85 %, el cual contenia

una concentracion de 0,02 mM de sinigrina.

Se homogenizé el material vegetal por 20 segundos 40
veces/segundo en el equipo FastPrep con una perla de tungsteno;
luego de 10 minutos de agitacion (150 rpm) a temperatura ambiente se
centrifug6 a 3341 g durante 10 minutos. El sobrenadante (300 pL) fue

colocado en placas de filtracion de 96 pozos, en la cual ha sido
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colocado y equilibrado previamente 75 pL del intercambiador aniénico

débilmente basico Fractogel-DEAE (dietilaminoetil).

La matriz polimérica (Fractogel-DEAE) fue equilibrada haciendo
pasar 100 uL de agua milliQ y dejando reposar 300 puL de agua milliQ

por dos horas.

Luego de colocar la muestra (300 pL de extracto metandlico) en la
matriz, se agregd 200 uL de metanol 70 % y luego 200 pL agua milliQ.
Posteriormente se agrego 0,8 U de sulfatasa purificada (Anexo 6) y se

dejé a temperatura ambiente durante toda la noche.

Los desulfobencilglucosinolatos (dBGLs) fueron eluidos en 200 pL
de agua milliQ, los cuales fueron liofilizados a sequedad utilizando el
equipo SpeedVac Plus (liofilizador al vacio y congelamiento). Las
muestras fueron rediluidas en 50 pyL de agua milliQ y analizadas por

HPLC-UV.
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c) Curva de calibracién

Se utilizé una solucion concentrada de bencilglucosinolato (4,6
mM) (BGLs, Calbiochem), de la cual se prepar6 una dilucién (46 uM) y
con ella se realiz6 el procedimiento de desulfatacion enzimatica

descrita por Hansen et al., 2007.

Se agreg6 300 pL de la solucién de BGLs 46 uM a un pozo que
contenia 75 pL de Fractogel — DEAE equilibrado, luego se lavo la
matriz con 200 puL de metanol 70 % y de agua milliQ y se agreg6 0,8 U
de sulfatasa purificada. Los desulfobencilglucosinolatos (dBGLSs) fueron
eluidos con 200 pL de agua milliQ, los cuales se liofilizaron por

completo al vacio y congelamiento.

Finalmente se agreg6é 1 mL de agua milliQ y se determind su

concentracion utilizando el espectrofotbmetro Thermo Spectronic

(Genesys 6) a 229 nm.

A partir de esta solucion de dBGLs (12 pM) se realizaron

diluciones seriadas de 6, 3, 0,6 y 0,3 uM; de las cuales 20 pL
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fueron analizados por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC-

UV). Las diluciones se hicieron por triplicado.

Para calcular la concentracion real de cada una de las diluciones
de dBGLs se utilizé el siguiente coeficiente de absortividad molar: 8870

Mtem™ a 229 nm.

Las areas de pico de las diferentes concentraciones fueron
confrontadas con las concentraciones de las soluciones en el programa
estadistico R; en donde se colocé las concentraciones reales de las
soluciones estandar en el eje X y en el eje Y se coloco las areas de
pico expresadas en unidades arbitrarias. Finalmente se obtuvo la
ecuacion de la recta utilizando una regresion lineal simple, siendo
representada con una linea de tenencia, donde también se obtiene la

variabilidad explicada por la regresion (R?).

d) Andlisis de cromatografico (HPLC-UV)

El analisis cromatografico de fase reversa se realizd haciendo uso
de un cromatégrafo liguido LaChrom D-7000 Hitachi—-Merck,

compuesto de una Bomba L-7100, Horno L-7350, Interfase D-7000,
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Degasificador de solvente L-7612 acondicionado con una columna RP-
18e (Lichrospher RP-18e, 250 x 4,6 mm, Merck). EI monitoreo se
realizd con un Detector de Diodos L7450-A a 229 nm, bajo las

siguientes condiciones:

Temperatura: 30 °C
Solventes: Agua, Acetonitrilo (ACN)

Flujo: 1 mL/min

El programa de elucion utilizado fue el siguiente:

- De2a7%ACNen5min

- De7a25%ACNen5min

- De 25a80 % ACN en 4 min

- De 80 a 100 % ACN en 1 min
- Lavado a 100 % ACN en 5 min
- Retorno a2 % ACN en 5 min

- Re- equilibrio a 2 % ACN por 7 min

La identificacion de dBGLs en los cromatogramas se llevd a cabo
mediante comparacion con el tiempo de retencion y espectro

ultravioleta de desulfobencilglucosinolato estandar.
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El célculo de la concentracion de dBGLs de cada plantula
transformada fue determinado a partir de la integracion del pico de
interés. Las areas de pico generadas producto de la integracion fueron
divididas entre la pendiente de la ecuacidon de la recta de la curva de
calibracion de dBGLs, obteniéndose asi la concentracion de dBGLs

(uUM) presente en cada muestra analizada.

Luego, para obtener las moles de dBGLs en las muestras, se

aplicaron las siguientes conversiones:

nmoles de dBGLs = conc. dBGLS (uM) x vol. Redilucién (50 pL | vol. Extraccién (400 plL)
vol. Andlisis (300 pL)

1000

Finalmente, la concentracién de dBGLs en las muestras se dividié
entre el peso fresco (mg) y se expresé en picomoles/miligramo de peso

fresco (pmol/mg fresco).

3.4.6.2 Desulfobencilglucosinolatos (dBGLs) en condiciones de

invernadero

77



Luego de analizar por HPLC-UV todas las plantulas
transformadas generadas por co — transformacion en condiciones in
vitro, se eligieron aquellas plantulas transformadas con una mayor
concentracion de dBGLs, estas fueron trasladadas a condiciones de
invernadero: temperatura 17 - 22 °C; luz, dias medios 12 horas y 12

horas oscuridad y humedad relativa entre 55 - 85 %.

a) Toma de muestra

Las diez plantulas transformadas in vitro se colocaron en Jiffy7
durante 4 semanas hasta lograr enraizamiento. Luego fueron

trasladadas a macetas.

La toma de muestras se realizd a las quince semanas de
crecimiento en maceta (extension foliar maxima), en donde se colect6
hojas con peciolo de toda la planta. Se pesaron muestras entre 250 mg

a 500 mg con tres a seis repeticiones técnicas.

b) Extraccion de dBGLs de plantas en condiciones de invernadero

La extraccion de glucosinolatos se desarrollé segun el procotolo

descrito por Hansen et al. (2007) con modificaciones Esparza, E.
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(conversacién personal) en donde se utlizara la estacion de
procesamiento por extraccion en fase sdlida (SPE) Waters Sep-pak
Vacuum Manifold — Millipore, ademas de microcolumnas y filtros

Mobicol “clasic” - MoBiTec.

Las microcolumnas fueron preparadas con 200 mg de matriz
Fractogel-DEAE, la cual fue equilibrada con KOH 0,5 N y HCOOH 0,5

N, teniendo lavados de 2 mL con agua milliQ entre cada solucion.

La cantidad de material vegetal utilizado por planta fue de 0,5 g
aprox., el cual fue colocado en viales de vidrio de 4 mL de capacidad y
triturado manualmente con una varilla de vidrio; a éste se agregd 2,5

mL de metanol 70 % con una concentracién de 0,02 mM de sinigrina.

Los viales fueron colocados a bafio maria a una temperatura de 70
°C y 150 rpm por 15 minutos. Transcurrido el tiempo estos fueron
colocados en el concentrador — evaporador centrifugo plus — Eppendorf

y centrifugados a 2179 durante tres minutos a temperatura ambiente.

El sobrenadante (1 mL) fue agregado a microcolumnas previamente

equilibradas, luego se realizé lavados con metanol 70 % y agua milliQ
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de 2 mL cada uno, posteriormente se agregd 200 uL de buffer MES pH
5 (Anexo 5) a la matriz y sobre éste se afadio 50 pyL de la enzima
sulfatasa 1,07 U/uL purificada (Anexo 6) dejandose incubar a

temperatura ambiente durante toda la noche.

Los desulfobencilglucosinolatos fueron eluidos en un volumen total
de 200 pL (100 pL metanol 70% + 100 pL agua milliQ). Las

extracciones se realizaron por triplicado.

c) Analisis de cromatografico (LC-ESI-MS)

El andlisis de estas muestras se llevd a cabo en un cromatografo
liquido Agilent 1200 compuesto por una Bomba binaria G1312A,
Desgasificador de solvente G1379B, Detector de Diodos G1315A,
Horno G1316A, Inyector automatico estandar G1329A acondicionado
con una columna RP-18e (Lichrospher RP-18e, 250 x 4,6 mm, Merck),
acoplado a un espectrémetro de masas Esquire6000 Bruker Daltonics
de trampa de iones con ionizacién electrospray, bajo las siguientes

condiciones:
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Parametros: cromatdgrafo liquido Agilent 1200

- Volumen de inyeccion 20 uL

- Temperatura: 30 °C

- Solventes: Agua, Acetonitrilo (ACN)
- Deteccion: 229 nm

- Flujo: 1 mL/min

Pardmetros: espectrometro de masas Esquire 6000 Bruker Daltonics

- Volumen de inyeccion 20 uL

- Presion: 65 psi

- Temperatura: 365 °C

- Flujo de secado de N»: 12 L/min
- Capilaridad: 4000 V

- Flujo: 1 mL/min

El programa de elucién utilizado fue el siguiente:

- De2ab5% ACN en 6 min

- De6a7%ACNen2min
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- De7a2l1% ACN en 10 min
- De?22a29 % ACN en5 min
- De30a95 % ACN en 2 min
- Lavado a 95 % ACN en 5 min
- Retornoa 2 % ACN en 5 min

- Re- equilibrio a 2 % ACN por 5 min

La identificacion de dBGLs en los cromatogramas se llevé a cabo
mediante comparacion con el tiempo de retencion, espectro ultravioleta
a 229 nm y deteccion del ion molecular con sodio [M+Na]* 352 Da del

desulfobencilglucosinolato estandar.

El célculo de la concentracibn de dBGLs presentes en cada
plantula transformada fue determinado a partir de la integracién del

pico generado a 229 nm.

Las areas de pico, producto de la integracion, fueron divididas
entre la pendiente de la regresion lineal de la curva de calibracion de
dBGLs realizada para LC-ESI-MS, obteniéndose asi la concentraciéon
de dBGLs (uM) presente en cada muestra analizada. La curva de

calibracion para este equipo se realizé de igual manera que la descrita
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en la seccion 3.3.6.2 parte C. El procedimiento de célculo de la
concentracion de dBGLs en picomoles/miligramo fresco y por peso

seco, se realizé de igual manera que para condiciones in vitro.

3.4.6.3 Fragmentacion por inyeccion directa de dBGLs en

espectrometro de masas Esquire 6000 Bruker Daltonics ESI

Se realizdé una dilucién 1:5 de una solucion dBGLs 40 uM, de
donde 50 pL fueron disueltos en un volumen final de 200 pL de metanol

(150 pL H,O masas + 50 yL MeOH).

Se utilizd6 un flujo 240 pL/hora, 10 psi de presién, 300 °C de

temperatura y flujo de secado de N, : 5 L/hora.

Los parametros de fragmentacion utilizados fueron los siguientes:

- Nebulizador : 65 psi
- Drygas: 12 L/min

- Drytemp: 365 °C

- Capilaridad : 4000 V

- Skimer :40V
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3.4.6.4 Fragmentacion de dBGLs por LC-ESI-MS

Se analiz6 desulfobencilglucosinolato por LC-ESI-MS, utilizando
como solventes, A: agua:acido formico 0,1 % y B: acetonitrilo:acido
férmico 0,1 % a un flujo de 1 ml/min. La gradiente de concentraciones

del solvente B, fue la siguiente:

- De2ab5%ACN:AF 0,1 % en 6 min

- De6a7%ACN:AF0,1% en 2 min

- De7a2l1%ACN:AF 0,1 % en 10 min
- De 22 a29 % ACN:AF 0,1 % en 5 min
- De 30a95 % ACN:AF 0,1 % en 2 min
- Lavado a 95 % ACN:AF 0,1% en 5 min
- Retorno a 2 % ACN:AF 0,1 % en 5 min

- Re- equilibrio a 2 % ACN:AF 0,1 % por 5 min

Se realizé la fragmentacién de dBGLs producido por las plantulas
transformadas en condiciones de invernadero asi como para dBGLs
estandar. Los parametros de fragmentacion del equipo fueron los

mismos que se utilizaron en la fragmentacién por inyeccion directa.
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3.4.6.5 Deteccion de productos de hidrolisis de glucosinolatos

La evaluacion cualitativa de productos de hidrélisis de
glucosinolatos (emitidos como producto de dafio tisular) como nitrilos,
epinitrilos, tiones, tiocianatos e isotiocianatos, se realizd utilizando un
cromatografo de gases HP5890 Serie Il equipado con una columna
HP5-MS de 30 metros de longitud, 0,25 mm de diametro interno y 0,25
mm de fase estacionaria, acoplado a un espectrémetro de masas de

cuadrupolo con ionizacion por electrones HP5972A.

Los parametros utilizados fueron los siguientes:

- Temperatura de inyector: 250 °C

- Temperatura de detector: 290 °C

- Flujo: 3 mL/seg

- Split: 5:1

Programa de temperatura:

- Temp. Inicial : 60 °C, isotérmico 5 min.
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- Gradiente : 60 a 280 °C, 20°C/min.

- Temp. Final : 280 °C, isotérmico 3 min.

a) Toma de muestra

En primera instancia, para evaluar volatiles emitidos por las
plantulas de S.tuberosum cv. Desireé, se colectaron hojas en su
maxima extension foliar (0,25 — 0,5 g de peso), como se muestra en la

Tabla 5.

Tabla 5: Pesos de muestras para experimento de deteccién de
productos de hidrélisis de glucosinolatos.

Muestra: S.tuberosum cv. Desireé Peso
sin transformar Q)
Control 0,59
STD 058
STD + THIO 0.59

Fuente: elaboracion personal.

El material vegetal se triturdé con una varilla de vidrio manualmente
dentro de un vial de 4 mL de capacidad, donde se expuso en la parte
aérea del vial una fibra de micro extraccion en fase solida (SPME)

DVB/CarboxenTM/PDMS StableFlexTM (fiora SPME triple) por 20
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minutos, mientras la temperatura se mantenia elevada y constante (38-

40 °C).

Este experimento se realizo utilizando a S.tuberosum cv. Desireé
con 100 pL de agua como control negativo (CONTROL), S.tuberosum
cv. Desireé con 100 pL de bencilglucosinolato 4,25 Mm (STD) y 90 pL
de bencilglucosinolato 4,25 mM junto con 0,206 U de enzima
tioglucosidasa (EC3.2.3.1) como control positivo (STD+THIO). Cosio,
E. (conversacion personal). Luego, se realiz6 la deteccion de productos
de hidrdlisis de los glucosinolatos en plantulas transformadas de igual
manera que la muestra CONTROL. La evaluacion se realiz6 a tres

repeticiones técnicas.

b) Analisis de cromatogramas

La identificacion de los compuestos se realizd utilizando el
sistema de identificacion y deconvolucién automatica de los espectros
de masas AMDIS32 version 2.63, el cual extrae los espectros de los
compuestos individuales en un archivo GC/MS e identifica los
compuestos comparandolos con una libreria de referencia. La libreria

utilizada fue NISTO02.

87



3.5 ANALISIS ESTADISTICO

3.5.1 Eficiencia de regeneracion y eficiencia de transformacion
Para hallar la eficiencia de regeneracion y la eficiencia de

transformaciéon se utilizd la prueba estadistica del Ji-cuadrado. Las

frecuencias fueron obtenidas dividiendo el niumero de regenerantes

entre el numero total de explantes inoculados expresandolo en

porcentajes.

Eficiencia de regeneracion (ER)

ER = nUmero de explantes con regenerantes x 100

ndamero de explantes totales

Eficiencia de transformacion (ET)

ET = numero de explantes transformados x 100

namero de explantes totales
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3.5.2 Sentencias para andlisis de varianza para curvas

calibracion en programa R

nom=colnames(dat)

fmla <- as.formula(paste(nom[2],"~ -1 + ",nom[1]))
mod=Im(fmla,data=dat)

anova(mod) ## analisis de varianza

summary(mod) ## resumen de los estimados
print(data.frame(dat,Fit=predict(mod))) ## los ajustes

new <- data.frame(x = seq(min(dat[,1]), max(dat[,1]),
0.5));colnames(new)=nom[1]

pred.w.clim <- predict(mod, new, interval="prediction")
matplot(newl,1],pred.w.clim,lty=c(1,3,3), type="I",
ylab=paste("predicted",nom[2]),xlab=nom[1])
points(dat[,1],dat[,2],pch=19)

de
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3.5.3 Sentencias para boxplot y barras de error en programa R

dat=read.table("l:/dat.txt",T) ## extraction de la data
nombres=colnames(dat)

## Boxplot
fl=as.formula(paste(nombres[2],"~",nombres[1]))

xlab1="Genotype/line"

ylab1="Concentration of dBGLS (pMol/mg)"
boxplot(f1,data=dat,xlab=xlabl,ylab=ylabl,col="lightblue") ## graficos
de cajas

## Barras de error

error.bar <- function(x, y, upper, lower=upper, length=0.1,...){

if(length(x) !'= length(y) | length(y) !=length(lower) | length(lower) !=
length(upper))

stop("vectors must be same length")

arrows(x,y+upper, X, y-lower, angle=90, code=3, length=length, ...)

}

y.means <- by(dat[,2],dat[,1],mean) ## es como un tabla dinamica  --
> variable/grupo/operacion

y.sd <-by(dat[,2],dat[,1],sd) ## desviacion estandar

n <- by(dat[,2],dat[,1],length) ## tamafo del sub grupo (cuantos
datos)

barx <- barplot(y.means,col="lightblue",ylim=c(0,1.25), axis.lty=1,
xlab=xlabl, ylab=ylab1) ## grafico de barras

error.bar(barx,y.means, gnorm(0.975)*y.sd/sqrt(n)) ## barras de error
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IV. RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACION MOLECULAR DE PLANTULAS CO-

TRANSFORMADAS

4.1.1 VERIFICACION DEL VECTOR DE TRANSFORMACION

El plasmido pRBsc:ORF1.3 fue evaluado por digestién enziméatica.
Se utilizaron las enzimas de restriccion Xbal, Spel y Nhel,
demostrandose asi el buen estado de éste para su utilizacion en los

experimentos de transformacién genética.

Al realizar la digestion enzimatica del plasmido pRBSc:ORF1.3
desde E.coli asi como A.tumefaciens; se logro evidenciar en un gel de
agarosa, el mismo tamafio (peso molecular) y namero de bandas

determinado previamente en el programa Vector NTI.

El tamafio de los fragmentos de ADN esperados se pueden

observar en la Tabla 6.
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Tabla 6: Pesos moleculares de los fragmentos de restriccion por
digestion enzimatica del pldsmido pRBSc:ORF1.3.

. Peso Molecular de fragmentos de restriccion
Enzimas
(pb)
Nhel 8929 - 5475
Spel 10447 - 3957
Xbal 12803 - 1601
Fuente: elaboracion personal.
A 1 2 3 M Bl i1 o 3 M
10K — | w u w '

[~ 700

[~ 500

[~ 00
[~ 200

Figura 9: Verificacion del vector de trasformacion. A: Patrén de
bandas utilizando Vector NTI. B: Corrida electroforética en gel de
agarosa de los fragmentos de restriccion obtenidos con enzimas de
restriccion. (1) Plasmido digerido con Nhel, (2) Plasmido digerido con
Spel, (3) Plasmido digerido con Xbal y (M) Marcador de peso
molecular. Fuente: elaboracion personal.
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4.1.2 DETERMINACION DE CONCENTRACION MINIMA LETAL DE

FOSFINOTRICINA (Soto et al., 2007 con modificaciones Rivera, C.)

La evaluacion de este experimento se realizd por dos meses, en
donde progresivamente se observd la degeneracién de los explantes
(color amarillento, perdida de turgencia) y posterior muerte del tejido
vegetal. Estas caracteristicas fueron observadas en todos los explantes

expuestos concentraciones de fosfinotricina desde 2 ppm hasta 50

ppm.

Por otro lado, en placas con una concentracidn menor a 2 ppm, se
observé la formacion y desarrollo de callo en los explantes;
caracteristicas similares a las observadas en las placas con medio

control (sin fosfinotricina).

En base a aquellos explantes con callo es que se determiné que 2

ppm es la concentracion minima letal de fosfinotricina en medio

Willmitzer a la cual se logra la seleccion del material transformado.
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S

Figura 10: Toxicidad de fosfinotricina. Desarrollo de callos a partir
de hojas con peciolo y entrenudos en medio Willmitzer (A) control, (B)
1 ppm PPT y (C) concentraciones mayores a 1ppm PPT.

Fuente: elaboracion personal.

4.1.3 TRANSFORMACION GENETICA

Luego delco-cultivo semi-solido, los explantes extraidos de

Desiree[HIS:ST:GT:SUR1]85.2 fueron colocados en medio de

regeneracion Willmitzer con 2 ppm de fosfinotricina (PPT) (Figura 11).
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-,

Peciolo Entrenudo

Figura 11: Explantes de D[SUR1/ST/GT]85.2 co-transformados con el
plasmido pRBCs:ORF1.3 en medio de regeneracion MSA
suplementado con 2 ppm de fosfinotricina (2 dias post transformacion).
Fuente: elaboracion personal.

A dos semanas en medio de regeneracion se pudo observar la

formacién de callos muy pequefios en las heridas y ademas cambio de

coloracién de los explantes (de verde a amarillo).

Luego de cuatro semanas se observo necrosis del tejido vegetal
en todos los explantes (hojas con peciolo y entrenudos) pertenecientes
al control negativo (Figura 13). Por otro lado, en el control positivo
(Figura 12), los explantes presentaron coloracion verde intenso con

presencia de callo e inicio de la formacion de regenerantes en las
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heridas. Sin embargo el desarrollo de callos en explantes

transformados se observaba retrasado (callos muy pequefios).

CONTROL POSITIVO

ENTRENUDOS

A

(8 semanas)

Figura 12: Control positivo (8, 10 y 6 semanas).
Fuente: elaboracion personal.

Luego de 8 semanas de post-transformacion genética los
explantes (entrenudos y hojas con peciolo) mostraron callos en las
heridas de aproximadamente 4 mm. Hojas con peciolo transformadas

se mostraron amarillentas y quebradizas (Figura 12).
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CONTROL NEGATIVO

(4 semanas)

Hoja con peciolo

|

Figura 13: Control negativo (4 semanas).
(Fuente: elaboracion personal.

A las 10 semanas en medio de regeneracion, hojas con peciolo
iniciaron el proceso de necrosis; por tal motivo se procedié a cortar el
tejido necrosado y conservar solo el peciolo con callo. Entrenudos
transformados presentaron yemas y pequefos regenerantes de color
verde oscuro en las heridas, mientras que el tejido no transformado se

oxidd y necroso, siendo descartados de los experimentos.

La Figura 14, muestra el desarrollo de callos y regenerantes a

partir de entrenudos transformados con el plasmido pRBsc:ORF1.3

luego de 8 semanas y 12 semanas.
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REGENERACION

ENTRENUDOS

. -

(8 semanas) (16 semanas)

(10 semanas)

HOJA CON PECIOLO

e
S

(10 semanas)

(8 semanas)

Figura 14: Regeneraciéon de explantes
Fuente: elaboracion personal.

No fue hasta las 16 semanas de regeneracidon en que los
regenerantes alcanzaron 1 cm de longitud aproximadamente; en ese
momento fueron trasladados a medio de propagacion MSA semisélido

en tubo (Figura 15).
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Figura 15: Regenerante de co- transformacion en medio de
regeneracion MSA (4 semanas) A: Plantula sin transformar B: Plantula
co-transformada con pRBSc:ORF1.3.

Fuente: elaboracion personal.

Luego de 5 experimentos de co - transformacion genética, donde
se transformaron 5671 explantes, se obtuvieron 57 regenerantes
(Tabla 7), donde 52 de ellos regeneraron de las heridas realizadas en
entrenudos y 5 de heridas realizadas en los peciolos; por tanto la

eficiencia de regeneracion de los experimentos fue de 1,01 %, donde

un 91,2 % provinieron de entrenudos y un 8,8 % de peciolos.
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Tabla 7: Experimentos de transformacion y nimero de regenerantes

obtenidos.
Experimentos de
Regenerantes
transformacion
Entrenudos H-P Entrenudos H-P
Exp. 1 724 156 20 1
Exp.2 795 265 5 3
Exp.3 954 460 10 0
Exp.4 1050 105 16 0
Exp.5 554 608 1 1
SubTotal 4077 1594 52 5
TOTAL 5671 57

Fuente: elaboracion personal.
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4.1.4 DETERMINACION DE LA INCORPORACION DEL TRANSGEN

Se extrajo ADN gendmico de 56 regenerantes. Un regenerante
perteneciente al experimento dos (Evento 70) no fue incluido por
problemas de contaminacién. Se realizd una corrida electroforética en
un gel de agarosa 1 %, donde se visualizo la calidad del ADN. La

corrida no presentd ADN degradado (Figura 16).

Calidad de ADN

- W — G W —— . — Y -

SR |

Figura 16: Calidad de ADN. 1-17: muestras de ADN gendémico M:
marcador de peso molecular.
Fuente: elaboracion personal.

La prueba de reaccion en cadena de la polimerasa se realiz6
utilizando los cebadores desarrollados a partir de las secuencias de los
genes CYP79A2 y CYP83B1, obteniéndose un tamafio de amplicon de

515 pb y 412 pb, respectivamente.

101



Se determind las temperaturas de amplificacion para dos pares de
cebadores: CYP79A2 (61°C) y CYP83B1 (58 °C) mediante una PCR de
gradiente de temperatura utilizando el vector de transformacion como

muestra.

CYP83B1 CYPT79A2

=
=

C 17 19 22 23 26 Mx PI C 17 19 22 23 26 Mx PI

515bp

414p . —— e <+
-»> - e - = -

Figura 17: Analisis PCR de los regenerantes obtenidos por co -
transformacién genética con pRBSc:ORF1.3. Los cebadores
CYP83B1 y el CYP79A2 amplifican fragmentos de 414pby 515pb.C:
control negativo, Mx: solucion de mezcla, Pl: plasmido y carriles 2-6:
regenerantes positivos por PCR.

Fuente: elaboracion personal.

Utilizando 50 ng de ADN de los 56 regenerantes se realizo la PCR
con los dos pares de cebadores, lograndose obtener amplificacion en
55 regenerantes y no en uno de ellos (Evento 58 perteneciente al
experimento tres). La figura 17 muestra cuatro regenerantes positivos

para la amplificacion de ambos pares de cebadores. En el Tabla 8 se
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muestra el resumen de resultados de la prueba de cadena de

polimerasa.

Tabla 8: Resumen de resultados de la prueba de cadena de la

polimerasa.
PCR
CYP79A2 CYP83B1
Positivo | Negativo | Positivo Negativo

Exp. 1 20 0 20 0
Exp.2 8 0 8 0
Exp.3 9 1 9 1
Exp.4 16 0 16 0
Exp.5 2 0 2 0
SubTotal 55 1 55 1

TOTAL 56 56

Fuente: elaboracion personal.
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4.2 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE
DESULFOBENCILGLUCOSINOLATOS (dBGLs) EN CONDICIONES in

vitro

4.2.1 CURVA DE CALIBRACION

Diluciones seriadas de desulfobencilglucosinolato (dBGL) fueron
analizadas por HPLC-UV, mostrando un tiempo de retencion (R;) de

12,6 minutos (Figura 18).

Realizando las conversiones descritas en la seccion “Métodos” se
determind la ecuacién de la recta obteniéndose una pendiente de
44248 y un indice de correlacion de la regresion lineal (R%) de 0,9999

(Grafica 1). La data se encuentra en Anexo 9.
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Gréfica 1: Curva de calibracién para la cuantificacion de dBGLS por
HPLC-UV. El valor del indice de correlacion lineal (R?) fue de 0,9999.
Fuente: elaboracion personal.

Intenity (0}

L —— 12.64

Retention Time (min)

Figura 18: Cromatograma representativo de la solucién estandar de
desulfobencilglucosinolato 5,79 pM. La respuesta del detector se
expresa en unidades arbitrarias.
Fuente: elaboracion personal.
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4.2.2 EXTRACCION DE BENCILGLUCOSINOLATO

De las 55 plantulas transformadas que dieron positivo para la
prueba de reaccion en cadena de la polimerasa, 50 de ellas se
destinaron para analisis por HPLC-UV. Cinco plantulas no se
analizaron a consecuencia de la reducida cantidad de material vegetal
desarrollada por éstas (alteracion de fenotipo). Las plantulas que no
fueron analizadas fueron: evento 68 y evento 54 (experimento de
transformacién 4), evento 64 (exp. transf. 2), evento 67 (exp.transf 3) y

evento 65 (exp.transf. 5).

La identificacién de dBGLs en los cromatogramas se llevé a cabo

mediante comparacion con el tiempo de retencion (12,57 min) y el

espectro ultravioleta de dBGLs estandar.
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Figura 19: Espectro ultravioleta de desulfobencilglucosinolato
estandar.
Fuente: Gonzélez, 2008.

El célculo de la concentracibn de dBGLs presentes en cada
plantula transformada fue determinado a partir de la integracién del
pico de interés. Las areas de pico generadas producto de la integracion
fueron divididas entre la pendiente de la ecuacién de la recta del grafico
de la curva de calibracion de dBGLs, obteniéndose asi la concentracion
(uM) de dBGLs presente en cada muestra y luego analizadas segun la
formula mencionada en la seccion “Métodos”. Finalmente, la
concentracion de dBGLs se expresd en picomoles/miligramo de peso

fresco (pmol/mg fresco).De las 50 plantulas transformadas, 21 dieron
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positivo para la produccién de dBGLs y en 29 de ellas no se detectd

(Anexo 9).

Tabla 9: Resultados del analisis por HPLC-UV de las plantulas co-

transformados.
Positivos Negativos
Experimento 1 8 12
Experimento 2 2 5
Experimento 3 3 5
Experimento 4 7 7
Experimento 5 1 0
SEMI TOTAL 21 29
TOTAL 50

Fuente: elaboracion personal.
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Figura 20: Fenotipo de plantulas in vitro positivas para la
produccion de dBGLs. A: Desireé (planta sin transformar) B, C y D:
Plantulas co- transformadas con pRBSc:ORF1.3 (30 dias).

Fuente: elaboracion personal.

La cantidad de dBGLs en picomoles por miligramo de hojas in
vitro se encuentran en un rango promedio entre 5,18 pmol/mg méaximo
y 0,81 pmol/mg minimo (Gréfica 2). La data se encuentra detallada en

Anexo 9.
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Concentration of dBGLS pmolimg fresh weight

: ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁmﬁﬁmﬁmmﬁ

WT 60 46 17 43 66 48 12 52 53 47 24 4 42 31 6 45 23 2T 1M 26

Event
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11 12 16 17 2 23 24 2% 21 A 4 42 43 45 46 47 48 52 53 B0 66 WT
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DA 1

rﬂ}+
HJH
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Concentration of dBGLS pmolimg fresh weight

Event

Gréfica 2: Concentracion dBGLS en plantulas transformadas en
condiciones in vitro. A: grafica de barras que muestra el contenido de
desulfobencilglucosinolato (dBGLS) de hojas in vitro de plantulas de
S.tuberosum transformadas con Construc.3 y pRbsc:ORF1.3. La
desviacion estandar es representada con barras de error (n=6-12). B:
la grafica box-plot muestra la dispercion y mediana del contenido de
dBGLS de hojas in vitro de plantulas de S.tuberosum transformadas
con Construc. 3 y pRbsc:ORF1.3. Los puntos representan datos
extremos.

Fuente: elaboracion personal.
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Figura 21: Cromatograma representativo del extracto de hojas de
S.tuberosumcv. Desireé transformadas con  “contruc.3” vy
“‘pRbsc:ORF1.3” (Event 26) comparado con el cromatograma de
S.tuberosum cv. Desireé sin transformar (WT), donde se muestra el
pico del estdndar interno sinigrina  (ISTD) y el de
desulfobencilglucosinolato (dBGLS).

Fuente: elaboracion personal.

111



4.3 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE
DESULFOBENCILGLUCOSINOLATOS (dBGLs) EN CONDICIONES DE

INVERNADERO

Después de analizar por HPLC-UV plantulas generadas por
transformacion genética en condiciones in vitro, se eligido diez de ellas
para ser trasladadas a condiciones de invernadero. La seleccidon se basé
en la cantidad de dBGLs, eligiendo a las que presentaban mayor
concentracion en condiciones in vitro. Ademas se trasladaron plantulas de
Solanum tuberosum sin transformar y plantulas de Evento 85.2, como
controles. Las plantulas fueron trasladadas a condiciones de invernadero:
temperatura: 17 - 22 °C, luz dias medios 12 horas luz — 12 horas

oscuridad y humedad relativa entre 55 - 85 %.

La nueva codificacion de las plantulas seleccionadas se presenta en

Tabla 10. El analisis de dBGLs de las muestras trasladadas a invernadero

se realiz6 por LC- ESI- MS.
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Tabla 10: Codificacion de las plantulas seleccionadas para ser

trasladados a condiciones de invernadero

Promedio
Nuevo Codigo Evento in vitro Mediana
(pmol/mg)
GLS1 26 5,18 4,57
GLS 2 11 3,22 2,04
GLS 3 27 2,75 1,98
GLS 4 23 2,75 2,42
GLS 5 16 2,39 1,98
GLS 6 31 2,16 1,53
GLS 7 4 191 1,93
GLS 8 24 1,88 1,60
GLS 9 53 1,69 1,67
GLS 10 52 1,65 1,55

Fuente: elaboracion personal.
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4.3.1 TOMA DE MUESTRA

De las 10 plantulas seleccionadas, tres de ellas no lograron
desarrollarse adecuadamente en condiciones de invernadero. Las

plantulas GLS 2, GLS 3y GLS 7 no fueron analizadas.

Se tomaron hojas a las 15 semanas de crecimiento en maceta
tanto de la parte superior como inferiorde la planta y se realizo la

extraccion de dBGLs como se describe en la seccidon “Métodos”.

Figura 22: Fenotipo de plantulas en condiciones de invernadero
positivas para la produccion de dBGLs. A: Hojas de Desireé
(planta sin transformar) B: Hojas de Evento 23 (GLS 4) y C: de izg. a
der. Plantula Contruc.3, Evento 23 y Desireé (planta sin transformar) (2
meses).

Fuente: elaboracion personal.
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4.3.2 CURVA DE CALIBRACION

Utilizando el equipo LC-ESI-MS, se procedié con el andlisis de las
muestras pertenecientes a la curvas de calibracién por LC-UV. El dBGL
mostré un tiempo de retencion (Rt) de 17 minutos. Se obtuvo la
ecuacion de la recta usando una regresion lineal simple y utilizando las
conversiones descritas en la secciéon “Métodos” (Anexo 9). Se
determind la ecuacion de la recta obteniéndose una pendiente de 3,55
y un indice de correlacién de la regresion lineal (R?) de 0,9997 (Grafica

3).
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60.0 MS y = 3.5491x
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©
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gl0.0 &

0.0 T T T 1
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Gréfica 3: Curva de calibracion para la cuantificacion de dBGLS por
LC- ESI-UV . El valor del indice de correlacién lineal (R?) fue de
0,9997.

Fuente: elaboracion personal.
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4.3.3 ANALISIS DE CROMATOGRAFICO (LC-ESI-MS)

La identificacién de dBGLs en los cromatogramas se llevd a cabo
mediante comparacion con el tiempo de retencion, espectro ultravioleta
y deteccion del ion molecular con sodio [M+Na]® 352 m/z del

desulfobencilglucosinolato estandar.

x10% KCM_BLK_021112_03.d: +MS

dBGLs estandar 3520
204 [M+Na] * 352 Da

054 368.0

437.2
160 1.%0 260 Z%D 360 35;0 460 4%0 j mz
Figura 23: Cromatograma representativo del ion molecular de
desulfobencilglucosinolato estandar con sodio. [M+Na]® 352 m/z.

Fuente: elaboracion personal.

El célculo de la concentracion de dBGLs presentes en cada
plantula transformada fue determinado a partir de la integracion del

pico en LC-UV.

El procedimiento de célculo de la concentracion de dBGLs en
picomoles/miligramo fresco y en picomoles/miligramo seco, se realizé

de igual manera que para condiciones in vitro. El peso seco se obtuvo
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de pesadas por triplicado del material vegetal desecado a temperaturas

elevadas (Anexo 9).

La concentracion minima en pmol de dBGLS por miligramo de
material fresco se encontré en la plantula co-transformada GLS8 (0,5
pmol/mg) mientras que la mayor concentracion (4,5 pmol/mg) se
encontré en plantula GLS 5, como se muestra en la Tabla 11, Gréafica

4y Gréficab.
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Tabla 11: Concentracion de dBGLs en S.tuberosum en condiciones de

invernadero
pmol de dBGLs/mg
Evento pmol de dBGLs/mg seco
fresco

DES 0,252 5,14

85.2 0,263 3,67
GLS 1 1,930 25,56
GLS 4 1,395 18,78
GLS 5 4,529 66,21
GLS 6 2,712 31,76
GLS 8 0,515 7,11
GLS 9 0,908 18,84
GLS 10 1,498 18,86

Fuente: elaboracion personal.

118



2

4
l_

Cmimrtrstinn of f BGLES predng Bnsh waght
[
1

2
1

H
——

3!
:J
1
I
N
0o

o '
= . B
=
£
r on
153
E
=
i .
E :
0
o m
=
=
-} —_
E [
E —_— .
: = L s
[ ] —_—
—_—l =
[= e a
T T T T T T T T
IGLEEF 5 DEE @S GLEI0 GLE4  GLES  GUE8 GLES
Bvari

Gréafica 4. Concentracion dBGLS por peso fresco de plantulas
transformadas en condiciones de invernadero. A: gréfica de barras
que muestra el contenido de desulfobencilglucosinolato (dBGLS) por
peso fresco de plantulas de S.tuberosum transformadas con Construc.3
y pRbsc:ORF1.3. La desviacion estandar es representada con barras
de error (n=3-6). B: la grafica box-plot muestra la dispercién y mediana
del contenido de dBGLS por peso fresco de hojas de S.tuberosum
transformadas con Construc. 3 y pRbsc:ORF1.3. Los puntos
representan datos extremos.

Fuente: elaboracion personal.
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Gréfica 5. Concentracion dBGLS por peso seco de plantulas
transformadas en condiciones de invernadero. A: grafica de barras
gue muestra el contenido de desulfobencilglucosinolato (dBGLS) por
peso seco de plantulas de S.tuberosum transformadas con Construc.3
y pRbsc:ORF1.3. La desviacion estandar es representada con barras
de error (n=3-6). B: la grafica box-plot muestra la dispercién y mediana
del contenido de dBGLS por peso seco de hojas de S.tuberosum
transformadas con Construc.3 y pRbsc:ORF1.3. Los puntos
representan datos extremos.

Fuente: elaboracion personal.
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4.3.4 FRAGMENTACION POR INYECCION DIRECTA DE

DESULFOBENCILGLUCOSINOLATO (dBGL)

Luego de tomar una alicuota de dBGLs estandar se procedido a la
deteccion de masas por inyeccion directa. Las masas producto de la
fragmentacion del ion 352,1 Da esperadas en m/z son: 218,8; 184,8;

189,8; 202,8 (Moldrup, 2011).

x10% KCM_BLK_021112_03.d: +MS

254

352.0

204

5] dBGLs estandar
[M+Na] * 352 Da
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437.2
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nnnnnn KCM_BLK_021112_02.d: +MS2(352.1)
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Figura 24: Cromatograma de masas por inyeccién directa de
dBGLs estandar [M+ Na]* 352,1 Da (Arriba) y fragmentacion de
dBGLs MS* 352,1 Da en m/z: 219,1; 185,2; 189,8; 203,1 (abajo).
Fuente: elaboracion personal.

Como se puede observar en la Figura 24 las masas encontradas

en MS" coinciden con las reportadas por Moldrup, 2011.
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435 FRAGMENTACION POR LC-ESI-MS DE dBGLS EN

CONDICIONES DE INVERNADERO

Para confirmar la identificacibon de dBGLs en plantulas en
condiciones de invernadero se realizé la fragmentacion de analito de
cada una de las muestras. En primera instancia, se analizd por

HPLC/ESI/MS" desulfobencilglucosinolato estandar.

Intens.”] +MS, 17.0min #948
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Figura 25: HPLC/ESI /MS" Desulfobencilglucosinolato estandar.
Fuente: elaboracién personal.
En la Figura 25 se observa la presencia del ion molecular 329 con
H* (330 m/z), con Na (352,1 m/z) y con K (368 m/z). Cabe resaltar la
presencia de 168,3 m/z; esta masa proviene de la pérdida de 162,1 m/z
del ion molecular 330 m/z correspondiente al grupo glucosil

caracteristico de los glucosinolatos.
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Debido a que producto de una corrida sin parametros de
fragmentacidn se observa la pérdida del grupo glucosil, se postula que
esta fragmentacion espontanea de desulfobencilglucosinolato (330 m/z)

es producto del flujo utilizado en el analisis HPLC/ESI /MS™ (1 ml/min).

Al igual que con desulfobencilglucosinolato estandar, se procedié
con las muestras provenientes de invernadero. Las masas encontradas
fueron las mismas que las que se reportan en Matthaus et al. 2000 y
Moldrup et al. 2011. En la Figura 26 se observa la fragmentacion del
analito de la plantula con mayor concentracién de dBGLs (GLS 5). En
Anexo 7, se observa la fragmentacion de dBGLs en las plantulas

transformadas.

Inter

ns. +MS2(352.1), Line, 17.1min #485
x105

154

1.04

0.5

203.1

4
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Figura 26: Fragmentacion de dBGLs en Solanum tuberosum cv.
Desireé (Construc.3 + pRBsc:ORF1.3) — GLS 5.
Fuente: elaboracion personal.

123



4.4 DETECCION DE PRODUCTOS DE HIDROLISIS DE

GLUCOSINOLATOS

Previamente se analizd en un cromotograma los analitos estandares
con una concentracion conocida, donde se pudo identificar los tiempos de

retencion de cada uno de ellos.

Para la deteccion de una tioglucosidasa enddgena en S.tuberosum,
se utiliz6 GC-MS. Se tomaron muestras de hojas S.tuberosum cv. Desireé
sin transformar en condiciones de invernadero a las cuales se le
sometieron a diferentes tratamientos, a STD se le agregé dBGLs
estandar; a STD+THIO, dBGLs estandar y tioglucosidasa y la muestra

“Control”, se le agregé agua MilliQ.

Los cromatogramas obtenidos fueron analizados con los software
Chemstation y Automated mass spectral deconvolution and identification
system, AMDIS 2.69, utilizando como referencia la base de datos NIST
2008. Como se puede apreciar en la Figura 33, plantulas de Solanum
tuberosum poseen analitos volatiles tipicos de su género en mayor
proporcién, como hexenal y cariofilenno, los cuales se encuentran listados

segun su tiempo de retencion en la Tabla 12 y Anexo 8.
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Figura 33: Andlisis GC-MS de papa para la deteccién de tioglucosidasa
endogena, donde: (A) estandar y tioglucosidasa (STD + THIO), (B)
control, (C) estandar (STD) y Picos 1-9: analitos identificados descritos en
la Tabla 12 y Tabla 13.

Fuente: elaboracion personal.
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Tabla 12: Numeracion de analitos y tiempo de retencion.

Tiempo de retencion (min)
NumeraN® Nombre A B C
1 3-hexenal 4,66 4,67 4,68
2 2-hexenal 6,19 6,14 6,17
3 2- hexen-1-ol 6,32 6,30 6,35
4 Bencilaldehido 8,33 - -
5 Bencilisocianato 10,49 - -
6 Bencilnitrilo 10,69 - 10,70
7 Bencilisotiocianato 12,91 - -
8 Cariofileno 13,40 13,40 13,39
9 d — cadineno 14,04 14,04 14,04

Fuente: elaboracion personal.

Los analitos producto de la hidrolisis de glucosinolatos como
bencilaldehido, bencilisocianato, bencilisotiocianato y bencilnitrilo sélo
fueron encontrados en el tratamiento STD+THIO; sin embargo, estos no
fueron encontrados en el tratamiento STD, pudiendo inferir que Solanum
tuberosum no presenta tioglucosidasa enddgena. La concentracion de
bencilnitrilo en el tratamiento STD es despreciable segun las

concentraciones de sustratoen la reaccion y el porcentaje de pureza
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(Tabla 13). Los tiempos de retencién de los analitos coinciden con los

previamente determinados con los analitos estandares.

Tabla 13: Areas de integracion y porcentaje de pureza de analitos.

Area de integracién y

TR
TR std porcentaje de pureza
muestras Analito
(min) _ STD +
(min) Control STD
THIO
8,32 8,33 Bencilaldehido - - -
910 714
10,49 Bencilisocianato - -
83%
384809 | 1504 129
10,74 10,69 Bencilnitrilo -
88% 94%
Bencil 20 691 085
12,93 12,91 - -
isotiocianato 94%

Fuente: elaboracion personal.

Este analisis se realizé en plantulas transformadas en condiciones
de invernadero. No se detectd productos de la hidrdlisis de glucosinolatos
como nitrilos, epinitrilos, tiones, tiocianatos e isotiocianatos en las plantulas.
Sin embargo se pudieron identificar analitos propios de la especie, como se

muestra en la Grafica 6.
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Analitos identificados
por GC-MS en 18
eventos

1,1'-Biphenyl, 2,2',5,5'-..
2,6-..

Propanoic acid, 2-..
1,6-Cyclodecadiene, 1-..
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Methyl salicylate
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Grafica 6: Identificacibn de analitos en cromatogramas GC-MS de
plantulas transformadas en condiciones de invernadero.
Fuente: elaboracion personal.

V. DISCUSION

La posibilidad de introducir genes simples al genoma la una planta
ha dado como resultado algunas especies con propiedades
agronomicamente interesantes. Estos logros han llevado a un interés en
la introduccién y expresion de mas de un gen foraneo en plantas (Casas,

1997). Las soluciones transgénicas para muchos rasgos complejos de las

128



enfermedades vegetales en el futuro requeriran la introduccién de varios
genes, ya sea para conferir caracteristicas mejores a los cultivos o para la

introduccién de varios genes de una via metabdlica (Mifflin, 2000).

Se ha entendido mucho sobre la biosintesis de los glucosinolatos
(GLs) debido al secuenciamiento del genoma de Arabidopsis thaliana,
planta crucifera. La sintesis de glucosinolatos involucra dos genes de
citocromo P450 anclados en el reticulo endoplasmatico (CYP79 y CYP83)
y tres enzimas solubles C-Sliasa, una glucosiltrasferasa y una

sulfotransferasa (Geu, 2008).

Existen muchas estrategias para introducir varios genes, una de
ellas es la piramidizacion de genes, la cual puede ser definida como “la
introduccién estable de mas de un gen viable en el genoma vegetal via
transformacion” (Mifflin, 2000).

En base a este concepto es que se realiz6 la co- transformaciéon de
plantulas S.tuberosum cv. Desireé, previamente transformadas con los
genes C-Sliasa (SUR1), glucosiltransferasa (GT) y sulfotransferasa (ST),
involucrados en las reacciones finales de la biosintesis de los
glucosinolatos (plantas desarrolladas por CIP). En esta transformacion

genética se utilizé el marcador de seleccion de resistencia a kanamicina.
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De todas las plantulas transformadas se eligié a uno de ellos debido
a sus caracteristicas bioquimicas y moleculares. La plantula elegida para
ser sometida a una segunda transformacion genética fue Desiree[HIS: ST:
GT: SUR1]85.2 (evento 85.2), a la cual se le adicionaron los genes
citocromo P450: CYP79A2, CYP83B1 y el gen y — glutamil peptidasa 1
(GGP1) utilizando como marcador de seleccion gen bar y asi completar la
introduccidén de los genes principales involucrados en la biosintesis de

glucosinolatos (GLs) a partir de fenilalanina en plantulas de papa.

El hecho de introducir una via metabdlica que involucra al menos
cinco pasos enzimaticos a una planta heteréloga es considerado como un
desafio. Si el promotor es usado repetidamente en la transformacion
genética de plantas mediante ingenieria metabdlica en donde estan
involucrados mas de un gen podria conducir al silenciamiento del
transgén (Morant et al., 2007). Un método para conseguir la co-expresion
de diferentes transgenes es mediante el sistema de co-expresion 2A, el
cual permite la produccién de muchas proteinas desde un solo promotor
(De Felipe, 2006). El sistema de coexpresion 2A también fue utilizado por
Geu, 2008, en donde fusion6 multiples secuencias de proteinas

intercaladas con secuencias de co-expresion 2A, dentro de un solo ORF.
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Ademas se comprob6é que las secuencias 2A no interfieren en la
expresion de los transgenes. Esta estrategia en el disefio del vector

también fue utilizada en la presente tesis.

La transformacion mediada por Agrobacterium posee ventajas sobre
otros métodos de introduccion de genes, ya que no requiere un trabajo
intensivo, equipos sofisticados y es mas rentable. Los factores que
afectan la eficiencia de transformacion por infeccion bacteriana son el tipo
de tejido, la edad, el genotipo y la susceptibilidad a Agrobacterium (Finer,
1996), tomando en cuenta estos factores es que se utilizaron plantulas del
cultivar Desireé en proceso de morfogénesis (30 dias) para la
transformacién genética y asi obtener una mayor eficiencia de

regeneracion.

La mayoria de los protocolos para la trasformacion de papa
publicados utilizan un sistema de dos pasos: uno para la induccion de
callos y otro para la formacién de brotes. Este sistema ha resultado
eficiente a partir de segmentos de tallos (Beaujean et al., 1998) y de hojas
(Banerjee et al., 2006) en diferentes variedades de papa, a pesar de
emplearse diferentes combinaciones hormonales en algunos casos. Sin

embargo en procesos de transformacion de la variedades de papa Andina
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resultd ineficiente y solo lograron una mejor eficiencia de regeneracion
con kanamicina (28 y 34 %) al utilizar un solo medio de cultivo con

enriquecido con zeatina y acido indol acético (AlA) (Trujillo et al., 2001).

Dependiendo del tipo de variedad y/o cultivar de papa las
fitohormonas pueden variar, asi tenemos que para papa Andina se utilizo
acido naftanen acético (ANA) y 6-benzilaminopurin (BAP) para la
formacion de callos y ANA y ZR (ribdsido de zeatina) para la formacién de
brotes (Trujillo et al., 2001); mientras que para el cultivar Desireé se
empled solo acido giberélico (AG3) para la formacién de brotes (Soto et
al., 2007), obteniendo mayores niveles de regeneracion que los
encontrado por Trujillo. En la presente tesis se empled una concentracion
constante de tres hormonas, ANA, AG3 y ZR, durante todo el proceso de
regeneraciéon en un solo medio de cultivo y se obtuvo menores

porcentajes de eficiencia de transformacion que en Soto et al., 2007.

Uno de los factores importantes en el establecimiento de un sistema
de transformacion genética, es contar con un agente eficaz de seleccién
del tejido transgénico, para asi seleccionar aquellas células que presenten
los genes foraneos. En este sentido, la seleccion de tejidos y plantas

transgénicas mediante el gen bar es una buena alternativa.
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El gen bar confiere resistencia al herbicida fosfinotricina o glufosinato
de amonio y ha sido utilizado como gen marcador de seleccién para la
transformacién genética de plantas. En otras especies se observa que el
nivel de inhibicion de la fosfinotricina asi como su concentracion en el
medio de regeneracién, varia de acuerdo al genotipo y al explante de la
especie estudiada. Asi, en tres géneros de orquideas (Brassia, Catleya y
Dorita enopsis) con el gen bar, se encontré que 3 mg/L del herbicida
BASTA (un nombre comercial de la fosfinotricina), es el nivel éptimo para
seleccionar las plantas genéticamente transformadas, indicandose que a
dicha concentracién, las secciones de hoja no transformadas se tornaron
entre marrones y negras en pocas semanas. Sin embargo, el nivel de
tolerancia es mayor en plantas como Picea abies, donde la concentracion
optima de seleccién es 100 mg/L del herbicida BASTA, bajo cuyo efecto
las plantas no transgénicas se tornan amarillas (Knapp, 2000 y Brukhin,

2000, citados en Fernandez et al. 2004).

En secciones foliares en Coffea arabica se encontré que el herbicida
fosfinotricina (PPT), inhibi6 totalmente la morfogénesis de callo y de tejido
foliar se necrotizo fuertemente a partir de 1 mg/L. A concentraciones de

10 mg/L del herbicida, el crecimiento de callo fue inhibido totalmente, y
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adicionalmente se presenté una marcada necrosis. Ademas, se menciono
qgue el herbicida a una concentracion de 0,5 mg/L inhibi6é parcialmente el
crecimiento de las secciones foliares y el callo (Ferndndez et al., 2004).
Mediante transformacion por A.tumefaciens en meristemos de camote,
utilizando al gen bar como marcador de seleccion, se determin6é que la
concentracion minima letal fue entre 2,5 mg/L y 5 mg/L de PPT (Jin et al.,

2007).

Un experimento en donde se transformé segmentos de tallos de
papa del cultivar Desireé utilizando el gen bar como marcador de
seleccién, obtuvo resultados eficientes de transformacién aplicando una
concentracion minima letal de 2 mg/L de PPT en el proceso de
regeneracion (Soto, 2007).Estos resultados coinciden con lo observado
en el experimento de determinacion de la concentracibn minima letal de
fosfinotricina en entrenudos y tejido foliar, en donde se observé que
concentraciones mayores de 2 mg/L del herbicida los explantes tanto
callos como hojas, presentaron los mismos signos de degeneracion del

tejido.

El herbicida fosfinotricina a 3 mg/L es el mejor agente de seleccion,

debido a que inhibe la formacion de callo en secciones foliares (de plantas
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crecidas in vivo como in vitro) generando menos necrosis (Van Boxtel,
1997). En los experimentos realizados en esta tesis se pudo observar la
no formacion de callo producto de la inhibicion de la fosfinotricina, sin
embargo se observdO abundante necrosis en los explantes no
transformados luego de 4 semanas en medio de regeneracion. Ademas
de la necrosis, durante el proceso de degeneracion de tejido, se
incrementd la contaminacion de los callos por A.tumefaciens. Por tanto,
fue preciso retirar del medio de regeneracion, aquellos callos en proceso
de necrosis inmediatamente luego de observar las colonias junto a estos y

evitar asi contaminacién por contacto.

La eficiencia de la transformacién mediada por A.tumefaciens y la
eficiencia de la regeneracion de plantulas de papa son muy variables ya
gue dependen de los procedimientos y cultivares utilizados. Cuando se
utilizé el gen npt como marcador de seleccion para transformar el cultivar
Desireé se determind una eficiencia de regeneracién promedio de 75,3 %
aprox. y una eficiencia de transformacion promedio de 41,85 % (Casas,
1997), una eficiencia de regeneracién del 28 % y sélo una eficiencia de
transformacién de 5,97 % (Gonzalez, 2008) debido al gran niumero de
escapes. Sin embargo, posteriores experimentos de transformacion con el

cultivar Desireé utilizando el gen npt, presentan usualmente una eficiencia
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de transformacion de 3 % (Rivera, conversacion personal). En
experimentos de transformacion por A.tumefaciens y una seleccion por
PPT, se obtiene una eficiencia de transformacion del 68 % (a partir de 100
brotes) (Soto et al., 2007).

Luego de cinco experimentos de co - transformacion genética, donde
se transformaron 5671 explantes, se obtuvieron 57 regenerantes, donde
52 de ellos se generaron de las heridas realizadas en entrenudos y 5 de
heridas realizadas en los peciolos; por tanto la eficiencia de regeneracion
de los experimentos fue de 1,01 %, donde un 91,2 % provinieron de
entrenudos y un 8,8 % de peciolos. Se obtuvo una mayor eficiencia de
transformacién a comparaciéon de una anteriormente realizada en el
mismo cultivar y utilizando entrenudos como explantes (Soto et al., 2007).
La baja eficiencia de regeneracion puede deberse a la efectiva toxicidad
del herbicida BASTA. El efecto del herbicida fue detectado en el control
negativo a las cuatro semanas en donde todos los explantes perdieron

pigmentacién y murieron.

Por otro lado, la eficiencia de transformacién presentada fue elevada
(96,49 %) a comparacion de otros experimentos de transformacién de
papa utilizando el gen ntp de resistencia a kanamicina, como marcador de

selecciéon (Casas, 1997; Gonzalez, 2008 y Rivera, 2003). Esta eficiencia
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de transformacion elevada se distingue de la encontrada cuando
transforma meristemos apicales de Ipomoea batatas, camote, utilizando el
mismo método de transformaciéon y el mismo gen marcador de seleccion
(Jin, 2007). La eficiencia de transformacién fue de 2,8 %. La regeneracion
no depende de la concentracion de bacterias y ni del tiempo de co-cultivo,

sino del medio del cultivo (Casas, 1997).

La alta eficiencia de transformacion y baja eficiencia de
regeneracion, puede deberse a la alta capacidad de seleccion del
herbicida PPT. PPT, es un potente inhibidor de la glutamina sintetasa
(GS). Por tanto, en el proceso de regeneracion (dos semanas) se pudo
observar formacién de callos pequefios en las heridas ademas de cambio
de coloracion de los explantes (de verde a verde amarillento)
caracteristicas antes descritas (Casas, 1997). Luego de cuatro semanas
se observd necrosis del tejido vegetal en todos explantes (hojas con
peciolo y entrenudos) pertenecientes al control negativo; por otro lado en
el control positivo éstos presentaban un color verde intenso con presencia
de callo e inicio de la formacién de regenerantes en las heridas. Sin
embargo los explantes transformados aun continuaban con callos
pequenos. En entrenudos transformados, no es hasta las ocho semanas

en gue los explantes muestran callos en las heridas de aproximadamente
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4 mm, mientras que las hojas con peciolo transformadas se mostraron
amarillentas y quebradizas (Casas, 1997). No es hasta las 16 semanas en

gue se culmina la regeneracion.

Lo observado en el proceso de regeneracion se debe a que GS, es
la Unica enzima en las plantas que puede destoxificar el amonio liberado
por la reduccion de nitrato, la degradacion de aminoacidos y la
fotorespiracion. La inhibicion de la GS por PPT causa una acumulacion
rapida de amonio que lleva a la muerte de las células de la planta (De

Block et al., 1987; Fernandez et al., 2004).

Existen formas diferentes de la glutamina sintetasa (ubicadas en
citoplasma, cloroplasto y ndédulo de las plantas leguminosas). Sin
embargo el hecho de obtener regenerantes desarrollados en un medio
con PPT implica que el gen bar, que codifica fosfinotricin acetil transferasa
(PAT) ofrezca resistencia a PPT, inactiva al herbicida acetilando el grupo
NH, libre de la PPT, por tanto evita la autotoxicidad en el organismo
productor (De Block et al., 1987), permitiendo asi la regeneracion del
tejido vegetal (Zhang et al., 1999).

Los transgenes al ser integrados dentro del genoma de la planta no

debe interrumpir o modificar los genes presentes en el sitio de insercién ni
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la estabilidad del mismo (Ghislain, 2000). Sin embargo, el fenotipo de las
plantulas transformadas con los genes de la via metabdlica de los
glucosinolatos a partir de fenialalanina muestran el fenotipo in vitro y en
condiciones de invernadero alterado. Este fenotipo consiste en la
deformacion de hojas, tallo y raices. Las hojas se hicieron mas gruesas,
pequefias y sin bordes definidos, la distancia entre los nudos se ve

acortada y se observa una disminucion en la formacion de raices.

El crecimiento y la productividad en papa, es el resultado de dos
grandes determinantes: el genotipo de la planta y su ambiente
circundante. Con el fin de realizar la extraccién de dBGLs de plantulas de
papa en su maxima extension foliar en condiciones de invernadero, es
gue se analizaron pardmetros de crecimiento de acuerdo con la
metodologia propuesta por Radford (1967) y Hunt (1981), en donde
determina que la tasa maxima de crecimiento foliar (TCR) y la tasa de
crecimiento relativo foliar (TCRF) en variedades de papa se alcanza a los
tres meses. Tomando en cuenta los resultados de Borrego, 2000 es que
se realiza la toma de muestra de plantulas productoras de dBGLs en

condiciones de invernadero (Borrego, 2000).
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La papa cultivada (Solanum tuberosum L.) es el cuarto cultivo mas
importante del mundo (FAOSTAT, 2012). Sin embargo, el cultivo de papa
se ve afectado tanto por hongos (Phytophthora infestans); asi como
nematodos (Meloidogyne spp) (Hijmans, 2003 y Onkendi, 2012). Por otro
lado, los glucosinolatos son degradados por las mirosinasas en una
variedad de productos de hidrélisis, los cuales son responsables de la
actividad biologica, cuando se produce dafio a la planta. Los
isotiocianatos son los productos de hidrdlisis de glucosinolatos mas
comunes en la mayoria de plantas, sin embargo en otras son los nitrilos
los que se encuentran en mayor proporcidon. Estos productos con
actividad biologica, no fueron encontrados en S.tuberosum sin transformar
asi como en las plantulas en condiciones de invernadero. Sin embargo
fueron detectados compuestos volatiles alifaticos caracteristicos de las
plantas de papa como 3-hexanol, 3hexen-1-ol, 2-hexenal y el alfa
cariofileno en mayor proporcién, los cuales también fueron encontrados y
descritos como pertenecientes al género Solanum (Karlsson, 2009). En
menor proporcion se encontro los sesquiterpenos: a-cubebeno, copaeno y

B-cubebeno.

La evaluacibn de bencilglucosinolato en plantulas de papa

trasformadas con los genes de biosintesis de los glucosinolatos se
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relaciona con la correcta insercion y cuantificacion de la expresion de los
genes. Experiencias con arroz, papa y trigo sugieren que un alto
contenido de copias del transgén corresponden a niveles de expresion
altos, indicando que los transgenes se estan expresando eficientemente
(Altpeter et al., 2005). Sin embargo, el nUmero de copias en las plantulas

transformadas no fue determinado.

Cabe destacar que los tiempos de retencion utilizando el equipo
HPLC LaChrom D-7000 Hitachi—-Merck, fue de 12,6 minutos, mientras que
haciendo uso del HPLC Agilent 1200, fue 17 minutos. La diferencia en los
tiempos de retencion se debi6 a los programas de elucidon. La
identificacion del patron de espectro UV del dBGL se llevd a cabo
visualizando dos curvaturas a 212,6 nm y 222 nm. En la presente tesis se
utilizé como control interno sinigrina (Hansen, 1995 y Moldrup, 2011). La
sinigrina es un glucosinolato alifatico al igual que el bencilglucosinolato,
siendo su tiempo de retencion 6,5 minutos. Para el calculo de las
concentraciones de dBGLs se utilizé el factor de recuperacion generado
por la diferencia entre el area de una concentracion conocida del estandar
analizado independiente y el area del mismo cuando es agregado a la

muestra durante la extraccion.
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El ion molecular de dBGLs es 329 con H* (330 m/z), con Na (352,1
m/z) y con K (368 m/z) (Matthaus et al., 2000 y Moldrup et al., 2011). Las
masas MS encontradas en la presente tesis coinciden con las reportadas,
como se pudo observar en la Figura 24.

La presencia de 168,3 m/z proviene de la pérdida de 162,1 m/z del
ion molecular 330 m/z. La masa 162,1 m/z corresponde al grupo glucosil
caracteristico de los glucosinolatos (Matthaus et al., 2000). Debido a que
producto de una corrida sin parametros de fragmentacion se observa la
pérdida del grupo glucosil, se postula que esta fragmentacion espontanea
de desulfobencilglucosinolato (330 m/z) es producto del flujo utilizado en

el analisis HPLC/ESI /MS™ (1 ml/min).

De las cincuenta plantulas transformadas analizadas, veintiuno
fueron capaces de producir de dBGLs y veintinueve de ellas no. La
cantidad de picomoles de dBGLs producidas en hojas in vitro se
encuentran en un rango promedio entre 0,81 y 5,18 pmol/mg; cantidad

gue no fue la esperada.
La transformacién de Nicotiana tabacum utilizando genes de la
biosintesis de los glucosinolatos a excepcién del gen de la enzima GGP1,

generd una concentracion de 0,1 + 0,02 nmol/mg de peso fresco
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(concentracion superior las encontradas en la presente tesis). Luego de
determinada la funcidon potencializadora de la enzima GGP1, la cual
estaria relacionada con el aumento de la concentracion de BGLs en hojas
de tabaco en condiciones de invernadero es que se agrega dicho gen al
vector utilizado en la co — transformacion de tabaco (Geu, 2008) asi como
en el presente estudio.

Posteriores experimentos en Nicotiana tabacum incluyendo este
genobtuvieronconcentraciones de dBGLs mayores (0,57 + 0,08 nmol/mg
por peso fresco) corroborando la accion potencializadora de GGP1 (Geu,
2009). Sin embargo esta accion potencializadora de sintesis de BGLs no

se observé en plantulas transformadas en el presente estudio.

La diferencia entre los resultados puede deberse ademas por la
metodologia empleada. En experimentos con N.tabacum (Geu, 2008 y
2009) se utilizé la infiltracion mientras que en la presente tesis se utilizé la
transformaciéon genética mediada por Agrobacterium tumefaciens.
Mientras que plantulas transformadas de S.tuberosum presentan la
insercion de dos vectores con dos promotores distintos (35S y rBsc);
en N.tabacum se utiliz6 dos vectores con un solo promotor, 35S (Geu,

2009).
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Teniendo en cuenta los resultados de Geu, se realiza la
transformacion genética de Nicotiana tabacum incluyendo los seis genes
involucrados en la biosintesis de los glucosinolatos en un solo vector
mediante agroinfiltracion, obteniendo 1,58 + 0,16 nmol/mg de peso fresco
(Moldrup, 2011), resultados superiores a los reportados en la presente

tesis y por Geu en el 2009.

Plantulas en condiciones in vitro esta sujetas a estrés, por tanto se
espera que en condiciones de invernadero se incremente la expresion de
los transgenes. Esta premisa no fue evidenciada en los resultados del
analisis LC-ESI-MS de las plantulas transformadas en condiciones de
invernadero, donde se esperaba que la plantula GLS 1 obtenga mayores
concentraciones de dBGLs que en condiciones in vitro (5,18 pmol/mg de
peso fresco) sin embargo la concentracién en condiciones invernadero fue
menor (1,9 pmol/mg de peso fresco). Por otro lado, la plantula GLS 5, que
en condiciones in vitro obtuvo una concentracion de 2,39 pmol/mg de
peso fresco, obtuvo en condiciones de invernadero una mayor
concentracion (4,5 pmol/ mg de peso fresco). No se logré determinar una
relacion entre la concentracion de dBGLs entre las condiciones in vitro e
invernadero. Sin embargo, las diferentes concentraciones presentadas en

ambas condiciones puede deberse a que la regulacion del metabolismo
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de los glucosinolatos es sensible a varios factores ambientales. Los
factores abidticos que afectan el metabolismo de glucosinolatos pueden
ser la nutricion mineral, temperatura (Velasco et al., 2007.), luz (Engelen-
Eigles et al., 2006), agua (Champoliver y Merrien, 1996), CO, (Schonhof
et al., 2007) y metales pesados.

Los factores de temperatura, luz, agua y CO; fueron controlados en
ambas condiciones de desarrollo, sin embargo la presencia de nutricion
mineral no fue evaluada en condiciones de invernadero pudiendo ser este
uno de los factores que estarian implicados en el no aumento de la

concentracion de dBGLs.

Debido a que las infecciones con patdgenos pueden cambiar los
perfiles de glucosinolatos (Yan y Chen, 2007) es que se recomienda
realizar experimentos de infeccion de plantulas con mayores
concentraciones de dBGLs. Experimentos demostraron que cuando
plantas de brécoli fueron sometidas a un bajo contenido de azufre o
nitrdgeno, los glucosinolatos disminuyen. Si existe carencia de azufre, la
transcripcion de muchos genes dela biosintesis deglucosinolatos, asi
como los niveles de glucosinolatos se reduciran (Hirai et al., 2004). La
capacidad de respuesta del sistema de glucosinolatos-mirosinasa a una

variedad de factores bidticos y abidticos lo hace atil para hacer frente
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a muchas preguntas importantessobre la evolucién, la ecologia y la
sefalizacion del metabolismo secundario de las plantas (Yan y Chen,

2007).
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VI.

CONCLUSIONES

1. Se generaron 21 plantulas de S.tuberosum co-transformadas con
los genes CYP79A2, CYP83B1, GGP1 y capacidad de produccion de
bencilglucosinolato.

2. Los genes que codifican para las enzimas CYP79A2 y CYP83B1
del citocromo P450 y para y - glutamilpeptidasal (GGP1) implicados en la
via metabdlica de los glucosinolatos derivados de fenilalanina, fueron
incorporados en el ADN gendmico de 56plantulas co-transformadas,
obteniéndose una eficiencia de regeneracion de 1,01 % y una eficiencia
de transformacion de 96,49 %.

3. La concentracion de dBGLS en las plantulas co-transformadas
generadas in vitro se encuentran en el rango de 0,81 pmol/mg y 5,18
pmol/mg de peso fresco; mientras que en condiciones de invernadero la
concentracion de dBGLs se encuentra entre 0,5 y 4,5 pmol/mg de peso
fresco, siendo el evento con mayor concentracion GLS 5.

4. Las plantulas co - transformadas analizadas no presentan

enzimas de tipo mirosinasa capaces de degradar los glucosinolatos.
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VII.

VIII.

RECOMENDACIONES

1. Para poder obtener una buena cantidad de regenerantes
utilizando el herbicida fosfinotricina es necesario transformar un gran

namero de explantes.

2. Si el material a transformar se encuentra contaminado no sera

posible la obtencion de regenerantes positivos, la mayoria de estos

seran escapes.

PERSPECTIVAS

1. Realizar el analisis metabolémico de las plantulas co-

transformadas en condiciones de invernadero.

2. Realizar bioensayos con patégenos como Gorgojo de los Andes

(Premnotrypes spp.) y con el agente del Tizon tardio, Phytophthora

infestans.
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X. ANEXOS

Anexo 1: Medios de Cultivo

A. Medios de cultivo bacteriano

e Medio LB (Luria-Broth)

Compuesto Cantidad por 1 Litro (g)
Extracto de Levadura 5
Triptona 10
Cloruro de sodio 10
Agar* 15

Ajustar a pH 7 y autoclavar. (*) Solo para medio semi-sélido.

Fuente: Nopo et al., 2003.

B. Medios de Cultivo de tejidos vegetales

e Medio MSA (Propagacion)

Compuesto Cantidad por 1 Litro
Sales Murashige & Skoog 43¢
Solucion base MSA 5,0 mL
Sucrosa 25,09
Phytagel 3,09

Fuente: Nopo et al., 2003.
e Solucion Base MSA

Compuesto Cantidad por 1 Litro(g)
Acido Giberélico 0,020
Glicina-HCI 0,600
Acido Nicotinico 0,150
Piridoxina 0,150
Tiamina-HCI 0,012

Ajustar a pH 5,6 y esterilizar por filtracion.

Fuente: Nopo et al., 2003.
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C. Medios utilizados en el Protocolo de Transformacion

e Medio MS-Sucrosa (Co-cultivo)

Compuesto Cantidad por 1 Litro (g)
Sales Murashige & Skoog 4,6
Sucrosa 25,0
Phytagel 3,0

Ajustar el pH 5,6 y autoclavar.
Fuente: Nopo et al., 2003.

e Medio Willmitzer (Regeneracion)

(200 000 mg/L)*

Compuesto Cantidad por 1 Litro
Sales Murashige & Skoog 4,6 g
Sucrosa 25049
Phytagel 3,00
Acido Giberélico 0,020 mL
(1000 mg/L)*
Acido Naftaleno acético 0,020 mL
(1000 mg/L)*
Ribosido de Zeatina 2,0 mL
(1000 mg/L)*
Carbenicilina 1,250 mL

Ajustar a pH 5,6 y autoclavar. * Las vitaminas, hormonas y antibiéticos

se agregan luego de autoclavar.
Fuente: Nopo et al., 2003.
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Anexo 2. Preparacion de soluciones stock: hormonas, vitaminas,

herbicida y antibiotico. Nopo et al., 2003.

. Acido naftalenacético (ANA; 1000 mg/L)
Disolver 10 mg en 2 gotas de KOH 1 N. Agregar agua destilada hasta
completar a volumen final de 10 mL. Esterilizar por filtracion y almacenar a

-20°C.

. Acido giberélico (AGs; 1000 mg/L)
Disolver 10 mg en 2 gotas de etanol 100 %. Agregar agua destilada hasta
completar un volumen de 10 mL. Esterilizar por filtracion y almacenar a

-20 °C.

. Ribosido de zeatina (Zea; 1000 mg/L)
Disolver 10 mg en 2 gotas de KOH 1 N. Agregar agua destilada para un

volumen final de 10 mL. Esterilizar por filtracion y almacenar a -20 °C.

. Carbenicilina (200 000 mg/L)
Disolver 1 g en 5 mL de agua destilada. Esterilizar por filtracion.

Almacenar a -20 °C.
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. Vitaminas GAP (1000X)

Compuesto Cantidad por 1 Litro
Acido nicotinico 500 mg
Piridoxina 500 mg
Glicina 20

Esterilizar por filtracion, almacenar a -20 °C.
Fuente: Nopo et al., 2003.

. Fosfinotricina (PPT; 1000 mg/L)
Disolver 10 mg en 10 mL de agua destilada. Esterilizar por filtracion y

almacenar a -20 °C.

. Kanamicina (Km; 100 000 mg/L)

Disolver 1 g en 10 mL de agua destilada. Esterilizar por filtracion.

Almecenar a -20 °C.
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Anexo 3. Protocolos de extraccion

A. Extraccion de ADN plasmidico de E.coli y A.tumefaciens con el

KIT Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System

1. Inocular una colonia de A. tumefaciens (conteniendo el plasmido de

interés) en 1 - 10 mL de medio LB liquido el cual debe contener el

antibiotico de seleccion adecuado. Incubar durante 2 dias a 28 °C y

250 rpm de agitacion.

2. Obtener el pellet de 1 - 10 mL de medio del cultivo bacteriano en

tubos de 2 mL centrifugando por 5 minutos a 13 000 rpm vy

descartando el sobrenadante.

3.  Resuspender el pellet en 250 uL de Cell Resuspensién Solution

(Adicionar lisosima en el caso de A. tumefaciens).

4. Agregar 250 yL al de Cell lysis Solution y mezclar por inversion 4

veces.

5. Agregar 10 uL de Alcaline Protease Solution, mezclar por inversion 4

veces. Incubar por 5 minutos a temperatura ambiente.

6. Agregar 350 uL de Neutralization Solution, mezclar por inversion 4

veces y centrifugar 10 minutos a 13 000 rpm a temperatura

ambiente.
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10.

11.

12.

13.

Decantar el lisado dentro de la columna.

Centrifugar 1 minuto a temperatura ambiente. Descartar el
flowthrough y reinsertar la columna en el tubo.

Agregar 750 puL de Wash Solution y centrifugar un minuto. Descartar
el sobrenadante y reinsertar la columna en el tubo.

Repetir el paso 9, utilizando 250 pyL de Wash Solution. Centrifugar 2

minutos.

Trasladar la columna a un tubo estéril de 1,5 mL.

Agregar 100 pL de Nuclease - free Water en la columna. Centrifugar
1 minuto a temperatura ambiente.

Descartar la columna y conservar a -20 °C.

B. Extraccion de ADN vegetal a pequefa escala

Colocar 2 hojas de plantulas crecidas in vitro (aproximadamente 25
mg) en un microtubos de 2 mL y colocar una esfera de tungsteno
esterilizada. Tip: La mejor calidad de ADN es obtenida del tercio
superior de la planta.

Agregar 250 pyL de tampon de extraccion (CTAB2X) y 2 uL de 2-

mercaptoetanol.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Colocar los tubos tapados en el equipo de trituracion (Savant
FastPrep), asegurar los tubos y moler por 20 segundos a 4 m/s.
Incubar las muestras a 65 °C por 20 minutos y dejar enfriar a
temperatura ambiente por 20 minutos.

Agregar 900 pyL de una solucién de cloroformo:alcohol isoamilico
(24:1) y mezclar suavemente con vortex.

Centrifugar a 14 000 rpm por 5 minutos.

Cuidadosamente trasladar la fase acuosa a un microtubo de 1,5 mL.
Afadir 0.6 volimenes de isopropanol a -20°C. Mezclar suavemente
por inversion.

Dejar precipitar el ADN a -20 °C por 1 hora o -70 °C por 20 min.
Centrifugar a 14 000 rpm por 5 minutos.

Descartar el sobrenadante y dejar secar el pellet por 5 minutos
colocando los tubos invertidos sobre un papel toalla.

Lavar el ADN con 1 mL de etanol al 70 % y resuspender
suavemente.

Centrifugar a 14 000 rpm por 5 minutos.

Descartar el sobrenadante y dejar secar el pellet colocando los tubos
invertidos sobre un papel toalla.

Disolver el pellet en 30 uL de agua libre de nucleasas o tampédn TE.

Conservar el ADN a -20 °C.
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D. Extraccién de glucosinolatos. Gonzales, 2008.

Dia 1

-Preparacion de placas de 96 pozos con filtros con matriz DEAE:
Agregar 75 pL matriz DEAE (Dietilaminoetil), la cual permitira atrapar los
glucosinolatos, en placas de 96 pozos con filtros (MAHVN 4550, Millipore)
y agregar 100 uL de H,O miliQ y encender la bomba de vacio, luego
colocar 300 pL de agua miliQ y dejar reposar por 2 horas, una vez

cumplido el tiempo encender la bomba de vacio para eliminar el agua.

-Extraccion de Glucosinolatos de lineas transgénicas de papa

1. Cortar aproximadamente 200 mg de hojas de plantas propagadas en
magentas. Tomar el peso exacto del material vegetal (este peso sera
relacionado luego con la produccion de BGLS en pmoles/mg de
muestra).

2. Colocar las muestras en tubos de eppendorf de 2 mL, ademas de
una esfera de tungsteno, agregar 400 pL de metanol al 85 % [el

metanol debe contener un internal standard ej. sinigrin 0,020 mM
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10.

metanol debe contener un internal standard ej. sinigrin 0,020mM
(concentracion final en el metanol) para resultados mas
consistentes] a cada una de las muestras y tapar los tubos.

Moler las muestras 20 segundos 40 veces/segundo en el equipo
FastPrep.

Colocar en agitacion a 150rpm por 10 minutos a temperatura
ambiente.

Centrifugar por 10 minutos a 3341xg

Colectar 150uL del sobrenadante y colocarlo en las placas de 96
pozos con filtros en la cual se ha colocado previamente la matriz
DEAE, encender la bomba de vacio por 2 a 4 segundos. Repetir este
paso una vez mas.

Luego agregar 100uL de metanol al 70% y encender la bomba de
vacio, repetir este paso una vez mas.

Agregar 100uL de agua miliQ y encender la bomba de vacio, repetir
este paso una vez mas (no dejar que la matrix DEAE se seque).
Colocar papel toalla debajo de la placa para retirar el exceso de
agua (no dejar que la matrix DEAE se seque).

Agregar de 30uL de sulfatasa purificada, sellar los pozos con

adhesivo y dejar por toda la noche a temperatura ambiente.

174



Dia 2

11. Colocar la placa de tubos colectores (MAHVNA4550, Milipore) debajo

12.

13.

14.

15.

de la placa de 96 pozos con filtros y agregar 100 puL de agua miliQ y

encender la bomba de vacio. Repetir este paso una vez mas.

Traspasar las muestras a tubos de microcentrifuga de 1,5 mL.

Enfriar las muestras en nitrégeno liquido y colocarlas en el equipo

SpeedVac Plus hasta eliminar el agua (de 2 a 3 horas

aproximadamente).

Resuspender en 50 yL de agua miliQ.

Conservar las muestras de desulfoglucosinolatos a -20 °C.

Anexo 4. Solucidén para extraccién de ADN.

* Tampodn de extraccion (CTAB 2x)

Compuesto Cantidad por 1Litro
Tris-HCI 100,00 mL
EDTA 50,00 mL
NaCl 81,82 g
CTAB(*) 20,00 g
PVP 10,00 g

gar en caliente. Autoclavar.
Fuente: Nopo et al., 2003.

(M)Agre
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Anexo 5. Soluciones de tincién, geles de agarosa y tampones

« SALB10X
Compuesto Cantidad
Azul de Bromo fenol 0,15¢
Xilencianol 0,15¢g
Naranja G 0,20 g
Sucrosa 60,00 g
TBE 10X 5,00 mL

Diluir en 10 mL de agua miliQ y una vez diluidos los componentes,
llevar a un volumen final de 100 mL.
Fuente: Nopo et al., 2003.

* Gel Red

Utilizar en una dilucion 1:4 (utilizar agua DEPC para la dilucién).

* Solucién 10X-GelRed

Compuesto Para 50 rx
Gel Red 1:4 6,5 uL
SALB1X 100 pL

Fuente: Nopo et al., 2003.

* Geles de agarosa 1%

Compuesto Volumen del gel

40 mL 100 mL 250 mL
TBE 1X 40 mL 100 mL 250 mL
Agarosa 0,49 1lg 250

Fuente: Nopo et al., 2003.
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* TBE10X

Compuesto Cantidad por 1Litro
Tris base 180,00 g
EDTA 0,5 M, pH 8,0 40,00 mL
Acido bérico 55,00 g

Ajustar a pH 8,3 y autoclavar.
Fuente: Nopo et al., 2003.

» Buffer acetato de sodio 20 mM pH 5,0 (100 mL)

Compuesto Cantidad 100mL
Na-acetato o 0,16 g
Na-acetato 3H,O 0,272 g
Agua miliQ 75 mL

Ajustar a pH 5.0 con &cido acético.

Llevar el yolumen hasta 100 mL.
Fuente: Nopo et al., 2003.

e Buffer MES 0,02 M

Compuesto Cantidad 100mL
MES 1,952 g
Agua miliQ 500 mL

Ajustar a pH 5,2.
Fuente: elaboracion personal.
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Anexo 6: Purificacién de sulfatasa por precipitacion con etanol

1. Pesar 70 mg de sulfatasa (Sulfatase de Helix pomatia Type H1,
Sigma 9626) en un tubo falcon de 15 mL y afadir 3 mL H,O de agua
miliQ. Tratar de minimizar la formacién de espuma.

2. Anadir 3 mL de EtOH absoluto y mezclar.

3. Centrifugar a 4000 g a temperatura ambiente por 20 minutos.

4. Decantar el sobrenadante en un segundo tubo falcon de 15 mL y
descartar el precipitado.

5. Anadir 9 mL de EtOH absoluto al sobrenadante, mezclar y
centrifugar a 4000 g, a temperatura ambiente por 15 min. Esta vez,
descartar el sobrenadante y mantener el precipitado.

6. Disolver el precipitado en 5 mL del buffer acetato de sodio 20 mM,
pH 5.

7.  Diluir la soluciéon de sulfatasa 1:50 con el buffer acetato de sodio 20

mM pH 5y dividir en alicuotas de 1 mL. Conservar a -20 °C.

Para el caso de la evaluacién en invernadero:

1. Pesar 0,5 g de sulfatasa y afiadir 15 mL de agua y 15 mL de etanol.
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Centrifugar a 3000 g por 20 min temperatura ambiente, descartar el
precipitado y se colecta el sobrenadante (25 mL aprox.).

Afadir 45 mL de etanol frio, centrifugar en las mismas condiciones,
descartar el sobrenadante y resuspender el precipitado en 9 mL de

agua.
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Anexo 7: FRAGMENTACION DE dBGLs
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Figura 27: Fragmentacion de dBGLs en LC-ESI-MS de Solanum
tuberosum cv. Desireé (Construc.3+ pRBsc:ORF1.3) - GLS 1, donde
se observa la fragmentacion de [M+Na] *352,1 Da en m/z : 219,1;
185,2; 189,8; 203,1.

Fuente: elaboracion personal.
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Figura 28: Fragmentacion de dBGLs en LC-ESI-MS de Solanu
tuberosum cv. Desireé (Construc.3+ pRBsc:ORF1.3) — GLS 4 ; donde
se observa la fragmentacion de [M+Na] * 352,1 Da en m/z : 219,1;
185,2; 189,8; 203,1.

Fuente: elaboracion personal.
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Figura 29: Fragmentacion de dBGLs en LC-ESI-MS de Solanu
tuberosum cv. Desireé (Construc.3+ pRBsc:ORF1.3) - GLS 6 ; donde
se observa la fragmentacion de [M+Na] * 352,1 Da en m/z : 219,1;

185,2; 189,8; 203,1.

Fuente: elaboracion personal.
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Figura 30: Fragmentacion de dBGLs en LC-ESI-MS de Solanum
tuberosum cv. Desireé (Construc.3+ pRBsc:ORF1.3) - GLS 8; donde
se observa la fragmentacion de [M+Na] * 352,1 Da en m/z : 219,1;

185,2; 189,8; 203,1.

Fuente: elaboracion personal.
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Figura 31: Fragmentacion de dBGLs en LC-ESI-MS de Solanum
tuberosum cv. Desireé (Construc.3+ pRBsc:ORF1.3) - GLS 9 ; donde
se observa la fragmentacion de [M+Na] * 352,1 Da en m/z : 219,1;
185,2; 189,8; 203,1.

Fuente: elaboracion personal.
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Figura 32: Fragmentacion de dBGLs en LC-ESI-MS de Solanum
tuberosum cv. Desireé (Construc.3+ pRBsc:ORF1.3) - GLS 10;
donde se observa la fragmentacion de [M+Na] * 352,1 Da en m/z :
219,1; 185,2 ; 189,8; 203,1.

Fuente: elaboracion personal.
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Anexo 8: Cromatogramas GC-MS

TIC:DES15S1.D
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NFS
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N au

2.00 4.00 10 00 1200 1400 16 .00 1 o 20.00 2200

TicibEsissz. Peso: 0,339g
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20000 ] u\L\
) ‘NJLIL N
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o

By
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Figura 34: Cromatogramas GC-MS de Solanum tuberosum cv. Desireé por
triplicado.
Fuente: elaboracion personal.

Pes0:0,330g

183



180000

160000

140000

120000

100000

80000

60000

40000

20000

180000

160000

140000

120000

100000

80000

60000

40000

ic

G LS 115s 1.0

il

Gl S1

Peso: 0,203¢g

20000 ]

Tim e

Abundance

180000

160000

140000

120000

100000

80000

60000

40000

20000

1200

1600

1800

2000

2200

7 7 o s 1000 1400
Peso: 0,259
A : - ; ; = A‘AJW —— UM 1 T -
730 ) ¢ 00 ©.00 | 10006 1200 14.00 1600 18.00 20100 2200
E Peso: 0,209¢g
ok mM N
730 T30 ¢ 9o ) 1000 12100 1400 1600 18100 2000 2200

Figura 35: Cromatogramas GC-MS del GLS 1, por triplicado.

Fuente: elaboracion personal.
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Anexo 9: Tablas suplementarias

Tabla 14: resultados de andlisis HPLC de eventos en condiciones in vitro.

Numeracion Caodigo de evento Exp. de Resultado

Transformacion HPLC
1 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]1 1 Neg.
2 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]2 1 Pos.
3 Desiree[SURL:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]4 1 Pos.
4 Desiree[SURL:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]5 1 Neg.
5 Desiree[SURL:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]6 3 Neg.
6 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]7 2 Neg.
7 Desiree[SURL:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]9 3 Neg.
8 Desiree[SURL:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]10 1 Neg.
9 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]11 3 Pos.
10 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]12 1 Pos.
11 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]13 1 Neg.
12 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]14 1 Neg.
13 Desiree[SURL:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]15 1 Neg.
14 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]16 1 Pos.
15 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]17 3 Pos.
16 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]18 1 Neg.
17 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]19 2 Neg.
18 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]19,2 2 Neg.
19 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]22 1 Neg.
20 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]23 1 Pos.
21 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]24 1 Pos.
22 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]25 1 Neg.
23 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]26 1 Pos.
24 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]27 2 Pos.
25 Desiree[SURL:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]29 4 Neg.

185



26 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]30 1 Neg.
27 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]31 1 Pos.
28 Desiree[SURL:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]32 4 Neg.
29 Desiree[SURL:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]34 4 Neg.
30 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]38 1 Neg.
31 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]41 1 Neg.
32 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]42 4 Pos.
33 Desiree[SURL:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]43 4 Pos.
34 Desiree[SURL:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]45 4 Pos.
35 Desiree[SURL:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]46 3 Pos.
36 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]47 4 Pos.
37 Desiree[SURL:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]48 4 Neg.
38 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]49 2 Pos.
39 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]50 3 Neg.
40 Desiree[SURL:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]51 4 Neg.
41 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]52 4 Pos.
42 Desiree[SURL:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]53 4 Pos.
43 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]57 2 Neg.
44 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]59 3 Neg.
45 Desiree[SURL:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]60 4 Pos.
46 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]61 4 Neg.
47 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]62 3 Neg.
48 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]66 5 Pos.
49 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]69 4 Neg.
50 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]71 2 Neg.

Fuente: elaboracion personal.
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Tabla 15: Produccion promedio de dBGLs (pmol/g) de eventos en condiciones in vitro.

Numero de

Promedio repeticiones

Numeracion Evento (pmol/g) Mediana evaluadas
1 Desiree[SURL:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]26 51,827 4,569 12
2 Desiree[SURL:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]11 32,176 2,039 6
3 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]27 27,529 1,981 7
4 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]23 27,489 2,424 9
5 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]45 26,848 2,286 5
6 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]16 23,888 1,975 10
7 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]31 23,774 1,525 10
8 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]42 23,518 1,883 5
9 Desiree[SURL:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]4 19,102 1,931 11
10 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]24 18,800 1,602 7
11 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]47 18,019 1,838 5
12 Desiree[SURL:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]53 16,920 1,669 10
13 Desiree[SURL:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]52 16,516 1,546 10
14 Desiree[SURL:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]12 15,709 1,157 9
15 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]49 15,658 1,531 8
16 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]2 14,040 1,308 5
17 Desiree[SUR1:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]66 13,661 0,898 9
18 Desiree[SUR1L:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]43 10,087 0,995 4
19 Desiree[SURL:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]17 0,9977 0,781 7
20 Desiree[SURL:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]46 0,9437 0,853 4
21 Desiree[SURL:GT:ST+pRBSc:ORF1.3]60 0,8141 0,884 5

Fuente: elaboracion personal.
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Tabla 16: Peso seco de eventos en condiciones de invernadero.

Repl Rep2 Rep3
EVENTOS| Pre | Post Mat, Agua| Pre |Post Mat, Agua| Pre | Post Mat, Agua
seca seca seca
@ | () o) %) | (@ | (9) %) %) | @ | (9 %) (%)
GLS 1 0,550,036 | 65935067 |0058]| 86 |914

GLS 4 0,3 | 0,024 8 92 10,363| 0,022 6 94 10,193| 0,016 | 84 | 91,6
GLSS5 |0,167| 0,013 | 75 | 925 10,184| 0,011 | 59 | 94,1 |10,199| 0,014 | 7,1 | 92,9
GLS6 (0,126 0,011 | 88 | 91,2 | 0,08 | 0,007 | 9,3 | 90,8 (0,092| 0,007 | 7,6 | 92,4
GLS8 |0,745] 0,059 8 92 10,485 0,036 | 7,3 | 92,7 10,601 0,039 | 6,5 | 93,5

GLS9 |0,149( 0,007 | 48 | 95,2 | 0,35 | 0,017 | 4,7 | 95,3 (0,601| 0,03 5 95
GLS 10 (0,183 0,017 ( 9,1 | 90,9 |0,247| 0,012 | 7,8 | 92,2 |0,234| 0,016 | 6,9 | 93,1
Desiree |0,151| 0,007 | 4,6 | 95,4 | 0,24 | 0,011 | 4,4 | 95,6 |0,408| 0,023 | 5,7 | 94,3
85.2 0,496 0,038 | 7,7 | 92,3 (0,522 0,035 | 6,7 | 93,3 (0,274 0,02 7,1 1929

Fuente: elaboracion personal.
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Tabla 17: Concentraciones de las soluciones estandar de dBGLS y areas de los picos expresadas en
unidades arbitrarias. HPLC.

Curva de calibracion dBGLS
UM (pumol/L) A B ¢ Promedio
(UA) (UA) (UA)
0,29 1440 1740 1240 1473,33
0,58 2550 2820 2570 2646,67
2,89 14950 12780 11240 12990,00
5,79 28040 25140 24000 25726,67
11,57 56950 48350 47920 51073,33

Fuente: elaboracion personal.

Tabla 18: Concentraciones de las soluciones estandar de dBGLS y &reas de los picos promedio
expresadas en unidades arbitrarias. LC-ESI-MS.

Concentracién Promedio de Area
dBGLs(uM) (mAU)

16,4 57,9

11,4 40,8

8,1 29,1

4.4 15,1

3,8 13,47

2,3 8,4

Fuente: elaboracion personal.
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