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RESUMEN

La papa (Solanum sp.) es el cuarto producto alimenticio mas importante en el mundo. En
Colombia anualmente se producen alrededor de 2,8 millones de toneladas, sirviendo
como sustento econémico a 90.000 familias. En el pais, Tecia solanivora genera el mayor
impacto econémico en el cultivo con pérdidas de hasta el 100% en la produccién de
tubérculos. El fitomejoramiento via introduccién de genes Cry, que codifican para cristales
proteicos insecticidas, constituye una alternativa para reducir el ataque de insectos en
cultivos de interés comercial. En este trabajo se caracterizé la insercién, transcripcién y
expresion del gen CryTAc en diferentes tejidos y en tres etapas del desarrollo para dos
lineas transgénicas de Solanum tuberosum spp. andigena variedad Diacol Capiro generadas
previamente por transformacién con Agrobacterium tumefaciens. La caracterizacién se realizé
a través de técnicas de PCR, RT-PCRy ELISA. Se corrobord la insercién y transcripcién del
gen utilizando primers que amplificaron una banda especifica de 766pb para CryT1Ac. Los
niveles de expresién de la proteina llegaron a ser mayores a 45ug/g y no mostraron
diferencias significativas entre las lineas analizadas, ni entre las tres etapas del desarrollo.
No se evidenciaron diferencias significativas entre las lineas transgénicas con respecto al
control al hacer un andlisis de algunas caracteristicas fenotipicas relevantes. Los resultados
encontrados sugieren la realizacién de seguimientos y ensayos de bioseguridad sobre este
material, ya que los altos niveles de expresion en todos los tejidos analizados, pueden
afectar a organismos no blanco.

Palabras clave: S. tuberosum, Diacol Capiro, Cry1Ac, caracterizacién molecular, cultivos
transgénicos.

ABSTRACT

The potato plant is the fourth most important crop in the world. In Colombia around
2.8 million tons are produced annually economically supporting 90000 families. In the
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country, the major economic impact in the crop is caused by Tecia solanivora that
originates loses up to 100% in the tuber production. The genetic plant breeding related
to the introduction of Cry genes which codify insecticidal crystal proteins is an alternative
for reducing the insect attack in commercial crops. In this work, the insertion,
transcription and expression of CryTAc gen was characterized in different tissues and
three development stages of two transgenic lines of Solanum tuberosum variety Diacol
Capiro that were previously transformed by Agrobacterium tumefaciens method. The
characterization was realized by PCR, RT-PCR and ELISA techniques. The gen insertion
and transcription was confirmed using primers for Cry1Ac gen that amplified a specific
band of 766 bp. The protein expression levels were higher than 45 pg/g and were not
significantly different between the analyzed lines nor the three development stages.
Furthermore, taking into account some relevant phenotypic features, no significant
differences were found between transgenic lines and controls. The results suggest that
monitoring and biosecurity assays are necessary with this vegetal material because their
high level expression inside all the tissues analyzed that could affect non-targeted insects.

Key words: S. tuberosum, Diacol Capiro, Cry1Ac, molecular characterization, GM crops.
INTRODUCCION

Los insectos son agentes bidticos limitantes de la productividad de cultivos de interés
comercial. Para el manejo de estas plagas, se recurre al uso de productos fitosanitarios
insecticidas, dentro de los cuales, los de mayor empleo en el cultivo de la papa son
clorpirifos, metamidofos, carbofuran y carbosulfan (CEVIPAPA, 2008). Los dos prime-
ros insecticidas son organofosforados y han generado problemas de salud. Segtin
Hurtado y Gutiérrez, 2005, se ha reportado que al afio hasta el 3% de los trabajadores
agricolas sufren intoxicacién por estos compuestos. Por su parte, el uso de carbofuran
y carbosulfan ha demostrado tener potenciales efectos mutagénicos y embrionarios en
mamiferos (Giri, 2003).

Otra estrategia es el control biolégico de insectos, que aunque genera menores impactos
a nivel ambiental, no ha demostrado alto niveles de eficiencia. El uso de virus de la familia
Baculoviridae, que es altamente especifica para ciertas especies de insectos, se considera
como una de las herramientas mdas promisorias para el control de plagas (CIP, 2000).
Dentro de las précticas culturales realizadas estd la recoleccién manual de pupas, el con-
trol de malezas, |a eliminacién de residuos de la cosecha, las trampas para capturar adul-
tos en los bordes de los lotes y la construccién de drenajes adecuados (Lépez-Avila, 2000).
Dentro del contexto de manejo integrado de plagas se ha buscado obtener variedades
vegetales que posean resistencia a los insectos plaga. Una tecnologia que se viene
explorando y que puede ofrecer soluciones parciales al problema es la utilizacién de
plantas transformadas con genes que confieren resistencia a insectos (Chaparro et dl.,
2003). Se denominan plantas transgénicas a aquellas plantas que fueron modificadas
por la introduccién de uno o varios genes (con sus respectivas secuencias reguladoras) por
técnicas moleculares, y que les confieren una(s) nueva(s) caracteristica(s) (Byrne, 2004).
Para la modificacién de plantas que contengan caracteristicas particulares se han
buscado genes en diversas especies con caracteristicas promisorias para los cultivos.
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Dentro de las especies bacterianas con genes que pueden conferir resistencia a insectos
se encuentra la bacteria Gram+ Bacillus thuringiensis (Bt) , la cual durante la fase de espo-
rulacién produce cristales paraesporales consistentes en una o mds d-endotoxinas de
130 kDa denominadas proteinas Cry (Benitez, 2005). El uso del grupo de genes, que
codifican para dichas proteinas, se remonta a 1981 cuando Schnepfy Whiteley clo-
narony lograron expresién de uno de estos genes en Escherichia coli (Schnepfetal., 1998).
Mas adelante se logré la obtencién de tomate, tabaco, maiz y plantas de algodén
transformadas con estos genes. Por otra parte, los agricultores organicos usan B.
thuringiensis en su presentacién convencional como insecticida bacteriano (Betz, et al.,
2000). En la tabla 1 se encuentran relacionados los eventos de transformacién con los
distintos genes cry en algunas especies vegetales, para contrarrestar el ataque de
lepid6pteros y coledpteros (Mentaberry, 2007).

Proteinas Bt | Insectos Diana Especies transformadas

Cry1Aa Lepidéptera Alamo, ardndano, nabo.

Cry1Ab Lepidéptera Alamo, abeto blanco, algodén, arroz, maiz, manzano, papa,
tabaco, tomate, trébol blanco.

CrylAc Lepidéptera Algodén, arroz, colza, brécoli, mani, manzano, repollo, soja,
tabaco, tomate, vid, nogal.

Cry1Ba Lepidéptera Trébol blanco.

Cryl1Ca Lepidéptera Alfalfa, Arabidopsis, tabaco.

CryTH Lepidéptera Maiz.

Cry2Aa Lepidéptera Algodén.

Cry3A Coledptera Berenjena, papa, tabaco.

Cry6A Coledptera Alfalfa.

Cry9C Lepidéptera Maiz.

Tabla 1. Relacién de las proteinas Cry y las especies vegetales transformadas.

La caracterizacién de los materiales transgénicos se realiza sistematicamente mediante el
estudio de la insercidn y expresién del transgén en los materiales potencialmente trans-
formados (Weng et al., 2004). Una de las técnicas que se utiliza con el propésito de evi-
denciar la insercién del transgén es la reaccién en cadena de polimerasa (PCR), la ampli-
ficacién de un fragmento de DNA a partir de primers especificos, evidencia la presencia
del gen de interés (Wengetal., 2004; Valderrama et al., 2007; Smith et al. 2004). Estudios
de expresién a nivel de mRNA, se pueden hacer utilizando la técnica de RT-PCR, en la
cual se utiliza la retrotranscripcién de RNA para producir cDNAy posteriormente ensayar
la amplificacién especifica del cDNA de interés mediante PCR (Akhurstetal., 2003). Para
estudiar la expresién a nivel de proteina, es posible usar pruebas comerciales especificas
para la deteccién de proteinas como ELISA, con la cual se puede obtener la concentracién
estimada de proteina en distintos tejidos (Valderrama et al., 2007; Nayak, et al., 1997).

El uso de cultivos transgénicos en la agricultura llegé en 2008 a 166 millones de hec-
tareas en 25 paises, que representan el 11% de las 1500 millones de hectéreas cultivadas
en el mundo. Colombia se encuentra en el puesto 16, siendo los cultivos de algodén y
maiz los mas importantes (James, 2008). En el mundo el principal cultivo transgénico
es la soya con 65,8 millones de Ha, seguido del maiz con 37,3 millones de Ha, el
algodén con una superficie de 15,5 millones de Ha, y la canola con 5,9 millones de Ha
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(James, 2008). Con esta tecnologia se han reportado beneficios econémicos cercanos
a los 44.000 millones de ddlares, y beneficios ambientales al reducir la utilizacién del
principio activo de pesticidas en 359.000 toneladas métricas y disminuir la emisién de
COz en 14,8 millones de kg (James, 2008).

El uso de cultivos transgénicos al igual que cualquier tecnologia entrafa riesgos poten-
ciales, por lo cual se han creado estdndares de bioseguridad que se basan en protocolos
técnicos internacionales (Smith, 2004). Se han realizado diferentes estudios de biose-
guridad en cultivos transformados con genes Cry para estimar el impacto de su consumo
sobre el hombre, insectos no blanco y polinizadores asociados, en ellos no se han repor-
tado efectos adversos o negativos (Fishery Rosner, 1959; Sears, 2001; Betz, et al. 2000;
Groot y Dicke, 2002; Hanley et al., 2003).

En este trabajo se realizé la caracterizacidn, en tres estadios de desarrollo y tres tejidos,
de dos lineas transgénicas de la variedad Diacol Capiro, desarrolladas por la Unidad de
Biotecnologia Vegetal (UBV) del convenio Universidad Nacional de Colombia Sede
Medellin (UNCM) y la Corporacién para Investigaciones Bioldgicas. La caracterizacién
molecular fue realizada a nivel de DNA, RNAy Proteina. También se analizo si la trans-
formacioén tuvo algun efecto en el fenotipo.

MATERIALES Y METODOS

RECEPCION Y MANTENIMIENTO DE CULTIVO VEGETAL

El material vegetal de partida fueron pldntulas in vitro de lineas transgénicas de la
variedad Diacol Capiro (DC) y Parda Pastusa (PP) de S. tuberosum, que expresan el gen
Cry1Ac, provenientes de la UBV. El trabajo se realizo sobre las lineas transgénicas DC.
Este material tuvo una caracterizacién inicial realizada por Valderrama et al., 2007
(Tabla 2). Se realizo la micropropagacién mediante transferencia del meristemo apical
y los dos primeros nudos a medio MS (Murashige y Skoog, 1962) fresco, suplementado
con AG3 (0,2 mg/l), 4cido D-pantoténico (1 mg/l) y Tiamina (0,4 mg/l). Los explantes
se mantuvieron en un fitotrén “Versatil Environmental Test Chamber” (Sanyo®) con una
temperatura de 17 + 2 °C, humedad relativa (HR) de 60% + 5% y un fotoperiodo 16
horas luz / 8 horas oscuridad.

Linea Numero de copias estimado | [pg/g] de proteina CryTAc en| % de mortalidad de larvas
por PCR en tiempo real tejido fresco tubérculo de T. solanivora

DC 40,72 4 2 100

DC 40,7b No hay datos 8 95,56

Tabla 2. Caracterizacién inicial del material recibido por parte del convenio UNSM- CIB (Valderrama
etal. 2007).

CONFIRMACION DE LA PRESENCIA DEL TRANSGEN

La extraccién del DNA de cada una de las lineas, se hizo siguiendo el protocolo descrito
por Dellaporta, 1983, con modificaciones realizadas por el Grupo de Ingenieria
Genética (IGP) de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota (UNCB). A partir
de este DNA se efectuaron los ensayos de PCR. Se obtuvo un promedio de 3,2 pg/ | de
ADN con un grado aceptable de pureza para los ensayos de PCR, con una modificacién
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realizada al protocolo, consistente en aumento de 30 minutos en el tiempo de pre-
cipitacién con isopropanol.

Las reacciones de amplificacién se realizaron en el termociclador My Cycler® (BioRad),
en un volumen final de 25 pl conteniendo 1 x de Buffer de reaccién, 4 mM de MgCl, 0,2
mM de dNTPs, 0,1 pM de cada uno de los primers, 1 U de Taq polimerasa (Invitrogen) y
5 pl de DNA. Para la amplificacién de CryTAc se utilizaron las siguientes secuencias de
primers: Forward 5’-ATCTTCACCTCAGCTGCTT-3’ y Reverse 5-GGCACATTGTTG
TTCTGTGG-3’ (Valderramaetal., 2007), a partir de los cuales se obtiene un amplicén de
766 pb. Como control interno de reaccidn se uso el gen actina cuyo set de primers fueron
disefiados por el Grupo IGP: forward 5’-ATCGTCAGGGATGTGAAAGA-3’ y reverse 5’-
ATACCGGGGAACATGGTAGT-3’, a partir de los cuales se obtiene un amplicén de 260
pb. La desnaturalizacién inicial se realizé a 95 °C por 4 minutos, seguida por 35 ciclos de
amplificacién: desnaturalizacién (95 °C por 30 s), anillamiento (55 °C por 30 s) y
extension (72 °C por 45 s). La elongacién final se ejecutd por cinco minutos a 72 °C. La
deteccidn de las bandas de amplificacién se realizé por visualizacién en UV de un gel de
Agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio en concentracién 0,5 pg/pl.

ENDURECIMIENTO DEL MATERIAL IN VITRO

Una vez se removié el agar de las raices de las plantulas in vitro, se transfirieron a materas
de 1 kg que contenfan turba. Se colocaron tres plantas por matera y se cubrieron con
un vaso pldstico de 12 oz invertido. Se utilizaron 20 materas por linea transgénica y 20
por linea control. Se llevaron a un cuarto de crecimiento ubicado en el Instituto de
Genética de la UNCB donde se mantuvieron con una temperatura de 17+3°C, HR de
60%, fotoperiodo 16/8 y riego cada dos dias. Luego de diez dias, se abrié un orificio en
cada uno de los vasos plasticos, se repitié este proceso cinco dias después y finalmente,
a los 20 dias de transferidas, se retird el vaso de cada una de las materas. Se dejaron
tres dias adicionales para la aclimatacién del material y luego se transfirieron las plantas
a bolsas de vivero de 4 kg llenadas hasta la mitad con tierra de vivero con 5 g de fer-
tilizante triple 15 y se llevaron a condiciones de confinamiento con variacién en la
temperatura con un minimo de 4 °C en la noche y un maximo de 20 °C en el dfa.
Transcurridos 15 dias se realizé el primer aporquey a los 30 dias el segundo, junto con
la segunda fertilizacién con 5 g triple 15 manteniéndose con riego constante hasta el
momento en que se procedid a realizar la toma de los tejidos para las pruebas de labo-
ratorio. El acceso al cuarto fue restringido y los materiales de desecho se esterilizaron
con autoclave a 15 libras de presién y 120 °C durante 15 minutos.

CARACTERIZACION FENOTIPICA

Se tomaron mediciones de variables cuantitativas (longitud total, peso fresco, nimero
de hojas y niimero de ramas) a las plantas de cada linea transgénica y del control, con
el fin de analizar si se presentaron cambios fenotipicos significativos. Estas mediciones
fueron tomadas en los meses uno, tres y cinco de desarrollo de las plantas.

VERIFICACION DE LA TRANSCRIPCION DE CRYTAC
Se seleccionaron al azar tres materas para cada tratamiento y de cada matera se tomé
al azar una de las plantas que fue lavada, secada y procesada para la extraccién de RNA
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de los distintos tejidos siguiendo la metodologia indicada por la casa comercial
Invitrogen, 2008, para el uso del reactivo TRIzol®. Se realizé |a sintesis de cDNA a partir
de 3 pl de RNAy posteriormente se hizo la amplificacién por PCR siguiendo el protocolo
de RT-PCR recomendado por Larsen, 2005. El resultado fue analizado mediante electro-
foresis en gel de agarosa al 1%, 90 voltios por 40 minutos.

CARACTERIZACION DE LA EXPRESION CRYTAC

Sobre las lineas transgénicas que mostraron amplificacién por PCRy trascripcién del gen,
se tomaron muestras en los meses uno, tres y cinco. Se seleccionaron al azar tres materas
para cada tratamiento y de cada matera se tomd al azar una de las planta que fue lavada,
secada y almacenada entre papel absorbente y bolsas Zip-Lock a -80 °C. Estas muestras
fueron las utilizadas para los ensayos con la proteina transgénica. Sobre este material se
realizé la prueba DAS-ELISA con el QualiPlate™ Kit for Cry1Ab/Cry1Ac (Envirologix™)
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las lecturas de absor-bancia se hicieron en
un espectrofotémetro Sensident Scan (Merck) a 450 nm. Con el propésito de establecer los
datos de concentracién a partir de las absorbancias obtenidas, se realizaron lecturas de
absorbancias de siete concentraciones definidas de la proteina Cry7Ac contenida en el Kit
QualiPlate™ Kit for Cry1Ab/Cry1Ac, con estos datos se construyo la ecuacién de la recta de
la forma y=mx+b con la que se definieron los datos de concentraciones de los distintos
tejidos para las absorbancias obtenidas en la lectura.

ANALISIS ESTADISTICO
El andlisis estadistico de los resultados de las pruebas de ELISA se ejecuté mediante
una prueba de ANOVA con el fin de realizar comparaciones entre los distintos factores
evaluados teniendo en cuenta las siguientes tres unidades experimentales y niveles:

a. Lineas: Niveles (Control; 40,7.a; 40,7b).

b. Meses: Niveles (1,3,5).

c. Tejidos: Niveles (Raiz, tallo, hoja).
Como variable respuesta se tuvo cada uno de los datos de concentracién estimados a
partir de los datos de absorbancia leidos por la prueba de DAS-ELISA. El modelo
propuesto es un Disefio de bloques completamente aleatorizados (DBCA) y el modelo
a seguir fue el siguiente:
Yin=w+t+y+ ()i + Bi(j) + eju donde ti es el efecto del tratamiento i-ésimo (i =1, 2,
3); yj es el efecto del tejido j-ésimo (j = 1, 2, 3) y B(;) es el efecto del mes k-ésimo (k =
1,2, 3), m es la media general, ¢ corresponde al error dado por las repeticiones y las
interacciones entre los tratamientos y los tejidos estan dadas por la expresién (zy);. Se
realizé la validacién de supuestos de normalidad, homocedasticidad e independencia
para hacer la comprobacién de las siguientes hipdtesis: Ho: No existen diferencias entre
las lineas (incluyendo el control); Ha: Existe al menos una diferencia entre lineas (podria
ser dada por el control).

ANALISIS DE RIESGO BIOLOGICO POTENCIAL

Con base en las concentraciones observadas de la proteina en los tejidos, se examinaron
posibles escenarios de riesgo bioldgico con respecto a la entomofauna asociada al cul-
tivo de la papa. En estos escenarios se analizé la posible incidencia que esta tecnologia
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podia tener sobre insectos no blanco que estdn directa e indirectamente relacionados
al cultivo, tanto para los benéficos como para las plagas.

RESULTADOS Y DISCUSION

CONFIRMACION DE LA PRESENCIA DEL TRANSGEN

De la PCR para el gen actina endégeno (Fig. 1A) se puede observar que todas las muestras
presentaron el amplicon especifico de 267 pb, lo que indica que el protocolo utilizado es
el apropiado. Este resultado se verifico para las lineas transgénicas DC, para las lineas
transgénicas PP (carriles 1,2,3 y 6) y para las lineas control no transformadas de las
mismas variedades (carriles 4 y 5). Los resultados de la PCR para el gen Cry7Ac (Fig. 1B)
mostraron el amplicén esperado de 766pb en las lineas transgénicas DC (carriles 1y 2)
y en las lineas transgénicas PP (carriles 4yS5). Este resultado no se observé en las lineas
control no transformadas DC (Carril 3) y PP (Carril 6) (Fig. 1B). De esta manera se
demostrd la presencia fisica del transgen en el genoma de las lineas transformadas.

MP1 2 3 4 5 6 |JMPHESEEIEE SIS 6

Figura 1. A. Amplificacién para Actina sobre las muestras enviadas por la CIB a partir de material in
vitro. Carril: MP. Marcador de Peso Molecular Tkb. 1. DC 40,7a. 2. DC 40,7b. 3. PP 28,1. 4. DC Control.
5. PP Control. 6. PP.40,3 B. Amplificacién para Cry sobre las muestras enviadas por la CIB a partir de
material in vitro. Carril: MP. Marcador de Peso Molecular 1kb. 1. DC 40,7a. 2. DC 40,7b. 3. DC Control.
4. PP 28,1. 5. PP 40,3. 6. PP.Control

CARACTERIZACION FENOTIPICA

La caracterizacidn fenotipica general se realizé con el fin de estudiar si la introduccién
del gen, al menos para los procesos involucrados en las caracteristicas fenotipicas
evaluadas, provocé algtin cambio en la expresién de estas caracteristicas. La pregunta
es valida en tanto que el sistema de transformacién mediado por Agrobacterium integra
el transgén de forma aleatoria en cualquier cromosoma (Fernandez, 2006). Se realizé
la caracterizacién sobre el material de la variedad DC. Luego de comprobar el supuesto
de normalidad en los datos para cada variable (KS: P>0,05), se realizé un ANOVA con
dos factores (Tratamiento y Tiempo) sobre la hipdtesis nula de no encontrar diferencias
significativas entre los tratamientos, los tiempos, ni ninguna interaccién entre dos fac-
tores para cada una de las variables analizadas (longitud medida en centimetros, peso
medido en gramos, nimero de hojas y nimero de ramas) (Tabla 3).
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Diacol Capiro Primer Mes

Control 40,7a 40,7b
Planta N.° 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Longitud 24 31 35 24 30 15 28 34 31
Peso 0,56 | 136 | 086 | 0,52 1,14 | 018 | 1,82 3,28 1,06
N.° de hojas 5 5 8 11 15 4 23 31 20
Ramas 1 2 1 3 2 1 5 5 4

Diacol Capiro Tercer Mes

Control 40,7a 40,7b
Planta N.° 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Longitud 49 49 25 51 50 55 51 83 72
Peso 2,65 3,84 0,6 3,75 | 1,61 5,67 2,45 11,9 10,1
N.° de hojas 17 26 24 18 15 30 12 19 19
Ramas 2 3 3 3 3 4 1 1 2

Diacol Capiro Quinto Mes

Control 40,7a 40,7b
Planta N.° 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Longitud 59 63 55 70 64 64 72 58 51
Peso 4,56 | 5,89 21 722 | 7,89 | 5,69 | 2.825 7.9 | 2,39
N.° de hojas 27 22 12 54 34 22 22 19 8
Ramas 3 2 3 S 4 3 3 3 1

Tabla 3. Caracteristicas fenotipicas de las distintas lineas transgénicas en los tres tiempos de estudio.

El andlisis de los resultados indica que no existen diferencias significativas (P>0,05)
entre |as lineas transgénicas y el control para ninguna de las caracteristicas fenotipicas
analizadas. Con base en este resultado se postula que la insercién del gen Cry7Ac en el
genoma de las lineas transgénicas examinadas no afectd las caracteristicas fenotipicas
analizadas. Esto se contrasta con el reporte de Senior, 1995, en Antirrhinus majus, donde
observé anomalias en el desarrollo de las plantas transformadas presentandose ena-
nismo, estimulacién radical y en el nimero de flores. También con lo encontrado por
Cattaneo et al., 2006, quienes reportaron mayor produccién en el algodén gené-
ticamente modificado.

Cuando se analizé el comportamiento de las variables con respecto al tiempo, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la longitud, el peso y el
ndmero de hojas de las plantas a través de los meses evaluados (P=0,000, P=0,002 y
P=0,026, respectivamente). Estas diferencias fueron las esperadas en virtud a cambios
estructurales y morfolégicos que son el resultado del proceso de crecimiento vegetal,
que a su vez, no se vio afectado por la insercién del gen Cry7Ac, dado que no se
evidencié una interaccién entre los factores tenidos en cuenta en el andlisis. Para la
variable nimero de ramas, no se encontraron diferencias significativas en el tiempo
(P=0,328). Lo que se explica por que el nimero de ramas fue el mismo desde el inicio
de las mediciones en el primer mes, hasta la dltima medicién, en el quinto mes.

VERIFICACION DE LA TRANSCRIPCION DE CRYTAC
Se evidenci6 transcripcién del gen CryTAc en las dos lineas transgénicas DC al observarse
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en los geles de agarosa los resultados del ensayo de RT-PCR, en los cuales hay evidencia
del amplicén del gen de actina (266pb) para todas las muestras y tinicamente hay
evidencia de amplicones del gen Cry7Ac para las lineas transgénicas (Fig. 2). La evidencia
de la transcripcién del transgén en los distintos tejidos analizados, indica la insercién
completa del casete de expresién en ambas lineas, dado que es necesaria la presencia
tanto de la regién promotora como de la regién terminadora para que se efecttie
correctamente la transcripcién. Se asume que este patrén de expresién es debido al
promotor constitutivo CaMV35S, que en las plantas transformadas determina la
expresion en todos los tejidos la mayor parte del tiempo. Estos resultados concuerdan
con el reporte de Greenplate, 1997, cuando caracterizé las concentraciones de proteina
Cry1Acen polen y en pétalos de algodén Bollgard™, y con el reporte de Yang y Christou,
1990, cuando observaron expresién GUS en raices, tallos y hojas de plantas transgé-
nicas de soya que tenian el mismo promotor.
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Figura 2. Amplificacién para Actina (A, By C) y Cry (D, E y F) sobre las muestras de DC para cada
tiempo (Mes 1, 3y 5) y tejido evaluado. Sélo se presenta la imagen de una de las 3 réplicas realizadas.
Las letras indican amplificacién del gen Cry7Ac en muestras de raiz (R), tallo (T) y hoja (H) de las lineas
transgénicas DC40,7a (superindice a) y DC40,7b (superindice b). PM: Marcador de peso molecular.
C: Control Absoluto. 1. 2.y 3: Raiz, tallo y hoja DC Control. 4. 5.y 6: Raiz, tallo y hoja DC 40,7a. 7.
8.y 9: Raiz, tallo y hoja DC 40,7b.

CARACTERIZACION DE LA EXPRESION DE LA PROTEINA

En el ensayo de ELISA se siguié la recomendacién del fabricante de la prueba y se
observaron patrones de coloracién que evidencian la actividad de la proteina de interés,
que se corroboraron con los datos obtenidos por el lector de placas de ELISA para las
absorbancias a 450 nm. A partir de estos datos se realizé la estimacién de las concen-
traciones para cada tejido (datos no incluidos). Con las lecturas de absorbancia obte-
nidas se realizé una cuantificacién de la proteina efectuando estimaciones directas por
medio de una regresién lineal con las absorbancias obtenidas de unas diluciones de
concentracién (entre 0,3 pg- 3 pg) del control positivo contenido en el kit. Los rangos
de concentraciones estimadas por tejido para las lineas transgénicas se encuentran
relacionadas en la tabla 4. Se observa que las mayores mediciones fueron de 51,16 pg/g
y 49,21 pg/g en hojas para las lineas 40,7a y 40,7b respectivamente, en contraste con
los 8 pg/g encontrados en tubérculos por Valderrama et al., 2007. Tales diferencias son
comparables con lo encontrado por Meiyalaghan et al., 2006, quienes cuantificaron
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proteina de lineas transgénicas de papa que contenian el transgén Cry1Ca5 y encon-
traron como valores méaximos de 1,02 pg/g y 8,42 pg/g para tubérculo y hoja
res-pectivamente. Esta diferencia de concentraciones entre los tejidos analizados en
este estudio y el tubérculo puede ser el resultado de que en tubérculos, la extraccién
proteica y la reaccién de la prueba de ELISA se vean afectadas por la alta cantidad de
almidén que almacena éste érgano.

Tejido DC 40,7a DC 40,7b
Raiz [ng/g] 22,82-33,23 32,47-39,19
Abs (nm) 2,84-3,43 3,39-3,77
Tallo [ng/g] 42,55-45,80 42,52-47,50
Abs (nm) 3,26-3,45 3,25-3,54
Hoja [ng/g] 37,09-51,16 37,10-49,21
Abs (nm) 3,20-4,01 3,21-3,9

Tabla 4. Rango de concentraciones de proteina CryTAc en tejidos analizados de las lineas transgénicas
de la variedad Diacol Capiro

Las altas concentraciones encontradas para estas lineas, pueden ser el resultado del tipo
de promotor utilizado en el casete de expresién (2x35S), esto si se compara con el los
resultados encontrados en el estudio, anteriormente mencionado de papa que contenia
el transgén Cry1Ca5 cuyo promotor es un 35S sencillo (Meiyalaghan, et al. 2006). Cafiedo
et al., 1999, cuando compararon en lineas transgénicas de papa Cry1Ab la expresién del
promotor doble y el promotor sencillo 35S, encontraron concentraciones maximas de
10,87 pg/gy 6,26 pg/g para los tejidos de tubérculo, respectivamente.

Los datos de concentracién fueron analizados estadisticamente mediante ANOVA y se
encontré un R? del 97%, concluyéndose de este andlisis que existen diferencias signifi-
cativas dentro de los tratamientos (control y lineas), dentro de los tejidos y en los meses
explicados en virtud a los tejidos analizados, ademas, existe una interaccién estadisti-
camente significativa entre tejido y lineas (P<0,05 para todos los casos). Se corroboré
altas concentraciones en las lineas transgénicas con respecto al efecto basal encontrado
en el control, pero entre ellas no se evidenciaron diferencias. Si se hace un andlisis para
las dos lineas transgénicas (Fig. 3) con respecto a los meses evaluados, no existe un
patrén claro en la fluctuacién de la proteina a través del tiempo. En cuanto a los tejidos,
aparentemente las hojas presentan la mayor concentracién de proteina Cry71Ac el primer
y el tercer mes, pero desciende en el mes cinco. Sin embargo, en los otros tejidos, la
concentracién permanece sin variaciones significativas en el tiempo. Este resultado
puede relacionarse con las etapas de desarrollo y particién de asimilados de la planta
de papa descritas por Aldabe y Dogliotti, 1996, quienes reportaron que durante las
primeras dos etapas de desarrollo de la planta (hasta el dia 80 del cultivo) los fotoasi-
milados se direccionan principalmente hacia las hojas aumentando el metabolismo en
este tejido, debido al aumento en la biomasa, en la tercera etapa hacia el dia 110 la
reparticién de los fotoasimilados se direccionan hacia los tubérculos.

Para disminuir los potenciales riesgos de bioseguridad, el ideal seria obtener lineas trans-
génicas de papa que expresen la proteina de forma tejido especifica. Asi, la transforma-
cién de plantas para que expresen el transgen tnicamente en tubérculos empleando
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Figura 3. Box-plot para la diferencia de las concentraciones de proteina (ug/g) entre tejidos y meses
para las lineas transgénicas. Las cruces indican la media y los puntos extremos de las lineas verticales
representan el valor minimo y el maximo para cada categoria. Las tres lineas horizontales de la caja gris
hacen referencia al primer, segundo y tercer cuartil.

promotores especificos, seria una metodologia eficiente para evitar efectos negativos
potenciales en especies no blanco que entren en contacto con tejidos florales (p. ej.
Polinizadores) o foliares (p. ej. Fitéfagos). Sin embargo, esto implica una inversién adi-
cional de tiempo y dinero en la realizacién de estudios previos para identificar y analizar
promotores especificos de tubérculo.

Por otro lado, ademads de los insectos no blanco se haria necesario realizar ensayos con
insectos plaga que no fueran lepidépteros, ya que se han realizado estudios donde la
tecnologia CryTAc en algodén ha provocado mortalidad del diptero Lycoriella pleuroti de
acuerdo con la concentracién obtenida en el cultivo (Xu et al., 2006). De esta manera las
concentraciones que presentan las lineas de papa examinadas podrian tener efecto sobre
fit6fagos plaga tales como Epitrix cucumeris, Lyriomyza quedrata, Copitarsia consueta, Frankliniella
tuberosi, Thrips palmi, o la mosca blanca entre otros, o Phthorimaea operculella. En esta dltima
especie, Cafiedo etal., 1999, reportan mortalidad hasta del 100% en larvas después de 10
dias de infestacién, cuando fueron alimentadas en hojas de lineas transgénicas que
contenian la proteina Cry7Ab a una concentracién maxima de 10,87 pg/g.

ANALISIS DE RIESGO BIOLOGICO POTENCIAL

Con respecto a la tecnologia transgénica con genes Cry se ha escrito ampliamente, se
ha reportado que el polen del maiz Bt no tiene efectos sobre Danaus plexippus (Sears et
al., 2001), que el algodén Bt no tiene impacto sobre poblaciones de artrépodos no
blanco (Head et al., 2005), que la Canola Bt no tiene efecto en el parasitoide del lepi-
déptero Plutella xylostella (Schuler, 2004) entre otros reportes. En estos estudios no se
presenta la concentracién expresada en los tejidos de la planta para la proteina. Para
algodén Bollgard™ Adamczyk y Sumerford, 2001 reportan niveles de expresién 2ng/g,
mientras que Biao et al., 2009, reportan datos de hasta 24,7 pg/g. Estos resultados
junto con lo que se ha descrito anteriormente para el caso de la papa, muestran la alta
variacion en la expresién de la proteina transgénica, incluso dentro de la misma especie.
Los niveles de expresién varian con el ambiente, Chen et al., 2005, reportaron que
elevadas temperaturas degradan la proteina soluble presente en las hojas de algodén
Bt, mientras que Coviella et al., 2002, reportaron que la produccién de proteina CRY
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disminuye cuando se presentan concentraciones elevadas de COz y N. Los niveles de
expresion son altamente sensibles y estan regulados por diversos factores ambientales
y factores inherentes a la variedad transformada, lo que demuestra que cada evento de
transformacién es caso especifico. Para el proceso de liberaciéon comercial de las lineas
transgénicas examinadas, debe considerarse los niveles de proteina Cry1Ac reportados
en este trabajo, como base de los estudios de bioseguridad pertinentes, en relacién con
los efectos potenciales sobre especies de insectos no blanco.
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