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RESUMEN

Con la finalidad de insertar los genes cry3Cal y cry7Aal en Ipomoea batatas (L.) Lam.
cv. “Huachano” para conferir resistencia a Cylas puncticollis y C. brunneus “gorgojos
del camote”, se desarrollo la transformacion genética mediada por Agrobacterium

tumefaciens, siguiendo dos protocolos de regeneracion y transformacion. Partiendo de

46 meristemos y 282 hojas con peciolo, se obtuvieron 8 eventos transgénicos de
insercion completa del ADN - T (4 por cada protocolo de transformacion) y un evento
de insercion incompleta. Con una eficiencia de transformacion de 8.70%, el protocolo a
partir de meristemos demostro ser mas eficaz en la obtencion de eventos transgénicos de
inserciones completas que el protocolo a partir de hojas con peciolo, con el cual se
obtuvo una eficiencia de transformacion de 1.42%. A su vez, los regenerantes fueron
evaluados mediante pruebas in vitro (resistencia a kanamicina) y moleculares (PCR),
con los analisis de PCR se confirmo que los 8 regenerantes callo positivos (resistentes a
la prueba de kanamicina) también presentaron la insercion de los transgenes de interés
“cry3Cal y cry7Aal” y del gen marcador selector “nptll”. Asimismo, se determiné que
4 de los eventos transgenicos integraron secuencias externas al ADN - T “backbone” en
el genoma de la planta, uno de los cuales, presentd la insercion del gen bacteriano
“virD2”.



ABSTRACT

With the purpose of inserting the genes cry3Cal and cry7Aal in Ipomoea batatas (L.)
Lam. cv. "Huachano" to develop resistance to Cylas puncticollis and C. brunneus
“sweet potato weevils”, the genetic transformation was developed using Agrobacterium
tumefaciens, following two protocols of regeneration and transformation. Starting from
46 meristems and 282 leaves with petiole, 8 transgenic events were obtained with
complete insertion of T - DNA (4 for each transformation protocol) and one event with

incomplete insertion. With an efficiency of transformation of

8.70 %, the protocol of meristems proved to be more effective in obtaining transgenic
events of complete inserts than the protocol of leaves with petiole, which obtained a
efficiency of transformation of 1.42 %. The regenerants were evaluated by testing in
vitro (resistance to kanamycin) and molecular (PCR), the PCR analysis confirmed that
the 8 regenerants positive callus (resistant to kanamycin test) also presented the
insertion of transgenes of interest “cry3Cal and cry7Aal” and selection marker gene
“nptll”. Likewise, 4 of the transgenic events integrated sequences outside the T - DNA
“backbone” into the plant genome, one of whom, showed the insertion of the bacterial

gene “virD2”.
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. INTRODUCCION

Ipomoea batatas “camote” pertenece al orden Polemoniales y a la familia
Convolvulaceae, fue domesticado hace mas de 5000 afios en América Latina, y es
considerado uno de los principales cultivos alimenticios, ampliamente conocido por ser

consumido en mas de 100 paises del mundo.

En Africa Subsahariana es considerado una planta de gran potencial, aun no
desarrollado. Debido a que los paises que la conforman no le dan la prioridad que
merece el cultivo a pesar de su alto valor energético y su contenido de vitaminas. Uno
de los aspectos de su potencial radica en el alto contenido de 3 - caroteno (precursor de
la vitamina A) que contienen los cultivares de pulpa naranja. La deficiencia de vitamina
A en Africa subsahariana afecta a 43 millones de nifios menores de 5 afios, bastaria con
125¢g de consumo de estos cultivares de camote para proveer la cantidad necesaria de

pro vitamina A en la dieta de un nifo.

Ademas de utilizar las raices tuberosas como fuente de alimento humano, es materia
prima en procesos industriales (produccion de bioetanol) y también como forraje para la

alimentacion animal.

Los principales factores bidticos que disminuyen el rendimiento en la produccion de
camote son las plagas y enfermedades. La principal plaga es el gorgojo del camote
del género Cylas, conformada por 3 especies principales: Cylas formicarius (Fabricius),
C. puncticollis (Boheman) y C. brunneus (Fabricius). Estas especies inciden en paises
tropicales ocasionando pérdidas de 10% a 100% en el cultivo. Debido al poco desarrollo
tecnoldgico y a que el germoplasma de camote no presenta resistencia al gorgojo del
género Cylas, una alternativa para el mejoramiento genético es mediante la
introduccion de genes de importancia agrondmica a traves de la transformacion

genetica mediada por Agrobacterium tumefaciens.

En la busqueda de resistencia a plagas se ha encontrado que los genes de Bacillus
thuringiensis producen endotoxinas con propiedades insecticidas. Modificando el

plasmido portador del ADN de transferencia de Agrobacterium tumefaciens con genes



Bt que confieran resistencia al gorgojo, se podra obtener plantas con nuevas

caracteristicas determinadas por estos genes foraneos.

En el presente trabajo se plantea insertar los genes cry3Cal y cry7Aal en el cv.
“Huachano” de Ipomoea batatas (L.) Lam. por medio de la transformacion genética por
Agrobacterium tumefaciens via embriogénesis somatica para la obtencion de plantas

resistentes a Cylas puncticollis y C. brunneus “gorgojos del camote”.



I[I. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades

2.1.1. Ipomoea batatas (L.) Lam. “camote”

El camote es una planta alégama, herbacea y perenne que fue descrita por primera vez
por Linneo en el afio 1753 como Convolvulus batatas, sin embargo en 1791 Lamarck la
clasifica dentro del género Ipomoea en base a la forma del estigma y a la superficie de
los granos de polen, asi recibe el nombre de Ipomoea batatas (L.) Lam. (Huaman,
1999).

Clasificacion Taxon6mica:

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Solanales

Familia: Convolvulaceae

Tribu: Ipomoeae

Género: Ipomoea

Especie: Ipomoea batatas (L.) Lam. (Huaman, 1999).

El nimero de cromosomas en la planta de camote es 2n = 6x = 90. Lo cual indica que

es una planta hexaploide con un nimero basico de cromosomas x = 15 (Huaman, 1999).

El camote es cultivado por propagacion vegetativa. Los tallos del follaje al cortarse en
esquejes, enraizan formando nuevas plantas. En algunos climas frios cuando el
follaje no desarrolla muy bien se puede propagar por medio de sus raices tuberosas. Su

semilla botanica es usada en programas de mejoramiento genético y conservacion.



Las raices tuberosas de camote contienen grandes cantidades de vitaminas A, C y B
(riboflavina). Proporcionan de 113 a 123 calorias y de 1.3g a 1.8g de proteina por cada
100g asi como un importante aporte en [ - caroteno, el cual es el precursor de la
vitamina A (0.048 - 0.084 mg/100g). Ademas es una fuente interesante de forraje para

la actividad ganadera (Fonseca et al., 2002).

2.1.2. Importancia del cultivo

Se encuentra en el sexto lugar dentro de los cultivos de mayor importancia a nivel
mundial, pero en los paises en desarrollo es el quinto cultivo alimenticio mas importante
después del arroz, trigo, maiz y yuca. También es considerado como la segunda raiz mas

importante después de la yuca en muchos paises tropicales (FAOSTAT, 2009).

El camote se cosecha durante todo el afio, existen muchos cultivares de camote
incluyendo cultivares de piel naranja, morada y blanca con igual namero y
combinaciones de color de la pulpa interna; el Per( tiene 2016 cultivares lo que
representa 65.1% del total mundial de cultivares de camote (CEDIR, 2005).

Su importancia a nivel econdmico radica en que cada afio se producen mas de 105
millones de toneladas de camote en el mundo, 95% de las cuales crecen en los paises en
desarrollo (CIP, 2010).

El camote juega un rol importante en la alimentacion humana consumiéndose
principalmente en Africa, Asia y América, por su bajo costo y agradable sabor, es un

buen aporte frente al déficit nutritivo que se observa en las familias de bajos ingresos.

En Africa Sub - Sahariana (SSA) se utiliza para aliviar la pobreza y reducir la
malnutricién, ya que es una fuente rica en carbohidratos, fibra y micronutrientes.
Cultivandose 3.2 millones de hectareas con una produccion de 13.4 millones de
toneladas de camote en el afio 2005 (Andrade et al., 2009).

En el 2006 la FAO estim6 que el occidente, este, centro y sur de Africa tenian una
produccién anual de 4.2, 7.2, 1.2, y 0.5 millones de toneladas, respectivamente
(Andrade et al., 2009).



En el 2009 la produccién de camote en Uganda fue de 2°766,000 TM, en Kenia 930,784
TM, en Madagascar 886,791 TM, en Mozambique 838,413 TM y en Rwanda 801,376
TM (FAOSTAT, 2009).

En el Perl se siembra en los valles de la costa, a nivel del mar; en los valles
interandinos y de la selva entre 500 a 2,000 metros de altitud (Fonseca et al., 2002). En
el aflo 2007 el Peru exportd de camote y sus derivados 442.639 dolares. El principal
destino de las exportaciones peruanas es Estados Unidos, pais que consume el 74% del

total de lo exportado. Le siguen Reino Unido e Italia en Europa, y Chile.

Actualmente China es el principal productor de camote a nivel mundial, con 85 millones
de toneladas producidas al afio (CIP, 2010).

2.1.3. El Cultivar Huachano

Huachano es un cultivar nativo de camote peruano que presenta hojas simples de color
verde oscuro algunas con pigmentacion purpura en el borde, las hojas tienen 7 16bulos y

las raices tuberosas presentan piel de color naranja parduzco y pulpa naranja.

Debido a su alta eficiencia en regeneracion y siendo extremadamente resistente al virus
del moteado plumoso del camote (SPFMV), se han realizado transformaciones
genéticas en este cultivar para la obtencion de variedades resistentes a la enfermedad
viral del camote (SPVD), que esta formado por infecciones combinadas entre el virus
del moteado plumoso del camote (SPFMV) y el virus del enanismo clorético del camote
(SPCSV) (Cuellar et al., 2009); asi como también otras para incorporar el gen de la
glutenina del Triticum aestivum “trigo”, para mejorar la calidad de la harina (Walker &
Prain, 2003).



2.2. Enfermedades, plagasy dafos en el cultivo de camote

2.2.1. Principales enfermedades y plagas de Ipomoea batatas

Las mayores amenazas en la produccion de camote son causadas por insectos y virus.
En Africa dentro de las principales enfermedades virales encontramos: al Virus del
Moteado Plumoso del Camote (SPFMV) y al Virus de la Mancha Anillada (SPRSV),
que son transmitidos por afidos; el Virus de Moteado Leve (SPMMV) vy el Virus del
Enanismo Clordtico del Camote (SPCSV) transmitidos por mosca blanca y otros
como: la Enfermedad Viral del Camote (SPVD) producida por un complejo viral
(Ameset al., 1997; Skoglund & Smit, 1994).

Dentro de las plagas tenemos las que atacan el follaje: Acraea acerata “mariposa del
camote”, Aspidomorpha spp. ‘“escarabajo tortoise”, Agrius convolvuli “gusano
cornudo”; las que atacan el tallo: Alcidodes dentipes “escarabajo rayado del camote”,
Synanthedon spp. “polilla de alas claras”, Peloropus batatae “escarabajo Peloropus” y
las que atacan la raiz: Blosyrus sp. “escarabajo aspero del camote”, Cylas spp. (Cylas
formicarius, C. puncticollis y C. brunneus) “gorgojo del camote” (Ames et al., 1997;
Skoglund & Smit, 1994).

En general los gorgojos del camote (Cylas spp.) y las enfermedades virales causan la

mayor pérdida en los cultivos de Ipomoea batatas.

En el Peru las principales plagas que causan dafio al cultivo de camote son: pulgones
(Aphis gossypi, Myzus persicae), cigarritas (Empoasca sp.), el gusano de hoja (Prodenia
sp.), escarabajos (Diabrotica sp., Euscepes postfasciatus), polillas (Ochyrotica fasciata,
Brachmia sp., Sylepta helcitalis y Cosmopterix sp.) y en algunos casos la arafiita roja
(Van de Fliert & Braun, 2001; Maes, 1995; Burga, 1987; Raman, 1987).

En areas de la Costa central, se presenta con marcada incidencia el “gorgojo del
camote” (Euscepes postfasciatus) y el neméatodo Meloidogyne incognita, causando
fuertes dafios en tallos y raices tuberosas, produciendo significativas pérdidas

econdmicas (Burga, 1987).



2.2.2. El gorgojo del camote Cylas

El gorgojo del género Cylas es la plaga destructiva mas importante del camote en
muchos paises en desarrollo. La produccién de camote se ve principalmente atacada
por dos especies de gorgojo Cylas puncticollis y C. brunneus, los cuales causan
pérdidas del 60 - 100% del rendimiento (Smit et al., 2001). Reportandose pérdidas por
encima del 73% en Uganda, que es el cuarto productor mas grande de camote (Smit &
Van Huis, 1999).

De las tres especies anteriormente nombradas. C. formicarius es originaria de Asiay es
extensivamente pantropical abarcando Oceania (Papua Nueva Guinea, Samoa, Fiji, Islas
Salomon, este de Australia); Asia (China, Las Filipinas, Indonesia, India, Bangladesh,
Sri Lanka); América (Sureste de los Estados Unidos, Hawaii, Mexico, Indias
Occidentales, Caribe, Guyana y Venezuela) y Africa (este de Africa y en Suréfrica).
Mientras que, C. puncticollis y C. brunneus son plagas originarias de Africa. C.
punticollis se distribuye principalmente en Burundi, Camerun, Chad, Congo, Guinea,
Kenya, Malawi, Mozambique, Nigeria, Rwanda, Senegal, Sierra Leona, Somalia,

Sudan, Tanzania y Uganda (Raman, 1987).

Clasificacion Taxon6mica:

Reino: Animalia
Phylum: Arthropoda
Clase: Insecta
Subclase: Pterygota
Orden: Coleoptera
Suborden: Polyphaga
Familia: Curculionidae
Género: Cylas

Especies: Cylas formicarius, C. puncticollis y C. brunneus (Ames et al., 1997).



2.2.3. Darios ocasionados por la plaga del género Cylas

El gorgojo del camote del género Cylas es uno de los factores bidticos limitantes mas

importantes en la produccion de camote a nivel mundial (Smit et al., 2001).

El mayor dafio causado por los gorgojos del camote del género Cylas se produce 20cm
por debajo de la base del tallo en la parte superior de las raices tuberosas. En
condiciones de sequia constituyen un serio problema, encontrando facilmente las raices
tuberosas a través de las grietas del suelo formadas por la sequia (Muyinza et al.,
2007).

Las hembras de Cylas spp. colocan sus huevos en la raices tuberosas, el estadio larval
es la etapa méas destructiva debido a los tineles que desarrolla la larva y sus habitos
alimenticios tanto en el follaje como en la raiz tuberosa (Stathers et al., 2003). En
respuesta al ataque del gorgojo, las raices tuberosas de camote acumulan terpenos tras
su infestacion en un periodo de 24 horas (Sato et al., 1982), ocasionando un sabor
amargo lo que hace que esta raiz sea inservible tanto para la alimentacion del hombre

como del animal.

Las larvas forman pupas en los tdneles de las raices, a los pocos dias ocurre la eclosion,
los adultos emergen de las raices tuberosas infestadas y las hembras buscan nuevas
plantas de Ipomoea batatas con grietas para ovipositar sus huevos (Skoglund & Smit,

1994), repitiéndose el ciclo bioldgico.

Las plantas suelen morir debido al extenso dafio en los tejidos de los tallos, causando la

reduccién en el tamafio y namero de las raices tuberosas.

El dafio externo afecta la calidad y el valor de las raices, mientras que el interno puede
generar la pérdida completa de la planta. Inclusive los bajos niveles de infestacion
pueden reducir la calidad de la raiz (Stathers et al., 2003). Constituyendo la mas alta
limitacién en la produccién y utilizacion de camote a nivel mundial, con pérdidas del
cultivo hasta en un 80%, en algunos casos hasta el 100% (Jansson et al., 1987; Mullen,
1984).

Se han aplicado ciertas alternativas para adquirir una adecuada proteccion del cultivo,

entre ellas, el control biolégico. En Cuba el patégeno fungico Beauveria bassiana ha



sido usado con éxito (Cisneros & Alcazar, 2001), mientras que, en regiones secas de
Africa el potencial de control de este patgeno se ve limitado (Smit et al., 2001), debido
a que, se requieren de suelos himedos para el establecimiento de B. bassiana, por lo que
resulta incompatible en suelos predominantemente secos sin disponibilidad de riego
como los de Africa (Cisneros & Alcazar, 2001). Otra forma de control biol6gico surgio
con la identificacion de las feromonas producidas por C. formicarius, C. punticollis y C.
brunneus, las que fueron colocadas en trampas como una modalidad para la supresion
de poblaciones, no siempre obteniéndose reducciones significativas en la tasa de

infestacion (Downham et al., 2001).

Varios intentos se han realizado para mejorar la resistencia de Ipomoea batatas a Cylas
spp. convencionalmente. Segun las investigaciones desarrolladas a la fecha ain no se
han encontrado plantas de camote altamente resistentes dentro del germoplasma del
cultivo, y los pocos recursos de resistencia no han podido ser utilizados en defensa de la
planta debido a la relacién entre el hospedero y la plaga (Talekar, 1987). El
mejoramiento genético convencional, también es limitado por las siguientes razones: la
naturaleza hexaploide del cultivo, dificil obtencion de semilla, incompatibilidad
multialélica con 2 loci de efectos epistaticos y problemas complejos de esterilidad de
polen (Sevilla & Holle, 2004).

El desarrollo de plantas transgénicas a través de la ingenieria genética es una de las
estrategias mas sustentables para mejorar el rendimiento del cultivo insertando genes de

resistencia en el germoplasma del camote (Xing et al., 2008).

La obtencion de cultivos Bt reducira significativamente el uso de insecticidas e
incrementard la produccién, para el beneficio de los agricultores y consumidores
(Cattaneo et al., 2006).



2.3. Mejoramiento genético de Ipomoea batatas

2.3.1. Transformacion genética

La biotecnologia se basa en la informacion codificada en el ADN, abriendo nuevas
oportunidades para la solucién de problemas agricolas. Con la biotecnologia se ha
podido desarrollar la ingenieria genética mediante la tecnologia del ADN recombinante
o transformacion genética. La transformacion se realiza con el fin de introducir genes
benéficos en las plantas para otorgarles resistencia a patdgenos o tolerancia a
condiciones adversas del ambiente o para mejorar la calidad, todo ello con el fin de

incrementar la produccion (Doussoulin & Chavez, 2002).

El desarrollo de técnicas de transformacion genética ha permitido el mejoramiento
genetico de plantas. El nimero de genes insertados y la localizacion en los cromosomas
de los genes integrados no son controlables (Li et al., 1993). Existen dos técnicas
principales de transformacién genética: transformacién por biobalistica y

transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens.

La transformacion mediada por Agrobacterium es uno de los sistemas favoritos, ya que
no necesita de equipamiento sofisticado, produce una mayor regeneracién de plantas, la
eficiencia de transformacion es mas alta y frecuentemente produce mejores eventos
(integraciones intactas y de una sola copia) que el bombardeo de particulas de oro o
tungsteno impregnados con ADN (Tabares et al., 1998; Hansen et al., 1997). Esto
explica la preferencia de la transformacion por Agrobacterium frente al método de
bombardeo de particulas para el desarrollo de transformacion genética en el cultivo de

camote.

Agrobacterium tiene un mecanismo elaborado para realizar el ordenamiento y arreglo
de los transgenes en el ADN cromosomal de las plantas. La bacteria transfiere un
segmento de su plasmido Ti, llamado ADN - T (ADN de transferencia) al nucleo de la
célula dela planta, donde es integrado en el genoma nuclear de la planta. El proceso
de transferencia del ADN - T es mediado por productos codificados por la region de
virulencia (vir) del plasmido Ti (Tzfira & Citovsky, 2003).



Modificando los genes presentes en ADN - T, genes de interés agronémico pueden ser
insertados en el plasmido (Tzfira & Citovsky, 2006), y usados en el mejoramiento

genetico de los cultivos.

a) Factores que median la transformacion genética

Existen diferentes factores que intervienen en la transformacién de plantas mediada por
Agrobacterium tumefaciens determinando el éxito o fracaso en la transferencia del gen
de interés y su posterior integracion y expresion. Estos factores pueden ser:
optimizacién de las condiciones del cultivo in vitro (composicion de los medios de
cultivo, cantidad de acetosiringona, temperatura de regeneracion), tipo de explante
con el que se iniciara el proceso de transformacion (fuente y tamafio), genotipo del
cultivar, edad de la planta, cepa de Agrobacterium tumefaciens empleada en la
transformacion, tiempo y condiciones de inoculacion del tejido con Agrobacterium
tumefaciens, densidad y periodo de pre - cultivo de la bacteria y la presencia de necrosis
en el tejido de la planta causada por Agrobacterium (Levitus et al., 2010;
Alimohammadi & Bagherieh- Najjar, 2009; Luo et al., 2006; Valderrama et al., 2005;
Yancheva et al., 2002; Hiei et al., 1994).

b) Limitantes durante la transformacion genética

Durante la transformacién mediada por Agrobacterium tumefaciens usualmente se
obtienen plantas transgénicas que tienen ventajas como: inserciones de naturaleza
estable, aleatoriedad de las inserciones que ocurren en el genoma y un bajo niamero de
copias por evento. Pero en algunos casos se presentan ciertas plantas con desventajas
como: inserciones incompletas del ADN - T, con delecciones, mas de una copia de
ADN - T (o fragmentos del ADN - T) en una o mas localizaciones del genoma de la
planta y reorganizaciones cromosomicas (Wilson et al., 2004; Kim et al., 2003; Kohli et
al., 2003; Dai et al., 2001; Fuertes, 1999; Cheng et al., 1997; Bhattacharyya et al.,
1994).

Una de las primeras etapas que ocurren durante la transformacién, es la fase de
reconocimiento y adherencia entre la bacteria y las células de la planta, al finalizar

esta fase ocurren varios mecanismos para la insercion del ADN - T al nucleo de la



célula hospedera, luego de generarse una copia del ADN - T, el gen virD produce la
proteina VirD2 que actia como endonucleasa de restriccion clivando el ADN - T, tras la
ruptura, esta proteina permanece unida al extremo 5’, mientras que VirE2 crea una
cubierta proteica, protegiendo el ADN - T de la degradacién por nucleasas, asi estas
proteinas forman un complejo exportando el ADN — T hacia el nucleo de la célula
vegetal (Deng et al., 1998; Citovsky et al., 1994).

Debido al hecho en que la proteina VirD2 se liga al extremo 5" del ADN - T, la
integracion del ADN - T al nacleo de las células de la planta hospedera ocurre por el
borde derecho, (Hansen et al., 1997), pero en algunos casos en ciertos eventos de
transformacion el ADN - T se puede insertar por el borde izquierdo antes que el borde
derecho en el genoma de planta, y esto se da debido a los rearreglos producidos cuando
las inserciones o integraciones del ADN - T no son exitosas durante la transformacion
(Nacry etal., 1998; Tax & Vernon, 2001).

2.3.2. Genes cry

Muchos de los genes foraneos que se sintetizan y se optimizan para el mejoramiento de
cultivos de importancia agrondmica derivan de los genes Bt, aislados de la bacteria
Bacillus thuringiensis, como los conocidos genes cry, los cuales codifican proteinas
altamente especificas que son letales para diversos grupos de insectos (Doussoulin &
Chavez, 2002).

La toxicidad de este insecticida bioldgico se debe a que B. thuringiensis presenta un
cristal paraesporal durante la esporulacién, este cristal contiene una & - endotoxina
también conocida como proteina Cry, responsable del efecto insecticida (Arrieta et al.,
2004). Dentro del grupo de & - endotoxinas, se encuentran las proteinas Cry7Aal y
Cry3Cal. Estas son producidas como cristales romboidales y bipiramidales,
respectivamente, que actian en el control de insectos y son efectivas en coledpteros
(Lambert et al., 1992).

La toxina al ser ingerida por el insecto se inserta en las células intestinales y como su

composicién es proteica, se desnaturaliza por el calor, solubilizandose en condiciones



alcalinas con pH superiores a 9,5 (Fernandez & Vega, 2002), luego se forma un poro o
lesion, lo cual trae como consecuencia la lisis de las células intestinales, ocasionando la

muerte del insecto.

Estas proteinas estan constituidas por 3 dominios. El dominio I contiene siete hélices a
antiparalelas y anfipaticas. Este dominio esta encargado de la formacion del poro
ionico. El dominio Il esta formado por tres laminas plegadas B y por tres asas. Este
dominio juega un papel fundamental en la especificidad de la toxina, donde las asas
interaccionan con el receptor localizado en las microvellosidades de las células
epiteliales del intestino medio del insecto. EI dominio Il estd formado por dos laminas
plegadas P antiparalelas y también esta involucrado en la interaccién con receptores
(Soberdn & Bravo, 2008).

2.3.3. Regeneracion in vitro en Ipomoea batatas

El establecimiento de un adecuado sistema que garantice la regeneracion in vitro de
los explantes transformados, es uno de los requisitos mas importantes en la insercion de

genes mediante Agrobacterium tumefaciens.

El camote en cuanto a su capacidad de desarrollo, es una planta altamente plastica. Ha
sido posible regenerar plantulas de novo in vitro de casi todas las partes de la planta:
protoplastos, meristemos, porciones de tallo, hojas con peciolo, raices y discos de hoja
(Dodds, 1987).

Los meristemos son tejidos compuestos de células en constante division o también
conocidas como celulas pluripotentes, las células meristematicas al dividirse forman
nuevos tejidos (Lizarraga et al., 1992), cuyas actividades estdn reguladas por sefiales
intrinsecas y ambientales (Okamuro et al., 1996). Motivo por el cual, los meristemos
representan un excelente explante en la regeneracion de plantas particularmente en
especies recalcitrantes, o en especies en las cuales el sistema de regeneracion en cultivo
de tejidos in vitro aun no ha sido establecido (Hussein et al., 2001). Asi las plantas en
las cuales su morfogénesis se da a partir de meristemos, regeneran asegurando que la

inestabilidad genética y la variacion somaclonal sean minimas (Alam et al., 2010). De



esta manera, los explantes que demuestran tener mayor capacidad regenerativa son los
obtenidos de tejidos meristematicos jovenes, ya sean yemas axilares o adventicias,

embriones o semillas en plantas herbaceas (Levitus et al., 2010).

Las hojas con peciolo también son explantes muy usados en la transformacion de
camote debido a los altos porcentajes de regeneracion que presentan (Porobo Dessai et
al., 1995).

En todos los casos la primera etapa es la formacion de callos en la superficie cortada. El
tamafio y tipo de callos varia entre tratamiento y genotipos. Con un estimulo hormonal
adecuado, es posible inducir a partir de la formaciéon de callos plantulas regeneradas
(Dodds, 1987).

La regeneracion de plantulas de novo puede tener lugar a través de dos posibles vias:
por organogénesis o por embriogénesis a partir de celulas soméaticas. Ambas tanto
organogenesis como embriogénesis pueden ocurrir de manera directa o indirecta, es
decir, sin la presencia de un callo previo a la regeneracion, o con ella, respectivamente
(Litz & Jarret, 1991).

Se ha reportado la induccion de embriones soméaticos en muchas plantas, entre ellas
varios genotipos de camote. Los factores quimicos mas importantes para la
embriogénesis somatica son las auxinas exdgenas, la fuente y la concentracién del

nitrégeno, y algunas otras sustancias como la sacarosa (Villalobos & Thorpe, 1991).

Se necesita la presencia de una auxina para la induccion del callo embriogénico.
Usualmente se emplea el 2,4 - D o también el 2,4,5 - T, los cuales brindan el estimulo o
inician la induccidon de la embriogénesis somatica en el callo. Sin embargo, la
maduracion de los embriones y la germinacion no ocurren en presencia de las auxinas,
en consecuencia hay que remover las auxinas o usarlas en concentraciones mas bajas.
Tanto la induccion de la embriogénesis somatica como el desarrollo de los estados
subsiguientes de los embriones dependen de la reduccién de nitrégeno en el medio de
cultivo (Litz & Jarret, 1991).

En dicotiledoneas, como lo es el camote, la embriogénesis somatica es

morfolégicamente similar a un embrion cigético, las células somaticas desarrollan a



plantas mediante estados de embriogenia morfoldgicos caracteristicos, que se conocen

como: globular, corazon, torpedo y fase cotiledonar (Yasuda et al., 2000).

La respuesta embriogénica del callo depende del genotipo de la planta. Algunos
cultivares se pueden regenerar facilmente en un medio especifico, mientras que otros
cultivares no responden en el mismo medio (Litz & Jarret, 1991). Esto se produce
debido a que ciertos cultivares de camote son recalcitrantes, haciendo que la produccion

de callos y la obtencién de regenerantes sea dificil, lenta o laboriosa.

En la presente investigacion se utilizo el cultivar Huachano ya que fue reportado como
un cultivar con alto grado de totipotencia, lo que lo hace ideal como modelo de

transformacion (Medina, 1991).

2.3.4. Transformaciones realizadas en camote

Se han realizado varias transformaciones de camote con Agrobacterium tumefaciens via
embriogénesis somatica en los cuales los transgenes fueron exitosamente insertados y
expresados en las plantas regenerantes (Xing et al., 2008; Otani et al., 1998; Gama et
al., 1996). También resultan exitosas las transformaciones con Agrobacterium via
organogenesis usando como explantes hojas con peciolo se han llegado a transformar
plantas de los cultivares Jewel y CEMSA 78354 (Garcia et al., 2008; Luo et al., 2006).

En la basqueda de resistencia a enfermedades y para el mejoramiento de la calidad
nutricional se han realizado transformaciones en camote; introduciéndose genes de
importancia agronémica para la resistencia a virus, como es el caso de la transformacion
en el cultivar Chikei, descrito por Okada et al., 2001. Otros genes para resistencia a
nematodos, como en la transformacion genética de camote cultivar Lizixiang con el gen
OCI (oryzacystatin-l) (Sheng-Jun et al., 2004). Otras transformaciones de importancia
se han realizado en la busqueda de resistencia al gorgojo del camote, transformandose
discos de hojas del cultivar Jewel usando el gen crylllA de Bacillus thuringiensis,
obteniéndose plantas transgénicas para la resistencia a Cylas formicarius, a través de
regeneracion por organogénesis (Moran et al., 1998). También se han usado los genes

cry7Aal, cry3Cal y ET33 - 34 en el cultivar Jewel via organogénesis para conferir



resistencia a Cylas punticollis y C. brunneus (Prentice, 2012; Ormachea, 2011) y otras
investigaciones se han llevado a cabo para mejorar la calidad nutritiva del camote
(Otani et al., 2010; Otani et al., 2007; Kasukabe et al., 2006; Kimura et al., 2001).

Ciertos autores han reportado transformaciones con un vector binario para dos genes
de resistencia a antibioticos (kanamicina e higromicina) y el gen reportero GUS (Song
et al., 2004). En esta investigacion se reportara la transformacion del cultivar de camote
Huachano via embriogénesis somatica con la construccion doble pCIP84 que lleva los

genes cry3Cal y cry7Aal para la resistencia al gorgojo del género Cylas.

2.4. Caracterizacion in vitro y molecular de los

regenerantes

Realizada la transformacion, la caracterizacion tanto in vitro como molecular de los
regenerantes putativamente transgénicos es una evaluacion necesaria para el analisis de
identificacidn, expresién y seleccion de los eventos que obtuvieron inserciones exitosas

a diferencia de los que no la presentaron.

2.4.1. Prueba in vitro de resistencia a kanamicina

Las plantas resistentes a kanamicina, son aquellas que presentan en su genoma copias
del gen nptll, el cual ha sido incorporado mediante transformacion genética. En la
transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens se transfiere todo material

genético ubicado dentro del ADN

T, los genes de resistencia a antibidticos o genes marcadores son colocados cercanos al
borde izquierdo del ADN - T y los genes de interés son colocados cercanos al borde
derecho; como la transferencia del ADN - T se da primero por el borde derecho que por
el borde izquierdo, de esta manera se asegura la transferencia del gen de interés
(Hellens et al., 2000). Mediante esta prueba se puede evaluar de manera indirecta la

incorporacion de los transgenes en la planta, se asume que si el gen marcador de



seleccidn fue capaz de introducirse dentro del genoma de la planta, también lo hicieron

el resto de genes de interes.

Asi, la discriminacién de los eventos transgénicos de los escapes, proporciona el ahorro

de tiempo y materiales durante la investigacion.

2.4.2. PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

Esta prueba utiliza diferentes juegos de primers o iniciadores capaces de amplificar y asi
identificar la presencia de diversas secuencias de los genes de interés y sus respectivos
promotores (cry), genes marcadores (nptll), genes de virulencia (virD2) y secuencias
externas al ADN - T (backbone) que han podido ser integradas en el genoma de la

planta durante el proceso de transformacion.

a) ldentificacién de genescry

Mediante PCR la presencia de los transgenes cry en las plantas putativamente
transgénicas pueden ser identificados facilmente, permitiendo diferenciar y seleccionar

aquellas plantas que tras la transformacion integraron estos genes de interés en su ADN.

b) Identificacion del gen nptll

El gen nptll, el cual codifica a la enzima neomicina fosfotransferasa Il inactivando al
aminoglucédsido 3" - fosfotransferasa (aph (3°) - 1) mediante una fosforilacidn, confiriere
resistencia al antibidtico kanamicina y puede ser identificado en los regenerantes
putativamente transgénicos mediante PCR, con la amplificacion se puede confirmar la
presencia de la insercion del gen marcador de seleccion en el ADN de los eventos

transgenicos (Beck et al., 1982).



c) ldentificacion del genvirD2

Este PCR se realiza con la finalidad de verificar que no hubiesen secuencias asociadas
con la virulencia proporcionada por Agrobacterium tumefaciens en las plantas
resistentes a kanamicina, en el cual se utilizan primers que amplifican parte de la

secuencia del gen bacteriano virD2.

La expresion de genes vir, presentes en uno de los plasmidos del vector binario de
Agrobacterium tumefaciens en el proceso de transformacion, permiten la produccion y
transferencia del ADN - T. El gen virD2 se traduce a una proteina VirD2 que actla
como una endonucleasa de restriccion clivando los bordes de la secuencias altamente
conservadas, al escoger primers especificos para este gen virD2, se puede detectar si
secuencias del gen virD2 se encuentran en la planta debido a la patogenicidad brindada

por A. tumefaciens en el momento de la transformacion (Haas et al., 1995).

d) Identificacion de secuencias externas al ADN - T

Anteriormente se creia que durante la transformacion mediante Agrobacterium
tumefaciens, solo secuencias entre los 2 bordes del ADN - T se transferian a la planta.
Sin embargo hoy existen evidencias de que secuencias de ADN que se encuentran fuera
de los bordes del ADN - T pueden ser ocasionalmente transferidas o integradas a la
planta junto  con el ADN - T, estas secuencias externas también son llamadas
secuencias del vector binario o del esqueleto del plasmido “backbone” (Fu et al., 2000;

Kononov et al., 1997; Ramanathan & Veluthambi, 1995; Ooms et al., 1982).

Estas integraciones suceden como consecuencia de que la proteina VirD2 en lugar de
asociarse al extremo 5 del ADN - T, se asocia al extremo 5" de las secuencias externas
al ADN - T del plasmido Ti iniciando la transferencia de estas secuencias hacia la
planta (Kononov etal., 1997).

Las integraciones de secuencias externas al ADN - T ligadas al borde izquierdo se
generan cuando el complejo proteina - ADN - T se exporta de la bacteria por el borde
derecho (Ooms et al., 1982), mientras que las secuencias externas ligadas al borde
derecho son el resultado de que la iniciacion y exportacion del complejo proteina - ADN

- T serealiza por el borde izquierdo.



Generalmente la transferencia de las secuencias externas al ADN - T podrian no ser
detectadas debido a: (1) que no hay ningdn tipo de seleccidn en la transferencia de estas
secuencias; y a que (2) los investigadores generalmente no analizan si las plantas que
obtuvieron mediante transformacion tienen en su genoma la insercion de estas
(Martineau et al., 1994). Muchas veces las secuencias externas del ADN - T
pertenecientes al esqueleto del vector “backbone” son muy pequedas, siendo dificiles
de distinguir. Aunque cabe sefialar que no siempre la presencia de estas secuencias
externas suelen pasar desapercibidas, a veces pueden traer efectos indeseables,

promoviendo rearreglos en el transgen (Fu et al., 2000).



11l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

El presente trabajo se llevd a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia Aplicada del
Centro Internacional de la Papa (CIP), en coordinacion con el laboratorio de
biotecnologia y fisiologia vegetal de la Universidad Ricardo Palma (URP), Facultad de

Ciencias Bioldgicas.

3.2. Materiales

3.2.1. Material biolégico
Se utiliz6 como material vegetal plantas de camote Ipomoea batatas cv. Huachano
(CIP420065) provenientes del Banco de Germoplasma in vitro del CIP.

Asimismo, se utilizaron las bacterias transformadas de: Agrobacterium tumefaciens y
Escherichia coli (Tabla 1), conteniendo el plasmido pCIP84 con los genes de resistencia
cry7Aal y cry3Cal (Figura 1). Ambas provenientes de criopreservacion del banco de

bacterias del Laboratorio de Biotecnologia Aplicada del CIP.

3.3. Metodologia

3.3.1. Propagacion in vitro del material vegetal

La propagacion del material in vitro se realizd siguiendo el protocolo sefialado por
Ormachea, 2011.



Las plantas de camote Ipomoea batatas cv. Huachano (CIP420065) se propagaron en
magentas plasticas (Phytatray I, SIGMA) conteniendo 70ml del medio de propagacion
en |. batatas (MPB) liquido estéril (Tablas 2 y 3). Se cortaron y colocaron 4 o0 6
esquejes del tallo de la planta in vitro de Ipomoea batatas cv. Huachano, cada uno
con 6 o 4 nudos respectivamente, manteniéndose a una temperatura de 25 + 2°C, con
un fotoperiodo de 16 horas luz a 3000 lux (40 uE/ m?/seg) de intensidad luminosa y
70% de humedad relativa (Figura 2) por 5 semanas, momento en el cual se procedi6 al
aislamiento de meristemos o a la extraccion de hojas con peciolo para las

transformaciones por embriogénesis somatica indirecta.

3.3.2. Cultivo y siembra de bacterias

Se tom6 un inoculo de las bacterias criopreservadas (AT131 y EC194) y se sembro en
tubos corning estériles, con 3ml del medio Luria Bertani (LB) liquido (Tabla 4). Luego
las bacterias se incubaron en agitacion constante a 250 rpm con una temperatura de
28°C por 48 horas en el caso de A. tumefaciens y a 37°C por 24 horas en el caso de E.

coli para la extraccion de ADN plasmidico.

A su vez, la bacteria A. tumefaciens que porta el plasmido pCIP84 se resembro en
placas Petri plasticas que contenian el medio LB solido (Tabla 5). Finalmente, las
placas sembradas se incubaron en la estufa (Gravity convection incubador, PRECISION

SCIENTIFIC) a 28°C por 48 horas para la transformacion de explantes de camote.

3.3.3. Extraccion de ADN plasmidico

Se extrajo el ADN plasmidico utilizando el kit SV Minipreps DNA Purification System
Wizard ® Plus - PROMEGA.

Se centrifugd 2ml de cultivo bacteriano a 13,200 rpm (Centrifuge 5415D,
EPPENDORF) durante 5 minutos, a continuacion se elimino el sobrenadante y se
resuspendio el pellet con 250ul de la solucion de resuspencion celular, se afiadié 250ul

de solucion de lisis celular y, se mezcldo homogéneamente, enseguida se afiadio 10ul de



solucion de proteasa alcalina, se mezclé nuevamente, y se incub6 a temperatura
ambiente por 5 minutos. Luego, se afiadi6 350ul de solucion de neutralizacion, se

mezclo y se centrifugo 13,200 rpm por 10 minutos.

Se decant6 el sobrenadante en la columna del kit, colocada dentro del tubo de coleccion,
y se centrifugo a 13,200 rpm durante 1 minuto, después se descartd el liquido del tubo
de coleccion y se reinserto la columna. Luego, se afiadié 750ul de la solucion de lavado
y se centrifug6 a 13,200 rpm por 2 minutos, se descartd el liquido del tubo de coleccién
y se repitid el lavado con 250pul. Después, se transfirié la columna a un tubo Eppendorf

de 1.5 ml estéril.

Finalmente, se afiadio 100ul de agua libre de nucleasas esterilizada a la columna, se
centrifug6 a 13,200 rpm por 1 minuto, se descartd la columna y se almacend el ADN

plasmidico a - 20°C.

3.3.4. Analisis de restriccidon del vector binario

Se realiz6 una digestion simple del plasmido extraido de Agrobacterium tumefaciens
(Tabla 6) con la endonucleasa de restriccion EcoRI (20U/ul, BIOLABS). El producto
obtenido se corri6 en un gel de agarosa al 1% (Tabla 7). El gel se colocé en la cAmara
electroforética, la cual contenia 60ml de buffer TBE 1X (Tablas 8 y 9), se cargaron las
muestras y se dejo correr por 30 minutos a 70V, usando como marcador de peso de
bandas del fago Lambda (lambda DNA - BIOLABS digerido con la endonucleasa de
restriccion Pstl) (Tabla 10), con la finalidad de determinar que el patron de bandas
obtenido coincida con el reportado para el plasmido pCIP84 en el programa Vector NTI

(version 11).

3.3.5. Transformacién genética

Se utilizaron dos protocolos de transformacion por embriogénesis somatica indirecta
con Agrobacterium tumefaciens, segun el tipo de explante inicial: meristemos y hojas

con peciolo (Figura 3 y4).



a) Embriogénesis somatica a partir de meristemos

Las plantas in vitro de Ipomoea batatas cv. Huachano se transformaron tomando como
base los protocolos de regeneracion de Liu et al.,, 2001; Dhir et al., 1998 y Al -
Mazrooei et al., 1997.

Removiéndose los primordios foliares, se aislaron con un bisturi (SMIC N°11), los 3
primeros meristemos laterales de 0.5mm aproximadamente, de plantas de 5 semanas de
propagadas, para inducir en ellos embriogénesis somatica. Se colocaron 20 meristemos
por placa petri (Figura 5) que contenia el medio de cultivo 2,45 - T (Tabla 11),
manteniéndose en oscuridad y realizandose su respectivo cambio de placas

mensualmente.

Seis semanas después del aislamiento de meristemos se realizé la transformacion de los
callos embriogenicos, mediante el método de corte con cuchilla (bisturi SMIC N°10)
citado por Medina et al., 2003.

Los callos embriogénicos fueron cortados con la cuchilla embadurnada en la bacteria
(Figura 6) y se colocaron en una placa petri estéril con el medio de cultivo 2,45 - T

acetosiringona (Tabla 12), durante dos dias en oscuridad.

Los callos control, fueron cortados del mismo modo que los anteriores pero sin la
presencia de la bacteria. Los fragmentos de callos se colocaron en una placa petri estéril

conteniendo el medio de cultivo2,4,5 - T.

Los callos transformados se colocaron en una placa con el medio de cultivo 2,45 - T

ceka (Tabla 13). Se mantuvieron 12 callos por placa en este medio durante 8 semanas.

Posteriormente los callos se colocaron en placas con el medio de cultivo ABA ceka
10mg (Tabla 14) durante 4 semanas para luego ser cambiados a placas con el medio de

cultivo ABA ceka 25mg (Tabla 15) por un tiempo de 8 semanas.

Por Gltimo para la regeneracion, los callos embriogénicos se colocaron en magentas

conteniendo el medio de cultivo AG3 ceka (Tabla 16), durante 9 semanas.

La evaluacion de cada tratamiento se realizo cada 15 dias previo al cambio de medio en

cada una de las etapas anteriormente nombradas. Con excepcion del dltimo tratamiento



cuyas evaluaciones y cambio de medio se efectu6 mensualmente. Los callos control
siguieron el mismo tratamiento que los explantes transformados, pero sin presencia de

los antibidticos kanamicina y cefotaxima en los medios de cultivo.

Los regenerantes que presentaron apariencias normales fueron transferidos a tubos de

ensayo que contenian 5 ml del medio MPB semisolido (Tabla 17).

b) Embriogénesis somatica a partir de hojas con peciolo

Las plantas in vitro de Ipomoea batatas cv. Huachano se transformaron siguiendo los

protocolos de Samolski, 2004 y Cipriani et al., 1999.

Se cortaron con el bisturi (SMIC N°10) las 4 hojas mas jovenes y abiertas de plantas

de 5 semanas de propagacion, conservando un peciolo de 1,5cm aprox.

Las hojas control, después de cortadas se colocaron en una placa petri estéril
conteniendo el medio de cultivo MCS (Tabla 18), mientras que en las hojas que se
realizo la transformacion, la region cortada del peciolo se colocé en contacto con la
bacteria y luego se introdujo en el medio de cultivo MCS, durante 2 dias en
oscuridad, luego de lo cual los explantes se colocaron en el medio de cultivo F15
(Tabla 19), por 3 dias, luego de los cuales se les trasladé al medio de cultivo F9 (Tabla

20) por 6 semanas (Figura 7).

Después de ello, los callos se colocaron en el medio de cultivo G2,4 - D (Tabla 21),
manteniéndose en este medio hasta que se obtuvo embriones. Los embriones obtenidos
fueron transferidos al medio de cultivo ABA (Tabla 22) hasta obtener plantas de

apariencia normal.

Finalmente los regenerantes de apariencia normal se colocaron en tubos de ensayo que
contenian el medio MPB semisdlido, mientras que, las plantas anormales se colocaron

de nuevo en el medio de cultivo F9.

La evaluacion de cada tratamiento se realizo previo al cambio de medio en cada etapa,
los explantes control se cambiaron a los mismos medios durante el mismo periodo de
tiempo que los explantes transformados, pero sin presencia de los antibioticos

kanamicina y cefotaxima.



La eficiencia de regeneracion (ER) y transformacién (ET) se evalué utilizando el Test
de Proporciones del programa R (Version 2.15.2), el cual permiti6 comparar
estadisticamente las eficiencias de regeneracion y transformacion en la comparacion de
ambos métodos de transformacién usados (meristemos y hojas con peciolo). La
eficiencia de regeneracion (ER) se calcul6 dividiendo el nimero de explantes
regenerados (se considerd solo un regenerante por explante) entre el numero total de
explantes transformados, multiplicando el resultado por cien; mientras que la eficiencia
de transformacion (ET) se calcul6 dividiendo el nimero  de eventos transgénicos
entre el namero total de explantes transformados, multiplicando el resultado por cien
(Figura 8).

3.3.6. Prueba de resistencia a kanamicina (prueba de callos)

Esta prueba se realizo siguiendo el protocolo sefialado por Ormachea, 2011.

Se seleccionaron los regenerantes que muestran resistencia a kanamicina de los que no
la tienen, tomandose las hojas del tercio superior: de los regenerantes obtenidos
mediante el proceso de transformacion, de una planta no transgénica (planta control
negativo) y de una planta transgénica (planta control positivo). A continuacion, se
cortaron fragmentos de hojas tanto de los regenerantes obtenidos en la transformacion
como de las plantas controles y se colocaron en placas Petri que contenian el medio 303

con kanamicina (Tabla 23) y el medio 303 control (Tabla 24).

Luego, la seleccion se llevo a cabo 5 semanas después de iniciada la prueba. Para la
identificacion de regenerantes resistentes a kanamicina, se observé la formacion de
callos en los medios 303 con kanamicina y 303 control. La eficiencia de seleccién
expresada como el niamero de eventos transgénicos obtenidos del total de explantes

regenerados multiplicados por cien también fue evaluada (Figura 9).

Finalmente, los regenerantes que formaron callo en el medio 303 con kanamicina,
fueron reconocidos como eventos km positivos y se propagaron en tubos de ensayo con

medio MPB semisolido para su caracterizacion molecular mediante PCR.



3.3.7. Extraccion de ADN a pequeiia escala

Se realizé la extraccion de ADN vegetal a pequefia escala de los regenerantes obtenidos

siguiendo el protocolo descrito por Wilson, 1987.

Se cortaron de 4 a 6 hojas de plantas in vitro de los regenerantes, enseguida se colocaron
en tubos Eppendorf estériles de 2ml de capacidad. A estos tubos se les agregd 500l de
la mezcla de Buffer de Extraccion CTAB 2X (Tabla 25) + 3 - mercaptoetanol. (Por cada
700ul de CTAB 2X se le agregd 2ul B - mercaptoetanol). Luego se colocaron las esferas
de ceramica estériles dentro de los tubos, y los tubos se pusieron en la trituradora
Savant Fast Prep Grinder, moliéndose por 40 segundos a una velocidad de 4m/s.
Luego se incubaron las muestras a 65°C durante 30 minutos, agitando los tubos 3
veces los primeros 5 minutos de la incubacion. Despueés se agitaron 2 veces cada 10
minutos. Se retiraron las muestras de la incubadora y se dejo enfriar a temperatura
ambiente por 5 minutos. Inmediatamente, se agreg6 900ul de cloroformo: alcohol
isoamilico (24:1), y se agitaron los tubos hasta homogenizar el contenido. Luego se
centrifugo a 14,000 rpm (Centrifuge 5415D, EPPENDORF) por 10 minutos, se retiraron
los tubos de la microcentrifuga con cuidado de no mezclar las dos fases formadas y se
transfirid el sobrenadante a tubos Eppendorf esterilizados de 1.5ml, teniendo cuidado de

no transferir la interfase. Después se agregd 0.6 volimenes de isopropanol frio (240ul

aprox.) y se agité suavemente por espacio de 10 segundos. Se incub6é a - 20°C durante
20 minutos. Seguidamente, se centrifugd a 14,000 rpm por 20 minutos. Se decant6 el
isopropanol y se dejé los tubos invertidos sobre papel toalla por 1 minuto, a
continuacion se lavo el pellet con 1ml de etanol al 70% primero y después con etanol
al 100%, eliminando luego el alcohol y dejando secar. Finalmente se resuspendio el
pellet en 100ul de agua destilada esterilizada. Luego de la extraccion del ADN se le
realizd un paso de limpieza para lo que se le agregd 100ul de cloroformo: fenol:
alcohol isoamilico (25: 24: 1), se homogenizé y se centrifug6é a 14,000 rpm durante 5
minutos. Despues se separ0 el sobrenandante en un tubo Eppendorf estéril y se le

agreg0 0.1 volumen de acetato de sodio 3M pH 5.0 mas 2 volumenes de etanol absoluto
frio, se homogenizd y se dejé precipitar el ADN a - 70°C durante 30 minutos,

luego se centrifugd a 14,000 rpm por 15 minutos a - 4°C. Se descart6 el sobrenadante

y se lavo el pellet con 500l de etanol al 70% frio, se centrifugd a 14,000 rpm durante



10 minutos, se dejo secar el pellet de ADN, y se resuspendié en 50ul de agua destilada
esterilizada a 4°C hasta su total disolucion. Al final se afiadié 1pl d¢ RNAsa A a una
concentracion de 10 mg/ml (SIGMA), se mezcld y se incubd a 37°C por 2 horas. Las
muestras se almacenaron a -20°C. Posteriormente, se verifico la calidad del ADN de las

muestras corriéndolas en un gel de agarosa al 0.8% (Tabla 26).

3.3.8. PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa)

Se evalud por PCR la presencia de los genes de interés cry7Aal y cry3Cal, gen
marcador de seleccién nptll, gen bacteriano virD2 y se comprobd que el fragmento de
ADN transferido a la planta corresponda solo al ADN - T, es decir, que no se haya

transferido ADN del plasmido en si (backbone).

Se emplearon varios juegos de primers para los analisis de PCR (Tabla 27). Los cuales
se disefiaron en el programa Vector NTI (Version 11), partiendo de la secuencia de la
construccion genética. Con excepcion de los primers de virD2 los cuales fueron

disefiados por Haas et al., 1995.

Junto con los primeros, otros componentes como la Taqg polimerasa (BIOLABS) fueron
utilizados en la obtencion del Master mix o mezcla de la reaccion para la amplificacién
por PC (Tabla 28).

Después de homogenizar la reaccion, se programaron (Tabla 29) los ciclos de
amplificacion en el termociclador (Veriti Gradient Thermal Cycler, APPLIED
BIOSYSTEMS):



V. RESULTADQOS

4.1. Analisis de restriccion del vector binario

Se identificd bandas idénticas al comparar la digestion del ADN del plasmido pCIP84
extraido de Agrobacterium tumefaciens con la endonucleasa de restriccion EcoRI, como
en la simulacion realizada por el programa Vector NTI - 11(Figura 10). En la figura 11
se pueden observar que los 3 fragmentos de restriccion obtenidos tuvieron el mismo
peso que los esperados (11289pb, 1858pb y 1455pb).

4.2. Transformacion genética

Se transformaron 328 explantes en total (entre 46 meristemos y 282 hojas con peciolo)
de Ipomoea batatas cv. Huachano con la construccion pCIP84 que lleva los genes de
resistencia cry7Aal y cry3Cal, obteniéndose al final 11 regenerantes (5 de los cuales
provenian del protocolo a partir de meristemos, mientras que, los 6 restantes provenian
del protocolo a partir de hojas con peciolo), los cuales fueron analizados tanto a nivel in
vitro como a nivel molecular. Presentdndose pérdidas por agroinfeccion, sélo en 22 de

los explantes transformados a partir del protocolo de hojas con peciolo (Tabla 30).

a) Embriogénesis somatica a partir de meristemos

Debido a que se escogieron solamente meristemos embriogénicos para la
transformacion, de todos los meristemos extraidos de camote solo se transformaron 46
explantes. En la regeneracion se observo los tres estados de embriogenia caracteristicos:

globular, corazon, torpedo y fase cotiledonar (Figura 12).

Tras la transformacién, los explantes se transfirieron al medio de cultivo 2,45 - T el
cual contenia acetosiringona, compuesto fendlico que induce la transferencia del ADN -

T, luego los callos durante los 2 meses siguientes se colocaron en el medio de cultivo



2,45 - T ceka, algunos permanecieron embriogénicos creciendo y tornando un color
amarillento en los estados de globular a corazon (Figura 12 A. y B.), mientras que, otros
callos sufrieron un proceso de reversion tornandose no embriogénicos (de color

blangquecinos y opacos) y en algunos casos incluso con inhibicién de crecimiento.

En el medio de cultivo ABA ceka 10mg ocurridé la transicion de los estados de
embriogenia de corazon a torpedo, asi la parte embriogénica de los callos se torno de
color blanquecino a verde (Figura 12 C. y D.), continuando su desarrollo en el medio de
cultivo ABA ceka 25mg, desarrollandose finalmente la fase cotiledonar (Figura 12 E. y
F.). Posteriormente, los callos se trasladaron al medio de cultivo AG3 ceka, donde se

convirtieron en regenerantes normales listos para su propagacion (Figura 12 G.).

Finalmente, las plantas normales se propagaron en tubos de ensayo que contenian el
medio MPB semisolido (Figura 12 H.).

Los primeros eventos putativamente transgénicos se obtuvieron a partir del séptimo mes

hasta el doceavo mes despues de la transformacion.

De los 46 explantes transformados del cultivar Huachano a partir de meristemos, se
obtuvieron 5 (10.87%) regenerantes normales putativamente transgenicos, sin pérdidas

por agroinfeccion.

b) Embriogénesis somética a partir de hojas con peciolo

Los 282 explantes, tras la transformacion, se transfirieron al medio de cultivo F9,
observandose la formacion de callos en la superficie del peciolo, generalmente desde el
extremo cortado del peciolo, y en algunos casos hasta llegar a la base de la hoja (Fig. 13
A).

Las hojas de los explantes empezaron a oxidarse luego de tres semanas de cultivo,
pudiéndose diferenciar claramente los callos que tenian un color amarillento,
desechandose la parte necrdtica del explante se mantuvieron los callos en el medio de

cultivo F9.



En el medio de cultivo G2,4 - D algunos callos presentaron el desarrollo estructuras
embrionarias (Fig. 13. B., C. y D.), a diferencia de otros que fueron no embriogénicos y

permanecieron verdes y compactos.

Los callos que formaron embriones se transfirieron al medio de cultivo ABA (Fig. 13
E.), los cuales fueron mantenidos en este medio hasta obtener regenerantes normales

(Fig. 13 F.), los que fueron propagados en el medio MPB semisdlido.

Los primeros eventos putativamente transgénicos se obtuvieron a partir del sexto mes

hasta el doceavo después de la transformacion.

De los 282 explantes transformados mediante este método, 22 de estos (7.8%) fueron
eliminados debido a la agroinfeccidn que presentaron. Luego de la eliminacion, de los

260 callos restantes solo 6 (2.13%) regeneraron en plantas normales.

La eficiencia de regeneracion (ER), calculada del nimero de explantes regenerados
(considerando un regenerante por explante), dividido entre el total de explantes
transformados por cien (Figura 8), fue de 10.87% en la transformacion a partir de
meristemos y de 2.13% en la transformacion a partir de hojas con peciolo, con un p-
value 0.009 se demostro que la diferencias entre ambos porcentajes de regeneracion

eran significativas.

La eficiencia de transformaciéon (ET), es decir, el nGmero de eventos transgenicos
estables obtenidos a partir del total de explantes transformados por cien (Figura 8), fue
de 8.70% en la transformacion a partir de meristemos y de 1.42% en la transformacién a
partir de hojas con peciolo (Tabla 31), con un p-value de 0.014 se demostré que
también hay diferencias significativas en la obtencidén de eventos transgénicos entre

ambos protocolos.

4.3. Prueba de resistencia a kanamicina (prueba de callos)

La expresion del transgén nptll se evalué de manera indirecta mediante la formacién de

callo en la prueba de resistencia a kanamicina.



En la transformacion por embriogénesis somatica a partir de meristemos, de los 5
regenerantes obtenidos, las hojas de 4 de ellos (regenerantes I, 1l, IV y V) fueron
capaces de formar callos en el medio 303 con 50 mg/l de kanamicina, es decir, fueron
positivos a la prueba de resistencia a kanamicina (Tabla 32), mientras que las hojas
del regenerante no transformado se tornaron cloréticas y no se observo formacion de
callos (Figura 14 A.).

La eficiencia de seleccion (ES), expresada como el nimero de eventos transgénicos
obtenidos del total de explantes regenerados multiplicados por cien (Figura 9) en el
protocolo de transformacion a partir de meristemos, fue de 80%, debido a que de las 5

plantas que regeneraron solo 4 incorporaron el gen nptll y una result6 ser un escape.

En la transformacidn a partir de hojas con peciolo de los 6 regenerantes obtenidos, las
hojas de 5 regenerantes (2, 3, 4, 5 y 6) fueron capaces de formar callos en el medio 303
que contenia 100mg/l de kanamicina (Tabla 32), y uno de ellos fue un escape
(regenerante 1), es decir, una planta no transformada capaz de crecer en los medios de

seleccién (Figura 14 B.).

La eficiencia de seleccion (ES), calculada del nimero de eventos transgénicos obtenidos
del total de explantes regenerados multiplicados por cien (Figura 9) en el protocolo de
transformacion a partir de hojas con peciolo, fue de 83.3%, debido a que de las 6 plantas

regeneradas 5 presentaron la insercién del gen nptll.

4.4. PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

Para realizar la prueba de PCR, primero se tuvo que extraer el ADN de cada uno de
los regenerantes obtenidos, el ADN plasmidico de Escherichia coli conteniendo la
construccién pCIP84 (usado como control positivo en la deteccién de genes cry7Aal,
cry3Cal, nptll y secuencias backbone) y el ADN gendmico de Agrobacterium
tumefaciens (usado como control positivo en la deteccion del gen virD2). A

continuacion, se verifico la calidad del ADN extraido (Figura 15).



De los 9 regenerantes positivos a prueba de callos (I, II, 1V, V, 2, 3,4,5 y6), 8
presentaron inserciones completas (I, I, 1V, V, 2, 3, 4 y 5), es decir, la presencia de los
genes cry7Aal, cry3Cal y nptll; mientras que un solo regenerante (evento 6) presento
una insercion incompleta, es decir, solo presentd la insercion del gen nptll, siendo
negativo para los 2 transgenes de interés (cry7Aal y cry3Cal). De los 8 regenerantes
con inserciones completas, solo uno fue positivo al gen virD2 demostrando todavia
tener contaminacion por Agrobacterium tumefaciens y de estos 8 eventos transgenicos 4

fueron positivos a secuencias externas al ADN - T del plasmido “Backbone” (Tabla 33).

En la deteccion del gen cry7Aal (Figura 16), los resultados de PCR en los regenerantes
obtenidos por embriogénesis somatica a partir de meristemos, muestran que, de los 5
regenerantes, 4 de ellos (I, I, IV y V) fueron positivos a la amplificacion del gen
cry7Aal; mientras que, en los regenerantes obtenidos por embriogénesis somatica a
partir de hojas con peciolo, de los 6 regenerantes, 4 de ellos (2, 3, 4 y 5) fueron
positivos a PCR (Tabla 33).

Para la identificacion del gen cry3Cal los resultados de PCR (Figura 17) en los
regenerantes obtenidos mediante transformacion a partir de meristemos, muestran que,
de los 5 regenerantes, 4 de ellos (1, 11, 1V y V) fueron positivos a PCR; mientras que, en
los regenerantes obtenidos a partir de hojas con peciolo, de los 6 regenerantes, 4 de ellos

(2, 3,4 y 5) fueron positivos a la amplificacion del gen cry3Cal (Tabla 33).

Los resultados de la prueba in vitro de resistencia a kanamicina coinciden con los
resultados de PCR del gen nptll (Figura 18). En los regenerantes obtenidos por
embriogénesis somatica a partir de meristemos, de los 5 regenerantes, 4 de ellos (1, I1,
IV y V) fueron positivos a la amplificacién del gen nptll; mientras que, en los
regenerantes  obtenidos por embriogénesis somatica a partir de hojas con peciolo, de
los 6 regenerantes, 5 de ellos (2, 3, 4, 5y 6) fueron positivos a PCR. De estos
regenerantes, solo el 20% (regenerante 6) presento una insercion incompleta, es decir,

incorporo en su genoma solo el gen nptll (Tabla 33).

De todas las 8 plantas que presentan inserciones completas del ADN - T, solo una
(regenerante 2 obtenido mediante transformacion a partir de hojas con peciolo)
amplifica para el gen virD2 “gen de virulencia” de A. tumefaciens (Figura 19). Mientras

que, en el protocolo de transformacion a partir de meristemos ninguna planta



transformada fue virD2 positiva, lo que indica que las plantas: I, II, IV, V, 3,4y 5

estaban libres de la presencia de A. tumefaciens.

En la determinacion de secuencias del vector backbone los resultados de PCR muestran
que 4 de los 8 eventos con inserciones completas (50%) presentan secuencias de ADN
externas a los bordes del ADN - T. En los regenerantes obtenidos por embriogénesis
somatica a partir de meristemos, de los 4 regenerantes con inserciones completas, 2 de
ellos (Il y V) fueron positivos a la amplificacion de secuencias backbone; mientras que,
en los regenerantes obtenidos por embriogénesis somatica a partir de hojas con peciolo,
de los 4 regenerantes con inserciones completas, 2 de ellos (2 y 5) también fueron
positivos a PCR, asimismo los eventos I, 1V, 3 y 4 demostraron estar libres de la

presencia del esqueleto del vector de transformacion “backbone” (Figura 20).



V. DISCUSION

Previo a la transformacidn genética es importante verificar el plasmido a usar, para tener
la seguridad de que el material genético que se transferira al genoma de la planta sea el
adecuado. Existen diversos métodos para determinar la identidad molecular del ADN
recombinante como la secuenciacion y el analisis de restriccion del plasmido
recombinante. En la presente investigacion la preseleccién se ha llevado a cabo
realizando un andlisis de restriccion de la construccion que se desea utilizar en la

transformacion.

En el resultado del analisis de restriccion, tras la digestion del plasmido extraido de A.
tumefaciens (pCIP84), el tamafio de las bandas obtenidas coincidio con el esperado
segun los mapas genéticos del vector realizado por el programa Vector NTI (Version
11), lo que corrobord la identidad de la construccion que fue utilizada en los
experimentos de transformacion de Ipomoea batatas cv. Huachano. Igualmente,
Samolski, 2004 reportdé en su analisis de restriccion la similitud entre las bandas

obtenidas (a partir de la digestion del plasmido pCIP41) con las esperadas.

En la transformacion por embriogénesis somatica indirecta a partir de meristemos en el
cultivar Huachano, la eficiencia de regeneracion (ER) obtenida fue de 10.87% vy la
eficiencia de transformacion (ET) fue de 8.70% con la cepa de Agrobacterium
tumefaciens EHAL05, mientras que, Gama et al., 1996 reportaron valores de 51.18% en
la eficiencia de regeneracion y 6.29% en la eficiencia de transformacion de meristemos
en el cultivar White star con la cepa de A. tumefaciens EHA101. Las diferencias entre
las eficiencias anteriormente mencionadas se deben a que los procesos de
transformacion y regeneracion de camote son genotipo-dependiente (Santa Maria et al.,
2009; Garcia et al., 2008). Por otro lado, la eficiencia de transformacion también puede
ser influenciada por el tipo de cepa de Agrobacterium tumefaciens empleada durante el
proceso de transformacion (Valderrama et al., 2005; Otani et al., 1998). La cepa
EHAZ105 tiene un alto potencial de infeccion y ha sido reportada con altas eficiencias de
transformacion en diferentes cultivares (Luo et al., 2006; Song et al., 2004; Hood et al.,
1993).



En la transformacién por embriogénesis somatica indirecta a partir de hojas con peciolo
la eficiencia de regeneracion (ER) obtenida con la cepa de Agrobacterium tumefaciens
EHA105 que contiene el vector binario pCIP84 fue de 2.13% y la eficiencia de
transformacion (ET) fue de 1.42%, mientras que, en la investigacion realizada por
Samolski, 2004 se reportaron valores entre 4.10 - 4.12% de eficiencia de regeneracion y
transformacion con la misma cepa de A. tumefaciens pero con el vector binario pCIP41
en el mismo cultivar. A su vez, Watanabe et al., 1998 reportaron una eficiencia de
transformacion de 33.6% usando el mismo protocolo de transformacion en el cultivar de
camote Regal con la cepa de A. tumefaciens LBA4404 que contenia el vector binario
pBIl121. Estas diferencias entre las eficiencias anteriormente descritas, se deben a que
las eficiencias de regeneracion y transformacion en el cultivar Huachano se podrian ver
altamente influenciadas por la edad del explante (Valderrama et al., 2005). Debido a
que en la presente investigacion se emplearon plantas que tenian 5 semanas de
propagadas a diferencia de Samolski, 2004, quien utilizé plantas de 4 semanas de
propagacion. Otra razén para las diferencias entre las eficiencias de regeneracion y
transformacion obtenidas en esta investigacion aun siendo el mismo cultivar, podria
deberse a las diferentes construcciones utilizadas presentes en Agrobacterium
tumefaciens. En el trabajo de Yancheva et al., 2002 se hallaron diferencias significativas
en la eficiencia de transformacion para el mismo cultivo en funcién de la construccién
introducida en una misma cepa de Agrobacterium tumefaciens. También al comparar
los resultados de las investigaciones realizadas por Luo et al., 2006 y Ormachea, 2011
vemos que en ambas investigaciones las eficiencias de transformacién varian en
20% y 0.1 - 0.2%, respectivamente; aun usando el mismo cultivar (Jewel), la misma
cepa de A. tumefaciens (EHA105) y el mismo protocolo de transformacion pero
diferentes construcciones. Por otro lado al comparar los resultados de la presente
investigacion con el trabajo de Watanabe et al., 1998 se puede reiterar que las
diferencias entre ambas eficiencias de transformacion se ven influenciadas debido a los

diferentes genotipos y cepas de A. tumefaciens utilizadas.

La eficiencia de seleccion (ES) en el protocolo de transformacion a partir de meristemos
usando 25mg/l de kanamicina fue de 80%, debido a que de las 5 plantas que
regeneraron solo 4 incorporaron los genes de interés y una resultd ser un escape;
mientras que, la eficiencia de seleccion (ES) en el protocolo de transformacion a partir

de hojas con peciolo usando 50mg/I de kanamicina fue de 83.3%, debido a que de las 6



plantas regeneradas 5 presentaron los genes insertados y una de ellas presenté una
insercion incompleta. Sin embargo, Samolski, 2004 usando la misma concentracion de
kanamicina (50mg/l) obtuvo una eficiencia de seleccion (ES) del 100%, es decir, todos

los regenerantes presentaron la insercion de los transgenes.

Comparando los dos protocolos de transformacion usados (a partir de meristemos y
hojas con peciolo) en la presente investigacion, es posible deducir que la diferencia
entre las eficiencias de regeneracion y transformacién entre ambos protocolos se deban
principalmente a: Tipo de explante utilizado a partir del cual se inici6 el proceso de
transformacion, superficie de contacto entre los explantes y  Agrobacterium
tumefaciens, tipo de auxinas utilizadas en ambos protocolos y la concentraciéon de los

antibiéticosutilizados.

Estos resultados son corroborados por autores como Alimohammadi & Bagherieh-
Najjar, 2009 y Hiei et al., 1994 quienes reportan que el tipo de explante es uno de los
principales factores que influyen en la transformacion mediada por Agrobacterium
tumefaciens. Asimismo, Sivparsad & Gubba, 2012 demostraron que la presencia de
tejidos meristematicos en los brotes apicales del cv. de camote Blesbok contribuyeron a

una alta obtencidn de regenerantes en comparacion de los demas explantes analizados.

El tipo de auxinas también pudo influenciar en la regeneracion de los explantes en
ambos protocolos. Triqui et al., 2008 y Al - Mazrooei et al., 1997 compararon el uso de
las auxinas 2,4,5 - Ty 2,4 - D durante la induccion de callos en varios cultivares de
camote, obteniendo mayor embriogénesis somatica en mayor nimero de cultivares con
el empleo de la auxina 2,4,5 - T. De esta manera, el protocolo de transformacion a
partir de meristemos pudo haber obtenido una mayor eficiencia de regeneracién debido
a la presencia de 2,4,5 - T, a diferencia del protocolo de transformacion a partir de hojas

con peciolo en el cual se utiliz6 2,4 - D.

Otra razon por la cual el protocolo de transformacion a partir de meristemos tuvo mayor
eficiencia podria asumirse debido a que la concentracion del antibidtico cefotaxima en
el protocolo de transformacion a partir de meristemos fue lo suficientemente efectivo,
ya que en este protocolo no se presentaron pérdidas por contaminacién con
Agrobacterium tumefaciens, mientras que, en el protocolo de transformacion a partir de

hojas con peciolo, la concentracion de cefotaxima pudo no haber sido la adecuada, por



ello el 7.8% de los explantes (22 hojas) tuvieron que ser eliminados debido a la
agroinfeccion presentada. Por otro lado, la concentracion de kanamicina como agente
selector fue mayor en el protocolo de transformacion a partir de hojas con peciolo que
en el protocolo a partir de meristemos, motivo por el cual se pudo obtener una mas alta
eficiencia de seleccion (ES). Esto es debido a que, la mayor concentracién del
antibidtico kanamicina en el protocolo de transformacion a partir de meristemos podria
inhibir el proceso de embriogénesis en etapas tempranas de desarrollo. Xing et al.,
2008; reportaron una mayor eficiencia de viavilidad y proliferacion de los callos
embriogénicos de camote del cultivar Xu55-2 con 10mg/l de kanamicina debido a que
usando concentraciones mas altas, las frecuencias de proliferacion en los callos

embriogénicos disminuian.

Tras el proceso de transformacion todas las plantas que regeneraron en presencia del
agente selectivo correspondiente al gen marcador de seleccion utilizado fueron
consideradas como “plantas putativamente transgénicas”, puesto que aun se desconoce
si se incorporé dentro de su genoma el gen de seleccion que les confiere a las células
transgenicas que lo expresan una ventaja con respecto a las células no transgenicas. Sin
embargo, en esta etapa se pueden presentar escapes por la presencia de explantes no
transformados con tolerancia natural al antibiético, que regeneraron a plantas, lo que
obliga a evaluar todos los regenerantes mediante pruebas in vitro y moleculares para
determinar la presencia de los transgenes, considerando asi a las plantas positivas en
ambas pruebas como “eventos transgénicos”. En esta prueba fisiologica mediante la
formacion de callo se logré evaluar indirectamente la expresion del gen nptll, debido a
que las plantas que incorporaron este gen dentro de su genoma fueron capaces de crecer
y formar callos en un medio con altas concentraciones de kanamicina, normalmente

toxicas.

De esta manera, de las 5 plantas putativamente transgénicas obtenidas mediante el
protocolo de transformacion a partir de meristemos, 4 fueron resistentes a kanamicina,
mientras que, en el protocolo de transformacion a partir de hojas con peciolo, de las 6
plantas putativamente transgénicas, 5 fueron resistentes a kanamicina. Sin embargo en
la investigaciéon realizada por Samolski, 2004 se reportd que todas las plantas

putativamente transgénicas que se obtuvieron fueron resistentes a kanamicina.



En la presente investigacion, la insercion del gen nptll en 9 regenerantes putativamente
transgénicos del cv. Huachano fue confirmada mediante la prueba de PCR; donde, 8 de
los 9 eventos kanamicina positivos resultaron también PCR positivos para la
amplificacion de los transgenes de interés (cry7Aal y cry3Cal), y un regenerante tuvo
una insercion incompleta, presentando solo la incorporacion del gen de resistencia a
kanamicina (nptll). A diferencia de Ormachea, 2011 quien reportd que las 16 plantas
del cv. Jewel positivas a la prueba de kanamicina que obtuvo fueron positivas mediante
PCR a la incorporacion de gen nptll y a los genes cry (7 eventos contenian el transgen

cry7Aaly 9 el transgen cry3Cal).

A través de la prueba de PCR se determind que el 20% de los regenerantes obtenidos
mediante transformacion a partir de hojas con peciolo, presentd una insercidon
incompleta del ADN - T, incorporando en su genoma solo el gen nptll, lo que hace
suponer que 1 de los 5 eventos transformados a partir de hojas con peciolo, al
producirse una insercién erronea y una deleccion en el ADN - T, ingreso solo un
fragmento del borde izquierdo del ADN - T, obteniéndose en la planta regenerada solo
la insercion del gen de resistencia a kanamicina. Tovar et al., 2009 también han
reportado la transferencia incompleta en la insercion del ADN - T en el cv.
Wagabolige, obteniendo un evento transgénico con 3 copias del gen cry7Aal y 2 copias

del gen nptll.

La presencia de inserciones incompletas del ADN - T en los trabajos de transformacion
genetica mediadas por Agrobacterium tumefaciens también han sido reportadas por
Wilson et al., 2004; Kim et al., 2003; Kohli et al., 2003; Dai et al., 2001; Fuertes,
1999; Cheng et al., 1997; Bhattacharyya et al., 1994. Incluso en las investigaciones
realizadas por Nacry et al., 1998; Tax & Vernon, 2001 se han reportado que en ciertos
eventos de transformacion el ADN - T se puede insertar por el borde izquierdo antes
que el borde derecho en el genoma de la planta, y esto es debido a los rearreglos
producidos cuando las inserciones del ADN - T no son exitosas durante la

transformacion.

Se logr6 confirmar mediante PCR que solo un evento transgénico de los 4 regenerantes
transformados por el protocolo a partir de hojas con peciolo fue virD2 positivo, es decir,
solo el 25% de estas plantas presentaron contaminacion por A. tumefaciens. Mientras

que, en el protocolo de transformacion a partir de meristemos ninguna de las 4 plantas



transformadas resulto positiva a la presencia de A. tumefaciens. Obteniéndose 7 plantas
de insercion completa libres del gen virD2. Sin embargo, Ormachea, 2011 reporté que
ninguna de las 16 plantas positivas para los genes cry7Aal y cry3Cal del cv. Jewel

amplificaban para el gen virD2 (gen de virulencia) de A. tumefaciens.

En la presente investigacion 4 de los 8 eventos transgénicos con inserciones completas
(2 por cada protocolo de transformacion) integraron secuencias fuera del ADN - T, es
decir, el 50% de los eventos transgénicos fue positivo a la presencia del esqueleto del
vector de transformacién (backbone). Investigadores como Kononov et al.,, 1997
reportaron que el 75% de las plantas transgénicas que obtuvieron contenian secuencias
del vector binario backbone integradas en el genoma de la planta, mientras que
Martineau et al., 1994, encontraron una frecuencia de 20 a 30% de integracién de

secuencias externas al ADN - T en las plantas transformadas.



VI. CONCLUSIONES

Se obtuvieron 8 eventos transgénicos de Ipomoea batatas cv. Huachano de insercion
completa del ADN - T con las dos metodologias de transformacién y regeneracion

descritas, resultando 4 plantas transformadas por protocolo.

El protocolo de transformaciéon a partir de meristemos laterales fue el méas eficaz,
mostrando una eficiencia de transformacion de 8.70% en la insercion de ambos genes de
interés, frente a una eficiencia de transformacion de 1.42% obtenida en el protocolo de

transformacion a partir de hojas con peciolo.

Los 8 eventos transgénicos fueron resistentes a kanamicina (callo  positivo) y
presentaron amplificacién de banda de los transgenes de interés (cry7Aal y cry3Cal) y

del gen de resistencia a kanamicina (nptll).

Cuatro eventos transgenicos, dos por cada protocolo de transformacion, integraron
secuencias externas al ADN - T del vector binario “backbone”; uno de los cuales (de
la transformacion a partir de hojas con peciolo) también presenté amplificacion para el

gen bacterianovirD2.



VII.RECOMENDACIONES

Se recomienda probar concentraciones mayores de kanamicina en el medio de cultivo
AGs; ceka, para mejorar la eficiencia de seleccion en el protocolo de embriogénesis

somatica a partir de meristemos.

Buscar una concentracién adecuada de cefotaxima u otro antibidtico (timetin o
carbanicilina) en el protocolo de transformacién a partir de hojas con peciolo, para

evitar pérdidas por agroinfeccion y asi obtener mayor nimero de eventos transgéenicos.

Realizar la prueba de Southern blot a cada evento transgénico de insercién completa
para determinar el nimero de copias de cada gen presente en el ADN - T (cry7Aal,
cry3Cal y nptll).

Identificar la actividad transcripcional de los transgenes de interés y detectar la
expresion de las proteinas Cry7Aal y Cry3Cal en hojas y en raices tuberosas de cada

uno de los eventos transgénicos, a través de gRT - PCR 'y DAS - ELISA.
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Figura 1. Construccion pCIP84 formada por el vector binario pPCAMBIA2305.2 que
porta en su ADN - T los genes quiméricos cry7Aal (1746pb) y cry3Cal (1794pb), que
expresan las toxinas Cry7Aal y Cry3Cal, gobernados por promotores y terminadores

del gen S -amy de f - amilasa y del gen gSPOAL de esporamina respectivamente. Asi
como el gen nptll (792pb), cerca del borde izquierdo usado como marcador de seleccion
por conferir resistencia al antibiotico kanamicina.

Figura 2. Propagacion in vitro de Ipomoea batatas cv. Huachano.
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Figura 3. Esquema de transformacion genética por embriogénesis somética de Ipomoea
batatas cv. Huachano a partir de meristemos.
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Figura 4. Esquema de transformacion genética por embriogénesis somatica de Ipomoea
batatas cv. Huachano a partir de hojas con peciolo.

Figura 5. Meristemos de camote, 1 semana después de la extraccion o aislamiento.



Figura 6. Transformacion de meristemos.

Figura 7. Explantes de Ipomoea batatas en el medio F9.
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Figura 8. Eficiencias de Regeneracion (ER) y Transformacion (ET).
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Figura 9. Eficiencia de Seleccion (ES).
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Figura 10. Esquema del ADN - T del vector binario pCIP84 con los sitios de restriccion
de EcoRl y el tamafio de las bandas esperadas.
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Figura 11. Andlisis de restriccion: A. Simulacion de la digestion del plasmido pCIP84
realizada en el programa Vector NTI - 11. B. Fragmentos de restriccion del plasmido
pCIP84 en A. tumefaciens digerido con EcoRl.






Figura 12. Estados morfol6gicos de embriogenia durante la regeneracién de Ipomoea
batatas cv. Huachano a partir de meristemos. A. Globular (medio 2,4,5 - T ceka); B.
Globular - corazon (medio 2,4,5 - T ceka); C. y D. Torpedo (medio ABA ceka 10mg);
E. y F. Fase cotiledonar (medio ABA ceka 25mg); G. Regenerante anormal (medio
AG; ceka) y H. Regenerante normal (medio MPB semisolido).



Figura 13. Evolucidn de los callos de Ipomoea batatas cv. Huachano a partir de hojas
con peciolo. A. Explantes transformados (medio F9); B. Callos (medio G2,4 - D); C.
Acercamiento de uno de los callos de la figura 13B.; D. Formacion de embriones
(medio G2,4 - D); E. Embriones (medio ABA) y F. Regenerantes.



Figura 14. Prueba de resistencia a kanamicina de los regenerantes de Ipomoea batatas
cv. Huachano en el medio 303. C*: Control positivo, hojas de una planta transformada
C": Control negativo, hojas de una planta de Huachano no transformada. A. Hojas de los
regenerantes obtenidos a partir de meristemos (I, 11, 1V, V); B. Hojas de los
regenerantes obtenidos a partir de hojas con peciolo (1, 2, 3, 4, 5y 6).
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Figura 15. Calidad de la extraccion de ADN de los regenerantes a pequefia escala. A:
ADN del fago lambda digerido con la enzima Pstl, C: ADN de una planta del cv.
Huachano no transformado. | - V: ADN de regenerantes obtenidos a partir de
meristemos. 1 - 6: ADN de regenerantes obtenidos a partir de hojas con peciolo.
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Figura 16. Amplificacion del gen cry7Aal (608pb). A: ADN del fago lambda digerido
con la enzima Pstl. H,O: Agua. C: Control negativo, 4 carriles de ADN de una planta
del cv. Huachano no transformado. | - V: ADN de regenerantes obtenidos a partir de
meristemos. 1 - 6: ADN de regenerantes obtenidos a partir de hojas con peciolo. C:
Control positivo, ADN plasmidico de E. coli conteniendo la construccion pCIP84.
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Figura 17. Amplificacion del gen cry3Cal (530pb). A: ADN del fago lambda digerido
con la enzima Pstl. H20: Agua. C-: Control negativo, ADN de una planta del cv.
Huachano no transformado. | - V: ADN de regenerantes obtenidos a partir de
meristemos. 1 - 6: ADN de regenerantes obtenidos a partir de hojas con peciolo. C+:
Control positivo, ADN plasmidico de E. coli conteniendo la construccién pCIP84.

H,O C- Fnmmiwvvi 2 3 45 6 c*

Figura 18. Amplificacion del gen nptll (636pb). A: ADN del fago lambda digerido con
la enzima Pstl. H,O: Agua. C™: Control negativo, 4 carriles de ADN de una planta del
cv. Huachano no transformado. | - V: ADN de regenerantes obtenidos a partir de
meristemos. 1 - 6: ADN de regenerantes obtenidos a partir de hojas con peciolo. C™:
Control positivo, ADN plasmidico de E. coli conteniendo la construccion pCIP84.
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Figura 19. Amplificacion del gen bacteriano virD2 (338pb). A: ADN del fago lambda

digerido con la enzima Pstl. H,O: Agua. C": Control negativo, 3 carriles de ADN de
una planta del cv. Huachano no transformado. | - V: ADN de regenerantes obtenidos a
partir de meristemos. 1 - 6: ADN de regenerantes obtenidos a partir de hojas con

peciolo. C*: Control positivo, ADN gendémico de A.tumefaciens.
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Figura 20. Amplificacion de secuencias del vector backbone (561pb). A: ADN del fago
lambda digerido con la enzima Pstl. C™: Control negativo, ADN de una planta del cv.
Huachano no transformado. | - V: ADN de regenerantes obtenidos a partir de
meristemos. 1 - 6: ADN de regenerantes obtenidos a partir de hojas con peciolo. C™:
Control positivo, ADN plasmidico de E. coli conteniendo la construccién pCIP84.

Tablas

Tabla 1. Bacterias utilizadas

Marcador
Bacteria Codigo Cepa Plasmido Construccion de
seleccion
Agrobacterium Sramy: cry7Aaft;
fumefaciens AT131 | EHA105| pCIPB4 gSPOAT cry3Cat nptil
Escherichia Samy: cry/Aai;
coli EC194 | DH5ua | pCIPB4 gSPOA1- cry3Cat nptll
Tabla 2. MPB Store
Reactivos 1L
Acido Ascérbico 40g
L - Arginina 209
Putrescina 4qg
Acido Giberélico (AG3) 4g
Pantotenato de Calcio 0.4g
Agua enrazar hasta 1L

Tabla 3. Medio de propagacion en |. batatas: MPB Liquido

Sales MS 4 43¢g
Sacarosa 30g
MPB Store| smi

Agua enrazar hasta 1LpH 58




Tabla 4. Medio Luria Bertani: LB Liquido

Reactivos
Luria Bertani (LB) 259
*Kanamicina| 100mg
Agua enrazar hasta 1L

* Agregar despueés de autoclavar y enfriar el medio.

Tabla 5. Medio Luria Bertani: LB Solido

Reactivos
Luria Bertani (LB) 299
Agar 150
*Kanamicina 100mg
Agua enrazar hasta 1L

* Agregar después de autoclavar y enfriar el medio.

Tabla 6. Digestion simple del ADN plasmidico de Agrobacterium tumefaciens

Componentes Volumen

Agua 15.5pl
ADN plasmidico A. tumefaciens (500ng/pl) 2ul
10X Buffer 2ul

Enzima EcoR)|| 0.5pl

Volumen Final 20ul

La reaccion de digestion se incub6 a 37°C por una hora.

Tabla 7. Gel de agarosa al 1%

Componentes
Agarosa 19
Buffer TBE 1X 100mi

Tabla 8. Buffer TBE 10X

Componentes
Tris Base 108g
Acido Bérico 559
EDTAO0.5MpH 8 ADmlI

Agua enrazar hasta 1L




Tabla 9. Buffer TBE 1X

Componentes

Buffer TBE 10X

10ml
Agua esteril

90ml

Tabla 10. Fago Lambda

Agua 291yl
A -DNA (BIOLABS) 200l
10X Buffer a0pl
Enzima Pst (10 U/ul) 10yl
BSA 100X Sul

Volumen Final 900pl

Tabla 11. Medio de cultivo 2,45 -T

Reactivos 1L
Sales M3 4 43g
Sacarosa 30g

*245-T 1.3mg

Gelrite 24

Agua enrazar hasta 1LpH 58
* Agregar después de autoclavar y enfriar el medio.

Tabla 12. Medio de cultivo 2,4,5 - T acetosiringona

Sales MS 4 43¢
Sacarosa 30g
*245-T 1.3mg
* Acetosiringona| 20mg
Gelrite 29
Agua enrazar hasta 1LpH 55

* Agregar despues de autoclavar y enfriar el medio.



Tabla 13. Medio de cultivo 2,45 - T ceka

Reactivos

Sales MS
Sacarosa
245 -T
* Kanamicina
* Cefotaxima
Gelrite
Agua

1L

4 43g
30g
1.3mg
10mg
200mg
29
enrazar hasta 1LpH 5.8

* Agregar después de autoclavar y enfriar el medio.

Tabla 14. Medio de cultivo ABA ceka 10mg

Reactivos

Sales MS
Sacarosa
Acido Abscisico|(ABA)
* Kanamicina
* Cefotaxima
Gelrite
Agua

1L

4 43g
30g
1mg
10mg
200mg
29
enrazar hasta 1LpH 58

* Agregar despueés de autoclavar y enfriar el medio.

Tabla 15. Medio de cultivo ABA ceka 25mg

Reactivos

Sales MS
Sacarosa
Acido Abscisico (ABA)
* Kanamicina
* Cefotaxima
Gelrite

Agua

1L

4 439
30g
1mg
Zomg
200mg
29
enrazar hasta 1LpH 5.8

* Agregar después de autoclavar y enfriar el medio.




Tabla 16. Medio de cultivo AG3 ceka

Reactivos

Sales MS
Sacarosa

* Kanamicina
* Cefotaxima
Gelrite

Agua

* Acido Giberélico (AG3)

1L

4 439
30g
0.424mg
25omg
200mg
29
enrazar hasta 1LpH 58

* Agregar después de autoclavar y enfriar el medio.

Tabla 17. Medio de propagacién en |. batatas: MPB semisélido

Reactivos

Sales MS
Sacarosa
MPB Store
Gelrite
Agua

1L

4 43¢
30g
omi
29
enrazar hasta 1LpH 5.8

Tabla 18. Medio de cocultivo semisélido: MCS

Reactivos

Dextrosa

Sales MS
MES

* Glicina
* BAP
* AG3
*~ ANA

* Acetosiringona

Agar
Agua

1L

20q
4 439
0.5g
2mg
1mg
2mg
10mg
0.2mg

g

enrazar hasta 1LpH 5.5

* Agregar después de autoclavar y enfriar el medio.



Tabla 19. Medio de cultivo F15

Reactivos

Sales MS
Sacarosa
* Glicina
= Zeatina
~24-D
* Kanamicina
* Cefotaxima
Phytagel
Agua

1L

4 43g
30g
2mg
0.2mg
0.05mg
50mg
200mg
39
enrazar hasta 1LpH 58

* Agregar después de autoclavar y enfriar el medio.

Tabla 20. Medio de cultivo F9

Reactivos

Sales MS

Sacarosa

* Glicina

= Zeatina
* Kanamicina
* Cefotaxima

Phytagel

Agua

1L

4 43g
30g
2mg
0.2mg
a0mg
200mg
39
enrazar hasta 1LpH 58

* Agregar después de autoclavar y enfriar el medio.

Tabla 21. Medio de cultivo G2,4 - D

Reactivos 1L
Sales MS 4 43g
Sacarosa 30g
* Glicina 2mg
* AG: 0.1mg
~24-D 0.05mg
* Kanamicina a0mg
* Cefotaxima 200mg
Phytagel 3g
Agua enrazar hasta 1LpH 5.8

* Agregar después de autoclavar y enfriar el medio.




Tabla 22. Medio de cultivo ABA

Reactivos
Sales MS
Sacarosa
* Glicina
* Acido Abscisico (ABA)
* Kanamicina
* Cefotaxima
Phytagel
Agua

1L

4 439
a0g
2mg
1mg

50mg

200mg
39

enrazar hasta 1LpH 58

* Agregar después de autoclavar y enfriar el medio.

Tabla 23. Medio 303 con kanamicina

Reactivos 1L
Sales M3 4 439
Dextrosa 20g
Manitol 20g
MES 0.5g
PVP 40 0.5g
Glutamina 200mg
Adenina hemisulfato 40mg
* ANA 1mg
* BAP 0.1mg
* Glicina 29
* Piridoxina 500mg
* Acido Nicotinico 500mg
* Kanamicina 50mg / 100mg
Phytagel 39
Agua enrazar hasta 1LpH 5.8

* Agregar después de autoclavar y enfriar el medio Km: 50mg (protocolo de

meristemos) y 100mg (protocolo de hojas con peciolo).




Tabla 24. Medio 303 control (sin kanamicina)

Sales MS 4 43q
Dextrosa 20g
Manitol 20g
MES 0.5g
PVP 40 0.5g
Glutamina 200mg
Adenina hemisulfato 40mg
* ANA 1mg
* BAP 0.1mg
* Glicina 29
* Piridoxina 500mg
* Acido Nicotinico 200mg
Phytagel 30
Agua enrazar hasta 1LpH 58

* Agregar después de autoclavar y enfriar el medio.

Tabla 25. CTAB 2X

Componentes 1L Conce-_ntracmn
Final
CTAB 20g 2%
NaCl 1M 61.81qg 14%
EDTAOSMpH B0  40ml 20mM
Tris HCLAMpH 8.0 100ml 100mM
PVP 10g 1%
Agua

enrazar hasta 1L

El CTAB y el PVP se agregaron al final de todos los deméas componentes, con la
solucion caliente.

Tabla 26. Gel de agarosa al 0.8%

Componentes

Agarosa 0.8qg
Buffer TBE 1X 100ml




Tabla 27. Secuencias de los primers usados en la reaccion de PCR para la
amplificacion y reconocimiento de los genes de interés cry7Aal y cry3Cal, del gen
marcador de seleccion nptll, gen bacteriano virD2 y de secuencias del plasmido
externas al ADN - T (backbone)

Tamafio de la

Primer Secuencia )
amplificacion
Sentido 5' ACAACTCATCACCATACCAAAC 3
CIY7TA3T  )ntisentido 5 AAGAGCAAGATGCAAGTTTG 3 608pb
Sentido 5 CACCTATAGTAAAACCATTGGACAC 3
ery3Cal  ,ntisentido 5 TGCATGAAAGCCTTAAGAGG 3 >30pb
Sentido 5 CAGCAATATCACGGGTAGCCA 3
nptl— pntisentido 5 GGCTATTCGGCTATGACTGGG 3 636pb
_ Sentido 5 ATGCCGATCGAGCTCAAGT 3
VIDZ  pntisentido 5 CCTGACCCAAACATCTCGGCT 3 338pb
Sentido 5 TGCAGTCGGCTTCTGACGTT 3
Backbone  , isentido 5 GTGCGGTCGATGATTAGGGA 3 261pb

Tabla 28. Master mix o mezcla de componentes en la amplificacion por PCR

Volumen para

Componente

1 Rx (pl)
Agua (libre de nucleasas) 8.6625l
10X PCR Buffer (con MgClz) 1.5ul
dNTPs (10mM) 0.3l
Primer sentido (SuM) 0.75ul
Primer antisentido (5uM) 0.75ul
Taq polimerasa (5U/ml) 0.0375ul
ADN (50ng/pl) 3l
Volumen Final 154l




Tabla 29. Programacion para la amplificacion de los genes cry7Aal, cry3Cal,

virD2, nptll y la secuencia del vector “backbone”

Ciclos de Tiempo de N©
) - Temperatura )

amplificacion duracion Ciclos
Denaturacién inicial 94°C 2' 1
Denaturacion 94°C 30"
Hibridacion *0C 30" 28 a 30
Extension 72°C 30"
Extension Final 72°C 10' 1

La temperatura de hibridacion fue de 59°C para los primers que amplifican los genes
cry7Aal, cry3Cal, y virD2; de 60.3°C para los que amplifican el gen nptll; y de 68°C

para los que amplifican la secuencia externa al ADN - T “backbone”.

Tabla 30. Explantes totales transformados de Ipomoea batatas cv. Huachano

Ciclos de Tiempo de NO
) - Temperatura )

amplificacion duraciéon Ciclos
Denaturacion inicial 94°C 2' 1
Denaturacion 94°C 30"
Hibridacién *0C 30" 28 a 30
Extension 72°C 20"
Extension Final 72°C 10' 1




Tabla 31. Eficiencia de regeneracion (ER) y Eficiencia de Transformacion (ET) en

ambos protocolos de transformacién

Tipo de explante MO Eficiencia de Eficiencia de
transformado transformados regeneracion (ER) transformacion (ET)
Meristemos 46 (5/46) x100=10.87% *(4/46) x100 = 86.70%
Hojas con peciolo 282 (6/282) x100=2.13% *(4/282) x100 =1.42%
0.009 0.014

De los 5 regenerantes obtenidos por el método de transformacion a partir de meristemos
solo se obtuvieron 4 eventos transgénicos, mientras que, de los 6 regenerantes obtenidos
a partir de hojas con peciolo, solo 4 fueron eventos transgénicos con inserciones
completas, uno presentd solo la insercion del gen nptll con ausencia de los genes

cry7Aal y cry3Caly el dltimo fue negativo.

Tabla 32. Resultados de la prueba in vitro de los Regenerantes

Tipo de explante Regenerantes

Callo + Callo -

transformado Obtenidos
Meristemos 5 4 1 5
Hojas con peciolo 6 S 1 6

Tabla 33. Resultados de PCR para la deteccion de los genes introducidos (nptll,
cry7Aal, cry3Cal y virD2) y de la secuencia del vector backbone en cada

regenerante analizado

Tipo de explante Nombre de los
Km P CIP78 P CIP79 wirh}2 harkhnne

transformado Regenerantes  (Nptl) (cry7Aat1) (cry3Cai)

Il + + +

Meristemos 1l - - -
v + + + -

v + + + - +

Total 5 4 4 4 0 2

1 - - -

2 + + +

Hojas con 3 + + -
peciclo 4 + + -

5 + + + +

] + - -

Total & 5 4 4 1 2




