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Figura 5.2.a.b. Plantas en cAmara climatica. Tratamiento con calor. b. Floracion linea N435-15.
Figura 5.3. a. Planta control (izq.) Planta transgénica (der.). b. Floracién linea N430-11.

Figura 5.4. a. Morfologia normal de plantas transgénicas en invernaculo. b. Floracion Linea N441-
21.

Figura 5.5. a. b Plantas en camaras climaticas en el tratamiento de bajas temperaturas.
Figura 5.6.a.b Flores de las lineas T193-2 control-AtFT en las caAmaras de clima.

Figura 5.7 a Morfologia normal de la antera de la linea control- AtFT vista con lupa, b. granos de
polen viables de la linea control-AtFT, segtn el test FDA visto al microscopio electrénico.

Figura 5.8 ay b. Detalle de la morfologia de las anteras de la linea transgénica N435-15.

Figura 5.9. a. Detalle de las anteras anormales de la linea N430-11, b. Polen no vital segtin el FDA
test visto al microscopio electrénico.

Figura 5.10 a y b. Detalle de las anteras anormales de la linea transgénica N441-21.

Figura 5.11 a y b. Estudio microscépico de anteras y granos de polen de linea transgénica simple
(HSP::AtFT) (a) y doble (HSP::AtFT and PsEND1::BARNASE-BARSTAR) (b).
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Lista de Anexos

Anexo 2.1 Los equipos de laboratorio utilizados en este trbajo de investigacion se detallan

por orden alfabético.

Anexo 2.2 Esquema de los vectores utilizados para las transformaciones.

Anexo 3.1 Informe de Avance de beca tipo I de CONICET, afio 2013.

Anexo 4.1 Regenerantes de las transformaciones con de P. tremula L. con A113 + A249.

Anexo 4.2 Resultados de las PCRs con los primers para detectar la presencia de los genes
FTy barnase, y los promotores HSP y END1, en las regenerantes de las transformaciones

genéticas con P. tremula L.
Anexo 4.3 Primers para sonda PsEND1.

Anexo 4.4 Primers para sonda PsEND1.
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Abreviaturas

0 infinito
35S 35S tamario del ARN del virus del mosaico del tabaco
°C grados Celsius
ME microeinstains
Mg microgramo(s)
ul microlitro(s)
MM micromolar
ADN acido 2’ desoxirribonucleico
ADNc acido 2’ desoxirribonucleico copia
ADNg acido 2’ desoxirribonucleico genémico
ADN-T acido 2’ desoxirribonucleico de transferencia
A adenina
A como aditivo de numeracion de Agrobacterium
A. Arabidopsis o Agrobacterium
ANA acido naftalenacético
ARN acido ribonucleico
ARNmM ARN mensajero
ARNt ARN de transferencia
BrEt bromuro de Etidio
C cefotaxima
CaMVv virus del mosaico del coliflor
Cap. capitulo
Carb. carbenicilina
cm centimetro(s)
CN control negativo
CP control positivo
CSPD dinatrium-3-(4-methoxyspiro[1,2-dioxetan- 3,2’-(5’-chloro)tricyclodecan]-4-
yl)fenyl-
Fosfato
DIG digoxygenin
DEPC diethylpyrocarbonat
DMSO dimethylsulfoxid
dNTPs 2’-deoxirribonucledésidos 5-trifosfato
DTT dithiothreitol
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DO

EDTA
et al.
Fa.
FAO
Fig.

g

GM

h

H

ha
HPLC-H20
HPT
K

Kan
kDa
Kg

L

LB

LB
MOPS
M

m

mg
min

mi
mM
mmol
ms

N
NPTII
Na-Citrat
ng

nm

nt

densidad optica
Escherichia

acido etilen diamine tetra acético
y otros

fabrica

Organizacién para la agricultura y la alimentacién
figura/s

gramo(s)

genéticamente modificado
hora(s)

higromicina

hectarea

high- performance liquid chromatography
higromicinphosphotransferasa
kanamicina

kanamicina

kilodaltons

kilogramo

litro

left border (borde izquierdo)
Lysogeny Broth
3-(N-Morpholino)-propansulfonsaure
molar

metro

miligramo

minuto(s)

mililitro(s)

milimolar

milimol

milisegundo
normal- numero de transformacion
neomicinfosfotransferasa Il

Citrato de sodio

nanogramo(s)

nanémetro(s)

nucleotido(s)
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0OD600
OPD
P.
p35S
pb
PBS
PCR
PGR
pH
Plasmido-Ti
PM
PVP
gRT-PCR
RB

Rif
RIN
RNasa
RCF
rem
RT
ROX
SDS
Seg/s
Spec
SSC
SSTE
Strep
T

Ta

TA
Tab.
TBE
TBS
TDZ
TE

Tris

densidad 6optica 600 nm

orto-fenilendiamina

Populus

promotor 35S

pares de bases

bufer fosfato salino

reaccion en cadena de la polimerasa

reguladores de crecimiento

potencial Hidrégeno

plasmido inductor de tumor

peso molecular

polyvinylpyrrolidon

Real-Time PCR cuantitativa

right border (borde derecho)

rifampicina

numero de integridad del ARN

ribonucleasa

fuerza centrifuga relativa

revoluciones por minuto

transcripcién reversa

rhodamin X

sodium dodecil sulfate

segundo(s)

spectomicina

salt sodium citrate

natriumdodecylsulfat-Tris-HCI-EDTA

streptomicina

timina

temperature de Annealing

temperature ambiente

tabla

tris-borato-EDTA

tris buffer saline

thidiazuroén

tris-EDTA

tris-(hidroximetil)-aminometano
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ubig. ubiquitina

UDP uridindifosfato

UMSP Universal-Microscope-Spectrophotometer

USA Estados unidos de América

uv ultravioleta

\% volts

Vol volumen

WPM Woody Plant Medium

WT Wild type

X-gal 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido
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Resumen

El alamo se ha convertido en un organismo forestal modelo para estudios fisioldgicos,
genomicos y moleculares. Se considera un arbol ideal en los estudios de genética forestal
y biotecnologia, por su rapido crecimiento, su capacidad de reproduccién vegetativa,
genoma relativamente pequefio y facilidad de transformacién con Agrobacterium,
sumados a su importancia econémica a nivel mundial y nacional. La liberacion al medio
de dlamos genéticamente modificados (GM) tiene limitantes, tanto desde el punto de vista
ambiental, como comercial y de percepciéon publica. En lo relacionado al impacto
ambiental, muchos cuestionan el largo tiempo que estara presente el arbol GM en el
medio, por lo que existirian riesgos asociados con flujo génico. Si fuese posible obtener
arboles GM estériles, se evitarian estos riesgos, dado que el arbol no produciria polen, con
la ventaja adicional de redireccionar la energia en el crecimiento vegetativo, lo cual
implicaria un menor tiempo de rotacion. Sin embargo, para poder evaluar la esterilidad,
es necesario que estos individuos florezcan. La mayoria de los dlamos no florecen antes
de los siete afios de edad, y a muchos les toma mas tiempo. Esto no sélo impone una
restriccion de la aplicabilidad de técnicas genéticas experimentales convencionales, sino
que, una vez introducido un gen de esterilidad, el tiempo para poder evaluarlo es muy
largo. Esta tesis tuvo el propdsito de trabajar con Populus tremula L. como arbol modelo
y con P. deltoides e hibridos derivados. La hipétesis planteada fue que se puede acortar el
tiempo de evaluacién de dlamos GM androesteriles mediante la modificacién del tiempo
de la floracidn, a través de la expresion conjunta de dos transgenes. El objetivo general
fue optimizar un sistema de modificaciéon génetica de Populus sp para la incorporacion
de los genes de floracién precoz y androesterilidad (HSP::AtFT y PsEND1::barnase),
acelerando el tiempo de obtencion de lineas transgénicas dobles. Se logr6 ajustar un
meétodo eficiente de regeneracion de plantas in vitro de clones recalcitrantes de Populus
deltoidesy clones del hibrido Populus x euramericana. Se obtuvieron importantes avances
en la transformacion de P. deltoides y P. x euramericana, obteniéndose lineas transgénicas
portadoras del gen de floracion precoz para ambas especies, que regeneraron en plantas
completas. Este estudio representa un gran avance en la transformacion del P. deltoides y
P. xeuramericana siendo éstos los primeros alamos de estas dos especies con la

caracteristica de floracién precoz. Se obtuvieron lineas transgénicas dobles de P. tremula
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L., conteniendo tanto el gen de floracion precoz como el de androesterilidad (HSP::AtFT
y PsEND1::barnase) a partir de la transformaciéon genética en simultaneo, con dos
diferentes cepas de Agrobacterium tumefaciens. Esto permite acelerar notoriamente el
tiempo de transformacion cuando se quiere incorporar mas de un gen de interés a una
planta. Todas las lineas transgénicas fueron corroboradas por PCR con diferentes primers
especificos para cada gen y sus promotores respectivos y/o el gen de seleccion. Los
anadlisis de Southern blot han servido para confirmar las transformaciones y cuantificar
el nimero de copias en algunas de las lineas transgénicas. Se evalu6 el desarrollo de la
floracién precoz inducida por el constructo HSP::AtFT , al mismo tiempo que la
androesterilidad, inducida por la expresion del constructo PSEND1::barnase en plantas
de Populus tremula L. transgénicas. Confirmamos que el sistema HSP::AtFT en dlamos
combina una induccién de la floracion precoz con un normal crecimiento vegetativo. La
extraccion y tincidn de los granos de polen obtenidos confirma la fertilidad de las flores
obtenidas con este sistema. La combinacion del tratamiento de altas temperaturas con el
tratamiento de bajas temperaturas permite la obtencién de dlamos transgénicos con
flores fértiles, independientemente de la estacion del afio. Este sistema mostré ser
eficiente incluso en plantas muy pequefias. La etapa no reproductiva en esta especie es
generalmente de 7-10 afios, y pasoé a ser de 4-6 meses. Este sistema también nos permitio
realizar estudios relacionados a la esterilidad masculina. Con estos resultados podemos
inferir que el sistema PsEND1::barnase es efectivo para obtener aldmos masculinos
transgénicos estériles. Se logré mediante el sistema barnase disminuir/anular la calidad
y cantidad de polen viable en las plantas transgénicas. Este estudio tiene relevancia para
ensayos de contencidn genética. Disponer de este protocolo eficiente de transformacién
con genes de androesterilidad permitira en un futuro modificar genéticamente clones de
adlamo de interés local para introducir, junto con esta caracteristica, caracteres de
importancia silvicultural, de forma controlada. También se podran desarrollar clones de
alamos con floracion precoz para programas de mejora genética. Los resultados

obtenidos nos permiten aceptar las hipétesis planteadas.
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Summary

The Poplar has become a model tree for physiological, genomic and molecular studies. It
is considered an ideal tree in forest genetics and biotechnology studies, because of its
rapid growth, its vegetative reproduction capacity, relatively small genome and easy
Agrobacterium transformation, added to its economic importance at world level. The
release of the genetically modified (GM) poplars into the environment has limitations
from an environmental, commercial and public perception points of view. In terms of
environmental impact, there are many question about the long term that de GM tree will
be in the environment, so there would be risks associated with gene flow. If it were
possible to obtain sterile GM trees, these risks would be avoided, since the tree would not
produce pollen, with the additional advantage that they could re-direct the energy to the
vegetative growth, which would imply a less forest rotation time. However, in order to
assess sterility, the flowering is necessary. Most poplars do not flower before the age of
seven, and many of them take longer. This not only imposes a restriction on the
applicability of experimental conventional breedings, but, once introduced a sterility
gene, the time to evaluate it is very long. This thesis worked with Populus tremula L. as a
model tree and with P. deltoides and their derived hybrids. The hypothesis was that the
time of evaluation of steril GM poplars could be shortened with early flowering induction,
through the simultaneous expression of two transgenes. The general objective was to
optimize a Populus sp. genetic modification system for the incorporation of the early
flowering and male sterility genes (HSP::AtFT and PsEND1::barnase), accelerating the
time of obtaining double transgenic lines. An efficient in vitro plant regeneration method
for recalcitrant Populus deltoides clones and Populus x euramericana clones was adjusted.
Significant advances in the transformation of P. deltoides and P. xeuramericana were
obteined, obtaining transgenic lines carrying the gene of early flowering for both species,
which regenerated in complete plants. This study represents a great advance in the P.
deltoides and P. euramericana transformation, being these the first poplars of these two
species with the precocious flowering characteristic. Double transgenic lines of P. tremula
L. were obtained, with both the early flowering gene and the male sterility gene (HSP::
AtFT and PsEND1::barnase) from the simultaneous genetic transformation, with two

different Agrobacterium tumefaciens strains. This allows an important acceleration of the
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transformation time when more than one gene of interest is incorporated into a plant. All
transgenic lines were corroborated by PCR with different specific primers for each gene
and their respective promoters and / or selection gene. Southern blot analyzes have been
used to confirm the transformations and to quantify the number of copies in some of the
lines. The development of early flowering induced by the HSP::AtFT construct, along with
androesterylity, induced by the expression of the construct PSsEND1::barnase in
transgenic Populus tremula L. plants was evaluated. We confirm that the HSP::AtFT
system in poplars combines an induction of early flowering with normal vegetative
growth. The pollen grains extraction and tinsion has confirmed the fertility of the flowers
obtained with this system. The combination of the high temperatures treatment with the
low temperatures treatment allows the obtaining of transgenic poplars with fertile
flowers, independently of the year season. This system proved to be efficient even on very
small plants. The non-breeding stage in this species is generally 7-10 years, and went on
to be 4-6 months. This system also allowed us to carry out studies related to male sterility.
With these results we can infer that the Psend::barnase system is effective to obtain
sterile transgenic male poplars. It was achieved through the barnase system to decrease
/ negate the quality and quantity of viable pollen in transgenic plants. This study is very
important for genetic containment studies. Having this efficient transformation protocol
with male sterility genes the local poplars clones can be genetically modified with other
characters with silvicultural importance, in a controlled way. Poplar clones with early
flowering may also be developed for breeding programs. The results obtained allow us to

accept the hypotheses raised.
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Capitulo I: Introduccion y antecedentes
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1- El género Populus (alamos)

El género Populus sp., vulgarmente conocido como “Alamos”, comprende unas 40 especies

entre arboles y arbustos, tipicas de zonas templadas y frias septentrionales.
Taxondémicamente, segin Engler (1964), se clasifica como se indica a continuacién:
Subdivisidn: Angiospermae

Clase: Dicotyledoneae

Subclase: Archychlamydeae

Orden: Salicales

Familia: Salicaceae

Género: PopulusLas especies de éste género son arboles de un solo tronco, deciduos o
semiperennes. Muchas de ellas se reproducen clonalmente mediante la emision de brotes
de sus raices gemiferas (propiedad poco frecuente en arboles) o el enraizamiento de
tallos aéreos (estacas), caracteristica de gran importancia en el establecimiento y manejo
de sus plantaciones. Son dioicos y florecen antes de la emergencia de las hojas. Esta
sincronizacion garantiza la maxima polinizacidn por el viento (Eckenwalder, 1996). La
forma de la hoja varia sustancialmente entre las especies de Populus. Son siempre
simples, pero varian su forma: lanceoladas, estrechas a oval ancha o en forma de corazéon
(Dickmann et. al.,, 2001). Son probablemente los arboles de clima templado que crecen
mas rapido, un rasgo congruente tanto con su papel de especie pionera como con el de su
habito heterofilico de crecimiento. En su mayoria son colonizadoras de areas disturbadas
por inundaciones, fuego o hielo, en humedales, riberas, orillas de lagos y tierras elevadas
como sistemas fluviales de alta montafia o planicies de pie de montafia (Rood et al., 2007;

Braatne et al., 1996).

Prefieren suelos limosos, fértiles, profundos y aireados, con menos de 20-30% de arcilla,
de pH neutro (6,5 a 7) y sus requerimientos hidricos varian entre 2.000 y 8.000 m3

/ha/ano, dependiendo de las condiciones de sitio (Sanhueza, 1998). Las semillas son no-
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durmientes y se dispersan por el viento y el agua. Tienen altas tasas de germinacién, pero
solo son viables durante un par de semanas debido a sus escasas reservas, por lo que si

fracasan en germinar, perecen en pocos dias (Braatne et al, 1996).

Las especies de alamos pueden ser agrupadas de acuerdo a criterios morfolégicos y
ecologicos en categorias conocidas como Secciones. Tradicionalmente se ha reconocido
la existencia de 6 secciones a saber: Turanga, Leucoides, Aigeiros, Tacamahaca, Abaso y

Populus o Leuce.

* P_trichocarpa « P glauca * P nigra « P pruinosa « P tremula « P mexicana
* P. maximowiczii = P. heterophylla * P. deltoides = P. euphratica * P. tremuloides
* P_balsamifera = P. lasiocarpa * P. fremontii = P._ilicifolia + P alba

Figura 1.1: Taxonomia interna del género Populus. El género Populus se divide en seis secciones
(Briigmann, 2011).

Las especies utilizadas en este trabajo de investigacion, P. deltoides y el hibrido P. x
euramericana (P. deltoides x P. nigra), pertenecen a la seccion Algeiros, mientras que el P.
tremula pertenece a la seccién Populus. La primera secuencia del genoma disponible de
un dlamo fue derivado del clon Nisqually-1 de la especie P. trichocarpa. Se trata de un
representante de la seccion Tacamahaca. El tipo mas antiguo filogenéticamente es el P.
mexicana, Unico miembro de la Secciéon Abaso, en el extremo basal del género y tiene una

alta similitud con la hermana del género Salix (Eckenwalder, 1996).

La seccién Aigeiros y Populus son las mas interesantes desde el punto de vista forestal
para Argentina. La seccion Aigeiros contiene a las especies e hibridos mas importantes
del género Populus en todo el mundo. La seccion incluye dos dlamos de los méas conocidos:

el alamo negro, Populus nigra y el Populus deltoides Marshall, dlamo oriental.
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e Usos de sumadera
La madera de 4dlamo es muy preciada a nivel mundial debido a su alta versatilidad y a sus
principales propiedades, tales como liviandad, color claro, facilidad para ser

descortezada, encolada y todas aquellas tareas de remanufactura final (Castro, 2006).
En términos generales, segin Calder6n (2006), sus usos se pueden resumir en:
e Usos rurales
- Construcciones rurales
- Postes
e Usos industriales
- Madera para aserrado
Carpinteria, cajoneria, vigas laminadas, lapices, etc.
- Madera debobinada

Contrachapados, embalajes livianos, fésforos, palitos para helados, palitos para arroz,

etc.
- Madera triturada
Tableros aglomerados, OSB, pasta para papel
- Virutas de madera
e Usos medioambientales
- Tratamiento y reutilizacidon de aguas residuales
- Fitorremediacién
- Estabilizacion de riberas
- Dunas
- Retencién de carbono
« Usos energéticos

» Sistemas agroforestales
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e Otros usos

- Ornamental y forrajera

En Europa, la pasta, el papel y el cartén son los usos preferentes del alamo. Otros usos
importantes en Europa son embalajes (palets, cajas y jaulas) y tableros de madera
reconstituidos; estos ultimos son también un uso importante en Argentina y Ameérica del
Norte. Muchos paises producen contrachapados con especies de Salicaceas (alamos y
sauces). En Chile, la Federacion de Rusia, India, la Republica de Corea y Suecia se utilizan
para producir fésforos. La madera de construccion es un importante uso final en Turquia,
Finlandia y Argentina. En los Estados Unidos, un auge en la construccion de casas a raiz
del descenso de los tipos de interés, ha hecho que aumente la demanda de tableros
compuestos a base de dlamo. La artesania y los trabajos con mimbre son usos importantes
en Chile y la Federacion de Rusia. En Bélgica y Chile, se utilizan también en la fabricacién
de muebles. El uso de madera de dlamo como lefia o para producciéon de bioenergia ha
atraido alguna atencién, sobre todo en Europa, aunque actualmente solo es importante
en Suecia, Reino Unido y Turquia. En Egipto se utiliza localmente como lefia el Populus
euphratica, que crece naturalmente en tierras salinas recién saneadas. En Nueva Zelandia
se esta promoviendo la poda baja (trasmocho) de alamos y sauces para producir ramas

jovenes y follaje que se utilizan como forraje alternativo, en especial en épocas de sequia.

En varios paises se utilizan dlamos y sauces principalmente con fines medioambientales,
tales como proteccion del suelo y el agua, que constituyen servicios valiosos mas bien que
productos forestales. Juegan un rol de importancia en la mejora y conservaciéon del
ambiente, especialmente en la proteccion de las cuencas y cultivos; en la remediacion de
aguas y suelos contaminados, y en el balance de diéxido de carbono (Isebrand and

Karnosky, 2001; Pilipovic et al,, 2006; Schultz et al,, 2000; Wang et al.,, 1999).
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2- Populus sp en el contexto mundial

Alrededor de 70 paises cultivan alamos y sauces en combinacién con otras especies
forestales naturales, en plantaciones y como arboles separados en el paisaje (incluidos
sistemas agroforestales) (Ball et al, 2005). Se los puede encontrar en bosques nativos en
el hemisferio norte y en plantaciones en latitudes templadas de ambos hemisferios, ya
sea en macizos, cortinas o pequefios grupos de arboles aislados, segtin cual sea el objetivo,
o en sistemas silvopastoriles (Pincemin et al, 2007; Dickmann, 2006). Los informes de
los paises a la Comisién Internacional del Alamo (CIA), en 2004, indicaron que cubren
una superficie de mas de 80 millones de hectareas en todo el mundo. La Federacién de
Rusia, Canada y los Estados Unidos de América son los paises con mas extensas
superficies de bosques naturales de dlamos y sauces, mientras que China, India y Pakistan

cuentan con las mas extensas plantaciones.

La gran mayoria de los dlamos y los sauces crecen en bosques y arboledas naturales. En
todo el mundo, el 91 por ciento de los dlamos estan en bosques naturales, el 6 por ciento
en plantaciones y el 3 por ciento en sistemas agroforestales y como arboles fuera de los
bosques. La superficie total ocupada por los dlamos en condicién natural, que dan cuenta
los informes de los paises, es de mas de 70 millones de hectareas. El 97 por ciento de
ellas en Canada3, la Federacion de Rusia y los Estados Unidos, donde se utilizan sobre todo
para la produccion de madera. En los otros paises principales con bosques naturales de
alamos (Tabla 1.1), se cultivan principalmente con fines medioambientales como

conservacion in situ, proteccion del suelo y del agua y restauracion del paisaje.
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Pais Superficie

(1 ooo ha)
Canada 28 300
Federacion de Rusia 21900
| Estados Unidos 17700
China 2100
Alemania 100
Finlandia 67
Francia 40
India 10
Italia 7

Tabla 1.1 Principales péises con bosque naturales de dlamos. Fuente: Ball et al,, 2005

Plantaciones y arboles fuera de los bosques.

Basicamente, los alamos son endémicos en el hemisferio norte. Tal como se describe en
Willing & Pryor (1976) y el IPC (2004), las plantaciones de alamo antropogénicas también
se pueden encontrar en el hemisferio sur, especialmente en Argentina (63.500 ha), Chile
(15.000 ha), pero también en Africa del Sur, Australia y Nueva Zelanda. La superficie
mundial de plantaciones de dalamos (para produccion de madera o con fines
medioambientales, o en sistemas agroforestales) era 6,7 millones de hectareas, de las
cuales 3,8 millones de hectareas (56 por ciento) se destinaban principalmente para
produccion de madera y 2,9 millones de hectareas para fines medioambientales. El 30
por ciento de la superficie total plantada estaba en sistemas agroforestales, a los que
corresponde también el 40 por ciento de la produccién mundial de madera de alamo.
China tiene el 73 por ciento de la superficie total mundial de plantaciones de dlamos
(Tabla 1.2), lo que incluye el 53 por ciento de las plantaciones mundiales para la
produccién de madera, casi todas las plantaciones con fines medioambientales y el 49 por
ciento de las plantaciones en sistemas agroforestales. India tiene también el 49 por ciento
de las plantaciones agroforestales. Mas de la mitad de las plantaciones de dlamos y sauces

en sistemas agroforestales y fuera de los bosques son de propiedad publica.

31



Pais Superficie

(1 ooo ha)
China 4900
India 1000
Francia 036
Turquia 130
Italia 119
Argentina 64

Tabla 1.2 Principales paises con bosque de cultivo de alamo. Fuente: Ball et al., 2005.

Tendencias de la produccion

Las extracciones anuales de alamedas naturales fueron importantes, segtn los informes,
se extrajeron en la Federacion de Rusia 100 millones de m3 y en Canada, 16 millones de
m3. Cinco paises (Turquia, China, Francia, Italia y la India) informaron sobre extracciones
anuales de mas de un millén de metros cibicos de madera de alamo de plantaciones.
Todas las extracciones de la India procedian de sistemas agroforestales. La produccion
agroforestal fue también importante en Italia (0,5 millones de m3) y en China (0,2
millones de m3). En el pais asiatico se prevé una importante expansion de las
plantaciones de dlamos como parte del plan nacional para aumentar considerablemente
la produccién de pasta de madera. Ademas, seis proyectos de plantaciones para
produccion de madera y proteccion de la tierra, iniciados en 2002, incluyen alamos y
sauces. Estas plantaciones cobraran mas importancia frente a los bosques naturales en el

suministro de madera. (IPC, 2004).

3- Populus en Argentina

En Argentina, la superficie de bosques plantados, se estima en 1.200.000 ha
aproximadamente, de las cuales, un 10% estan representadas por salicaceas (Populus sp
y Salix sp). Se cultivan alrededor de 64.000 ha, 23.500 ha bajo sistemas agroforestales y
40.500 ha en macizos, ocupando asi, el tercer y décimo lugar de importancia a nivel
mundial respectivamente (Cortizo, 2011; Ball et al, 2005). Con un valor destacado en la
produccion forestal Argentina, las salicaceas ocupan el tercer lugar respecto a volimenes

de madera extraidos anualmente y a cantidad de superficie plantada, por debajo de los
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géneros Pinus y Eucalyptus. Segun las estadisticas del Ministerio de Agricultura,
Ganaderia y Pesca de la Nacion (MAGyP, 2010), la extraccidon de productos forestales
totales de bosques plantados en Argentina puede dividirse en: 60% pertenecientes a
especies de coniferas, 32% a latifoliadas del género Eucalyptus, 7% a latifoliadas
pertenecientes a Salicaceas y 1% a la extraccion de otras especies. Del total del consumo
aparente de rollizos de bosques plantados, aproximadamente el 50 % tiene como destino
la elaboracién de pasta celulésica, el 30 % la industria de la madera aserraday el resto se
distribuye entre la produccién de chapas de madera mediante corte a la plana (faqueado)

- desenrollo (debobinado) y la produccién de tableros.

Entre las especies del género Populus, 1a variedad deltoides y los cultivares de la variedad

hibrida euramericana son los mas representativos (MAGyP, 2014; Marquina et al., 2006).

Las principales areas productivas son el Delta del Rio Parang, Cuyo, Patagonia y zonas de
secano de la Provincia de Buenos Aires, cada una con particularidades que definen las
especies utilizadas, las caracteristicas de las plantaciones y su finalidad (Cortizo, 2011).
En las regiones aridas de Mendoza y el Alto Valle del Rio Negro (Neuquén y Rio Negro),
ademas de las provincias de La Pampa y Santiago del Estero, los alamos son cultivados en
un ambiente que se caracteriza por un déficit hidrico y un suelo suelto de textura arenosa,
con provisién de agua en forma de riego (Comisién Nacional del Alamo, 2000). En éstas
areas se ha desarrollado una actividad foresto-industrial que atiende la demanda de
cajoneria y materiales de empaque. Por ejemplo, en Mendoza, el 50% de la produccién
actual de madera se destina a aserrado y cajoneria, y el resto a la produccion de tableros
aglomerados (ocasionalmente se registra un 10% destinado a pastas que es consumido
en Buenos Aires) (Comisiéon Nacional del Alamo, 2000). En el Alto Valle, el 90% de la
madera rolliza producida se destina a la industria del aserrio (principalmente para
cajoneria de empaque de frutas) y el 10% restante se destina al debobinado (Comision
Nacional del Alamo, 2000). En Patagonia, las Saliciceas, con una superficie de unas
20.000 ha, aportan alrededor del 80% del volumen de madera extraida de bosques
plantados, superando también a las principales especies nativas, como la lenga
(Nothofagus pumilio) y el ciprés de la cordillera (Austrocedrus chilensis) (Valor agregado,
2005). La madera extraida se utiliza principalmente en la elaboraciéon de envases y

embalajes (42%); tableros multilaminados y aglomerados (25%); en la construccién
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(26,5%); y en la extraccion de celulosa (6,5%) (Davel et al., 2008). Se estima que la
superficie de alamo en la region se va a mantener e incluso a incrementar, debido a la
existencia de un area con condiciones ecolégicas y de sitio aptas para producir madera
de alta calidad y con altos rendimientos por hectarea. A lo anterior, se suman la
disponibilidad de planes de promocién de plantaciones forestales y la recuperacion de la

competitividad de los envases de madera. (Serventi y Garcia, 2004).

El Delta, debido a su cercania a los centros de consumo y a su aptitud productiva, ha sido
y es la principal region de cultivo de Salicaceas, contando en la actualidad con la mayor
superficie forestada (Borodowski y Suarez, 2005), de aproximadamente 57.539 ha
(MinAgri, 2012). En la region pampeana, los mayores emprendimientos forestales con el
género Populus se localizan en el centro-norte de la provincia de Buenos Aires y sur de la
provincia de Santa Fé (Achinelli et al., 2004). Tradicionalmente, la pulpa, el papel y el
cartén han sido los destinos principales de la producciéon de dlamo. En los dltimos afos
se ha incrementado su uso para obtencion de productos de madera sé6lida, como madera
de construccién, contrachapado, tablero de particulas y chapa laminada, ademas de

palets y cajones (Ball et al., 2005; Stanton et al., 2002).

Actualmente, en nuestro pais, las plantaciones comerciales estdn constituidas
principalmente por cuatro clones de Populus deltoides: ‘Australiano 129/60’, ‘Australiano
106/60°, ‘Stoneville 67’ y ‘Carabelas INTA’; y un clon de P. x euramericana (P. x
canadensis) el ‘Ragonese 22 INTA’ (EX 568-1). Son clones con buenos rendimientos
volumétricos y resistentes a roya y a cancrosis. La tolerancia a la sequia varia
significativamente entre los diferentes genotipos de Populus deltoides (Wullschleger et
al, 2009). En general, estos clones necesitan suficiente humedad para mantener las altas
tasas de crecimiento caracteristicas de este género (Wullschleger et al., 2009). El Populus
deltoides y otras especies de Populus de crecimiento rapido, producen biomasa maxima

bajo riego o cuando estan creciendo en habitats riberefios (Wullschleger et al., 2009).

Los avances relevantes en el mejoramiento genético de estos clones se dirigieron
principalmente a la resistencia a epifitias de efectos devastadores, que obligaron a la
busqueda permanente de nuevos materiales. Sin embargo, se hace necesario continuar
con la producciéon de material mejorado que asegure la adaptabilidad, productividad y

sostenibilidad de las plantaciones de alamos a situaciones cambiantes (Cortizo y
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Monteverde 2006). Estas plantaciones, presentan ciertas limitantes y restricciones,
debidas a factores bioticos y abidticos. La competencia de las malezas tiene un
pronunciado efecto en la disminucién de los dos parametros de mayor significancia
silvicultural: la supervivencia y el crecimiento inicial de los arboles jévenes. Estos
aspectos adquieren especial relevancia en los dlamos, los cuales son considerados
exigentes en cuanto al suministro de agua y nutrientes, y muy sensibles a la interferencia
por malezas en la fase de establecimiento (Achinelli et al., 2003). Actualmente, existe una
gran preocupacién por la aparicion de dos nuevas plagas en el Delta, la “avispa
taladradora de las latifoliadas” (Tremex fuscicornis, Himendptera, Siricidae), y los
“escarabajos de ambrosia” de la tribu Xyleborini (Xyleborus spp.; Xylosandrus crassisculus
y Ewalacea validus); todos catalogados de caracter exdtico cuarentenario e invasivo para
la region del Delta del Parana (AFoA, 2013) y también a nivel internacional. Disminuyen
la calidad de la madera con destino a debobinado o aserrado, impactando en la cadena
foresto industrial, siendo mayormente afectados los pequefios y medianos productores,
que terminan obligados a vender la madera a precios menores y con destino hacia la
industria del triturado. (Buenos Aires Forestal, 2013). No existen actualmente, clones
resistentes a estas plagas. Otra de las grandes amenazas de las plantaciones actuales son
los dafios producidos por el taladro grande de los forestales (Platypus mutatus Chapuis)
y su expansion a nuevas areas de cultivo, por la falta de conocimiento del cultivo, de los

sitios y clones adecuados.

Existe la necesidad de mejorar e incrementar las plantaciones como forma de contribuir
a satisfacer las necesidades futuras de madera y como parte de las estrategias nacionales
y mundiales de ordenacidn forestal. Las plantaciones suministran actualmente sélo el 7
al 10% de la produccién mundial de madera comercial, y la extension de superficie
plantada debe incrementarse. El establecimiento de plantaciones que puedan
suministrar eficientemente productos de madera y pasta de papel y, por lo tanto, reducir
la demanda de madera procedente de bosques virgenes es un método potencial para
disminuir las tasas de deforestacién. Sin embargo, para que las plantaciones cumplan con
esta demanda, deben ser mucho mas productivas que los bosques naturales, por lo que
es esencial generar programas de mejoramiento forestal para la seleccidn de individuos
genéticamente superiores de grandes poblaciones y su multiplicacién mediante el uso de
semillas o por reproduccion asexual (Fenning y Gershenzon, 2002). Este objetivo
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encuentra diversos inconvenientes, entre ellos, la necesidad de obtener Aarboles
mejorados en corto tiempo. Lamentablemente, la mejora de arboles requiere mucho mas
tiempo que las plantas anuales. Los principales limites a un mejoramiento rapido son: a)
el largo intervalo generacional, asociado con la baja correlacidn entre formas juveniles y
adultas, y la prolongada fase juvenil con respecto a la fase de floraciéon; b) la reducida
eficacia de la seleccion en lo que respecta a muchos caracteres, debido a la baja
heredabilidad o a la dificultad para realizar una evaluacién; c) el hecho de que sélo se
explote una parte de la variacién genética disponible debido a la utilizacién de huertos de
polinizacion libre; d) la ardua labor que implica la seleccién de las especies mas

promisorias.

El proceso del mejoramiento genético forestal necesario para obtener arboles que tengan
las caracteristicas deseadas para realizar una plantacién comercial, implica el desarrollo
de poblaciones genéticamente superiores en una o varias caracteristicas (por ejemplo,
crecimiento, forma, calidad de madera, etc.), respecto de las corrientemente utilizadas y
su utilizacién operativa a través de la produccién de semillas o clones de individuos
mejorados. Como tal, el proceso implica una constante evolucién para dar respuesta a
factores bioticos (aparicion de nuevas plagas y enfermedades, etc.) y abidticos (factores

climaticos, demandas por desarrollo de nuevos productos, etc.) cambiantes.

4- Biotecnologia Forestal

Para el afio 2050 se estima que se triplicard la demanda de madera de los bosques y
plantaciones (WWF, 2015). Este incremento esta relacionado con el incremento global de
la poblacién mundial, que ejercera una presiéon importante sobre la biodiversidad forestal

y los productos a base de madera.

Los avances tecnoldgicos en silvicultura, manejo de tierras y la generacion de
herramientas biotecnoldgicas contribuirdn para mejorar la productividad y la

sostenibilidad de los bosques naturales y plantados.

La biotecnologia moderna ofrece alternativas tecnolégicas para superar las limitaciones
del mejoramiento tradicional de especies forestales, anteriormente citadas y contribuye
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a cumplir los dos objetivos basicos y clasicos de la gestion forestal: el mantenimiento y la
ordenacidon de la diversidad de los bosques naturales, y la mejora genética de las
plantaciones forestales. Los beneficios potenciales de la biotecnologia son aiin mayores
en la silvicultura que en la agricultura, ya que en muchos casos permitira acelerar los
procesos de mejoramiento de especies arboreas. Los problemas de producciéon o de
rendimiento con que tropiezan los silvicultores no son menos urgentes que los que
enfrentan los agricultores. Sin embargo, la biotecnologia moderna debe considerarse
como un conjunto de instrumentos que complementan las tecnologias convencionales.
Aunque ofrece oportunidades interesantes, sobre todo para la conservacion genética y
para aumentar la produccién de madera, se necesita un enfoque prudente que examine,
caso por caso, su integracion en los programas de conservaciéon y mejoramiento a largo

plazo.

Las aplicaciones biotecnoldgicas en especies forestales se basan en tres grandes areas de

actividad, frecuentemente interconectadas (Haines, 1994):

a) Técnicas de cultivo de tejidos, que aumentan la tasa de multiplicacién vegetativa y
permiten la produccién a gran escala de materiales uniformes. b) Técnicas basadas en
marcadores moleculares, que pueden usarse, entre otras cosas, para: i) cuantificar la
diversidad genética entre poblaciones y arboles individuales; ii) identificar genotipos en
estudios taxon6émicos, estudios biologicos y de "identificacién genética"; y iii) localizar
genes que determinan caracteristicas cuantitativas econémicamente importantes; c)

Técnicas de ADN recombinante, para la transformacion genética de especies forestales.

El dlamo se ha convertido en un organismo forestal modelo para estudios fisioldgicos,
genomicos y moleculares (Jansson y Douglas, 2007; Taylor, 2002; Wullschleger et al.,
2002). Se considera un arbol ideal en los estudios de genética forestal y biotecnologia, en
regiones templadas y boreales, por su rapido crecimiento, su capacidad de reproduccién
vegetativa, genoma relativamente pequefio y facilidad de transformaciéon con
Agrobacterium, sumados a su importancia econdmica a nivel mundial (Strauss et al,
2003, Xia Ye, et. al,, 2011; Marchadier y Sigaud, 2005). Entre 1994 y 2004 el Populus fue
el segundo género arboreo mas usado en los estudios de biotecnologia en general
(después del Pinus) y, el mas utilizado en la modificacidon genética en todo el mundo. La

primera especie arborea forestal para la que se determind la secuencia del genoma
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completo fue un alamo, el P. trichocarpa, trabajo que se realiz6 en el afio 2004 (Oak Ridge

National Laboratory, 2004; JGI, 2004).

Un estudio realizado por FAO (2004), identific6 76 paises que realizan investigacion
aplicacion de biotecnologia forestal. La mayoria se realiza en paises desarrollados (68%).
Regionalmente, las actividades de biotecnologia forestal son muy numerosas en Europa
(39%), Asia (24 %) y América del Norte (23 %), y menos numerosas en Oceania (6 %),
América del Sur (5 %), Africa (3 %) y resto del mundo (menos de1%). La investigacién
abarca por lo menos 140 géneros, la gran mayoria de los trabajos (62 %) se ha enfocado

en solo seis (Pinus, Eucalyptus, Picea, Populus, Quercus y Acacia).

Modificacion genética de arboles

La ingenieria genética, amplié considerablemente los limites de disponibilidad de genes
impuestos por la incompatibilidad sexual en el mejoramiento convencional de plantas.
Permite introducir genes provenientes no sélo de otras especies vegetales muy alejadas
desde el punto de vista de la evolucién, sino incluso de hongos, virus, bacterias y animales,
lo que representa un medio versatil y preciso para producir variedades mejoradas en un
corto plazo. Mediante la tecnologia de ADN recombinante se puede modificar el genoma
de los arboles. Para introducir nueva informaciéon genética, deben satisfacerse dos
requisitos: disponer de un método para la regeneracion in vitro de la especie de interés y
contar con un método de transformacidon genética eficiente. Por lo que concierne a la
regeneracion, con las técnicas de cultivo de tejidos pueden obtenerse, en teoria, plantas
completas a partir de cualquier célula o tejido. Su uso resulta, pues, indispensable para la
regeneracion de arboles modificados genéticamente que contengan la nueva informacion
genética.

La introduccion de genes en arboles se realiza a menudo usando sistemas de
transformacién basados en Agrobacterium tumefaciens. En dichas especies, la
transformacién se obtiene generalmente por bombardeo con microparticulas (método
directo). La transformacion genética en especies forestales ha sido mas limitada que en
cultivos agricolas. Los éxitos en este tipo de especies son hasta el momento limitados

debido a los problemas asociados a la regeneracion de las plantas, especialmente si se
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considera que muchas especies forestales son ain consideradas recalcitrantes al cultivo
in vitro y que la transformacion de una nueva especie depende de su capacidad de

regeneracion en plantas completas (Marcucci et al., 2010).

Los dos objetivos mas importantes en la investigacion en ingenieria genética forestal son
el aumento en la producciéon de biomasa y los cambios en la estructura de la madera.
Otros objetivos se relacionan con la introduccidn de resistencia o tolerancia a los estreses
bidticos y abiodticos (como sequias, heladas, inundaciones, alta salinidad, plagas y
enfermedades, etc.). La utilizacion de arboles transgénicos se deberia limitar a las
plantaciones comerciales, mientras que, como criterio general, esta tecnologia no deberia
aplicarse en la mayor parte de los bosques naturales (Marcucci et al., 2010; Fladung &

Ewald, 2006; Sharry, 2005).

5- Modificacion genética del género Populus

Transformacion genética del género Populus

El dlamo fue el primer arbol forestal genéticamente modificado (GM) liberado
comercialmente; la Administracién Forestal Estatal de China aprob6 en 2002 la
plantacion comercial de dlamos GM, y a fines de ese afio se habian plantado en China mas
de 1,4 millones de dlamos GM resistentes a insectos (Marchadier y Sigaud, 2005). El
segundo arbol modificado genéticamente aprobado para su comercializacién es un
eucaliptus GM, desarrollado en Brasil, por la empresa FuturaGene Brasil Tecnologia Ltda.,
tras 14 afios de investigacion. Al mismo se le incluy6 un gen de la especie Arabidopsis
thaliana que acelera su crecimiento. La Comisién Nacional Técnica de Bioseguridad
(CTNBio) aprobé el 9 de abril de 2015 su liberacion al medio. Sin embargo en nuestra

region ain no hay reportes de alamos modificados genéticamente liberados.

El primer alamo transgénico (tolerante a herbicidas), fue obtenido utilizando métodos
indirectos (mediado por Agrobacterium) por Fillati y colaboradores en 1987. A partir de
ese trabajo numerosos genes fueron utilizados para transformar distintas especies de
Populus con diversas variantes, que incluyen el genotipo, el tipo de explante, el
procedimiento de seleccidn, los genes introducidos in vitro, el objetivo y la cepa de A.

tumefaciens o de A. rhizogenes utilizada (sin ser exhaustivos: Hai et al., 2016; Min et al.,
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2014; Zhou et al., 2014; Molina Rueda et. al., 2013; Shim et. al., 2013; Yan Huang et al,
2012; Kim et al, 2011; Voelker et al, 2010; Song et al, 2006; Fladung, et. al, 2004;
Campbell, et al,, 2003, 1997; Meilan., et al, 2002, 2000; Brunner et al., 2000; Eriksson et
al.,, 2000; Confalonieri, et al., 2000; Hu et al.,1999; Rotino, 1997; Strauss, et al, 1997;
Wang et al., 1996; Tuominen et al., 1995; Brasileiro et al., 1992, 1991; Leplé et al., 1992),
que permitieron mejorar la eficiencia de transformacién (Xi Ye et al., 2011; Busov et al.,

2010; Meilan & Ma, 2006).

Actualmente la tendencia en la modificacion de dlamos es hacia la obtencion de bioetanol,
dendroenergia (Costa et al, 2013; Dubouzet et al, 2013; Ye et al, 2011) o para
fitorremediacion (Lee at al, 2012; Guerra et al, 2011). Se ha avanzado en el impacto
ambiental que podrian tener los arboles modificados genéticamente, estudiando
plantaciones experimentales a campo de alamos GM, que han permitido obtener
informacion sobre las intereacciones de este tipo de arboles con los distintos
compartimientos de un ecosistema (Danielsen et al., 2013; Winder et al., 2013). También
en la estabilidad de los genes incorporados, teniendo en cuenta la longevidad de estas
especies, y la permanencia en el campo de estos organismos, que los diferencian de otros
cultivos GM ya comercializados. Todos estos estudios se direccionan a investigar
cuestiones relacionadas con la bioseguridad de arboles genéticamente modificados.

(Fladung et al., 2013; Vettori et al., 2016).

Los ultimos avances en transformacién genética de arboles tienen el foco en la liberacién
segura al medio de estos organismos (bioseguridad), para luego poder insertar otros
genes de interés y evitar la transferencia de polen al medio. En este sentido, se han
probado estrategias para promover la floracién precoz y acortar los tiempos de los
arboles para alcanzar la fase reproductiva no sélo para poder acelerar los programas
convencionales de mejoramiento, sino también evaluar la transferencia vertical de genes

para estudios de bioseguridad (Hoenicka et al., 2012; Hoenicka et al, 2006).
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Manipulacion genética de células vegetales usando Agrobacterium tumefaciens
-Vectores Binarios

Estos son los vectores mas usados para la transformacién de plantas y se encuentran en
una gran variedad. En este sistema Agrobacterium tiene dos vectores: uno que contiene
la regién del T-ADN con el gen de interés y otro vector que contiene la regién vir. Los
vectores binarios Ti tienen sitios de replicacién para Escherichia coli y A. tumefaciens,
permitiendo el desarrollo de técnicas de manipulacién in vitro en E. coli (Hellens y
Mullineaux, 2000). Dentro de los vectores simples binarios se encuentran pBIN 19, pC22,
pGA482, pPCV001, pGreen y pCAMBIA entre otros. Su principal diferencia radica en el
tamafio, el numero de sitios de restriccion del ADN-T, la presencia de genes reporteros,
los origenes de replicacion y el antibiotico de seleccion en bacterias y plantas (Hellens y
Mullineaux, 2000). Se han realizado modificaciones de estos vectores mediante la
introduccién en el cromosoma de Agrobacterium ya sea la region del ADN-T o la region
vir. Cuando la region T esta integrada en el cromosoma, la region vir es parte el pladsmido
Ti y viceversa. Otras modificaciones también han permitido obtener cepas
hipervirulentas de Agrobacterium capaces de mediar la transformacién de cereales. Las
cepas hipervirulentas contienen en el vector binario un cassette extra de genes vir B, Cy
G (Khanna y Daggard, 2003). La construccién de vectores binarios con sitios de
reconocimiento de endonucleasas permite el ensamblaje de cassettes flanqueados por
estas secuencias, para la construcciéon de vectores de transformaciéon de plantas que
contienen multiples cassettes de expresion. Este sistema permitié la transformacion y
expresion de seis genes en Arabidopsis thaliana (Goderis et al., 2002). En la actualidad
estan disponibles una amplia variedad de vectores Ti que los investigadores pueden
escoger de acuerdo a sus necesidades y capacidad tecnoldgica. (Valderrama Fonseca et.

al,, 2005).

- Bectores binarios con tecnologia GATEWAY™

En el campo de la biologia molecular, la tecnologia de clonacién se ha convertido en una
herramienta indispensable permitiendo el andlisis funcional y/o de expresién de genes;
en los ultimos afos esta tecnologia ha tenido avances considerables, al desarrollarse un

nuevo sistema de clonacién llamado GATEWAY® (Invitrogen), que provee una forma
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mas facil, rapida y eficiente para clonar genes o fragmentos de ADN de interés. El sistema
de clonacion GATEWAY® reemplaza las endonucleasas de restriccidn y la ligasa, por una
serie de recombinaciones de sitios especificos, a través de las cuales se pueden transferir
segmentos de ADN entre diferentes vectores. Este sistema se basa en las reacciones de
recombinacion que el bacteriéfago A lleva a cabo en la bacteria E. coli, mediadas por
enzimas codificadas por ambos microorganismos. Los sitios de recombinaciéon se
denominan attP, attB, attR y attL, dichos sitios solo se pueden recombinar en una forma
especifica: los sitios attB se recombinan con los sitios attP, y los sitios attL se recombinan
con los sitios attR; por lo que las reacciones de recombinacién se conocen como: reaccién
BP y reaccion LR respectivamente. La reaccién LR es la recombinacion entre un vector
DE ENTRADA y un vector DESTINO, realizada por una mezcla de enzimas llamadas
CLONASA LR, esta reaccion transfiere fragmentos de ADN del vector DE ENTRADA al
vector DESTINO para crear un vector DE EXPRESION. El vector DESTINO ademas del gen
de resistencia a algun antibiotico, contiene un gen letal para E.coli denominado ccdB, la
proteina codificada por éste gen interfiere con el reconocimiento de la ADN girasa,
causando que el cromosoma se corte en pedazos por lo que, al no ser llevada a cabo de
manera correcta la recombinacidn, las bacterias transformadas moriran, garantizando
una eficiencia de hasta el 99%. La reaccion BP es lo inverso a la reaccion LR, transfiriendo
fragmentos de ADN de un vector DE EXPRESION a un vector DONADOR, para producir
nuevamente un vector DE ENTRADA, creando de esta manera un ciclo. Esta reaccion es
catalizada por una mezcla de enzimas llamada CLONASA BP. Este sistema de clonacién
cuenta con ventajas interesantes como: transferir uno o mas fragmentos de DNA dentro
de diferentes tipos de vectores de manera paralela, mantiene el marco de lectura y la
orientacion del segmento de ADN transferido, debido a su alta eficiencia minimiza la
necesidad de chequeo de colonias transformadas; practicamente cualquier vector se
puede convertir en un vector compatible con este sistema creando un vector DESTINO;
el proceso de clonacion es mas facil y rapido. Todas estas caracteristicas hacen del
sistema GATEWAY® una herramienta util en el proceso de clonacion, por lo que

actualmente, es empleado ampliamente en la biologia molecular.
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Expresion de genes transferidos

La expresion de genes foraneos en una planta transformada con Agrobacterium, puede
estar controlada por promotores constitutivos (Graham, et al., 1998) o por promotores
especificos o inducibles (Barton y Dracup, 2000). Dentro de este grupo de promotores
constitutivos, se incluyen los pocs y pnos de los genes del ADN-T de octopina y nopalina,
respectivamente, y los de tipo viral como el 19S y el 35S del virus mosaico del coliflor
(CaMV) (Graham, et al., 1998). Particularmente, el promotor CaMV 35S, es muy utilizado
ya que se caracteriza por un mayor y mas estable nivel de expresion que los promotores
de opinas, hecho que se traduce en un incremento en la eficiencia de los genes
marcadores reporteros y de seleccion (Orozco y Narvaez, 1994). Por otro lado, los
promotores especificos pueden determinar la expresion del ADN foraneo en ciertos
tejidos; de esta forma se restringe esta expresién a raices, hojas u otras areas en donde
es deseada (Lai y Lai, 1993), o pueden ser inducidos durante el ciclo de vida de la planta;
asi, ciertos promotores responden a sefiales quimicas, estrés hidrico, temperatura, dafio
mecanico y luz entre otros. Por ejemplo, un promotor inducible con la luz es del gen cab,
que codifica para la mayoria de las proteinas de la clorofila a/b (Barton y Dracup, 2000).
Ademas de los promotores, se incluyen secuencias de terminacién de la transcripcion,
que pueden ser la del gen nopalina sintetasa del ADN-T de Agrobacterium.
Adicionalmente, los plasmidos portan sitios de corte para enzimas de restriccion, este
conjunto debe ser insertado entre secuencias borde del ADN-T (Graham, et al., 1998;

Grierson y Covey 1991).

Modificacion de la floracion

Las especies forestales alcanzan la madurez reproductiva s6lo después de muchos afios
o incluso décadas de crecimiento juvenil (Weigel and Nilsson 1995; Hoenicka and
Fladung 2006). Por lo tanto, los arboles de floraciéon precoz, ya sean naturales o
transgénicos, son muy importantes como herramienta tanto para el mejoramiento de
estas especies como para la investigacién en bioseguridad. Lograr sistemas eficientes de
alamo de floracidon temprana permitiria estudios mas rapidos sobre contencion génica.

Sin embargo, los primeros estudios de bioseguridad que siguieron esta estrategia,
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mostraron la importancia de mejorar los sistemas de floracién temprana de los alamos.
(Hoenicka et al., 2006, Hoenicka et al., 2012).

La modificacion de la floracion (promocion, inhibiciéon y determinacion del sexo) es
también un objetivo interesante para acelerar la mejora genética de especies lefiosas. La
induccién de la floracién precoz en dlamo transgénico con el gen de FLORACION LOCUS
T, procedente de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh (pHSP: AtFT), permiti6 obtener algunas
flores fértiles, acortando la fase reproductiva de los habituales 7-10 afios a
aproximadamente so6lo 1 afio (Hoenicka et al., 2014). La mayoria de los genes implicados
en la regulacién de la floracién fueron descubiertos en Arabidopsis (revisado en Liu et al.,
2009). Sin embargo, los genes del momento de la floraciéon también han sido estudiados
en plantas lenosas, como el abedul (Elo et al., 2007, 2001,), el dlamo (Bohlenius et al,
2006, Hsuetal, 2006; Rottmann et al., 2000,) y la manzana (Wada et al, 2002). Diferentes
estrategias de floracion temprana basadas en la transferencia genética de un gen del
tiempo de floracién impulsado por un promotor de genes, como el promotor por choque
térmico (HSP) y el promotor 35S, fueron propuestos para el alamo. Los genes de
Arabidopsis de tiempo de floracion Leafy (Schultz & Haughn, 1991) y el locus T de
floracion (Blazquez & Weigel, 1999) permitieron la induccion de la floracion precoz en
Populus (Zhang et al., 2010 Rottmann et al, 2000; Weigel & Nilsson 1995). Ademas, se ha
demostrado que los transgenes pueden inducir una floracién precoz en los arboles de
manera mas eficiente que los cisgenes (Flachowsky et al., 2010, Trankner et al., 2010;
Rottmann et al., 2000). Posiblemente, los transgenes son menos propensos a los

"represores endogenos” que los cisgenes.

La transformacion genética de Populus con los genes AtLFY (Weigel & Nilsson, 1995),
AtFT (Zhang et al.,, 2010), PTLF (Rottmann et al.,, 2000), PtFT1 (Boehlenius et al., 2006),
PtFT2 (Hsu et al,, 2006) y MdFT2 (Trankner et al, 2010) promovieron de forma exitosa
el desarrollo de la floracién. El gen-constructo HSP::AtFT indujo de manera eficiente la
floracion precoz en Populus (Hoenicka et al, 2012; Zhang et al., 2010). Sin embargo, estos
y otros modelos, presentan una alta esterilidad en las flores obtenidas. El estrés por calor
producido para la activacién de los genes de floracién, en algunos de los constructos, han

sido propuestos como la causa de estos resultados (Hoenicka et al,, 2014).
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La morfogénesis de las plantas se basa en intrincadas interacciones entre senales
ambientales y desarrollo de programas genéticamente codificados. El desarrollo
reproductivo en las plantas también esta influenciado por muchos factores ambientales.
Se han estudiado las alteraciones inducidas por el estrés en el programa reproductivo, la
esporogénesis (micro y megasporogénesis) y la gametogénesis (micro y
megagametogénesis) en muchas especies de plantas (De Storme and Geelen 2014, Sakata
etal, 2014; Sharma and Nayyar 2014; McDowell et al.,, 2013, Su et al., 2013; Wilson et al,
2011; Zou et al, 2010, Oshino et al., 2007). Estudios similares estan disponibles en unas
pocas especies forestales (Huang et al., 2010; Webber et al, 2005; Issarakraisila and
Considine, 1994). Mientras que el desarrollo reproductivo dura s6lo unas pocas semanas
en plantas anuales, en especies de arboles forestales el desarrollo requiere varios meses
(Jansson y Douglas 2007). La vernalizacion, que es el requisito frio para la induccion de
flores, y 1a latencia de invierno (Rohde y Bhalerao, 2007) han permitido la adaptacion de
las especies de arboles forestales a los cambios estacionales en las regiones templadas.
En los alamos, la iniciacion floral ocurre en la primavera tardia (Bohlenius et al., 2006).
Los brotes florales hibernan en invierno y la antesis se produce en la proxima temporada
de crecimiento (Hanke et al,, 2012; Bohlenius et al., 2006,). En Populus deltoides Bartram
ex Marshall, se ha propuesto un ciclo de floracion de 3 afos (Yuceer et al., 2003). El ciclo
de latencia de crecimiento de los drboles que crecen en las zonas templadas es impulsado
por sefiales ambientales, como el fotoperiodo y la temperatura, e implica la division
celular de las células meristematicas en brotes y tallo (Olsen et al., 2010; Li et al., 2009).
Los efectos de estas sefiales ambientales sobre la actividad de los meristemas han sido
ampliamente explorados (Gricar et al., 2006; Oribe et al,, 2001, Oribe y Kubo 1997). El
modulo regulador de CO / FT, que controla el tiempo de floracién en las plantas anuales
en respuesta a variaciones en la longitud del dia, también controla la floracién; el cese del
crecimiento inducido por dias cortos ocurre durante el otofio en arboles de alamo
(Bohlenius et al, 2006). Sin embargo, los eslabones conectivos entre las sefales
ambientales y el inicio de la esporogénesis y la gametogénesis siguen siendo

desconocidos en las especies arboéreas.

Los analisis genéticos han demostrado la funciéon de algunos genes que regulan el

desarrollo del polen (revisado en Wilson et al, 2011; Ma 2005), por ejemplo,

DESARROLLO DEFECTUOSO TAPETAL Y FUNCION1 (TDF1) (Zhu et al, 2008), BARELY
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ANY MERISTEM1 (BAM1) Y BAM2 (Hord et al, 2006, Feng y Dickinson 2007),
SPOROCYTELESS (SPL) (Yang et al, 1999), KINASES 1 y 2 (SERK1 / 2) de
EMBRYOGENESIS SOMATICA RECEPTORLIKE (Albrecht et al., 2005, Colcombet et al,
2005) Y MALE STERILITY1 (MS1) (Wilson et al., 2001).

La microsporogenesis (Wang et al., 2009; Zhang et al., 2008, Boes y Strauss 1994; Smith
1943) y megasporogénesis (Xi et al., 2014) se han estudiado en diferentes especies de
Populus, pero no a nivel molecular. La influencia de los factores ambientales en el
desarrollo del polen, su regulacion genética y las interacciones con otros reguladores
relacionados, incluyendo floracién y latencia, permanecen ampliamente desconocidas en

el alamo.

La expresion del gen homdlogo FT de la manzana (MdFT2) induce flores fértiles en la
manzana (Malus x domestica Borkh.) pero no en el alamo (P. tremula L.) (Trankner et al,
2010). La transformaciéon genética de Citrange (Citrus sinensis L. Osbeck x Poncirus
trifoliata L. Raf.) (Pefia et al, 2001) y dlamo (Weigel y Nilsson 1995) con 35S::AtLFY
promovié el desarrollo de flores fértiles sélo en citrange. Curiosamente, tanto la
expresion constitutiva como la inducible por calor de PtFT1, de P. trichocarpa Hook.,
permitieron una induccion muy fiable de flores fértiles en otras especies arboreas como
Prunus domestica L. (Srinivasan et al, 2012) y manzana (Wenzel et al., 2013), pero
nuevamente no en alamo (Zhang et al., 2010). Los resultados reportados por Hoenicka et
al.,, (2016) muestran que las temperaturas de enfriamiento, luego de etapa de calor,
tienen una clara influencia en la promocion de la fertilidad de las flores en los alamos
macho y hembra pHSP::AtFT. Se requiere una fase de tratamiento térmico para inducir la
expresion de AtFT en plantas transgénicas pHSP::AtFT. Se sabe que el calor prolongado
es perjudicial para el desarrollo del polen en el alamo de tipo “wild type” (Hoenicka et al.,
2014) y muchas otras especies de plantas (De Storme y Geelen, 2014; Jain et al., 2010;
Sakata et al,, 2010, Endo et al., 2009). Esto puede explicar las dificultades previamente
reportadas por muchos grupos para la induccién de flores fértiles en dlamo con diferentes
construcciones de genes (Shen et al., 2012; Hoenicka et al., 2014, Xiaoming y Huanling
2014; Xiaoming et al., 2011, Trankner et al., 2010; Zhang et al., 2010; Bohlenius et al.,
2006; Hsu et al,, 2006; Rottmann et al., 2000; Weigel y Nilsson, 1995). El requisito de un

periodo de enfriamiento no ha sido reportado en ninguna otra especie de arbol
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transgénico de floracién precoz. Esta diferencia podria deberse a la diversidad de los
periodos de floracion natural de esas especies. La incidencia de los amentos revertidos
(que habian reanudado el desarrollo vegetativo) fue muy baja. Se ha reportado el efecto
positivo de un periodo de tratamiento térmico mas prolongado (Zhang et al., 2010) para
prevenir la reversién de amentos de alamo de floracién precoz a estructuras vegetativas.
Sin embargo, el desarrollo de muchos amentos permanecié incompleto. La
microsporogénesis vegetal puede incluso ser desviada de la via normal de desarrollo del
polen hacia una via embriogénica después de la exposicién a pretratamientos de estrés
(revisado en Islam y Tuteja, 2012). Sin embargo, la mayoria de los estudios se han
centrado en el impacto del estrés ambiental en el desarrollo reproductivo de las plantas

anuales.

El desarrollo reproductivo es muy sensible a ambientes adversos y al estrés bidtico
(revisado en De Storme y Geelen, 2014). Los tratamientos térmicos indujeron la actividad
del gen AtFT a través de la activacion del promotor de choque térmico. Los granos de
polen se obtuvieron en condiciones de dias largos y cortos, por lo tanto, el fotoperiodo no
mostré una influencia similar en la fertilidad de las flores, lo que se confirmé en flores de
plantas masculinas y femeninas. Las bajas temperaturas también pueden causar la
esterilidad del polen en el arroz y otras especies de plantas que crecen en las regiones
subtropicales del mundo (Sharma y Nayyar 2014; Oliver et al., 2007). El desarrollo de los
6vulos perturbados fue reportado para varias especies cuando se cultivd bajo
temperaturas bajas (McDowell et al., 2013; Sun et al., 2005), salinidad (Sun et al., 2004)
y el estrés por sequia (Su et al. 2013).

En los alamos, sin embargo, el polen y los 6vulos se desarrollan normalmente durante el
invierno y la primavera, cuando las temperaturas son bajas. Por lo tanto, no es
sorprendente que las temperaturas altas en lugar de bajas tengan un efecto perjudicial
sobre el desarrollo de flores en esta especie.Los cruzamientos se realizaron con éxito con
el alamo transgénico femenino de floracién temprana y todas las flores maduras
obtenidas después de 8 semanas de tratamientos inductivos fueron fértiles. Las
temperaturas frias influyeron en la expresion de genes de dlamo homologos a los genes
de desarrollo de polen de Arabidopsis thaliana. Los patrones de homologia y expresién
génica sugirieron un papel para PtTDF1, PtBAM1, PtSERK1 / 2 y PtMS1 en el desarrollo

de anteras y polen en flores de dlamo. Usando este sistema rapido y confiable, la fase no
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reproductiva que generalmente demora entre 7 y 10 afios se puede acortar a 6-10 meses,
y se pueden obtener flores fértiles independientemente de la temporada. (Hoenicka et al.

2016).

Promocion de la androesterilidad para “contencion genética”

Para liberar en forma segura arboles transgénicos, es necesario desarrollar una
estrategia para mitigar el riesgo de dispersion del transgén en el ambiente. Una manera

de satisfacer este requisito es inducir la esterilidad reproductiva en forma genética.

Por otro lado, al contrario de las especies herbaceas y anuales, los arboles no han sido
totalmente domesticados y, por consiguiente, tienen parientes silvestres con los que
pueden ser interfértiles. También son plantas perennes longevas que producen
cantidades copiosas de polen y semillas que se diseminan a menudo por el viento a

distancias considerables.

El desarrollo de una estrategia de “contencion de genes” utilizando ingenieria genética es
una soluciéon promisoria para evitar el flujo génico, no solo desde arboles GM. La
incorporacion de genes de esterilidad en lineas de arboles transgénicos fue propuesta
para reducir o abolir el flujo de genes de las transgénicas a las no transgénicas (Brunner
et al. 2007; Strauss et al., 1995). Una ventaja adicional de arboles estériles podria ser la
reduccion del costo energético necesario para desarrollar las estructuras reproductivas
(Brunner et al., 1998, Mouradov et al., 1998). La esterilidad masculina ingenierizada, se
ha logrado tanto en arboles de Angiospermas como en Gimnospermas mediante la
expresion del gen barnase de Bacillus amyloliquefaciens (Paddon y Hartley 1986) bajo el
control de diferentes promotores especificos del tejido reproductivo. Varios constructos
de genes de esterilidad han sido probados con diferentes niveles de éxito en cultivos,
como por ejemplo, la expresion de genes deletéreos en 6rganos de flores, como barnase
(Garcia-Sogo et al, 2010; Mariani et al. 1990, Paddon & Hartley 1986), orfH522
(Nizampatnam et al., 2009), monooxigenasa (MNX) (Gan et al., 2010), stilbene sintasa
(STS) (Hofig et al., 2006; Fisher et al., 1997), el gen para la inactivacién de la proteina del
ribosoma (Palmiter et al.,, 1987), y la interferencia del ARN (Nawaz-ul-Rehman et al.,
2007). En diferentes cultivos se han encontrado promotores especificos de regulaciéon
floral para la expresion directa de genes en estructuras reproductivas, por ejemplo, el
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promotor TA29 de Nicotiana tabacum (Koltunow et al, 1990, Mariani et al., 1990) y en
especies de arboles forestales, por ejemplo PrMALE1 de Pinus radiata (Hofig et al., 2003)
y PTD de alamo (Skinner et al., 2003). El numero de publicaciones sobre la induccion de
la esterilidad en arboles forestales es todavia muy bajo (Hoenicka et al., 2006; Wei et al.,
2006; Lemmetyinen et al., 2004; Fladung & Hoenicka 2004; Skinner et al., 2003; Meilan
et al, 2001). La mayoria de los métodos de esterilidad reportados hasta ahora estaban
basados en construcciones genéticas usadas con éxito en cultivos agricolas. Los
promotores heter6logos especificos florales pueden dirigir la actividad de la expresion
génica citotoxica en tejidos vegetativos no-blanco (expresion "permeable”), lo que genera
en algunos casos una menor productividad de plantas transgénicas (Lemmetyinen et al.,
2004; Skinner et al., 2003). Se ha propuesto el uso de promotores especificos florales de
arboles. Ademas, la fertilidad masculina se puede restaurar en plantas que muestran
esterilidad inducida por barnase cruzando con una linea transgénica que alberga el gen
barstar, que codifica un potente inhibidor de la barnasa (Hartley 1988; Mariani et al.
1992). Para evitar los efectos indeseables de una posible expresion ectopica de este gen,
Gardner et al. (2009) propuso su uso en combinacion con el gen barstar, protegiendo asi
contra la expresion inapropiada de esta ribonucleasa activa. s forestales para paliar tales

desventajas (Skinner et al., 2003).

El factor principal que obstaculiza la investigaciéon en bioseguridad sobre los arboles
forestales es la fase vegetativa prolongada. Esta fase es bastante variable en algunas
especies de arboles hasta 40 afios (por ejemplo, Fagus sylvatica L.) (Meilan, 1997). Por lo
tanto, los arboles de floracion precoz, ya sean naturales o transgénicos, son herramientas

muy importantes para la investigacion en bioseguridad.

PsEND1::barnase

PsEND1 (Pisum sativum ENDOTHECIUM 1) es un gen especifico de anteras de guisante
que muestra una expresion muy temprana en las células de anteras primordiales. Este
patron de expresién se ha evaluado tanto en plantas modelo (Arabidopsis thaliana,
Nicotiana tabacum) como en cultivos (tomate, colza, tabaco, arroz, trigo) utilizando
construcciones genéticas que llevan el promotor PSEND1 impulsado por el gen reportero

uidA (Goémez et al. 2004). Este promotor fusionado con el gen barnase produce una
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ablacion completa de anteras en las primeras etapas de desarrollo, evitando la
produccion de granos de polen maduros en todas las especies de plantas analizadas
(Roque et al. 2007; Beltran et al. 2007; Piston et al. 2008; Garcia-Sogo et al.2010, 2012;
Medina et al.2013). También se han descrito efectos adicionales producidos por la
ablacion de anteras temprana en las plantas PsEND1::barnase, con interesantes
aplicaciones biotecnolégicas, como la produccién de semillas hibridas, la bioconfinacion
transgénica en cultivos genéticamente modificados, la redirecciéon de recursos para
aumentar el crecimiento vegetativo (Beltran et al. 2007), eliminacion de alérgenos de
polen en plantas ornamentales transgénicas como Kalanchoe (Garcia-Sogo et al. 2010) o
Pelargonium (Garcia-Sogo et al. 2012) y produccién de tomates partenocarpicos sin
semillas (Medina et al. 2013; Rojas -Gracia et al. 2017). La construcciéon PsEND1::barnase

no se ha ensayado hasta ahora en especies de plantas lefiosas.

La competitividad de la cadena forestal depende entre otros factores de la productividad.
Los desarrollos tecnoldgicos, innovaciones y conocimientos que puedan incorporarse o
producirse para alcanzar mejores eficiencias o para generar nuevos valores agregados
diferenciadores en los productos intermedios y finales permitiran expandir los mercados
existentes nacionales e internacionales. La incorporacion de conocimiento en los
sistemas productivos y en la produccion, redunda en un aumento en la eficiencia del
manejo de recursos, en la productividad y en la competitividad, aumentando la
rentabilidad y los beneficios econémicos y sociales para las comunidades involucradas.
Los proyectos de investigacion forestal tienen caracteristicas particulares, basadas
fundamentalmente en los largos tiempos insumidos para obtener resultados concretos
que luego podran ser traspasables a la industria. Estan vinculados con una gran variedad
de actividades econémicas como la industria, la energia, la agricultura, el pastoreo y la
conservacién de suelo y agua. Su desarrollo, suele desencadenar situaciones que luego
influyen en aspectos mas amplios del desarrollo, como el empleo, la asignaciéon de
recursos y los valores de los servicios ambientales. Sharry (2013) sefiala como una
posible area de intervencidn mediante la innovacion en Argentina a la Silvicultura Clonal
(el uso de clones probados y validados en campo) y a la Silvicultura de Precision que es
encontrar un clon-sitio. Para ello es necesario el uso de material desarrollado en
programas de mejoramiento genético de especies forestales. Por afios el sector forestal

ha incrementado la frecuencia de expresion de genes favorables en las plantaciones
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comerciales, a través del uso de la genética clasica. Los objetivos han sido incrementar la
productividad, incrementar la calidad del producto y expandir las plantaciones a otros
lugares y condiciones climaticas diferentes a las originales. El sector forestal puede
capitalizar los beneficios que la biotecnologia le ha proporcionado al sector agricola para

mejorar los arboles bajo cultivo.

Como se menciono, la modificacién genética de arboles puede aplicarse en la produccién
de arboles con tolerancia a herbicidas, resistencia a plagas y enfermedades, mejora de la
calidad de la madera, modificacién reproductiva para plantaciones comerciales y
fitorremediacion. Por otro lado, la biotecnologia puede proporcionar los medios para
acelerar la adaptacién de las especies forestales en respuesta a la aparicion de nuevos

patégenos, al cambio climatico u otras perturbaciones.

La utilizacién de biotécnicas (cultivo de tejidos y tecnologia de ADN recombinante),
permitiria obtener clones de Populus de uso regional con caracteristicas deseables que
no estan disponibles en el acervo genético de esta especie y que no se pueden incorporar
por mejora genética tradicional. Sin embargo, la capacidad de desarrollar arboles
modificados genéticamente en Argentina es incipiente, de ahi la importancia de la
formacién de recursos humanos en esta area, para contar con la posibilidad de
desarrollar, si fuera necesario, arboles GM con diferentes caracteristicas (MINCyT, Plan

Argentina Innovadora 2020).

La liberacion al medio de arboles GM tiene limitantes, tanto desde el punto de vista
ambiental, como comercial y de percepcién publica. En lo relacionado a la percepcion
publica y al impacto ambiental, muchos cuestionan el largo tiempo que estara presente el
arbol GM en el medio, por lo que existirian riesgos asociados con flujo génico y posible
dafio a organismos no blancos. Si fuese posible obtener arboles GM estériles, se evitarian
estos riesgos, dado que el arbol no produciria polen, con una ventaja adicional ya que
podrian redireccionar la energia en el crecimiento, lo cual implicaria un menor tiempo de
rotacion. Para poder evaluar la esterilidad, es necesario que estos individuos florezcan.
Los tiempos generacionales en los arboles son largos. El amplio intervalo de generacién
es un impedimento para la seleccion y el cultivo practico y el desarrollo de pedigrees
informativos (Ceulemans, 2011). Esto no sélo impone una restriccion de la aplicabilidad

de técnicas genéticas experimentales convencionales, tales como la mutagénesis
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inducida, sino que, una vez introducido un gen de esterilidad, el tiempo para poder

evaluarlo seria muy largo.

Hasta el momento no ha sido posible transformar los clones y regenerar plantas GM de
Populus deltoides e hibridos derivados de esta base genética, de interés para Argentina,
ni se ha logrado un protocolo eficiente de regeneraciéon in vitro. Tampoco se han

desarrollado otros dlamos modificados genéticamente a nivel nacional.

Por todo lo expuesto, esta tesis tuvo el proposito de trabajar con Populus tremula L. como
arbol modelo para la incorporacion de los genes inductores de la floracion y
androesterilidad. La estrategia fue probar transformaciones genéticas dobles y de esta
forma alcanzar un 4rbol GM que revista importancia para bioseguridad
(androesterilidad) y para acortar el tiempo de evaluacion de estos arboles GM (floracién
precoz). Disponer de un protocolo eficiente de transformaciéon con genes de
androesterilidad permitira en un futuro modificar genéticamente clones de alamo de
interés local para introducir, junto con esta caracteristica importante para bioseguridad,
caracteres de importancia silvicultural de forma controlada. También se podran
desarrollar clones de alamos con floracién precoz para programas de mejora genética. En
paralelo, se buscd optimizar un protocolo de regeneracion in vitro de clones de Populus
deltoides y sus hibridos, para su posterior transformacioén genética, ya que como se
menciond anteriormente, este es un genotipo recalcitrante al CTV y a la modificacion
genética, pero de interés en Argentina. Por ultimo se pensd estratégicamente en contar
con la capacidad de establecer una plataforma de transformacion de arboles nacional,

teniendo en cuenta que esta capacidad ya esta instalada en paises como Brasil y USA.
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HIPOTESIS

La utilizacion de biotécnicas (cultivo de tejidos y tecnologia de ADN recombinante),
permitird obtener clones de Populus de uso regional con caracteristicas deseables
(floracion precoz y androesterilidad), que no estan disponibles en el acervo genético de

esta especie y que no se pueden incorporar por mejora genética tradicional.

Se puede acortar el tiempo de evaluaciéon de dlamos GM androestériles, mediante la
modificacion del tiempo de la floracién, con la incorporacién de dos transgenes en forma

simultanea.

OBIJETIVOS

Objetivo general

Optimizar un sistema de cultivo de tejidos in vitro que permita la mejora de clones de
Populus deltoides e hibridos mediante transformacion genética para la introduccion de
caracteres de interés.

Objetivos particulares

>

Ajustar un sistema de regeneracion in vitro de clones de Populus sp

¥

Ajustar un protocolo de transformacion genética de explantes de Populus sp.

mediada por Agrobacterium utilizando genes de floracién precoz y androestirilidad

@

Analizar molecularmente las lineas regenerantes de las transformaciones

D- Evaluar las lineas transgénicas en invernaculo/camaras climaticas.vg
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Capitulo II: Materiales y métodos
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Equipo de laboratorio y materiales

Los equipos de laboratorio utilizados en este trabajo de investigacion se detallan por

orden alfabético en el ANEXO 2.1

Los insumos tales como puntas de pipetas, tubos de ensayo, placas de petri, pipetas
serolégicas, toallas de precision, etiquetas adhesivas, papel aluminio, parafilm, folios
adhesivos, fueron suministrados por las siguientes compainias: Sarstedt (Niimbrecht),
Biolab Products (Hamburgo), Biozym Scientific (Hessisch Oldendorf) y Starlab
(Hamburgo).

Quimicos

En el marco de esta tesis, para todos los experimentos e investigaciones se utilizaron
quimicos y sustancias de alta calidad, como Carl Roth (Karlsruhe), AppliChem
(Darmstadt), Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) y Merck (Darmstadt). Los antibidticos y
los componentes de los medios fueron suministrados por Duchefa Biochemie (Haarlem,
NL). Las enzimas de restriccion fueron suministradas por New England Biolabs
(Frankfurt am Main) y Thermo Scientific (Waltham, USA). A menos que se indique lo

contrario, la sede de fabricacion es Alemania.

Material vegetal
Se utilizaron clones de Populus deltoides Bartr. ex Marsh e hibridos de Populus x

euramericana provenientes de la colecciéon de Populus sp. de la Universidad de
Minnesota/USA, disponibles en el Arboretum del Instituto Thiinen de Genética forestal en
Grofdhansdorf, Alemania y clones de Populus tremula L. obtenidos de material in vitro del

Instituto Thiinen de genética forestal.
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Los clones fueron:

° Populus deltoides Bartr. ex Marsh “D6”, “D7”, “D25”
o Populus deltoides x euroamericana “DN1”y “DN5”
o Populus tremula L. “W52”y el hibrido tremula x tremuloides “T89”

Figura 2.1: Populus tremula L “w52”en cultivo in vitro (A) plantas jévenes de 8 semanas de
invernaculo (B, C)

Esterilizacion de envases y utensilios

Los envases y utensilios para el cultivo in vitro fueron autoclavados a 121 °C por 20
minutos en autoclave automatico o a 180 °C por 6 h por esterilizacidn térmica. Tijeras,
pinzas, porta bisturi y herramientas similares de mano fueron esterilizadas en

esterilizador de perlas de vidrio por 10-40 s a 260 °C.
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Cultivo in vitro

Los clones de alamos establecidos in vitro, utilizados como material vegetal de partida
se mantuvieorn en condiciones controladas constantes. La cdmara climatizada se
mantuvo a 23 °C, lahumedad del aire a 50% (* 5%). El fotoperiodo fue de 24 horas/dia.
La irradiancia normal para el cultivo de estos alamos es de 8 pE m-2 s-1, la maxima
irradiancia es de 100 uE m-2 s-1., mientras que en el rango 6ptimo es de 18 pE m-2 s-1.
Para el cultivo de las transformantes, se eligié un rango mas oscuro de irradiancia de

2,5 uE m-2 s-1.

Las plantas se cultivaron en recipientes de cultivo traslucidos (“envases Magenta “,
Tipo GA-7, Fa. Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Estos contenedores tienen una base de 7,7
x 7,7 cm y una altura de 9,7 cm. con una tapa transparente que permite el paso de la luz
y en estado cerrado son permeables al paso del aire, de modo que permiten el
intercambio gaseoso. Para evitar la entrada de organismos contaminantes (bacterias,
hongos, insectos), el drea de contacto entre el recipiente y la tapa fue sellada con doble
vuelta de film de cierre (""Parafilm®, Fa. Pechiney Plastic Packaging, Chicago, USA). La

cantidad de medio de cultivo semisélido por recipiente fue de 50-70 ml.

Desinfeccion del material vegetal

Método 1:

a - Lavado con hipoclorito de sodio 12 M al 10% con 3 gotas de tween 80, durante 10

minutos.

b- Lavado con agua de la canilla esterilizada (cada yema y secciéon nodal individual) y
remocion de la corteza externa de los explantos utilizando lupa binocular, con la ayuda de
una pinza y bisturi n25.

c- Lavado con hipoclorito de sodio al 5 % durante 5 minutos.

d- Repeticiéon punto b.

e- Lavado con hipoclorito de sodio al 2,5% durante 2 minutos y 30 segundos.

d- Enjuague con agua de la canilla estéril por 1minuto y 30 segundos.
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Método 2:

a - Lavado con hipoclorito de sodio 12 M al 10% con 3 gotas de tween 80, durante 10
minutos.

b- Lavado con agua de la canilla esterilizada (cada yema y seccién nodal individual) y
remocion de la corteza externa de los explantos utilizando el binocular, con la ayuda de
una pinza y bisturi n25.

c- Lavado con hipoclorito de sodio al 5 % durante 5 minutos.

d- Repeticién punto b.

Figura 2.2. ay b. Desinfeccion del material vegetal utilizando lupa, pinza y bisturi para la remocion
de la corteza, en campana de flujo laminar, en el Instituto de Genética Forestal Thiinen, Alemania.

Medios de cultivo

Se utilizaron los medios de cultivo denominados en el Laboratorio del Instituto de

Genética Forestal Thiinen como 460, 601, 601 %2, 601 %, que se detallan a continuacidn.

e Medio “460”, es el medio WPM que es estandarizado para el cultivo in vitro de
Populus sp. y otras especies forestales (Lloyd & McCown 1980). Un litro de este
medio se compone de 2.46 g de del medio de crecimiento “McCown Woody Plant
Medium” (abreviado WPM fabricado por Duchefa Biochemie), 20 g de sacarosa y
6g de agar. El pH fue ajustado a 5,8 con el uso de NaOH (Tabla 2.1).
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Macroelementos| mg/L| mM | Microelementos mg/L uM Vitaminas mg/L uM
CaClI2 72,50 0,65 CuS04 x 5 H20 0,25 1,00 Glycina 2,00 26,64
Ca(NO3)2 x4 | 471,26] 2,35 FeNaEDTA 36,70 100,00 | Myo-Inositol 100,00 554,94
H20
KH2P0O4 170,00 1,25 H3BO3 6,20 100,27 | Ac nicotinico 0,50 4,06
K2S04 990,00, 5,68 MnS04xH20 22,30 131,94 Pyridoxina 0,50 2,43
HCl
MgS04 180,54/ 1,50| Na2Mo04x2H20 0,25 1,03 Thiamina 1,00 2,96
NH4NO3 | 400,00, 5,00 ZnS04x7 H20 8,60 29,91 HCl

Tabla 2.1: Composicion de medio de cultivo WPM (tomado de Lloyd & McCown 1980). La
concentracion de micro y macroelementos, incluyendo las vitaminas estan utilizadas en 2462,60
mg/L, seglin lo indicado por el fabricante.

e Medios 601, 601 2, 601 V4.
El medio 601 fue utilizado para la regeneracion de los tejidos de alamo. Fue

suplementado con Thidiazuron (N-fenil-N-1, 2,3, tiodiazol-5-il-urea). Esta fitohormona
fue utilizada pues tiene un efecto similar a las citoquininas (Lu 1993) y da lugar a
multiples brotes en dlamos (Bonga & von Aderkas 1992, Huetteman & Preece 1993).
Un litro de medio “601” esta compuesto de 1L de medio “460” con la adiciéon de 1ml
Plironic F-68 (concentracion final100 mg/L) y 10 pL Thidiazuron (concentracion final

0,0022 mg/L).

N~ TN
H H

Figura 2.3. Estructura quimica del Thidiazuron (Lu 1993).

El Thidiazuron es una citoquinina sintética que induce los brotes adventicios. Fue utilizado para
laregeneracion de los explantes luego de la transformaciéon genética mediada con Agrobacterium.

En los medios 6011/2 y 6011/4, las concentraciones de Pluronic F-68 y Thidiazuron
fueron reducidas a la mitad y un cuarto, respectivamente. Estos medios se utilizaron
para la transicién de las plantas cuando pasaban de un medio con Thidiazuron a un

medio con la ausencia de este.
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Para la seleccidn, luego de la transformacidn, se utilizd 1 L. de medio 601 con 4 mL
Cefotaxima (125 mg/mL, Cefotaxim-Natriumsalz, concentracion final 500 mg/L) y para
cada marcador de seleccion se adicion6 o 1 mL de Kanamicina (50 mg/mlL, Kanamicina-
Monosulfato, concentracién final 50 mg/L) o 2 mL Higromicina (10 mg/mlL,
Higromicina B, concentracién final 20 mg/L). Estos medios se rotularon agregando una

“C“ para Cefotaxima, "K“ para Kanamicina y una “H“ para Higromicina.

Vectores de transformacion

Agrobacterias

Se utiliz6 la cepa de Agrobacterium GV2260, basada en la cepa genética de
Agrobacterium tumefaciens C58. Esta cepa fue "desarmada", es decir, se quitaron de los
genes para la sintesis hormonal y de liberacion de opinas (Clark y Pazdernik 2009), y
se agregaron como gen marcador en el cromosoma bacteriano, un gen de resistencia al
antibidtico Rifampicina (Goodner et al. 2001, Wood et al. 2001, Hellens et al. 2000). Las
bacterias fueron equipadas con el plasmidos inductores de tumores pbI101, que llevan

la resistencia a kanamicina como gen marcador.

Otra de las cepas utilizadas fue la EHA105. Esta se desarroll6 sobre la base de la
EHA101, cepa en la que se elimind la resistencia a la kanamicina del plasmido Ti. Por
esta supresion, fue posible colocar un gen de resistencia a kanamicina en el ADN-T para
su uso como marcador seleccionable en la transformacion genética de las plantas (Hood
et al, 1993). El fondo cromos6émico fue la cepa de Agrobacterium tumefaciens C58
descripta anteriormente (Hellens et al, 2000). Esta cepa fue equipada con el plasmido
inductor de tumores pK2GW7 (Karimi, et al, 2002), que lleva la resistencia a la

kanamicina como gen marcador.

Las bacterias de la cepa EHA101, de la cepa genética C58, se equiparon con el plasmido
p6i, llevando la resistencia a la hygromicina como agente de seleccion en la plantas. Los

esquemas de los vectores de transformacion utilizados se muestran en el Anexo 2.2
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Plasmidos de transformacion

Como promotores se utilizaron el promotor 35S y el promotor NOS. El promotor 35S es
un promotor de expresion constitutiva, el cual es originario del virus del mosaico de la
coliflor (Inglés "virus mosaico de la coliflor”, o "CaMV") (Benfey y Chua, 1990). El
promotor NOS es originado de Agrobacterium tumefaciens y regula aqui la expresion

de la sintasa de nopalina NOS.

Como terminador de la transcripcion se utilizé el Terminador 35S- del CaMV y el
terminador NOS- de A. tumefaciens. Para la seleccidn de las sublineas transgénicas se
utilizaron antibiéticos. Como marcadores de seleccion para la transformacion de alamo
se utilizo el gen nptll, que codifica la neomicina fosfotransferasa Il y confiere resistencia al
antibiético kanamicina, y el gen hpt (higromicina fosfotransferasa), que para la
resistencia a la higromicina, (Fladung et al.,, 1997; Howe et al., 1991). Ambos genes son

originarios de Escherichia coli (Gritz & Davies 1983; Beck et al., 1982,).

Vectores de transformacion empleados

Para las transformaciones genéticas de los dlamos se utilizaron 3 vectores diferentes,

solos o combinados, los cuales se detallan a continuacion.

Los vectores de transformaciéon fueron identificados con la la letra A y un niimero
consecutivo, por ej. A113. También se detallan la cepa bacteriana, el marcador de

seleccion de la planta, el vector con el promotor y el terminador correspondientes.

Tres diferentes cepas de Agrobacterium fueron empleadas: GV2260, EHA101 y
EHA105.

- Vector de transformacion A168. Constructo: 555p6:HSP::AtFT. Cepa de agrobacterias
(Agrobacterium tumefaciens): EHA101. Marcador de selecciébn en Agrobacterias:
kanamicina, Macador de seleccion en plantas: Hygromicina. Vector p6i: Promotor 35S-;

terminador -35S Clonacién: DNA cloning service, Hamburgo.

-Vector de transformaciéon A113. Constructo: pk2GW7:HSP::AtFT. Cepa de agrobacteria

(Agrobacterium tumefaciens): EHA105. Seleccion en plantas kanamicina (NPT). Vector
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pK2GW7: promotor 35S-; terminador -35S (Gateway binary vector Karimi et al.,, 2002).

Clonacién: grupo de Ove Nilsson (Umea Plant Science Centre/Suecia).

- Vector de transformacién A249. Constructo: pbil01:PSEND::barnase. Cepa de
agrobacteria (Agrobacterium tumefaciens): GV2260. Seleccién en plantas kanamicina
(NPTII). Vector PBI101: promotor constitutivo nos-; temrinador -nos. (Provisto por.
Beltran/Canas / Espafia). Clonacion: Roque et al. 2007. En Ia construccion
pBI101:END1::barnase-barstar la utilizacion combinada de ambos genes se hace para
evitar Ia accion citotéxica del gen barnase en los microorganismos utilizados como
vectores (Agrobacterium) ya que en dichos organismos Ia expresion del gen barstar
(inhibidor de Ia barnasa) se realiza sin dificultad. Sin embargo, dicho gen no se expresa en
la planta.

Esquemas de los vectores (Anexo 2.2)

Cultivo de Agrobacterium

Medio LB (Caldo de Lisogenia o Lysogeny Broth)

Para la preparacion de 11 de medio LB se mezclaron 10 g de triptona, 5 g de extracto de
levadura y 10 g de cloruro de sodio y se completé con agua desionizada hasta un

volumen de 1 L. El pH se ajust6 a 7.

Medios de pre-cultivo para las cepas de los vectores de transformacion EHA101-
p6i

El medio de pre-cultivo que se utiliz6 para los vectores de transformacién de la cepa
EHA101-p6i, se compuso de medio LB, al que se le afiadieron los siguientes antibidticos

con sus respectivas concentraciones: Rif(50), Carb(50), Spec. (100), Strep. (300).
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Medio de precultivo para los vectores de transformacion de la cepa GV2260-
pbI101

El medio de pre-cultivo utilizado para los vectores de transformacion de la cepa
GV2260 se compuso de medio LB, al que se le afiadieron los siguientes antibidticos con

sus respectivas concentraciones medio: Rif. (50)+ Carb. (100).

Medio de precultivo para los vectores de transformacion de la cepa EHA105-
pK2GW7

El medio de pre-cultivo utilizado para los vectores de transformacién de la cepa
EHA105 se compuso de medio LB, al que se le afiadieron los siguientes antibioticos con

sus respectivas concentraciones: Strep. (300), Spec. (100).

Stocks de glicerina

Para el almacenamiento a largo plazo de los cultivos bacterianos se prepararon stocks
con glicerol. Se colocaron 200 ul de glicerol (99,5%, en autoclave) y 800 ul de pre-
cultivo bacteriano. Se mezclé enérgicamente y se congelaron en nitrégeno liquido. Se

almacenaron a -70 ° C.

Transformacion de E. coli

El constructo del gen PsEND1::barnase, presente en el vector binario pbil01, fue

transformado dentro de E. coli (L1) segun el método quimico (Sambrook et al,1989).

Purificacion del plasmido de ADN

El ADN fue aislado de E. coli transgénicas de acuerdo al método descrito en Sambrook et

al., 1989. Cold Spring Harbor Laboratory.
Mini-Preparacion de plasmidos
La miniprep para la extracciéon de plasmidos se bas6 en el protocolo descrito por

Knight and Monroe:
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(http://csmbio.csm.jmu.edu/biology/courses/bio480_580/mblab/miniprep.html
Zugriff am 15.08.2015).

Fueron preparados tres buferes con la siguiente composicion:
Bufer 1: 50 mM Tris-HCl; 10 mM EDTA; 100 pg/mL RNase A, pH 8, 0

Bufer 2: 1% SDS; 0,2 M NaOH

Bufer 3: 3 M Kaliumacetat, pH 5,5

Para la mini-preparacion, se pipete6 1 ml de suspension celular en un recipiente de
reaccion y se centrifugé durante 20 s a la velocidad maxima. El sobrenadante se descarté.
El residuo se traté con 100 uL de bufer 1 y las células se resuspendieron mediante
agitacion con vortex. Se afladieron doscientos pL del bufer 2. La suspensiéon se mezclo
invirtiendo varias veces y se incub6 durante al menos cinco minutos en hielo. Después, se
afiadieron 150 pL del bufer 3 frio en hielo y la muestra se mixtura nuevamente por
inversion. Luego de otros cinco minutos de incubacion en hielo, la prueba se centrifugo a
velocidad maxima por 5s. El sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo y se mezcl6 con
un volumen igual de isopropanol. Transcurridos 2 minutos de incubacién a temperatura
ambiente, se centrifugd a velocidad maxima. Se quité el sobrenadante y se afiadieron 200
uL de etanol absoluto. Se mixturé nuevamente por inversion. Después de 2 minutos de
centrifugacion, se volvio a retirar el sobrenadante y se dejé secar el residuo. Una vez seco,

se adicionaron 20 ul de Bufer TE.

Transformacion de Agrobacterium

La cepa de Agrobacterium tumefaciens GV2260 fue transformada con el plasmido pBI101-
PsEND1::barnase, aislado anteriormente de E. coli, utilizando el método quimico

(www.yeastlab.vbiol.slu.se/WCN/DAagrotransf).
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Transformacion de alamos mediada por Agrobacterium

La transformacién mediada por Agrobacterium se dividi6 en 3 pasos, que se llevaron a
cabo secuencialmente: el precultivo de las agrobacterias, el cultivo principal y la
transformacion, y la regeneracion de las plantas transgénicas. El protocolo especificado
aqui se basa esencialmente en Fladung et al. (1997) y ha sido ampliamente modificado

por el autor, como se detalla a continuacion.

Pre-cultivo de las agrobacterias

A partir de los stocks de glicerol, con una punta de espatula se raspé la suspension
bacteriana congelada y se transfirioé a un tubo de cultivo celular que contiene 4 ml de
medio de pre-cultivo. El cultivo se incubd durante la noche a 28 ° C, con agitacion

continua a 900 rpm para la ventilacion.

Cultivo principal y transformacion

Se tomaron 1-1.5 ml del pre-cultivo de toda la noche de bacterias y se colocaron en 50
ml de medio LB y se volvieron a colocar a 28 °C bajo continua agitaciéon a 200 rpm.

Durante el periodo de incubacion, el material vegetal se preparé para la transformacién.
Para ello se utilizaron plantas de cultivo in vitro. Estas se cortaron por encima de la hoja
inferior y se almacenaron, hasta su ulterior procesamiento, en agua estéril o, con un
tiempo de espera mas largo (mdas de 30 min), en medio 460 liquido estéril para evitar

la deshidratacion.

Alllegar auna OD 600 de 0,3 a 0,8 (por lo general después de 4,5-6 horas), la suspension
de agrobacterias se mezclé con 18 pL de acetosiringona y se incubé durante otros 30
min, en agitacion. Durante este tiempo las plantas de in vitro fueron cortadas con tijeras

y bisturi.

Los trozos de hoja tenfan un tamafo maximo de 7 mm y los trozos de brotes una

longitud maxima de 7 mm. Se afiadié el material vegetal, después de la incubacién de
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30 minutos con acetosiringona, a la suspension bacteriana y se cultivd en oscuridad

durante mas de 15 minutos a 28 ° Cy 200 rpm.

Luego de la incubacion, la suspensidn se vertio a través de un colador de metal fino para
drenar el medio y colocar los residuos vegetales sobre papel de filtro estéril. El material
vegetal se distribuy6 en placas de Petri con medio 460 y se incubaron durante uno a

tres diasa 22 ° Cy en la oscuridad.

Regeneracion

Después de uno a tres dias de incubacidn, se recogi6 el material vegetal utilizado y se
lavo con solucidn de cefotaxima. Se disolvieron 2ml de dicho antibidtico (125 mg / ml,
sal de sodio cefotaxima) en 500 ml de agua corriente estéril para alcanzar una
concentracion final de 500 mg / L. El lavado se llevo a cabo en seis etapas: tres veces
durante tres minutos en 150 ml de agua corriente estéril y tres veces durante dos
minutos en 150 ml de solucién de cefotaxima. Después del ultimo lavado, el material
vegetal se seco en papel de filtro estéril y, a continuacion, se colocé en el medio de
regeneracion 601, al cual se le agregé cefotaxima con uno o mas antibidticos adicionales

de seleccion (dependiendo del vector de transformacion)(Figuras 2.4.ay b).

Figura. 2.4. a. Enjuagues de los explantos transformados, con la solucién de agua con cefotaxima.
b. Distribucién de los explantes en las cajas de Petri con medio de cultivo y el antibiotico
correspondiente, dentro de la cabina de flujo laminar.

A partir de los explantes, se aislaron las regenerantes y se transfirieron a un medio de

regeneracion nuevo 601, con los mismos antibidticos, en cajas de Petri, para mantener
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la presion de seleccién y evitar la contaminacién ulterior con la persistencia de

agrobacterias.

Una vez que los regenerantes crecieron (entre 5 y 10 mm), se transfirieron a tubos de

cultivo con medio de regeneracion (601) y la adiciéon del antibidtico correspondiente.

Se observo el inicio de la multiple brotacion. Cada vez que se regenerd un vastago se

cortd y se transfirio a los envases con medio 460 y los antibiotios, segun fue necesario.

En esta etapa, cada brote regenerado fue tratado como sublinea independiente de una

linea de transformacion.

Eliminacion y limpieza de los materiales utilizados en la transformacion genética

El material genéticamente modificado y el medio en contacto con él, fue descontaminado
en autoclave a 121 ° C durante 20 minutos y se desech6. Herramientas de metal de
preparacion tales como pinzas, tijeras o bisturi fueron esterilizados en el esterilizador
de perlas de vidrio por 1 min. 10s a una temperatura de 260 ° C. Las superficies se

limpiaron con 70% de etanol.
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*Microexplantes 5

*Los microexplantes se siembran, luego de
la transformacion genética, en placas con -
medio 601, suplementado con
cefotaxima y el antibidtico de seleccién
correspondiente.

*Regeneracion
*Los regenerantes verdes se observan en

las placas con 601,, luego deunas 2a 8
semanas.

*Regeneracion

*Los brotes regenerados en las placas son
individualizados y colocados en los
envases "Magenta" con medio 601,y el
antibidtico de seleccion.

*Enraizamiento :
*Los brotes que pasan la etapa de seleccion :
son enraizados en los envases con medio
460, donde se forma la planta completa.

Figura 2.5: Esquema de seleccion de los regenerantes de la transformacion.

Los regenerantes de la transformacién fueron seleccionados en dos etapas. La "X" en la
informacion de los medios de cultivo, indica el antibiético de seleccion de las plantas, por ejemplo,
601xc, "X" es por lo hygromicina y / o kanamicina y "C" para la cefotaxima.
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Extraccion de acidos nucleicos

Bufer TE

El ADN extraido se almacené en bufer TE, ya que aqui es mas estable que en el agua. El
bufer TE se compone de Tris 10 mM y 1 mM sal dis6dica de EDTA a un valor de pH de
8,0 (Sambrooketal, 1989). Parala produccidon de 1 x TE + RNasa 99,99 ml se mezclaron
con 10 pL. de RNasa A (100 mg / uL).

Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN se utiliz6 el protocolo de Dumolin et al. (1995) como base,
con algunas modificaciones. El bufer de extraccion (1 L) estaba compuesto por 20 g
de alquiltrimetilamonio (ATMAB), 10 gde PVP (M =40.000 g / mol), 5,8 g EDTAII, 12,1
g de Tris HCl y 81,8 g de NaCl. El volumen se complet6 con agua desionizada hasta 1
litro.

Las muestras de material para la digestidn se colocaron en recipientes de reaccion eppi
de 2 ml, con dos bolas de acero (diametro 5 mm) por recipiente. Se congelaron con
nitréogeno liquido (-196 ° C). Bajo la accion de las bolas de acero, en un molino vibratorio
(Sres. Retsch, Haan) las muestras fueron trituradas (2 min a 19 Hz). Antes de su
posterior procesamiento, las bolas de acero se retiraron de los recipientes de reaccion.
Con el material todavia congelado, hecho polvo, se adicioné 1 ml de bufer de extraccidn,
que se calent6 previamente a 55 ° C. Se mezclé a fondo con un Vortex, con lo que se
disolvié todo el material de la muestra congelada. Luego se afiadieron 50 pL de
ditiotreitol (DTT, 1 M) y las muestras se mezclaron brevemente.

La mezcla se incub6 a 1h a 55 ° C y 400 rpm. A continuacién, 10 min en hielo, seguido
por la precipitacion con fenol cloroformo, afiadiendo 400 pl a cada muestra. Estas se
mezclaron invirtiéndolas varias veces y se centrifugaron a 13.000 rpm a 4 ° C durante
20 min. La fase superior, acuosa, se transfirio a un nuevo recipiente de reaccion.

Para la posterior precipitacion con isopropanol se afiadieron 600 pl (-20 ° C en frio) y
se mezcld. Se centrifugd durante 20 minutos a 13.000 rpm y 4 ° C. El sobrenadante se
descart6. Para limpiar el sedimento, se utilizé 1 ml de etanol 70% (-20 ° C en frio) y se

recogieron de nuevo por centrifugacion durante 20 min a 13.000 rpm y 4 ° C.
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Después de desechar el sobrenadante, el residuo se sec6 y se disolvié en 30 a 60 ul 1 x
TE + RNasa. El volumen utilizado fue dependiente del tamafio del sedimento y la
concentracion de ADN deseada. Después de la incubacion durante toda la noche a -4 °©

C, las muestras se colocaron durante 30 minutos a 37 ° C para digerir las RNasas.

Medicion espectrofotométrica de la concentracion de acidos nucleicos

Las concentraciones de las soluciones de acidos nucleicos, de ambas soluciones de ADN
y ARN, se midieron con el espectrofotémetro NanoDrop 1000 3.7.1 (Fa. Thermo
Scientific). El dispositivo crea un espectro de absorbancia y calcula a partir de la
concentracion del acido nucleico. La pureza de los acidos presentes puede evaluarse

por los cocientes de absorbancia E260/280 y E260/230.

Para la medicion de la concentracion se utilizaron 2,0 pL. de solucién en la placa de
ensayo. Como muestra control (valor cero), dependiendo de que acidos nucleicos se
disolvieron, se utiliz6 agua desionizada, 1 x TE + RNasa o bufer PEB (equivalente a 10

mM Tris-HCI, pH 8,5). Después de cada medicion, se limpid la placa de medicion.
e Para mejorar la calidad del ADN se probaron los siguientes métodos:

- Precipitacion del ADN con acetato de sodio y etanol

- Precipitacion con fenol/cloroformo

- Purificacion de ADN con los kits: Genomic DNA Clean & Concentrator and the PCR

Inhibitor Removal Kits (Zymo Research)

Andlisis de ADN

Reaccion en cadena de la polimerasa para la deteccion de genes de resistencia.

El éxito de transformaciéon se ha documentado no sélo con la detecciéon del marcador
de resistencia, sino también con la deteccion del gen “blanco” del ADN-T. En este trabajo

se han disenado cebadores para detectar la presencia de los genes “objetivo” a través
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de las PCRs (Tabla 2.8). Los productos de PCR se separaron por electroforesis en gel de

agarosa.

Nr.-Primer Secuencia Largo del primer Annealing-Temperatura Ta [°C]
#282 TAT CAA CAC GTT TGA CGG GGT 21bp 58
#283 TGT AAA GGT CTG ATA ATG GTC 21bp 54
#2080 GCA GTC TTG GTT GCT TCC CT 20 bp 56
#2081 GAC TCT GAA TGC CTT AGC GC 20 bp 55
#2098 ATC GTA GCA CCA CAC CAG TC 20 bp 55
#2099 TGA CAG TTG AAA CCG CCA CA 20 bp 56
#2100 TGC GCT AAG GCA TTC AGA GT 20 bp 56
#2101 CGG ATG CGC AAA GAA ATG CT 20 bp 56
#1978 CTC ACC TCC GAG AAT ATC TCC 21bp 51
#1979 CAT ACA CTG TTT GCC TGC C 19 bp 51
#1980 AAG TCC TAG CAA CCC TCA CCT C 22 bp 55/56
#1981 TGT TTG CCT GCC AAG CTG TC 20 bp 55/56
#1151 GAC CAA TCC TAA CCA ATG TCT G 22 bp 58/59
#1152 ATA CGA TGC CTT CAC TTC TTT CTG 24 bp 58/59
#423 GTT GGA GAC GTT CTT GAT CCG 21bp 60
#424 TCT TCT TCC TCC GCA GCC ACT 21bp 62
#417 AAA CGC TCA ACG TGC CAA GG 20 bp 58

Tabla 2.8: Primers para la deteccion de los genes de las lineas transgénicas regenerantes
La temperatura de “Annealing” TA, vari6é dependiendo del par de cebadores

utilizados (Tabla 2.8). El nimero de ciclos vari6 entre 35 y 40.

La composicidn de la PCR (Tabla 2.9) y el perfil de temperatura se muestran a continuacion
(Tabla 2.10):

Componentes Concentracion Stock Concentraciéon PCR Volumen [puL]
PCR-Btfer BD 10x 1x 2,50
MgCl2 25mM 1,8 mM 1,8
dNTP-Mix 5mM 0,2 mM 1,00
Forward-Primer 10 uM 0,4 uM 1,00
Reverse-Primer 10 uM 0,4 uM 1,00
DMSO 100% 2% 0,50
ADN-Polymerasa 5U/uL 0,65 U/uL 0,13
H20 17,07
Volumen total 25,00

Tabla 2.9: Composicidn de la para la deteccién de los genes blanco
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Temperatura [°C] Tiempo [min] Proceso

94,0 2:00 Desnaturalizacion inicial
72,0 5:00 Elongacién-finalizacién
8,0 0 Almacenamiento

Tabla 2.10: Perfil térmico de PCR para la deteccién de los genes objetivos.

Gel de electroforesis

La composiciéon del bufer de funcionamiento 0,5 x Tris-borato-EDTA (TBE) en el gel de
electroforesis y la solucién basica de los geles de agarosa fue basado en Sambrook et al. (1989).
La solucién de TBE fue preparada a 10 x de concentracion, compuesta de la siguiente manera:
60,5 g de Tris, 30,9 g de acido borico, 3,7 g de EDTA. El pH se ajusté con HCl a 8,3 y el volumen se

completd con agua desionizada hasta 1 litro. La solucién madre se diluy6 1:20 hs antes de su uso.

Para la preparacion del gel de la electroforesis, la cantidad calculada de agarosa fue entre 2,0 y
3,0%. Se pesé y se afiadié al volumen previsto de 0,5 x bufer TBE. En un horno de microondas, la
soluciéon de agarosa se llevo a ebullicidn y se enfrié a 60 ° C. A continuacion se adicionaron 2,5 pL
Roti Gel Stain (Fa. Carl Roth, Karlsruhe) por cada 100 ml de gel. Este colorante intercalante
fluorescente de ADN permite el control posterior de los resultados de la electroforesis y la
identificacién del producto separado de la PCR. La mezcla preparada se vierte en la cuba de

electroforesis donde se enfria y solidifica.

_ Bandsize ng/band
~ 10000 100

)
W,

80

Figura 2.6: Marcador de fragmentos de AND “"Smart " (Fa. Eurogentec, Koln)
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Para cargar el gel de agarosa ya soélido, se utiliz6 el bufer de carga Orange G. Para este
bufer se prepard una soluciéon madre concentrada 6x de 30% de sacarosa y 1% de tinta

Orange G (Fa. Sigma, St. Louis, EE.UU.). Los soélidos se disolvieron en agua desionizada.

La solucion lista fue una dilucién de 1 pL de soluciéon madre y 5 pL de agua. A partir de este
1 x Orange G bufer de carga, se mezclaron 5 pL con 5 pL de producto de PCR. El volumen
total de 11 pL por muestra se aplicé al gel de electroforesis. Como marcador de los
fragmentos de ADN se utilizaron 5 pL del marcador "Smart Leder" Fa. Eurogentec (Fig.

2.7).

La electroforesis fue cargada hasta la separacion deseada, pero por lo menos 1 hora,a 110-
130V. Luego, el gel se registré fotograficamente bajo irradiacién UV, en un aparato

documental del Fa. Intas (Gottingen).

Southern Blots

Para cuantificar el numero de copias del ADN-T integrado por los vectores de la
transformacion en el genoma de la planta, se realizaron los Southern blots (Southern

1975).

Restriccion

Al comienzo del Southern Blot, el ADN se corté con enzimas de restriccién, en
fragmentos mas pequenos. La seleccion de las enzimas se determind por las secuencias
de restriccion en la secuencia del ADN-T. Para la enzima seleccionada, s6lo una interfaz
debe estar disponible y esta, a su vez, fuera de la region de la secuencia en la que se

coloca la sonda utilizada més tarde.

Se busco obtener los fragmentos mas pequefios posibles, los cuales con la electroforesis
subsiguiente bajan hasta el medio del gel y no permanecen en la parte superior del
mismo, ya que aqui estos fragmentos mas grandes podrian confundirse facilmente con
el ADN no digerido. Con el fin de obtener los fragmentos de ADN mas pequefios posibles,

se seleccionaron enzimas en el genoma de P. trichocarpa (Version 3.0).
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Enzimas de restriccion TC de Secuencia frecuencia de
incubacion de corte corte

Sacl 37°C GAGCT|C 49.957

Tabla 2.11: Enzima de restriccion utilizada para los Southern blots.

La frecuencia de los sitios de restriccion en el genoma de P. trichocarpa (Tuskan et al., 2006) fue
determinada por B. Kersten (Instituto de Genética Forestal Thiinen, no publicado). La linea
vertical en la secuencia marca la interfaz de la enzima de restriccién.

Para la restriccion se mezclaron 20 pg de ADN con 2 pL de bufer de reaccion 10xy 2 pL
de enzima de restriccion a la restriccidn. La concentracion final de la enzima debe ser de
1 U por 1 pg de ADN. El lote se llen6 con agua desionizada a 20 pL. El ADN de los
plasmidos de las transformaciones fue utilizado en los southern blots, como control

positivo.

Del ADN del plasmido, se utilizaron solo 100 ng para la restriccién. Aqui, el volumen de
la enzima de restriccion se redujo 1 pl por lo que el volumen de agua fue ajustado. La
incubacién se llevé a cabo a la temperatura predeterminada de la enzima de restriccion,

durante 16 horas en un bloque de calentamiento.

Electroforesis

Para la electroforesis en gel se vertio 1,5% agarosa-TBE (200 ml) con 5 pL de Roti gel
stain (véase la Seccidn electroforesis en gel). La mezcla de restriccidon se mezclé con 2 pL.
de bufer de carga (Tab. 2.12) y el volumen total de la muestra (22 pL) se aplic6 al gel.
Ademas se coloco en la primera y en la ultima celda 5 pL del marcador DIG 1], el cual se

vera mas adelante en el film bioluminiscente.

La electroforesis se dividié en una fase de calentamiento de 15 minutos a 50 Vy una fase
principal arriba de 100 V (120-130 V). Después de la corrida del gel, se tomé una foto
bajo irradiacion UV para asegurar el éxito de la separacién electroforética y las

digestiones de restriccion.
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Volumen Componente

2 mL Glicerina (100%)
16 pL EDTA (0,5 M)
32mg Xylencyanol
32 mg bromo fenol azul

Ad. 8 mL H20 desionizada

Tabla 2.12: Composicién del bufer de carga para la electroforesis del Southern Blot.

Preparacion del gel

Antes del blotting, el gel de la electroforesis fue incubado en diferentes bufers y
soluciones que se describen a continuacién (Tabla 2.13.). Todas las incubaciones
se llevaron a cabo en un agitador de volteo a temperatura ambiente. Para

despurinizacion del ADN, el gel de electroforesis se incub6 en M HC1 0,25 durante

7-10 min.

La despurinizacion completa se logr6 con un cambio de color, de azul a amarillo, de la
banda inferior del marcador del bufer de carga. Esto fue seguido por la

desnaturalizacion del ADN, para lo cual el gel se incub6 30 min, dos veces, en el bufer

de desnaturalizacion.

Se continu6 con dos etapas de neutralizacion de 30 minutos cada una, en el bufer de

neutralizacién. En preparacion para el blotting, el gel de electroforesis se lavé durante

5 minutos en 10x SSC.

Solucion de desnaturalizacion, 1 L Bufer de neutralizacion, 1 L Acido clorhidrico HCI, 1 M
20,0g NaOH-Perlas 121,14g Tris 83 mL HCI (37%)
87,6 g NaCl 87,6 g NaCl 917 mL H20 desionizada
ad. 1L  H20, desionizada ad.1L  H=20,
La solucién se ajusté a pH 13. desionizada El bufer se ajusté a pH Para lograr la concentracién utilizada
de 0,25 M, se afiadi6é 250 ml de HCI
7 con acido clorhidrico
1M y se mezclé con 750 ml de H20.
concentrado.

Tabla 2.13: Para la preparacidn del gel, se utilizaron bufers y soluciones

75



Blotting

En el blotting, el ADN del gel de electroforesis se transfirié a una membrana de nylon por
presion de liquido por capilaridad. Para ello se lleno una camara de electroforesis con 10
x SSCy se sumergio un papel de filtro en los dos depositos de la camara con la solucién 10
x SSC. Luego se colocaron 4 papeles de filtro sobre la hoja grande de papel, que
también se mojaron con la soluciéon 10 x SSC. Sobre éstos se colocé el gel de
agarosa con la cara superior hacia abajo. Sobre el gel se colocé la membrana de

nylon y sobre esta 4 nuevo papeles de filtro, enbebidos en la solucién 10 x SSC.

Luego, toallas de papel absorbente seco se apilaron y se colocaron sobre los
papeles de filtrode celulosa. Se coloc6 una placa de vidrio y un peso de plomo
(Fig. 2.7). El Blotting se llevé a cabo durante la toda noche, por lo menos durante
16 h. Al dia siguiente, las toallas de papel empapadas fueron reemplazados por
toallas secas y se continu6 con un “re blotting” durante aproximadamente 2-4

horas.

UV-“Crosslinking”

Con el fin de fijar el ADN de manera irreversible en la membrana de nylon, se la irradié
de ambos lados con radiaciéon UV. Se realiz6 el auto crosslinking con el Stratalinker
2400 (Stratagene). Se irradio el plazo de 45 s con 120 m].

S

Plato de vidrio

Toallas de papel

Papel de filtro

% Membrana de nylon

Gel de agarosa

Papel de filtro

| / Camara de electroforesis \ 10% 55C

Fig. 2.7: Estructura esquematica del Southern blot. A través de la accién capilar, la solucién
altamente concentrada de SSC 10 x se extrae del depdsito a las toallas de papel. Aqui, el ADN se
transfirié a una membrana de nylon desde el gel de agarosa después de la electroforesis. La placa
de vidrio proporciona una distribucién uniforme de la presion, que se transmite al conjunto de
transferencia.
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Prehibridizacion

La solucidon de prehibridacion (Tabla 2.14) se calenté a 42 ° C antes de su uso. La
membrana se colocé en una bandeja de plastico, se cubrié con la soluciéon de
prehibridacion y se tapé con una tapa de plastico. Se dejo en agitacion en el horno de
hibridacién a42 ° C, durante 3-6 h. Con el fin de evitar la fuga de gases nocivos, la bandeja

se envas0 en una bolsa de plastico, completamente cerrada.

Volumen Componente

25mL 20x SSC

20 mL 10% Solucidn Blocking
1mL 10% Lauroilsarcosina
1mL 0,5% ARN de levadura

50 mL Formamida
2mL 10% SDS

1 mL agua desionizada

Tabla 2.14: Composicién de la solucién de prehibridizacion

Hibridizacién
Durante la hibridacidn, la sonda se une a los fragmentos de secuencias complementarias.
La sonda se prepard tal como es descripta en la Seccion 2.10.6 y se afiadi6é para uso

directo en solucion de prehibridacién. Se mezclaron 50 ng de sonda con 1 ml de solucién

de pre-hibridacién y se almacené a -20 ° C.

Para llevar a cabo la hibridacion, una alicuota de 1 ml de la sonda se descongeld y se
desnaturaliz6 durante 5 min a 95 ° C, posteriormente se enfrié al menos 1 min en hielo.
Al mismo tiempo se preparé el llamado "sandwich de hibridaciéon " (Fig. 2.8). La
membrana se colocd sobre una pelicula de plastico y se humedecié toda la superficie con
la alicuota de la solucién de la sonda.

A continuacion, el sandwich de hibridacion fue sellado con ganchos metalicos y envuelto
en una bolsa de plastico sellada, para impedir el escape de vapores nocivos. De esta
manera, se incub6 durante toda la noche en el horno de hibridizacién a 42 ° C. (Fladung
y Ahuja 1995).
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|~ Plato de vidrio

Separador

ANEAN N preermey

‘ Membrana de nylon

Figura 2.8: Sandwich de hibridizacion (Fladung & Ahuja 1995).

En esta construccion, la membrana de nylon quedé entre dos placas de vidrio. Se utilizaron
espaciadores, dando un espacio libre entre la membrana y la placa superior. La estructura se
incubd con la sonda de hibridacién. Los ganchos de metal se utilizaron para prevenir el
deslizamiento de las placas de vidrio.

Quimioluminiscencia

Antes de comenzar con la reaccion quimioluminiscente, fue necesario preparar la
membrana y para ello se realizaron varias etapas de lavado. Las soluciones bufer
necesarias se enumeran en la Tabla 2.15. Todos los lavados se realizaron en bandejas de
plastico limpias, sobre un agitador basculante o en un bafio de agua con movimiento. La

membrana se humedece siempre completamente con el liquido.
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Ac. Maleico bufer

(4x concentrado, 1 L)

Acido maleico bufer

(1x concentrado, 1 L)

DIG-lavado bufer, 1 L

4640g Ac.maleico

35.08g Nall

30,00g NaOH

ad. 1L H:0, desionizada
pH 7.5 con NaOH oder HCL

Blocking Solution (10%)
para 100 mL

250 mL  Ac. Maleico bufer
4x concentrado

730 mL  H:0, desionizada

Blocking-bufer
para 400 mL

997 mL  Ac. Maleico biifer,
1x concentrado

3mlL Tween 20

10g Elocking Reagent
ad.0,1L  1x Ac. Maleico bifer

40mlL  Blocking Solution (10%)
360mL  1x Ac. Maleico biiber

MgCl: NaCl Tris
(1M, 100 mL) (5M,1L) (1M,pH7,5/8,0/9,5,1L)
2033g Mgl 292g NaCl 1211g Trs

ad.0,1L H:0, desionizada

ad. 1L  H:0, desionizada

800 mL  H:0, desionizada

pH-7 con acido clorhidrico

8,0 oder 9.5
Bufer S5C SDs
dedeteci (20x concentrado, pH 7,0, 1 L) (10%, pH 7,2, 100 mL)
50mL  Tris, 1 M (pH 9.5) 1753g NaCl 10g SDS

10mL NaClL5M
25mL  MgCl, 1M
ad.0.5L H:0, deionisiert

882g Na-Citrat
ad.1L  H:0, deionisiert

Der pH-Wert wurde mit NaOH oder HCI auf

80 mL  H.0, desionizada
ad.0,1L  H:0, desionizada
pH- 7.2 con ac. Clerhidrico

pH 7.0 eingestellt. concentrado.
Zx S5C / 0,10 SDS 0,5% SSC/ 0,1% SDS 0,1x SSC/ 0,1% SDS
(1L) L (1
100 ml 20x 55C 25 mL 20 55C 5mlL 20 55C
10 ml 109 SDS 10 mL 10% SDS 10 mL 100 SDS
890 ml H.0, d.d 965 mL H:0, d.d 985 mL H.0, d.d

Tabla 2.15: Soluciones y bufers utilizados para la quimiolumiscencia

Primero se lavé la membrana dos veces durante 10 min. con 2 x SSC / 0,1% SDS a
temperatura ambiente, para lavar las moléculas de sonda que no se unieron. Esto fue
seguido por un lavado de 10 min. con 0,5 x SSC / 0,1% SDS a 65 ° C para eliminar los
desajustes, y por ultimo un lavado de alta astringencia durante 15 minutos con 0,1 x

SSC/ 0,1% de SDSa 65 ° C.

Para equilibrar la membrana, se la lavé durante 5 min con acido maleico 1 x a

temperatura ambiente. A continuacion, se incub6 durante 45 min en blocking bufer a
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temperatura ambiente. Esto fue seguido por la incubaciéon durante 30 min con la
solucion de anticuerpo. Esta solucién de anticuerpo consistio6 en 15 ul anti-
digoxigenina-AP ("fragmento Fab", de Roche Diagnostics, Mannheim.) Y 150 ml de
blocking bufer, es decir, una dilucién 1: 10.000.

La solucion madre de fragmento-FAB se centrifugé previamente por 5 min; sélo el
sobrenadante se utilizé para la solucién de anticuerpo. La solucién de anticuerpo ya
preparada se agité durante al menos 15 min. Luego de la incubacion, la membrana se
lavé tres veces durante 15 minutos con bufer de lavado DIG a temperatura ambiente,

después se equilibré durante 5 min en bufer de deteccion.

La membrana se transfiri6 a una pelicula de plastico, se humedeci6é con 1,01 ml de
solucidén de sustrato CSPD, la que consiste en 1 ml de buifer de deteccién y 10 uL. de CSPD
(Fa. Roche Diagnostics, Mannheim), y se distribuyé ampliamente en toda la membrana.
La lamina de plastico se sell6 herméticamente, se transfiri6 a un casete de pelicula,
donde se incubaron en ella durante 5 min a temperatura ambiente. El casette, con la

membrana, se incubd en un horno de calentamiento a 37 ° C durante 15 min.

Después de esto, en el cuarto oscuro, se colocarton entre dos y cuatro peliculas
quimioluminiscentes ("Pelicula de deteccion quimioluminiscente”, Fa. Roche
Diagnostics, Mannheim) en la parte superior de la membrana y se incub, con el casette

cerrado, en oscuridad. El periodo de incubacién varié de cuatro horas a tres dias.

El revelado de la pelicula y la evaluacion

Para revelar la pelicula se necesitaron las soluciones que se indican en la Tab. 2.16. En el
cuarto oscuro, la pelicula se retiro y se sujetd con ganchos metalicos. Posteriormente se

comienzé con la inmersién completa en las diferentes soluciones:
5 min en revelador, 1 min en acido acético y 10 minutos en el fijador.

Luego las peliculas se enjuagaron bien con agua del grifo y se secaron en estufa a 60 ° C.
Sobre la base de las bandas claramente diferenciadas se determind el niimero de copias
del transgén. Cada banda correspondi6 a una copia diferente. La membrana se almacen6
a-20°C.
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Revelado Acido acético Fijador
1,25L . 1,50 L
Concentrado de 0341 Acido acético 100% Concentrado de fijador
revelado
6,25 L H20 desionizada 8,16 L H20 desionizada 6,00 L H20 desionizada
7,50 L Total 8,50 L Total 7,50 L Total

Tabla 2.16: Soluciones de revelado

El concentrado de revelado G150 y el concentrado del fijador G354 fueron producidos por la
empresa Agfa (Diibendorf, Suiza).

"Stripping”’

Para hibridar el ADN ya hibridado con una sonda en una membrana de nylon, con otra
sonda, fue necesario someter la membraba a un "stripping". Aqui, la primera sonda se
separa, por lo que se puede continuar luego con la etapa de "prehibridacién"” (véase Sur

blot / prehibridacién).

Para comenzar con el "stripping”, la membrana se enjuagé en agua desionizada durante
1min a temperatura ambiente. Posteriormente, la membrana se lavé dos veces durante
15 min a 37 ° Cen M NaOH / 0,1% SDS 0,2. Para asegurar una buena humectacién, la

membrana se incubd en un bafio de agua con movimiento de giro activado.

Después de equilibrar la membrana durante 5 min a temperatura ambiente en 2 x SSC,
quedd lista para su posterior procesamiento. Sila membrana no se procesa directamente,
se puede guardar humedeciendola con 2 x SSC y sellandola herméticamente en una

pelicula de plastico.

Sintesis de sondas para Southern Blots

Las sondas para los Southern Blots se sintetizaron con el kit PCR DIG Probe Synthesis Fa.
Roche Diagnostics (Mannheim). Se sintetizaron siguiendo las instrucciones del

fabricante (Tab. 2.17 a 2.18). Los cebadores utilizados se enumeran en la Tab. 2.19.

81



Componente Concentracion Concentraciéon-PCR Volumen [pL]
stock
PCR-bufer mix 10x 1x 5,00
dNTP-Mix 2 mM 0,2 mM 5,00
Forward-Primer 10 uM 0,4 uM 2,00
Reverse-Primer 10 pM 0,4 uM 2,00
DNA-Polimerasa 3,5U/uL 1,80 0,80
ADN 100 ng/pL 200 ng 2,00
H20 33,20
Volumen total 50,00

Tabla 2.17: Mix de reaccién para la sintesis de sondas.

La temperatura de Annealing TA varia segun los cebadores utilizados.

Temperatura [°C] Tiempo [min] Proceso

95,0 2:00 Denaturalizacion inicial
72,0 7:00 Terminacion-Alargamiento
4,0 00 Almacenamiento

Tabla 2.18: Perfil térmico de PCR para la sintesis de sondas

2100 (PsEND1, forward, Tm=59, 8°C)
2101 (PsEND1, reverse, Tm=60, 2°C)
Tamafio del fragmento: 833 bp

Tabla 2.19: Combinacion de primers para la sintesis de sonda

Electroforesis

50uL de producto de PCR fueron mezclados con 10 pL de bufer marcador Orange

G. Se dividi6 en un volumen mas pequefio y se coloc6 en un gel de agarosa 1,5%. A
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continuacién se corrié la electroforesis por 1,20h a 115 V y fue fotografiado bajo

irradiacion UV.

Elucion del gel

Las bandas con el producto de PCR deseado se colectaron con las columnas de plastico
("X-Tracta Generacion II", Fa. Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf) lixiviada a partir
del gel bajo iluminacién UV y con la ayuda del kit de agarosa "Gelextract Mini Kit" (Fa.
5Prime, Hilden). Para este procedimiento se prosiguio de acuerdo con el protocolo del
fabricante:

Los fragmentos de gel se mezclaron con 300 ml de bufer PS en recipietes eppi de 1,5 ml
y se incubaron hasta la disolucion de la estructura del gel a 55 ° C con agitacion
constante. Una columna de purificacion del kit se coloc6 a un recipiente de recogida y se
equilibré con 500 uL de bufer BL. El bufer fue depositado por 1 min de centrifugacion a
16.060 G.

Después de completar la incubacién, la muestra se coloc6 en una columna de purificacion
y se centrifugd durante 1 min a 16.060 G. El fluido que pas6 a través de la columna se
descarté. 700 pL de bufer PW se afiadieron a la columna de purificaciéon y esto se
centrifugd nuevamente durante 1 min.

Posteriormente, 500 pL de bufer PW se adicion6 a la columna y se centrifug6 durante 1
min. El flujo que se filtré se desecho y la columna se centrifugé de nuevo durante 2
minutos para eliminar todos los restos del bufer. El flujo filtrado también se descarto.
Las tapas de la columna se abrieron con el fin de secar durante varios minutos.

Para la elucion del ADN por purificacion, se afiadié en la columna de 50 pL de bufer PEB
(equivalente a 10 mM Tris-HCl, pH 8,5), se incubaron durante 2 min y luego se centrifug6
durante 1 min. Para aumentar el rendimiento, el resto de flujo se pipete6 de nuevo a la

columna, se incubd y se centrifugd nuevamente.

Cuantificacion

Como la medicién de la concentracién de la sonda por espectrofotometria no fue posible
debido a que el DIG estd marcado, la sonda se cuantific6 en un gel de agarosa. Se preparé

un gel de agarosa TBE 1,5% como se describe en “electroforesis en gel”. Se cargd con un
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volumen de muestra de 10 pL, de 5 pL de la sonda y 5 pL de bufer de carga Orange G.
También se coloco en el gel de agarosa el marcador Smart (Fig. 2.6). Las bandas de las

sondas se cuantificaron después de su aparicion.

Para dejar alicuotas preparadas de sondas, se mezclaron 50 mg de sonda en 1 ml de

solucién de prehibridacién y se almacenaron hasta su uso a -202C.

Extraccion de ARN

Para la extraccion de RNA se cosech6 el material vegetal fresco. Se seleccionaron flores,
hojas, tallos y raices tanto de las lineas transgénicas como de la “Wild type”, se
congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80.

Entre 50 y 70 mg de material congelado en nitrégeno liquido, se pulverizé en tubos
Eppendorf con dos bolas de acero (5 mm de didmetro), utilizando un molino vibratorio

(Sres. Retsch) durante al menos 2:30 min a 21-23 Hz.

El protocolo para la extracciéon de ARN se bas6 en el de Chang et al. (1993). El bufer de
extraccion requerido para la extraccion de ARN se compouso de 2% de Bromuro de
hexadeciltrimetilamonio, 2% de polivinilpirrolidona (PVP), 100 mM Tris-HCI (pH 8,0),
EDTA 25 mM y 2 M NaCl. Las sustancias se disolvieron en agua libre de RNasas. La
solucion SSTE consistié en 1 M NaCl, 0.5% SDS, 10 mM Tris-HCI (pH 8,0) y EDTA 1 mM.

Todos los componentes se disolvieron en agua libre de RNasas.

El bufer de extraccion se calenté a 65 ° C y se afiadié 1 ml con 20 20 uL [
mercaptoetanol y 0,54 pL de espermidina. A partir de esta mezcla, se pipete6 1 ml a
cada muestra y se mezcl6 bien con un Vortex.

Las muestras se incubaron, a continuacion, durante 10 min a 65 ° C a 400 rpm. Luego,
las muestras se mezclaron de nuevo con el Vortex y se centrifugaron durante 2 minutos
a 16.500 G. El sobrenadante se retiro y se transfirié a un nuevo recipiente de reaccién
de 2 ml

Se agregd el mismo volumen de cloroformo: alcohol isoamilico (24: 1) y se mezclé por
inversion. Esto fue seguido por una centrifugacion de la muestra durante 20 minutos

a 16.500 G. El sobrenadante acuoso se separo, se transfirié a un nuevo recipiente de
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reaccion de 2 ml. Nuevamente se afiadi6é el mismo volumen de cloroformo: alcohol
isoamilico (24: 1), se mezcld y se centrifugd durante 20 min a 16.500 G. Se tom¢ el
sobrenadante acuoso y se transfirié a un recipiente de reaccién de 1,5 ml. Este volumen
se mezclo6 con %3 volumen de LiCl 8 M y se mezclé suavemente por inversion. El RNA

se precipito a 4 °C, durante toda la noche.

El dia siguiente, los acidos nucleicos precipitados se centrifugaron durante 20 min, a
18.000 g, a 4 °C. El sobrenadante se descarto. El precipitado se disolvié en 200 pL SST.

Para una mejor solubilidad, la suspensién se incubé durante 2:30 min a 400 rpm.

Se anadieron 200 de cloroformo: alcohol isoamilico (24: 1) y se mezclaron por
inversion con el volumen de carga inicial. Se centrifugé por 20 min a 16.500 Gy 4 ° C.
Se separaron las fases, se tomo el sobrenadante y se transfirié a un nuevo recipiente
de reaccién de 1,5 ml. Se afiadi6 el doble del volumen doble de etanol (absoluto, -20 °
C en frio), se mezclé por inversién y se precipité el ARN incubandose durante toda la

noche a-20°C.

A continuacion, las muestras se centrifugaron durante 20 minutos a 18.000 Gy 4 ° C. El
sobrenadante se retiré cuidadosamente sin tomar el sedimento fragil. El sedimento se
lavo con 1 ml de etanol 70% y se centrifug6 a 18.000 g a 4 ° C durante 10 min. Se retir6

cuidadosamente de nuevo el liquido.

Los acidos nucleicos precipitados se secaron con el recipiente abierto en una campana
de flujo laminar limpia, durante al menos 1h. Luego se afiadieron 30 uL de agua libre de

RNasas. Las muestras se midieron por espectrofotometria y se almacenaron a -70 ° C.

Digestion del ARN extraido con ADNasas

El ARN aislado fue sometido a la extracciéon del ADNg, a través de una digestion con
DNasas, por lo que el ADNg no podria servir como una plantilla en el QRT-PCR (Udvardi
et al. 2008). Para esto, se utilizo el kit libre de ADN TURBO (Fa. Ambion / Life
Technologies, Carlsbad, EE.UU.), ya que todos los componentes de la reacciéon son

separados por la "Solucion de inactivacion" y al final queda el ARN puro.

Para la digestidon con DNasas se utilizé una mezcla de reaccién de RNA aislado de 28 pL,

bufer de reaccién 3,3 pL y se prepard una solucién de 1,0 uL. DNasa. Se incub6 a 37 ° C

85



en un bloque de calentamiento. Luego de 30 minutos de incubacién se adicioné 1 pL de
DNasa I a cada muestra.Se continué con la incubacién durante 30 min mas. Se afiadi6

6,6 uL de la Solucion de Inactivacion y se mezcl6 con la muestra.

Después de cinco minutos de incubacién a temperatura ambiente, durante la cual las
muestras se mezclaron de nuevo suavemente, estas fueron centrifugadas a 10.000 g
durante 1:30 minutos. La solucién de inactivacién se recoge en el fondo del recipiente
de reaccion. Se retir6 el sobrenadante, se midio6 por espectrofotometria OD260 utilizando
el Nanodrop 1000. La calidad se midi6 con los ratios OD260/0D2s0 y OD260/0Dz230

(mantenidos entre 1.8 y 2.1) y Se almacené a -70 ° C.

Analisis de expresion

Control de la calidad del ARN en el Bioanalyzer

Como se requiere un molde de ARN conservado para obtener resultados reproducibles

en el QRT-PCR, se realiz6 un control de calidad del ARN.

Para comprobar la integridad del ARN-ARN se utiliz6 el Bioanalyzer "Agilent 2100" (Fa.
Agilent Technologies, Waldbronn). El contenido de ADN fue removido del ARN utilizando
el kit Ambion turbo DNA-free (Ambion, Austin, TX, USA), utilizando el protocolo

especificado por el fabricante.

El ARN extraido y tratado con DNasa se llevo a la concentracidon en la relacion de 1:3 o
1:4, diluyéndose con agua libre de RNasa. Se desnaturaliz6 durante 2 mina 70 °Cy

después se analizo.

El marcador de gran tamafio utilizado fue el ARN Leder del kit (Figura 2.9), que también
se desnaturaliz6 a -70 ° C y se almacend. Las muestras de ARN con un valor de RIN de
7,0 o superior se utilizaron para la sintesis de cADN y analisis de la expresion posterior

(Udvardi et al,, 2008).
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Figura 2.9: Tamafios de las bandas de la
longitud de los fragmentos marcadores
de ARN de cadena simple (Fa. New
England Biolabs, Frankfurt am Main)

Transcripcion inversa

A partir del ARN aislado y mediante la transcripcion inversa, se sintetizé el ADNc. Para
esto, se utilizoé el kit “Sintesis de ADNc SuperScript VILO” (Invitrogen, Carlsbad, EE.UU.
Fa.).

. Kit de Sintesis ADNc SuperScript VILO

Para las reacciones de transcripcion inversa se prepar6 la mezcla de reaccién a partir de
4 uL de la mezcla de reacciéon 5x VILO, 2 pL de 10x mezcla de enzimas supermix
SuperScript y un volumen variable de ARN total. La primera reaccion contenia, ademas
del bufer de reaccion, el primer aleatorio, MgCl2 y dNTPs. Hasta 2500 ng de ARN se
utilizaron para la sintesis. Con agua tratada con DEPC se completa el volumen hasta 20
ul. Las mezclas de reaccién se incubaron secuencialmente durante 10 min a 25 ° C,

durante 60 minutos a 42 ° Cy durante 5 min a 85 ° C.

Analisis de expresion por PCR semicuantitativa qRT-PCR

Para llevar a cabo la PCR se utilizaron 200 ng de ADNc, que fue sintetizado como se
describe anteriormente. El protocolo de PCR utilizado es el descrito anteriormente
(reaccion en cadena de la polimerasa para la deteccion de los genes blanco). Los
productos de PCR se separaron en un gel de electroforesis de agarosa como se describe

en la seccion “electroforesis en gel”.

La planificacién y ejecucién de los experientos qRT-PCR fueron atados a las directrices
reconocidas MIQE- para fijar normas minimas cientificas (Bustin et al., 2009). La qRT-
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PCR se realiz6 con la unidad de Mx3000P Fa (Santa Clara, EE.UU.), platos de reaccion de
96 celdas (Eppendorf LoBind® twin.tec® PCR Plates, Eppendorf, Hamburgo, Alemania),
con el software asociado MxPro -. Mx3000P v4.10 (Stratagene, Santa Clara, EE.UU.).

El dispositivo requiere el uso de un kit de PCR incluyendo ROX, un colorante que niveld
la sefial de fondo. En estas circunstancias se utilizo el kit "baja Rox rapida Plus EvaGreen
qPCR Master Mix" de la empresa Biotium (Hayward, EE.UU.). El perfil de temperatura fue

proporcionado por el fabricante (Tabla 2.20) para su uso con el kit.

Temperatura [°C] Tiempo [min] Etapa ciclos

Dezanaturalizacion inicial v

95.0 2:30 Activavién de la enzima
95,0 0:10 Desnaturalizacién
60,0 0:30 :::;ﬁ;neaﬁm o 0
95,0 0:10 Desnaturalizacién
60,0
Llegande a Curva fusién
95,0
4,0 ® Almacenamiento

Tabla 2.20: Perfil de temperatura para qRT-PCR. El perfil de temperatura se compone de una
combinacién de repeticiéon de dos pasos juntos (la desnaturalizacién y la hibridacién con la
elongacién) y una curva de fusion final.

El disefio de los primers disefio se bas6 en las politicas que Udvardi et al. (2008) ha
realizado y la eleccién de los primers se llevo a cabo utilizando el software en linea "Quant
Prime" (http://www.quantprime.de, Arvidsson et al., 2008) que se baso en la secuencia

de bases de datos de P. trichocarpa. Los primers utilizados se enumeran en la Tab. 2.21.

Primer Secuencia Gen
#282 ATA TCA CCA CAT CCA CCT GCT TG Barnase
#283 TCA CTT TGA TCC ATG GAG ATA TCG barnase
#575 GCT CGA ACG GAC TTG GGA ACT TTG Ubig.
#576 TTC ACT CCG THG CTG CAT CTC CAC Ubigq.

Tabla 2.21 Primer para la qRT-PCR

Como gen de referencia se utilizé la ubiquitina UBQ7 (Potri 0056198700.1). Los primers

para este gen, detallados en la tabla 2.21, generan un amplicén de 108 pb.
88



Cultivo de alamos en invernaculo

Las plantas transformadas seleccionadas del cultivo de tejidos se transfirieron al vivero.
Las mismas fueron retiradas de sus envases, liberadas del medio de cultivo y establecidas

con las raices en el un sustrato de tierra tamizada.

La adaptaciéon de la humedad (100% en los recipientes de cultivo) a la humedad no
controlada en el invernadero se realizé poco a poco: las plantas recién retiradas de los
envases de in vitro, fueron cubiertas en bandejas plasticas, con lo que se asegur6 un alto
grado de humedad. Se llevo a cabo la abertura sucesiva de las bandejas durante al menos

cinco dias, por lo que las plantas se adaptaron a la humedad del medio ambiente.

En los invernaderos, se instalé control de la temperatura. En verano se regula con la
ventilacion usando las ventanas de techo. En invierno, los invernaderos se mantuvieron

por encima de 0 2C (Grosshansdorf, Alemania 53°39'42.2"N 10°15'10.9"E).

Como sustrato de suelo, colocado en contenedores, se utilizé el fabricado por Gramoflor
(Vechta). Los valores nutricionales se enumeran en la Tab. 2.22. Las plantas en el
invernadero se suplementaron con fertilizante Plantosan (Fa. Mana, Ammerbuch-
Pfaffingen) con una concentraciéon de 1-3 g / L, para garantizar el suministro de

nutrientes.

En el invernadero, las plantas se regaron con agua del grifo. Esta agua se encuentra a una
dureza total promedio de 12.3 ° dH, en el rango de dureza media (Comunicacién con Fa.

Depuradora de Hamburgo, com., 02/04/2015).

Las plantas se cultivaron en macetas con un didmetro de 7,12, 16, 19, 21 y 26 cm. El exceso
de agua puede fluir a través de agujeros en el piso de las macetas. El trasplante siempre se
lleva a cabo en las primeras etapas del cultivo segin fue necesario, en la primavera. Aqui el
cepellén fue aflojado manualmente. En la superficie de las macetas se elimin6 crecimiento

de musgos.

89



Componentes

pH

Sales

Turba [H2-H4 und H4-H8 in Vol. %]
Otros materiales

Constituyentes menores

Contenido de nutrientes

Nitrégeno
Fosfatos
Potasio
Magnesio
Sulfato

pH 5,8

1,4g/L

100

carboén de cal, fertilizante NPK

quelato de Fe, agente humectante

170 mg/L
190 mg/L
210 mg/L
150 mg/L
120 mg/L

Tabla 2.22: Composicion del sustrato y nutrientes (Fa. Gramoflor, Vechta)

Se utilizaron pesticidas para reducir la infestaciéon de plagas en los invernaderos, y se

tratd6 cada dlamo de forma individual cuando presentaron dafios por insectos y

aracnidos. Para ejecutar todas estas operaciones se consideraron las normas de las

operaciones biotecnoldgicas en Alemania, los requisitos legales, que estan reguladas por

la Ley de ingenieria genética, 16.12.1993 (Purves et al, 2006).

Los alamos modificados geneticamente se cultivaron utilizando macetas de diferentes

tamanos, dentro de los invernaculos.

Proteccion de las plantas

En el monocultivo de dlamo, por la alta humedad fueron indispensables las medidas

para mantener las plantas saludables. Las plagas importantes y las medidas utilizadas

se enumeran en la Tab. 2.23.
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Organismo Dafio Medida

Mosca blanca de

invernadero Lesiones en las hojas, en plantas Uso de Neudosan (Fa. Neudorff,
Trialeurodes jovenes dafios severos. Emmerthal) y Neem-Azal (Fa.
vaporariorum Trifolio-M, Lahnau)

Arafia roja

Lesiones en las hojas, hojas palmeadas, | Uso de Vertimec (Fa. Syngenta,
Panonychus ulmi » . ) )
en plantas jévenes dafios severos Basilea, Suiza), Neudosan y Neem
Azal Einsatz (Fa. Syngenta, Basel,

Schweiz)

Avispones . Uso de Perfekthion (Fa. BASF,
Las larvas se alimentan de la

Sesia apiformis i Ludwigshafen), trampas de

zona del cuello de la raiz,
feromonas y Raupenleim el
provocando la muerte de todo
cuello de la rafz.
el arbol.

Avispa arrolladora de . Uso de Perfekthion
hojas Hojas y puntas de los brotes

Blennocampa pusilla enrrolladas, dafio menos perjudicial.

Cenicillas Capa blanca en las superficies de las Uso de Netzschwefel 80 WG

Erysiphales i )
hojas, provocando la desecacién de las | (Fa. Stihler Agrochemie,

hojas y la planta entera. Stade)

Tabla 2.23: Plagas y medidas tomadas en el invernadero.
Las trampas de feromonas colgadas utilizadas fueron solo moderadamente eficaces, ya que pocos
insectos pudieron ser capturados.

Induccion de flores fértiles en Populus- HSP::AtFT + PsEND1::barnase

La induccién de la floracion se llevé a cabo en camaras de crecimiento (Weiss Technik
BioClim, Reiskirchen, Germany). Plantas de 4-6 meses fueron trasladadas del
invernaculo a las camaras de crecimiento en donde se les aplico un tratamiento con
calor para promover la floracién. Tratamiento: 40 °C, durante 90 min, 1-6 semanas.
Condiciones de crecimiento: 5-22 °C, luz/oscuridad: 8-16/16-8 h. Luego las plantas se
sometieron a un tratamiento de frio, requerido para la formacién de flores fértiles:

11°C., durante 4 semanas aproximadamente. (Hoenicka, et. al. 2016).
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Evaluacion de la viabilidad del polen

Las anteras obtenidas en floracidn precoz se observaron bajo el microscopio 6ptico de
fluorescencia (Olympus BH-2, Tokyo, Japan) para confirmar la presencia o ausencia de

los granos de polen.

Para evaluar y estimar la viabilidad de las microsporas se realizaron las pruebas FDA,

realizando las tinciones con diacetato de fluoresceina (Wildholm, 1972).

El niimero de microesporas fue determinado mediante la siguiente férmula:

Nm= Dfx Lm x Vol /Vs

Df: Factor de dilucién=2. Dilucién de la microspora en la solucién de tincién FDA. Lm:
Microsporas vivas contadas dentro de 10 cuadrados del hemocitémetro.
Vol: Volumen de la solucion de microesporas= 10 ml.

Vs: Volumen de 10 cuadrados= 0.002 ml.

Microscopia de anteras

En la Universidad de Hamburgo, se realizaron cortes microscopicos de las anteras, tanto
en las lineas transgénicas con floracién precoz y androesterilidad, como de las plantas

controles, HSP::AtFT positivas.

Las muestras se fijaron (paraformaldehido 4% + GA 1% en 50 mM de bufer MSB, pH 6.8;
24h, 4 2(C), se lavaron (3x con 50mM de bufer MSB) y se deshidrataron, usando series de
etanol (etanol 6x 30%-100%, 4°C, 30 min/paso). La recina blanca-LR (London Resin co.,
Basingstoke, UK) fue utilizada para rodear los tejidos. Capsulas de gelatina rellenas con
resina y las muestras permitieron la polimerizaciéon en una atmosfera libre de oxigeno
(2h TA + 36h 509C). Las muestras se seccionaron en secciones de 1 micrdén de espesor,
con un cuchillo de vidrio, utilizando el ultramicrotomo Ultracut E (Leica-Reichert-Jung,
Nussloch, Germany) y fueron montadas en laminas de vidrio. Las secciones de tejido se
fijaron en laminas de vidrio sobre un plato caliente a 70°C. La tincién se llevé a cabo con

azul de tolueno al 0.05% por 3-4 minutos.
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Capitulo III: Cultivo de tejidos in vitro de Populus
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RESULTADOS Y DISCUSION

El cultivo in vitro es una etapa crucial para poder regenerar plantas completas a partir de
los explantes transformados genéticamente. En este trabajo de investigacion se ajustaron
protocolos de regeneracion in vitro para los clones D25 de P. deltoides y DN1 y DN5 de P.
x euroamericana, de interés comercial para Argentina. Para P. tremula L. se adopt6 el

protocolo de cultivo in vitro utilizado por Fladung et al. (2004).

Cultivo de tejidos vegetales in vitro de Populus deltoides e hibridos de Populus x
euramericana

El CTV en este trabajo de investigacion, tuvo como objetivo obtener material vegetal
susceptible de ser transformado genéticamente. Cabe destacar que se realizaron ensayos
exploratorios de ajuste del CTV con diferentes clones plantados en Argentina, en el
CEProVE-UNLP, entre los afios 2008 y 2013, (Abedini et. al, 2008 y Adema et. al., 2009;
Briones, M. V., et al,, 2012; Briones, M. V,, et al., 2013: Informe de avance CONICET 2013).
Los resultados de estos trabajos previos se encuentran en el Anexo 3.1. Los avances
logrados en Argentina, junto con la experiencia del grupo de investigacion del Dr Fladung,
Matthias del Instituto Thiinen de Grosshansdorf, Alemania, permitieron obtener
plantulas y material in vitro de Populus sp. para su transformacién genética y posterior

regeneracion.

1- Recoleccion del material vegetal

La época del afio adecuada para recolectar el material de partida para los cultivos in vitro
de Populus sp, fue el invierno tardio. La época de recoleccion se determind en base a la
experiencia de trabajos previos realizados en el Instituto de Genética Forestal (Bueno et
al., 1992; Dr. Fladung y Dr. Hoenicka, 2015, comunicacion personal). Las yemas
vegetativas y las secciones nodales fueron colectadas a partir de febrero 2015
(finalizando la fase de dormancia) (Figuras 3.1.a, b, c y d). Esto concuerda con lo indicado
por Kamali et al. (2001) y Hammerschlag (1982), que recomiendan que la colecta se

realice durante el crecimiento vegetativo activo.
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Fig. 3.1.a y b Coleccién de Populus del Arboretum del Instituto de genética forestal Thiinen,
Alemania. c y d. Recoleccion del material vegetal.

En este trabajo los clones de P. deltoides e hibridos de P. x euroamericana, fueron
obtenidos de la coleccion de Cottonwood de la universidad de Minnesota/USA,
disponibles en el Arboretum del Instituto Thiinen en Grosshansdorf, Alemania. El material
colectado se almacen6 a 5°C en cadmaras de frio, hasta su uso posterior. Marquinez (1998),
recomienda utilizar un banco de plantas controladas ex vitro, manteniendo estas plantas
madres, es decir, las plantas donadoras de los explantes, en un invernadero bajo
condiciones controladas. Asi la planta madre se mantiene en un medio sanitario 6ptimo
y con un control de nutricién y riego adecuados, que le van a permitir un crecimiento
vigoroso y libre de enfermedades (Castillo, 2004). Por su parte, Adema (2016) indica que
la iniciacidon de todo proceso de cultivo de tejidos sélo tiene sentido cuando se emplea un
material de partida adecuado. El estado fisioldgico es de gran influencia en la respuesta
de los tejidos en cultivo, reportandose diferencias en los requerimientos nutricionales y
hormonales (Villalobos y Thorpe, 1991). Precisamente para uniformar el estado
fisiolégico de las plantas donantes, o sea de los explantes, es que se incluyen en esta etapa
una serie de pretratamientos como la seleccién y crecimiento de la planta madre bajo
condiciones higiénicas, que reduce notablemente los contaminantes, principalmente
fingicos, ya que la mayor fuente de contaminacién primaria en los cultivos in vitro
provienen de la planta madre. Es importante también, tener un banco de plantas ex vitro

juvenilizadas. En el caso del género Populus se realiza utilizando estacas recolectadas de
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arboles sanos y de procedencia genética conocida. El estaquero también permite

mantener la juvenilidad del material (Ramilo, 2014).

El material vegetal de partida fueron yemas vegetativas apicales y secciones nodales de
clones de Populus deltoides: D6, D7 and D25 y clones de Populus x euramericana: DN1 and
DNG5. Es decir, se utilizé material joven. Se sabe que los explantes con mejores resultados
parala morfogénesis in vitro, son los tomados de las plantas jévenes (Lopez-Gémez, 2010;
Roque y Ardisana, 2006; Collado et al, 2004; Mroginski et al., 2003; Marquinez, 1998)
debido a que la capacidad de regenerar 6rganos y tejidos a partir de un explante inicial
es mas rapida. La propagacién in vitro de la mayoria de las plantas lefiosas requiere de la

utilizacién de explantes provenientes de materiales juveniles (Dodds, 1982).

2- Desinfeccion del material colectado

El método de desinfecciéon n? 2 permitié obtener mayor cantidad de explantes libres de
contaminantes y menores muertes de tejido por oxidacién y dafio por exposicién a los
agentes desinfectantes (86% de explantes libres de contaminacién para el clon D7).

Los resultados de desinfeccion con el método de desinfeccién n®2, se muestran en la tabla

3.1

clon Yemas apicales Secciones nodales
Total Libres de contaminacion Total Libres de contaminacion
DN 1 25 0 0% 51 38 74.5%
DN5 17 0 0% 41 18 44%
D6 30 1 3.4% 51 30 58.8%
D7 32 6 18.8% 58 50 86.2%
D25 25 1 5.9% 62 50 80.6%

Tabla 3.1. Resultado de la desinfeccion de las yemas vegetativas apicales y segmentos nodales de

los clones de P. Deltoides e hibridos, utilizando el método de desinfecciéon n? 2.

Los resultados muestran una respuesta diferencial de cada genotipo. Para las yemas
apicales y las secciones nodales, el mayor porcentaje se obtuvo para el clon de P. deltoides
D7. Rebolledo Camacho y Cruz Jiménez (2006) también encontraron resultados
diferentes usando el mismo método de desinfeccion para dos genotipos de pino.

Observaron mejores porcentajes de sobrevivencia en Pinus pseudostrobus que en Pinus
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jaliscana utilizando hipoclorito de sodio al 10% durante 15 minutos. La respuesta a la
desinfeccion fue dependiente del genotipo para distintas variedades de Coffea sp. (Lopez
Gémez et al, 2011). Los autores indican que es necesario aplicar un método de
desinfeccion especifico para cada genotipo durante el establecimiento aséptico, ya que
existe variabilidad en la tolerancia a los desinfectantes, dependiendo del genotipo y el
agente desinfectante evaluado. En este trabajo, para algunos clones (D7 y D25), el sistema
de desinfecciéon fue altamente eficiente, siendo los resultados obtenidos altamente

significativos.

En la Tabla también se observan diferencias en el grado de contaminacion respecto al
tipo de explante. Con ambos métodos, el porcentaje de secciones nodales contaminadas
fue menor que el de las yemas apicales. Segtin Folgueras (2000), dependiendo del tipo de
explante utilizado, los microorganismos superficiales o endofiticos de las plantas pueden
ser introducidos al cultivo in vitro. Este resultado es diferente al obtenido para otras
especies lefiosas. Segin Roca y Mroginsky, 1993) el tamafio del explante es otra de las
causas que incrementa la presencia de contaminantes in vitro, pues mientras mayor sea
el explante, mas dificil es de desinfectar (Surga, J. G. y Guevara, 1994). Del mismo modo,
las irregularidades ubicadas en la superficie del explante afectan el éxito de la
desinfeccion superficial, ya que pueden servir de depésito de esporas y polvo, y los
productos empleados no logran llegar y desinfectar las areas de interés (Ramirez et al.,
2005; Roca y Mrogrinski, 1993). Sin embargo, en este trabajo fueron mejores los
resultados obtenidos con secciones nodales, que con apices. Gonzales (2007) utilizo
secciones nodales y yemas apicales, provenientes de estacas cultivadas en el invernadero,
que fueron sometidas a tratamiento con fungicida y bactericida, por 30 dias, no logrando
controlar la contaminacion. Esto demuestra la dificultad de limpiar el material para
establecerlo invitro, siendo este uno de los cuellos de botellas de la técnica, y que ademas
depende de varios factores Ordofiez M., MA (2005), trabajando con Aloysia tripilla
(L"herrit) Brito, no logré controlar los microorganismos contaminantes en los explantes
nodales, obteniendo porcentajes muy elevados de contaminacién, entre el 89 y el 100%.
Sin embargo en los explantes foliares si se logré reducir la contaminacién, obteniéndose
el menor porcentaje de contaminacion (44 %), al utilizar NaOCl al 2 % por 5 minutos.La
mayor contaminacion de los dpices puede deberse a la presencia de hongos y bacterias

contaminantes en ellos. Se ha detectado la presencia de hongos contaminantes en dpices
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de plantas adultas de Annona muricata (Ramirez et al., 2005), los cuales correspondieron
a los géneros Alternaria, Aspergillus, Aureobasidium, Botryodiplodia, Curvularia y
Helmithosporium. Otros identificaron los géneros Alternaria, Cladosporium,
Colletotrichum, Curvularia, Fusarium, Penicillium, Trichoderma y Aspergillus (Acosta et
al., 2002) Acosta, M.; En el cultivo in vitro de yemas apicales de mango (Mangifera indica
L.), se identificaron como géneros de hongos contaminantes a Fusarium sp.,
Botryodiplodia sp., Alternaria sp. y Aspergillus sp. (Borges et al., 1997); sin embargo, en
segmentos nodales solo se han identificado los géneros Alternaria sp. y Curvularia sp.,
siendo este ultimo el que mayor numero de explantes contaminados presento,
sefialdndose que las diferencias con respecto al resultado anterior puede atribuirse al
procedimiento de desinfeccion, el explante seleccionado y la época del afio, entre otras

causas (Isea et al., 2004).

Con el método de desinfeccion n? 1, se oxidaron el 70% de las secciones nodales y el 90%
de las yemas apicales. Sin embargo, la eliminacién del dltimo paso con el agente
desinfectante, sumado a remocién de la corteza y del tejido directamente afectado por el
agente desinfectante permitié obtener buenos resultados, reduciéndose asi la oxidacion
de los explantes luego de la desinfeccion. Estos resultados concuerdan con lo reportado
por Das y Mitra (1990), que en el cultivo in vitro de Eucalyptus tereticornis, encontraron
que las yemas de brotes apicales terminales del tronco principal presentaron mayor
propensién a oxidar que sus iguales ubicadas en las ramas laterales basales. Un
comportamiento similar fue reportado en el cultivo de uva por Dalal et al. (1999), quienes
indican que la respuesta observada se debe al mayor contenido de sustancias fenoélicas
en los brotes apicales. Degenhardt-Goldbach (2011) reporta la oxidacidn en el cultivo in
vitro de Eucaliptus, y sefiala una reduccion de la oxidacion con el uso del medio WPM
frente al MS. En el cultivo de tejidos in vitro, los procesos de oxidacién son causados
principalmente por el efecto abrasivo del agente desinfectante aplicado durante la
asepsia del explante, los cortes que sufre el explante, composicién del medio de cultivo,
volumen y calidad del frasco de cultivo (Abdelwahd et al. 2008; Tabiyeh et al. 2006, Van
Staden et al. 2006; George, 1993). Diferentes factores como el genotipo, la ubicacion, el
tipo y tamaiio del explante, la edad, asi como la época del afio en que se toma el material

de la planta donadora influyen en los problemas del oscurecimiento (Azofeifa, 2009).
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Figura 3.3 a yema apical del clon D7 luego de la desinfeccién en medio 460. b. Secciones nodales
del clon hibrido DN5 luego de la desinfeccion, sembrado en medio 601. c. Yema apical del clon D7
contaminada. d. Secciones nodales del clon hibrido DN5 ennegrecidas.

3- Organogénesis in vitro

Los resultados de la brotacion de los explantes desinfectados, de los diferentes clones de

Populus, se detallan en la siguiente tabla 3.2.

Yemas Secciones nodales
Clones
Total Brotes Total Brotes
DN 1 1 1 100% B} 27 9%
DN5 0 0 0% il 5 334
Dé 1 1 100% 27 1 3.7%
D7 6 L.} 0b.6% LY. | 0 0%
D25 1 1 100% 50 5 20.8%

Tabla 3.2 Resultado de la brotacion In vitro de los diferentes clones de P. deltoides e hibridos.

Como se muestra en la tabla, los mejores resultados fueron obtenidos a partir de

secciones nodales, excepto en el caso de P. deltoides D7. Ha habido muy pocas

publicaciones reportando datos de cultivo in vitro de hibridos que tengan la base genetica
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“deltoides”, ya que P. deltoides y sus hibridos interespecificos son conocidos por ser
especialmente recalcitrantes para disparar la regeneracion in vitro. (Coleman and Ernst
1990; Sellmer et al, 1989). Noel et al. (2002) lograron obtener un método de
micropropagacion de seis variedades de alamo Europeo de interés econémico - cuatro
Populus x interamericana y dos Populus x euramericana utilizando un procedimiento de
tres pasos, regenerando plantulas a partir de callo. Este protocolo no pudo ser

reproducido en nuestro laboratorio.

Los primeros brotes in vitro aparecieron de las secciones nodales del hibrido P. x
euroamericana DN5 luego de 25 dias en el medio de cultivo 601 (Figura 4.ay c.). El mayor
numero de brotes fue obtenido del hibrido P. x euroamericana DN1. Los clones de P.
deltoides mostraron un crecimiento mas lento, pero obtuvieron brotes a partir de los 30
dias de cultivo en el medio 601 (Figura 4. b), excepto el clon D7. Estos brotes no mostaron
necrosis apical. De Block (1990), si bien pudo obtener brotes in vitro de Populus alba x P.
tremula y del hibirido Populus trichocarpax P.deltoides utilizando un medio WPM
modificado, los apices se necrosaban. Segun Lloyd and McCown 1980), aunque el WPM
es comunmente usado para establecer explantes de arboles in vitro, este a menudo da

lugar a la necrosis de los apices.

En este trabajo se utilizo el Thidiazurén como citoquinina, dando buenos resultados para
la formacion de brotes directos de las secciones nodales. El tidiazuréon ha sido utilizado
en otros trabajos con dlamos como el de Bueno et al. (1992) donde el tidiazurén en
combinacién con ANA presentd los mejores resultados para la producciéon de yemas
adventicias, a partir de callos, en Populus alba. En trabajos anteriores de Populus deltoides
(Coleman and Ernst, 1989 y 1990), los mejores resultados se observaron con el uso de
zeatina como citoquinina adicionada al medio de cultivo. En Eucalyptus sp. se han
obtenido brotes in vitro usando el TDZ como regulador de crecimiento en diferentes

medios (Degenhardt-Goldbach et al.,, 2011).

El 37% de las secciones nodales del clon D6 se oxidaron, mientras que para el caso de D7
el porcentaje fue de 35,2%. S6lo el 8% de las secciones nodales del clon D25 se oxidaron
y en el caso de los clones DN1 y DN5 no se visualizé oxidacion. Los clones D6 y D7
mostraron baja o nula brotacién de los explantes desinfectados. El establecimiento in

vitro de tejidos vegetales de algunas especies de plantas, especialmente lefiosas, estd, en
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gran medida, limitado por la ocurrencia de oxidacion de los tejidos en los explantes. Esto,
constituye un problema serio y frecuente, desde el inicio y durante el mantenimiento de
un tejido cultivado in vitro (Tang y Newton, 2004; Murkute, 2003; Cabrera, 2002;
Laukkanen et al., 2000; George, 1996).

-

Fig. 3.4. a y c. Brotes regenerados in vitro a partir de secciones nodales de P. x euroamericana
DNS5. b. Brotes regenerados in vitro, de secciones nodales de P. deltoides D25. Todos en medio 601.

4- Enraizamiento de los brotes obtenidos

Los brotes fueron individualizados y se colocaron en un nuevo medio para su
enraizamiento. E1 90% de los brotes enraizaron en el medio 460 (WPM sin reguladores
de crecimiento) a partir de los 25 dias de cultivo (Fig. 3.5.a). Los brotes cultivados en el
medio 601 %, mostraron un 70% de enraizamiento, pero luego de los 30 dias de cultivo.

Fig.3.5.b
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Figura 3.5.a. Brotes enraizados de P. deltoides D25. b. Plantas completes de P. xeuroamericana
DNS5. c. Brotes enraizados de P. xeuroamericana DN5.

Los medios con menor contenido de sales como son 460 y el medio 6011/4, demostraron

ser los mas propicios para la produccidn de raices en estos clones. Durante la propagaciéon
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in vitro, la etapa de enraizamiento se presenta a menudo como una fase critica y dificil en
la mayoria de las especies lefiosas (Hartmann et al. 2002). La utilizacion ex6gena de
auxinas naturales como acido indol-3-acético (AIA) o sintéticas como acido
naftalenacético (ANA) y acido 3-indolbutirico (AIB), permite manejar esta fase
problematica estimulando células indiferenciadas que promueven la iniciacién del
enraizamiento o emergencia de raices adventicias (Woodward & Bartel 2005, Flores et
al. 2009). La presencia de PGR promotores del enraizamiento es esencial para muchas
lefiosas. La dificultad en la emision de raices adventicias, en los medios de cultivo
descritos para otras especies de Populus, es el principal factor limitante para la

regeneracion de planta entera (Padré Simarro, 1992).

Hermoso Blanco et al. (2012) indican que existe una gran variabilidad clonal en todas las
variables analizadas en el enraizamiento de Populus tremula L, presentando resultados
muy diferentes entre ellos en los mismos medios. Asimismo, existe una gran interaccion
clon/medio. Para 4 clones de P. tremula, un medio de cultivo en ausencia de hormonas
fue el medio menos indicado para la iniciacién y el desarrollo de las raices, crecimiento
del tallo y nimero de hojas. Sin embargo segin Uribe et al. (2012), la induccién de raices
en el medio libre de hormonas se podria explicar debido a la presencia de estructuras
preformadas para la emergencia de primordios radiculares en la especie. De manera
contraria a lo que se observa en estudios realizados por Martinez-Pastur et al. (2005) y
Uribe et al. (2011) donde se evidencia la carencia de estructuras pre-radiculares en
Nothofagus nitida (Phil.) Krasser y Beilschmiedia berteroana (Gay) Kosterm, lo que no
permite el enraizamiento sin PGR. Por otro lado, el genotipo P. deltoides ha sido
reportado como dificil de enraizar en la macropropagacién (Galarco, comunicacion
personal) y esta caracteristica se reproduce generalmente en el cultivo in vitro. Por ello,

los resultados obtenidos en este trabajo son significativos.

Las condiciones de crecimiento detalladas en el Capitulo II, fueron éptimas para el

desarrollo de las plantas in vitro.

A partir de estas plantas regeneradas y cultivadas in vitro, se obtuvo el material necesario

para realizar parte de las transformaciones genéticas, del capitulo siguiente. A partir de

102



la informacion aqui generada las plantas transgénicas pudieron ser regeneradas y

posteriormente evaluadas en invernaculo, con éxito.

En la siguiente figura (Fig. 3.6) se muestra un esquema del cultivo de tejidos a partir de

secciones nodales de P. deltoides y P. xeuroamericana.
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Flg. 3.6 Diagrama del CTV partiendo de secciones nodales de los clones D25, DN1 y DN5
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Capitulo IV: Transformacion genética de Populus
tremula L., Populus deltoides y Populus x euramericana
mediada por Agrobacterium tumefaciens
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RESULTADOS Y DISCUSION

Constructos utilizados en las transformaciones genéticas:

- Inductor de la floracion: HSP::AtFT (A168 y A113). Disponible en el laboratorio del

Instituto Thiinen de genética forestal.

- Androesterilidad: PSEND1::barnase. Se ha incorporado con éxito a la A249, como

se detalla a continuacion.

Transformacion de E. coli con el constructo PSEND1::barnase

Se obtuvieron colonias transformadas de E.coli. Se incorpordé con éxito en E. coli (xL1), el
constructo PSEND1::barnase, presente en el vector binario pbil01. La presencia del
plasmido fue confirmada en colonias selectas de E. coli usando PCR, con primers

especificos que amplifican parte del gen NPTII (Fig. 4.1).

El plasmido incorporado fue aislado con éxito de las E. coli transgénicas (Sambrook et al,
1989. Cold Spring Harbor Laboratory), para luego incorporarlo a las agrobacterias

seleccionadas para la transformacion de las plantas de Populus sp.

Primers: 16 (NPT-Primer, Kanamicina, forward, Tm=64°C)

17 (NPT-Primer, Kanamicina, reverse, Tm=66°C)

Ta: 62°C

Tamafio del fragmento: 780 bp

DNA-Polymerasa: Taq

Gel: 1,3 % Agarosa, 1 x TAE, Roti-Safe (2,5uL/100mL Gel)
Electroforesis: 100 - 130V

Marcador: Marcador Smart, 5 uL

Tabla 4.1: Detalle de 1a PCR con primers para NPT con E. coli transgénica con el constructo PSEND1::barnase
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Primers 16/17
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Fig. 4.1 Gel de PCR de E. coli transformadas con el constructo PSEND1::barnase.

Células competentes de Agrobacterium GV2260

Para incorporar el T-ADN en la agrobacteria A259, células competentes de la cepa
GV2260 (cepa genética C58) de Agrobacterium tumefaciens fueron obtenidas de acuerdo
al protocolo descripto, de manera exitosa. La cepa GV2260 es una cepa con virulencia
intermedia (Hamilton y Fall, 1971). En cuanto a la cepa de bacterias, la mayoria de los
experimentos de transformacion positivos en genotipos de Populus reportados,
involucran el uso de cepas de A. tumefaciens de la familia de la C58 (Fillati et al, 1987;
Ahuja, 1988; Chung et al., 1989; Klopfenstein et al,, 1991, 1993; Leple et al, 1992; Nilsson

et al, 1992; Confalonieri et al, 1994). Por ello se utilizé esta cepa.
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Transformacion de la cepa de Agrobacterium tumefaciens GV2260

Las células competentes de la cepa de Agrobacterium tumefaciens GV2260 fueron
transformadas con el constructo PsEND1::barnase usando el método quimico
(www.yeastlab.vbiol.slu.se/WCN/DAagrotransf). Se obtuvieron colonias transformadas
de manera exitosa. La presencia del plasmido se corrobor¢ utilizando la técnica de PCR
con los primers que amplifican para los genes NPTIl y barnase, y en el promotor nos, como

se detalla en la figura 4.2

Primers: 343(NPT-Primer, Kanamicina, forward, Tn=66°C)

344 (NPT-Primer, Kanamicina, reverse, Tm=66°C)

331 (Promotor nos, forward, Tm=60°C)

332 (Promotor nos, reverse, Tm=60°C)

282 (barnase, forward, Tm=60°C)

283 (barnase, reverse, Tm=60°C)

Tamafio de los fragmentos: 737/599/292 pb

ADN-Polymerasa: Taq

Electroforesis: 100 - 130V

Marcador: Smart Ladder, 5 pL

Tabla 4.2. Detalle de la PCR, con diferentes primers, de las colonias transformadas de GV2260 con
PsEND1::barnase.
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Figura 4.2 Gel de electroforesis para las bandas correspondientes a NPTII, barnase y nos
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Transformacion genética de Populus sp.

La transformacion genética, mediada por A. tumefaciens, se ha utilizado con éxito en
muchos géneros forestales como Pinus (Tang et al 2006; Levée et al., 1999; Wenck et al,
1999), Eucaliptus (Aggarwal et al.,, 2011; Prakash et al., 2009; Ho et al., 1998; Serrano et
al.,, 1996) y Populus (Song et al., 2006; Han 2000; Fladung et al., 1997; Confalonieri et al.,
1994; Fillati et al, 1987). En este trabajo se ha logrado obtener con éxito lineas
transgénicas dobles de P. tremula L, que presentan tanto floracién precoz como
androesterilidad masculina y lineas transgénicas, con floraciéon precoz en clones de P.

deltoides y P. x euramericana.

Fase 1: Populus tremula L e hibrido: clones W52 y T89

1- Se llevaron a cabo 3 transformaciones genéticas con la cepa de Agrobacterium
tumefaciens A168 (EHA101) portadora del constructo del gen para la floracién precoz:
HSP::AtFT y el gen marcador aphll (resistencia a hygromicina) (Tabla 4.3). La cepa EHA

101 proviene de la cepa EHA105 y tiene como cepa genética la cepa C58.

Transformac. N°| Agro N° Constructo Seleccion Clon
N417 168 p6i:HSP::FT Hyg (20) W52
N418 168 p6i:HSP::FT Hyg (20) T89
N422 168 p6i:HSP::FT Hyg (20) W52

Tabla. 4.3 Detalle de las transformaciones con A168.

Los 13 regenerantes de estas 3 transformaciones y el resultado de la PCR para la

resistencia a la higromicina, se muestran en la tabla 4.4.
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Linea Agro Seleccion Hyg (337/338) | Ft (1980/1981)
N417-1 Al168 Hyg 20 + -
N417-2 Al69 Hyg 20 + -
N417-3 A168 Hyg 20 + -
N418-2 A168 Hyg 20 + -
N422-1 A168 Hyg 20 + -
N422-2 A168 Hyg 20 + -
N422-3 A168 Hyg 20 + -
N422-5 A168 Hyg 20 + -
N422-6 Al68 Hyg 20 + -
N422-7 A168 Hyg 20 + -
N422-8 A168 Hyg 20 + -
N422-9 A168 Hyg 20 + -
N422-10 A168 Hyg 20 + i

Tabla 4.4. Resultados de PCR de las lineas regenerantes de las transformaciones con A168.

Todos los regenerantes dieron sélo banda para el gen de resistencia higromicina, pero no
dieron banda para el gen de floracion FT, en las pruebas de PCR. Por ello, con el método
de miniprep se aisl6 el plasmido de la cepa A168 y se evalué por PCR, tanto con los
primers para amplificar la resistencia a la higromicina como para la regién del FT (Figura
4.3). Los resultados indicaron la presencia del gen de resistencia a la higromicina, pero
no se detecté la presencia del gen de la floracién HSP::FT, con ninguno de los pares de
primers. Es por ello que se decidié cambiar de agrobacteria y utilizar la A113. Es probable

que en el proceso de transformacion de la bacteria el plasmido se haya desarmado y sélo

se incorporo a la bacteria una parte del mismo (Douglas, 1983).

Primers: 337 Hyg fw
338 Hyg rew
1980 Ft fw
1981 Ftrew
1978 Ft fw
1979 Ftrew
Ta: 59°C
Tamafio de los fragmentos: 988 bp / 130-170 bp
ADN-Polymerasa: Taq
Electroforesis: 100 - 130V
Marcador: Smart5 uL

Tabla 4.5 Detalles de la PCR del plasmido de A168 conprimers especicos para el gen FT e

higromicina
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Fig 4.3 Resultado de PCR para higromicina y FT del plasmido de la A168.

2- Se realizaron 8 transformaciones genéticas dobles utilizando las cepas de

Agrobacterium A168 (HSP::AtFT) y A249 (PsEND1::barnase), de forma simultanea en la

fase de co-cultivo, para las transformaciones genéticas (Tab. 4.6).

Tabla
Transformac. N°| Agro N° Constructo Seleccion Clon
N424 168+249 pP6IHSP:FT + pbil01:PsEND::BARNASE Kan(50)+Hyg(20)) w52
N425 168+249 pP6iHSP:FT + pbil01:PsEND::BARNASE Kan(50)+Hyg(20)| w52
N429 168+249 p6iHSP:FT + pbil01:PsEND::BARNASE Kan(50)+Hyg(20)) w52
N433 168+249 p6iHSP:FT + pbil01:PsEND::BARNASE Kan(50)+Hyg(20) W52
N439 168+249 p6HSP:FT + pbil01:PsEND::BARNASE Kan(50)+Hyg(20) W52
N440 168+249 p6iHSP:FT + pbil01:PsEND::BARNASE Kan(50)+Hyg(20) W52
N443 168+249 p6i:HSP::FT + phi101:PsEND::BARNASE Kan(50)+Hyg(20) W52

4.6 transformaciones genéticas utilizando en simultaneo las agrobacterias A168 y A249 en el co-

cultivo.

No se obtuvieron lineas regenerantes de ninguna de estas 8 transformaciones.

3- Serealizaron 7 transformaciones genéticas dobles utilizando la cepa de Agrobacterium
tumefaciens A113 (EHA101) con el constructo de induccién de la floraciéon: HSP::AtFT y

el marcador genético NTPII (resistencia a kanamicina) y la agrobacteria A249

(PsEND1::barnase) de forma simultanea en la etapa de co-cultivo (Tab. 4.7).
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Transformac. N°| Agro N° Constructo Seleccion Clon
N426 113+249 pK2GW?7:HSP::FT + pbil01:PsEND::BARNASE Kan(50) T89
N427 113+249 pK2GW?7:HSP::FT + pbil01:PsEND::BARNASE Kan(50) T89
N430 113+249 pK2GW?7:HSP::FT + pbil01:PsEND::BARNASE Kan(50) W52
N431 113+249 pK2GW?7:HSP::FT + pbil01:PsEND::BARNASE Kan(50) W52
N435 113+249 pK2GW?7:HSP::FT + pbil01:PsEND::BARNASE Kan(50) W52
N441 113+249 pK2GW?7:HSP::FT + pbil01:PsEND::BARNASE Kan(50) W52
N442 113+249 pK2GW?7:HSP::FT + pbil01:PsEND::BARNASE Kan(50) W52

Tabla 4.7. Detalle de las transformaciones genéticas utilizando en simultaneo las agrobacterias
A113y A249 en el co-cultivo con los clones de P. tremula L.

Las lineas regenerantes de estas 7 transformaciones dobles, se detallan en el Anexo 4.1.
Esla primera vez que se reportan lineas transgénicas de P. tremula L. con floracién precoz
y androesterilidad, ambos caracteres incorporados en la misma transformacion genética,
acelerando ampliamente los tiempos de transformacion cuando se desea incorpporar

mas de un caracter deseado.

Cultivo in vitro de las lineas transgénicas

Todas las lineas que regeneraron se separaron de la placa de la transformaciéon y se
colocaron en un medio 601 con kanamicina y cefotaxima, bajo condiciones de esterilidad
y bajo el flujo laminar. Luego de 10-15 dias, si no habia crecimiento de Agrobacterium, se
repicaban a un medio 601 nuevo, adicionando s6lo con kanamicina para continuar con la
seleccién. Por ultimo, luego de confirmar con PCR si la linea era efectivamente
transgénica, se repicaron a un medio 601 sin antibidtico. Se obtuvieron de forma exitosa
brotes de todas las lineas regenerantes transgénicas, que enraizaron en el medio 460. Una
vez obtenida la planta completa se procedid el pasaje de estas a invernaculo para su

evaluacion (Cap. V).
Extraccion de ADN de las lineas regenerantes

De cada una de las lineas regenerantes de las transformaciones genéticas, se extrajo ADN
de hojas y brotes in vitro y/o de invernaculo con el fin de realizar las PCRs y Southern
blots necesarios para confirmar la presencia del constructo de interés y el nimero de

copias en cada una de las lineas positivas.

Se obtuvo la cantidad y calidad de ADN requerida, segin Dumolin et al, 1995, para
realizar las pruebas necesarias. Se utiliz6 el Nanodrop para la medicién de las muestras.

112



La amplificacion del ADN fue analizada en la electroforesis en gel de agarosa. Los
resultados de las PCRs de las lineas regenerantes se muestran en el Anexo 4.2. Para cada
una de las lineas se evalu6 no solo la presencia del gen de interés, sino también la
presencia del promotor del gen, teniendo en cuenta lo ocurrido con la incorporacién del

ADN-T en la A168.

Se obtuvieron 121 lineas regenerantes de estas 7 transformaciones con P. tremula L. De
las 121 lineas que regeneraron, 9 se contaminaron y 29 fueron escapes (falsos positivos),

murieron cuando se colocaron en un medio renovado con antibiético (Kan. 50mg/ml).

Se obtuvieron 83 lineas transgénicas, de las cuales 73 contienen sélo el gen de la floracién,
una linea contiene el gen barnase y 9 son lineas transgénicas dobles: gen FT + gen barnase
(tabla 4.9), incorporados de forma simultanea en la misma transformaciéon. En la
siguiente tabla se detallan los resultados de las PCRs de las lineas dobles con los primeros,
tanto para el gen de interés como para su respectivo promotor.

x
x\\\h\\\"ln\&w}‘ f-,-\, \b\?’m‘:ﬂ,mf\(’)a\f\@ \v‘aé,

&’- e g el '5-’ \
b rp Yl ‘) "> ": "J - "a > G S S ": P
o &\ :b. _\h ia. Ea E ibl b ;b ia. sz :5. Eb‘ ga 5 E& Ea Eb i’m Eb f 55- »

HSP

241bp
FT
170 bp
. — — — N — — — e — — e — p— p—
S N
S >?*>,‘f°‘:\a"~?“*:\«.\"*""9:'\6’\"«“ I P I
F F g Y Y g O ﬁ’&‘f» Qu&’“f“é" S
F FF LI IF LTI P FI I F I8
END1
187bp
barnase
PR 292 bp

Figura 4.4. Analisis de PCR de las lineas transgénicas dobles, con primers especificos.
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Linea
N430-4
N430-11
N435-15
N435-33
N441-3
N430-19
N441-15
N441-21
N441-7

Agro

A249 + A113
A249 + A113
A249 + A113
A249 + A113
A249 + A113
A249 + A113
A249 + A113
A249 + A113
A249 + A113

construct

Ft+Barnase
Ft+Barnase
Ft+Barnase
Ft+Barnase
Ft+Barnase
Ft+Barnase
Ft+Barnase
Ft+Barnase
Ft+Barnase

Seleccion
K 50
K 50
K 50
K 50
K50
K 50
K 50
K 50
K 50

Barnase
282/283

+ o+ F o+ o+ o+ + +

Ps END1
2080/2081

+ o+ F o+ o+ o+ o+ o+

Ft
1980/1981

+ o+ + + o+ + o+

HSP
1151/1152

+ o+ + o+ o+ o+ o+ o+

Tabla 4.8. Resumen de resultados de las PCR de lineas transgénicas, con primers especificos para

los genes AtFTy barnase y los promotores HSP y PSEND1.

Figura 4.5.a y b Brotes regenerados de P. tremula L. luego de la transformacion en medio 601kc.

Se lograron obtener con éxito 9 lineas transgénicas dobles de P. tremula L. que
presentaron en simultaneo los genes de floracion precoz (HSP::AtFT) (Hoenicka et al.,
2016) y androesterilidad (PsEND1::barnase), a partir de la transformacién genética en
simultaneo, con dos diferentes cepas de Agrobacterium tumefaciens (A113 + A249). Esto
permite acelerar notoriamente el tiempo de transformacién cuando se quiere incorporar
mas de un gen de interés a una planta. Es la primera vez que se reportan transformaciones

dobles de P. tremula L. con los genes HSP::AtFT y PSEND1::barnase de forma exitosa.
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Fase 2: Transformaciones genéticas de P. deltoides y P. xeuramericana

En la siguiente tabla se detallan las transformaciones realizadas con los clones D25 de P.

deltoides, DN1 y DN5 de P. x euramericana.

Transformac. N° Agro Constructos Seleccion Clon
N444 Al113 (LB7) HSP:: Ft K (50) D25
N449 A113+A249 (LB7 + LB20) | HSP::FT + pbi101:PsEND::BARNASE K (50) DN1
N450 A113+A249 (LB7 + LB20) | HSP::FT + pbil01:PsEND::BARNASE K (50) DN5
N451 A113+A249 (LB7 + LB20) | HSP::FT + pbi101:PsEND::BARNASE K (50) D25
N452 A113+A249 (LB7 + LB20) | HSP::FT + pbi101:PsEND::BARNASE K (50) D25
N454 A113+A249 (LB7 + LB20) | HSP::FT + pbi101:PsEND::BARNASE K (50) D25
N459 A113+A249 (LB7 + LB20) | HSP::FT + pbil01:PsEND::BARNASE K (50) DN1
N460 A113+A249 (LB7 + LB20) | HSP::FT + pbi101:PsEND::BARNASE K (50) DN5
N461 A113+A249 (LB7 + LB20) | HSP::FT + pbi101:PSEND::BARNASE K (50) D25
N462 A113+A249 (LB7 + LB20) | HSP::FT + pbi101:PsEND::BARNASE K (50) DN5
N465 A113+A249 (LB7 + LB20) | HSP::FT + pbil01:PsEND::BARNASE K (50) DN1
N467 A113+A249 (LB7 + LB20) | HSP::FT + pbi101:PsEND::BARNASE K (50) DN5
N469 A113+A249 (LB7 + LB20) | HSP::FT + pbi101:PsEND::BARNASE K (50) DN1

Tabla 4.9 Detalle de las transformaciones con P. deltoides y P. x euramericana.

Se llevaron a cabo 13 transformaciones. Una sola transformacion simple con la A113 (FT)

y las 12 restantes fueron transformaciones dobles (FT + barnase).

Las placas con los explantos provenientes de las transformaciones N450 y N451 se

contaminaron con hongos y todas las placas debieron ser descartadas.

De las restantes 11 transformaciones en buen estado sanitario, se obtuvieron un total de

21 regenerantes (Tab. 4.11).

115



Linea | Agrobacterium Constructos Seleccion
N449-1 A113 HSP:: Ft K (50)
N449-2 A113+A249 HSP::FT + PsEND::BARNASE K (50)
N449-3 A113+A249 HSP::FT + PsEND::BARNASE K (50)
N449-5 A113+A249 HSP::FT + PsEND::BARNASE K (50)
N449-6 A113+A249 HSP::FT + PsEND::BARNASE K (50)
N452-1 A113+A249 HSP::FT + PsEND::BARNASE K (50)
N452-2 A113+A249 HSP::FT + PsEND::BARNASE K (50)
N452-3 A113+A249 HSP::FT + PsEND::BARNASE K (50)
N452-4 A113+A249 HSP::FT + PSsEND::BARNASE K (50)
N452-5 A113+A249 HSP::FT + PsEND::BARNASE K (50)
N452-6 A113+A249 HSP::FT + PSEND::BARNASE K (50)
N452-7 A113+A249 HSP::FT + PSEND::BARNASE K (50)
N452-8 A113+A249 HSP::FT + PSsEND::BARNASE K (50)
N459-1 A113+A249 HSP::FT + PSsEND::BARNASE K (50)
N459-3 A113+A249 HSP::FT + PSsEND::BARNASE K (50)
N459-5 A113+A249 HSP::FT + PSsEND::BARNASE K (50)
N459-6 A113+A249 HSP::FT + PSsEND::BARNASE K (50)
N460-1 A113+A249 HSP::FT + PSsEND::BARNASE K (50)
N460-4 A113+A249 HSP::FT + PSsEND::BARNASE K (50)
N460-6 A113+A249 HSP::FT + PSsEND::BARNASE K (50)
N460-7 Al113+A249 HSP::FT + PSsEND::BARNASE K (50)

Tabla 4.10. Detalle de las lineas regeneradas

euramericana.

Cultivo in vitro de las lineas transgénicas

Todas las lineas que regeneraron se separaron de la placa de la transformaciéon y se
colocaron en un medio 601 con kanamicina y cefotaxima como agentes selectivos, bajo
condiciones de esterilidad y bajo el flujo laminar. Luego de 10-15 dias, si no se observaba
crecimiento de Agrobacterium, se repicaban a un medio 601 solo con kanamicina para

continuar con la seleccion. Por ultimo, luego de confirmar con PCR si la linea era

de las transformaciones con P. deltoides y P. x

efectivamente transgénica, se repicaron a un medio 601 sin antibiético.

Se obtuvieron de forma exitosa brotes que enraizaron en el medio 460, de todas las lineas

regenerantes transgénicas. Una vez obtenida la planta completa, se procedio6 el pasaje de

estas a invernaculo para su evaluacién (Cap. V).
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Extraccion de ADN de las lineas regenerantes

De cada una de las lineas regenerantes de las transformaciones genéticas, se extrajo ADN
de hojas y brotes in vitro y/o de invernaculo con el fin de realizar las PCRs y Southern
blots necesarios para confirmar la presencia del constructo de interés y el nimero de

copias en cada una de las lineas positivas.

Se obtuvo la cantidad y calidad de ADN requerida, segin Dumolin et al, 1995, para
realizar las pruebas necesarias. Los valores obtenidos mediante el uso de Nanodrop se

muestran en el ANEXO 4.1.

La amplificacion del ADN fue analizada en la electroforesis en gel de agarosa. Los
resultados de las PCRs de las lineas regenerantes se muestran en la siguiente tabla (Tab.
4.12). Para cada una de las lineas se evalué no solo la presencia del gen de interés, sino

también la presencia del gen de resistencia, parte también del ADN-T.

Clon Lineas FT nptll
(1980/1981) (16/17)

DN1 N449-1 - -
DN1 N449-2 -

DN1 N449-3 + +
DN1 N449-5 + +
DN1 N449-6 - -
D25 N452-1 - +
D25 N452-2 + +
D25 N452-3 + +
D25 N452-4 + +
D25 N452-5 - +
D25 N452-6 - -
D25 N452-7 - -
D25 N452-8 - -
DN1 N459-1 + +
DN1 N459-3 + +
DN1 N459-5 + +
DN1 N459-6 + +
DN5 N460-1 - -
DN5 N460-4 - -
DN5 N460-6 - -
DN5 N460-7 - -

Tabla 4.11. Resultado de las PCRs con los primers especificos para FT y NPTII.
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Las lineas transgénicas positivas se detallan en la siguiente tabla y se muestran en las

figuras 4.5. a.b.c.d:

Clon Lineas FT nptl
(1980/1981) (16/17)
DN1 N449-3
DN1 N449-5
D25 N452-2
D25 N452-3
D25 N452-4
DN1 N459-1
DN1 N459-3
DN1 N459-5
DN1 N459-6

Tabla 4.12. Resultados de las PCRs de las lineas de P. deltoides e hibridos con resultado positivo.

Figura 4.6 a. y b. Placas con los explantos transformados en medio con antibi6tico. Se observan
pequeiios brotes regenerando. c. y d. Regenerantes separados, creciendo en un nuevo medio
601 con kanamicina y cefotaxima.
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Se obtuvieron plantas completas de las lineas transgénicas tanto de P. deltoides como P. x
euramericana. Confalonieri et al, (1997) logr6 obtener regenerantes transgénicas, pero
nunca logro regenerar las plantas transgénicas completas de estos clones. Este es el

primer reporte de plantas completas de P. deltoides GM regeneradas.

Southern Blot

Esta técnica molecular fue utilizada para determinar el nimero de copias del ADN-T de
las diferentes lineas transgénicas dobles de P. tremula L. y lineas transgénicas de
P.deltoides y P. x euramericana. El principio de esta técnica incluye la electroforesis del
ADN en geles de agarosa, la transferencia del ADN a una membrana de nylon, un paso de
pre-hibridizacién, la hibridizacién con ADN marcado-DIG (este paso es la clave de la
técnica), la reaccién de quimioluminiscencia (anti-DIG) y la autoradiografia (revelado). Si
bien es la técnica mas usada para esta funcion, es una técnica muy engorrosa y no siempre

es sencillo obtener resultados (Nature protocols, 2006; Protocol-online).

Se realizaron pruebas de Southern blot para determinar el nimero de copias del T-ADN
dentro cada una de las lineas transgénicas. Se evaluaron las lineas transgénicas dobles de
P. tremula L., mientras que de P. deltoides y P. x euramericana solo obtuvimos lineas

simples.
A continuacidn se detalla el procedimiento seguido y sus resultados.

Preparacion de Sondas

-Sonda Hsp::AtFT

Se utilizé la sonda disponible en el laboratorio del Instituto Thiinen, preparada por

Denis Lehnhardt, afio 2013.
-Sonda para el gen PsEND1::barnase

Diseilo de los primers:

1-
Primer izquierdo: tgcgctaaggcattcagagt
Tamafio: 20 pb Tm:59.8C GC:50.0%
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Primer derecho: cggatgcgcaaagaaatgct (compl. rev. AGCATTTCTTTGCGCATCCG)
Tamafio: 20 pb Tm:60.2C GC:50.0%

Tamafio del producto: 833 pb

La secuencia se detalla en el Anexo 4.2.

2-

Primer izquierdo: atcgtagcaccacaccagtc

Tamafio: 20 bp Tm:59.8C GC:55.0%

Primer derecho: tgacagttgaaaccgccaca (Compl. rev.GTGGCGGTTTCAACTGTCA)
Tamafio: 20 bp Tm:60.4C GC:50.0%

Tamafio del producto: 922 pb. Cercano al borde derecho.

La secuencia se detalla en el Anexo 4.3.

A continuacién se muestra el resultado de la PCR para los dos pares de primers

disefiados (Fig. 4.6)

Primers: :‘\\\ .
2098 PSEND1 fw A =

2099 PSEND1 rw \\{

2500

2100 PSEND1 fw -

Tamafo del fragmento: 922 bp PSEND1
833 bp PSEND1

e
2101 PSEND1 rw \

Tabla 4.13. Detalle de los primers utilizados para la PCR de la sonda y tamafios de los
fragmentos
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1] 2| 3| 4] s| e 7] 8] 9of 10| 11| 12| 13| 14| 15| 16| 17| 18] 19
2098/2099; 2100/2101 (PSEND1)

Hews
uews

(-%) OTH
(+)) plwseld
7-0EVN
TT-0€YN
GT-SEYN
€€-SEYN
L-TYYN
ST-T¥YN
TC-TYYN
Jews
OCH X
(+)) piwseld
7-0EVN
TT-0€YN
ST-SEVN
€E-GEVN
L-TVVN
ST-T¥YN
TC-TYYN

1
I
l
I

Figura 4.7. Resultados de analisis de PCR para los dos pares de primers disefiados para la sonda
PsEND1::barnase.

Como se muestra en la figura 4.6 ambos pares de primers amplificaron para la region del
promotor PSEND1, pero en el caso del par 2098/2099, no se observa la banda esperada
en la muestra control positivo, asi como tampoco se observa banda en la tltima muestra,
N441-21. En el caso del par de primers 2100/2101, se observan bandas tanto para cada
una de las muestras como para el control positivo. Es por ello que se eligi6 el par de

primers numero 2100/2101 para sintetizar la sonda.

Se utilizé el KIT “PCR DIG labelling” de Roche para generar la sonda PSEND1. Los

resultados se muestran en la siguiente figura (Fig. 4.7)

Primers: 2100 (PsEND1, forward, Tm=>59, 8°C)
2101 (PsEND1, reverse, Tm=60, 2°C)

TA: 56, 2°C

Tamafo del fragmento: 833 bp

ADN-Polymerasa: Tagq.
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Figura 4.8. Gel de PCR con diferentes concentraciones de ADN marcado con DIG-sonda

Como se observa en la figura 4.7, la sonda se obtuvo de forma exitosa. Se observa la banda

esperada en todas las repeticiones del ADN marcado con la sonda.

Cuantificacion de la sonda

La sonda se cuantifico utilizando dos métodos, uno fue midiendo con el Nanodrop (Tab.
4.15) y el otro con un gel de agarosa y comparando las bandas con el marcador (Fig. 4.8).

En la Tabla 4.16 se muestran los resultados con ambos métodos

Sample ID

END1DIG 2
END1DIG 3
END1DIG 4
END1DIG 5

Tabla 4.14 Cuantificacion de la sonda PSEND1 con Nanodrop.

Date

13/05/2016
13/05/2016
13/05/2016
13/05/2016

ng/ul

A280

13,13
10,32

8,53
12,88

0,127
0,119
0,103
0,123
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260/230

2,07
1,74
1,65
2,09

0,03

0,1
0,06
0,09
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Figura 4.9. Gel de agarosa para calcular la cantidad de sonda en cada banda.

Gel Nanodrop

2- 60 ng/Bande 12 ng/ul 13 ng/pl

3- 40 ng/Bande 8ng/ul 10 ng/pl Sonda lista para usar
4- 40 ng /Bande 8ng/ul 8ng/ul

5- 60 ng/Bande 12 ng/pl 12 ng/ul

Tabla 4.15 Comparacion de los resultados de la cuantificacién de la sonda PSEND1 con gel y con
el Nanodrop.

Por banda hay 5 pl, por lo tanto es 1/5 de la concentracion.

Resultados Southern blots con sonda HSP::AtFT

El resultado del andlisis de Southern blot con sonda HSP en las lineas transgénicas de

W52, T89, D25, DN1 y DN5, con la enzima de restriccién Sacl se observa en la figura 4.9.
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Figura 4.10. Resultado del analisis de Southern blot del ADN de diferentes lineas transgénicas,
digerido con la enzima Sac I e hibridizado con sonda HSP.

A raiz del revelado de la pelicula resultado del Southern blot, podemos inferir el nimero
de copias del ADN-T para algunas de las muestras. Podemos ver que las lineas N435-11,
N435-15 y N441-7 presentan 3 copias cada una y las lineas N435-33 y N449-5 tienen 2
copias cada una. Para una visualizaciéon mas clara y completa de los resultados deberia
repetirse este experimento ya que hay muestras para las cuales no esta claro el nimero

de copias o incluso no se observan bandas.

Resultado del Southern blot con sonda PSEND1
Se realiz6 el southern blot con la sonda PSEND1, con las lineas transgénicas dobles de P.

tremula L digeridas con la enzima Sacl. En la figura 4.10 se muestra el revelado del film

resultado de esta técnica.
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Figura 4.11. Resultado del andlisis de Southern blot del ADN de diferentes lineas transgénicas,
digerido con la enzima Sac I e hibridizado con sonda END1.

En base a los resultados revelados en la pelicula de este Southern blot, podemos inferir el
numero de copias del gen barnase para las muestras descritas. Las lineas N430-4 y N441-
7 presentan una sola copia del gen; la linea N430-11 presenta dos copias al igual que las
lineas N435-15,N435-33 y N441-15. El resultado no es claro paralalinea N441-21, donde

no se logra visualizar ninguna banda.

Analisis de expresion del gen barnase

Extraccion de ARN

Se llevé a cabo la extraccion de ARN de las lineas transgénicas dobles N430-4, N430-11,
N435-15,N441-15y N441-21 de P. tremula L., para luego medir la expresion de los genes
incorporados en los diferentes tejidos de las lineas. En la siguiente tabla (4.17) se detallan

los valores de la extraccion por linea y por tejido, medido con el Nanodrop.
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Ndmero Linea Tejido ng/ul 260/280 260/230
1) N435-15 Flor 441,86 2,07 2,03
2) N435-15 Flor 431,61 2,07 2,09
3) N435-15 Flor 900,9 2,19 2,32
4) N435-15 Flor 495,11 2,16 2,28
5) N435-15 Flor 356,4 2,14 2,36
6) N435-15 Flor 405,52 2,13 2,34
7) N430-4 Flor 349,65 2,06 1,92
8) N430-4 Flor 326,27 2,14 2,35
9) N441-15 Flor 173,42 2,17 2,37
10) N435-15 Tallo 263,17 2,07 1,86
11) N435-15 Tallo 124,16 2,17 2,38
12) N435-15 Hoja 272,59 2,08 1,97
13) N435-15 Hoja 429,03 2,12 2,34
14) N435-15 Hoja 327,92 2,16 2,37
15) N430-4 Hoja 244,46 2,11 2,18
16) N430-4 Hoja 123,61 2,2 2,32
17) N430-4 Hoja 245,42 2,17 2,32
18) N441-21 Hoja 303,26 2,08 1,89
19) N441-21 Hoja 268,26 2,17 2,38
20) N441-21 Hoja 235,16 2,16 2,32
21) N430-4 Raiz 277,02 2,12 2,01
22) N430-4 Raiz 234,79 2,17 2,33
23) N430-4 Raiz 183,93 2,19 2,35
24) N435-15 Raiz 287,91 2,09 2
25) N435-15 Raiz 180,58 2,19 2,33
26) N435-15 Raiz 205,2 2,18 2,31
27) N430-11 Flor 475,25 2,07 2
28) N430-11 Flor 365,79 2,15 2,31
29) N441-21 Flor 271,06 2,17 2,35
30) N435-15 Flor 90,76 2,1 1,39
31) N435-15 Hoja 185,03 2,11 1,79
32) N435-15 Hoja 220,33 2,13 1,84
33) N435-15 Tallo 244,03 2,04 1,45
34) N435-15 Tallo 107,1 1,83 0,92
35) N435-15 Raiz 77,77 2,05 1,27
36) N430-11 Flor 31,03 2,15 1,19
37) N430-11 Hoja 43,68 2,08 0,94
38) N430-11 Hoja 111,04 2,09 1,5
39) N430-11 Tallo 169,6 2,06 1,41

40) N430-11 Tallo 227,05 2,02 1,44
41) N430-11 Raiz 80,73 1,99 1,3
42) N441-15 Flor 95,85 2,08 1,44
43) N441-15 Hoja 133,3 2,15 1,5
44) N441-15 Hoja 152,61 2,1 1,67

126




45) N441-15 Tallo 78,61 2,05 1,2
46) N441-15 Tallo 77,05 2,12 1,1
47) N441-15 Raiz 70,47 2,03 1,23
48) N441-21 Flor 143,5 2,11 1,6
48) N441-21 Hoja 96,86 2,03 1,59
50) N441-21 Hoja 104,66 2,13 1,5
51) N441-21 Tallo 61,39 2,08 1,05
52) N441-21 Tallo 307,38 2,05 1,65
53) N441-21 Raiz 87,07 1,96 1,29

Tabla 4.16. Valores de ARN medidos con Nanodrop, para cada linea doble en los diferentes tejidos.

En la tabla 4.17 se observa una concentraciéon heterogénea de ARN de los diferentes
tejidos de las distintas lineas. Se observa que los valores de calidad (260/280 y 260/230)
son en su mayoria cercanos a 2, valor considerado como “puro” en el ARN medido con
Nanodrop (http://www.nanodrop.com/Library/T009-NanoDrop%201000-&-
NanoDrop%208000-Nucleic-Acid-Purity-Ratios.pdf).

RT-PCR cuantitativa en tiempo real (Q-RT-PCR)

La RT-PCR es una de las técnicas experimentales mas sensibles para detectar y cuantificar
el ARNm en tejidos. Esto hace que sea uno de los métodos mas robustos y cominmente

usados para verificar la expresion de genes.

De todos los ARN extraidos se seleccionaron algunas pruebas, las de mayor cantidad de
ARN, de cada linea y tejido para la realizacion de la RT-PCR. . Las muestras de ARN se
digirieron con ADNasas como se muestra en la Tabla 4.19. Las muestras de ARN con un
valor de RIN de 7,0 o superior (Tabla 4.18) se utilizaron para la sintesis de cDNA y analisis

de la expresién posterior (Udvardi et al., 2008)
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Digestion-DNAse Bioanalyzer
ng Reactivo de
ARN(<10 | ng ARN | ng RNA| 10X Turbo DNase inactivacion Conc. Final Conc.
Aislamiento de | RNA# Conc. | Volumen | Volumen ARN Hg) en | (<10ug) [(<10ug) | bufer | Agua | (1+1pl) (30 + |Volumen| 0,2 Vol. Volumen prevista (ng/pl)
ARN Tejido |(ng/pL) (ul) (pl) (pL) 12,5l [en 25 pl| in 50pl | (pl) (ul) 30 min) (ul) (pl) final (pl) (ng/ul) RIN
N435-15 2 Flor [ 431,61 20 18 7769,0 | 10,08 4350,00| 8700 | 2,5 | 10.42 2 25 5 30 145,00 9,7 119
N435-15 3 Flor [ 900,9 15 13 11711,7 | 4,83 4350,00| 8700 | 2,5 | 15,67 2 25 5 30 145,00 9,6 126
N435-15 10 Tallo | 263,17 20 18 4737,1 | 16,53 4350,00| 8700 25 3,97 2 25 5 30 145,00 8,8 129
N435-15 24 Raiz | 287,91 20 18 51824 | 1511 4350,00 | 8700 25 5,39 2 25 5 30 145,00 9 116
N435-15 12 Hoja [272,59 20 18 4906,6 | 15,96 4350,00] 8700 | 2.5 | 4,54 2 25 5 30 145,00 8,1 128
N435-15 13 Hoja [429,03 15 13 55774 | 10,14 4350,00] 8700 | 2,5 | 10,36 2 25 5 30 145,00 75 163
N430-4 7 Flor | 349,65 20 18 6293,7 | 12,44 4350,00| 8700 25 8,06 2 25 5 30 145,00 8,5 116
N430-4 15 Hoja | 244,46 20 18 4400,3 | 8,90 [ 2175,00 8700 | 1,25 | 0,35 2 12,5 2,5 15 145,00 8,1 141
N430-4 21 Raiz | 277,02 20 18 4986,4 | 15,70 4350,00| 8700 25 4,80 2 25 5 30 145,00 9,7 151
N441-21 18 Hoja | 303,26 20 18 5458,7 | 14,34 4350,00| 8700 25 6,16 2 25 5 30 145,00 10 162
N441-21 29 Flor [271,06 15 13 3523,8 | 16,05 4350,00| 8700 | 2,5 | 445 2 25 5 30 145,00 9,7 129
N441-21 52 Tallo | 307,38 15 13 39959 | 7,08 | 2175,00 8700 | 1,25 | 217 2 12,5 2,5 15 145,00 8,8 124
N430-11 27 Flor | 475,25 20 18 8554,5 | 9,15 4350,00] 8700 | 2,5 | 11,35 | 2 25 5 30 145,00 8,6 114
N430-11 28 Flor | 365,79 15 13 4755,3 | 11,89 4350,00 | 8700 25 8,61 2 25 5 30 145,00 8,1 99
N430-11 40 Tallo | 227,05 15 13 2951,7 | 9,58 | 2175,00 8700 | 1,25 2 12,5 25 15 O .- 112

Tabla 4.17. Resultados de la digestion del ARN con ADNasas. Valores de RIN y concentraciones finales
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Los detalles de la sintesis del ADNc se muestran en la siguiente tabla (Tab. 4.19)

cDNA
ARNA# " ARN . Vilo-bufer Agua
Tejido ARN Vilo-Enzym(pl total prueba

fido | kg (uL) ymihl (u) P
2 Flor 1,3 10,9 2 4 3,1 20
3 Flor 1,3 10,3 2 4 3,7 20
10 Tallo 1,3 10,1 2 4 3,9 20
24 Raiz 1,3 11,2 2 4 2,8 20
12 Hoja 1,3 10,2 2 4 3,8 20
13 Hoja 1,3 8,0 2 4 6,0 20
7 Flor 1,3 11,2 2 4 2,8 20
15 Hoja 1,3 9,2 2 4 4,8 20
21 Raiz 1,3 8,6 2 4 5,4 20
18 Hoja 1,3 8,0 2 4 6,0 20
29 Flor 1,3 10,1 2 4 3,9 20
52 Tallo 1,3 10,5 2 4 3,5 20
27 Flor 1,3 11,4 2 4 2,6 20
28 Flor 1,3 13,1 2 4 0,9 20
40 Tallo 1,3 11,6 2 4 2,4 20

Tabla 4.18. Detalle de la sintesis del ADNc de las pruebas de ARN.

Se sintetiz6 con éxito el ADNc para cada una de las pruebas de ARN, utilizando los Kkits

descritos en el Cap. Il y como se muestra en la tabla 4.18.

Con el ADNc listo se procedi6 a la realizacién de la RT-PCR utilizando la Ubiquitina
como gen de referencia, con sus primers especificos (512/513) (Figura 4.11). Para el
gen barnase se utilizaron los primers 282/283 y en la siguiente figura se muestran los

resultados del gel de agarosa de la PCR (Figura 4.12).

Primers: §.‘;:—; l ©
282 bar fw _}& m  x
N
575 ubiq. fw B
576 ubiq. rw e oo
ﬁ_:\\ &0
Barn. 250 pb T
DNA-Polymerase: Ampli Taq God Polymerase de AB (USA) Ubiq. 180 bp w
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1| 2| 3] 4] s| e 7| 8| 9| 10| 11] 12| 13| 14| 15| 16| 17
282/283 (barnase)
(%) > wm
s |2 lslnlslzlzlzlzlzlzlzlzzlz=]x]3
e = = = = =2 = =2 =2 = = = = =2 =
’7'5 = ¢l: el =+ = =3 =3 T = =S = = T+ +*= =4
S = IS T[T (2 eSS &0
A kA o | |Jlw ||l |, BN ]ow | |O]~

Figura 4.12. Gel resultado de la RT-PCR con los primers especificos para el gen barnase.

1] 2| 3| 4] s| 6| 7| 8| 9| 10| 11| 12| 13[ 14| 15| 16| 17
575/576 (Ubiquitin)

[%) > wm
5,:5 Sl I>I>Z |22 |1Z2(Z2|Z2(Z2|Z2|=|2 J>J>§
:"OO xmxmmmmxmxmxmmm;
|z ||z 22|12z |22z |2 |2(=2|2]|=2
— | & T IF|E |3 [F |3 | F |3 (= | & |3+ | & | =+ [&F|=
TI= IS |&SIS Il (N NN ]B v
- | 7 o (v |Jw v ||k, |[d|N|lw |l |lo]~
Angld

j ' gy
- - - -

il
T

Figura 4.13. Gel de agarosa resultado de la RT-PCR con los primers especificos para el gen de
referencia Ubiquitina.
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Segun los resultados obtenidos en el gel de agarosa para el gen barnase, se ha detectado
una serie de bandas inespecificas en las diferentes pruebas, que no corresponden al
tamafio de la banda esperada para el gen barnase. En el caso del gen de referencia, se
observa la banda esperada para este gen, en todas las pruebas y ademas se observan
también algunas bandas inespecificas. De acuerdo con estos resultados se hace
necesario repetir la prueba, aumentando el nimero de muestras, y en diferentes
momentos del afio, como se ha reportado para los analisis de expresion del gen AtFT
en alamo (Hoenicka et al., 2016), donde ha sido muy dificil detectar la expresion del
mencionado gen, necesitandose un gran numero de flores y repeticiones para
finalmente detectar la expresion. En general el RNA se degrada rapido, lo mismo sucede
con el ARNm. La expresién de un gen puede suceder en un lapso de tiempo muy corto,
por lo que puede ser dificil detectar su ARNm. La corta "vida" de un ARNm es necesaria
para que la expresion de los genes sea muy puntual y desaparezca rapidamente cuando
este gen ya no sea requerido. El ARNm puede expresarse en determinada época del afio
o bajo determinadas condiciones particulares. También podria ser que el promotor de
Arabidopsis utilizado (END1) no funcione muy bien en el dlamo, como ha ocurrido con
otros promotores que han funcionado correctamente en otras especies pero no en
alamos (Hoenicka et al.,, 2012). Este tema requiere mayor estudio para ser esclarecido,
por lo que se continuan los experimentos. Como las proteinas son mas estables, una
opcion viable puede ser la utilizacion de anticuerpos monoclonales para detectar la

proteina barnase.

En este trabajo se ha reportado la produccién de lineas de alamos genéticamente
modificados (Populus tremula L. y Populus tremula x tremuloides) que contienen dos
construcciones genéticas: HSP::AtFT para inducciéon de floracién temprana y
PsSEND1::BARNASE-BARSTAR para contencién genética y alamos (P. deltoides y P. x
euroamericana )con la contruccion HSP::AtFT para induccion de floracion temprana. La
construccion HSP::AtFT combina un sistema confiable de induccién de flores con un
crecimiento vegetativo normal (Hoenicka et al. 2016). La mitigaciéon del flujo genético
sexual, proporcionada por la construccion PSEND1::BARNASE-BARSTAR en Populus

tremula podria permitir la produccion de propagulos reproductivos fértiles y prevenir
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o reducir el flujo de genes a través de la reproducciéon sexual, ofreciendo asi
alternativas de liberacién mas seguras y necesarias.

Este es el primer reporte sobre el uso de la construccion PSEND1::BARNASE-BARSTAR
en especies de plantas lefiosas. La combinacion de tratamientos de choque térmico y
enfriamiento permite la formacion de flores fértiles masculinas en alamos transgénicos
HSP::AtFT, independientemente de la temporada (Hoenicka et al. 2016). Este sistema
es eficiente incluso en plantas muy jovenes (4-6 meses), con un periodo muy corto

considerando la larga fase vegetativa del alamo (7-12 afos).

Las plantas transgénicas HSP::AtFT / PSEND1::BARNASE-BARSTAR presentaron un
crecimiento vegetativo normal, en comparacion con las plantas WT cultivadas in vitro
y en invernadero. Klocko et al. (2016) informaron sobre la esterilidad masculina
disefiada en arboles de pino, dlamo y eucalipto cultivados en condiciones de campo
mediante la expresion del gen BARNASE en las células tapetes de anteras. Sin embargo,
los arboles transgénicos informaron que conservaron el desarrollo vegetativo normal.
En nuestro enfoque combinado, el gen BARNASE se fusioné con el gen barstar, un
inhibidor de la actividad barnase, con una secuencia no codificante entre ambos genes.
Barnase es una ribonucleasa muy activa y la inclusién de la construccién del gen
barstar evitard la expresion ectépica de barnase y los efectos indeseables en la
regeneraciéon y el desarrollo de las plantas transgénicas generadas. Las
transformaciones genéticas se corroboraron mediante PCR con primers especificos y
con analisis de Southern Blot. La expresion del gen BARNASE se verifico en las flores
transgénicas HSP::AtFT / PsEND1::BARNASE-BARSTAR mediante analisis RT-PCR, lo
que corrobora la utilidad de esta combinacion transgénica en la contencion de genes.
Las lineas transgénicas de floracion temprana son una herramienta eficiente y
confiable para la investigacion de la contencion de genes en el alamo. La creciente
disponibilidad de recursos gendmicos y transcriptomicos para los arboles forestales
que generan conocimiento de los procesos reproductivos y los genes candidatos para
la modificacion, combinados con la precision de la mutagénesis dirigida basada en la
edicién de genes CRISPR-Cas9, sugieren que se lograran innovaciones genéticas nuevas
y mas potentes en el campo de la ingeniria de la esterilidad de en el futuro cercano, al

ofrecer modificaciones precisas y predecibles combinadas con estabilidad fenotipica.
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Capitulo V: Evaluacion de las lineas transgénicas en
invernaculo y camaras climaticas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Crecimiento de las plantas transgénicas en invernaculo

Unavez que se logro la introduccion del gen de interés en la planta, se evalué su funcién
y estabilidad en el invernaculo. Segin Vicien (2011), hay tres categorias en el

desarrollo de plantas transgénicas:

e Trabajo contenido en laboratorios o invernaculos (dentro de una estructura

fisica) aislados del ambiente

e Introduccién limitada al ambiente bajo condiciones de confinamiento biol6gico
(condiciones de aislamiento reproductivo) disefiados para prevenir cualquier

impacto adverso en el ambiente.

e Liberacion sin confinamiento en el ambiente, con frecuencia sin ningin
requerimiento para segregaciéon o minimizacién de la dispersiéon o persistencia

en el ambiente.

Enlos dos primeros casos, el riesgo es minimizado a través de la imposicion de medidas
de manejo de riesgo estrictas (guias de contencion, términos y condiciones para la
autorizacién de ensayos a campo). Previo al estado de liberacién no confinada, se
requiere de una evaluacién de riesgos rigurosa. En esta tesis se realiz6 una evaluaciéon
de las plantas en forma contenida en invernaculos. Los ensayos a campo no son
posibles de realizar en Alemania, y se estan diligenciando acciones para disefiar
ensayos a campo de las plantas obtenidas en instalaciones de la FCAyF-UNLP-

Argentina.

Las plantas transformadas pasaron entre 3 y 5 meses en invernaculo, hasta superar la
altura de 30cm y poder ser trasladadas a las cAmaras de crecimiento para comenzar

con el tratamiento de calor, inductor de la floracion.

Para el cultivo de alamos en invernadero se tuvieron en cuenta diferentes parametros

que podrian afectar de forma individual el crecimiento de las plantas. Se consideraron
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la ubicacién del envase y la planta en el invernadero, en relacién a la cantidad de luz

que recibieron y la ubicacion de las plantas en una bandeja de crecimiento.

La mayor influencia en el crecimiento de los alamos fue probablemente la ubicacion
en el invernadero. Plantas contenidas en las mismas bandejas, pero en distintas
posiciones dentro de esta, recibieron diferentes cantidades de luz. Las fluctuaciones
del sombreado contribuyeron principalmente en el extremo sur de los invernaderos,

ya que la luz de la claraboya no lleg6 directamente a las plantas.

Lainfluencia de la intensidad de la luz se trat6é de mantener baja, cultivando los alamos
siempre juntos, en grupos. De todos modos, a cada planta pudo haberle llegado
diferente intensidad de luz. La ubicacién de la planta dentro de las bandejas también
tuvo un impacto en el suministro de riego y nutrientes. La mayoria de las plantas en el
borde posiblemente accedieron a mas agua y fertilizante que los alamos ubicados en

el medio de la cama de cria.

La infeccién con alguna de las plagas de invernaculo anteriormente detalladas (cap.
I11) en las plantulas pequeiias, recién salidas de in vitro, ha tenido un fuerte impacto en

el crecimiento.

En la siguiente tabla (Tab.5.1) se detallan la cantidad de plantas, de cada una de las
lineas transgénicas dobles, que fueron pasadas a invernaculo, luego de su cultivo in
vitro. Las lineas T89 y W52 son los controles “wild type” (sin transformar) de Populus
tremula L., mientras que la linea T193-2 es un control positivo, de esta misma especie,

que contiene sélo el gen de promocion de la floracion (constructo HSP::AtFT).
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Linea N2 de plantas
N430-4 26
N430-11 28
N435-15 22
N435-33 35
N441-7 10
N441-15 30
N441-21 29
W52 20
T89 20
T193-2 12

Tab. 5.1. Cantidad de plantas por linea llevadas a invernaculo.

En las Figuras 5.1 a, b y ¢ se muestran las plantas en el invernaculo.

Figura 5.1. a. b y c. Crecimiento de las lineas transgénicas dobles y las plantas control en

invernaculo
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Induccioén de la floracion precoz en Populus -HSP::AtFT positivos

Las transformaciones genéticas para la induccién de la floracién precoz como se dijo
anteriormente, se llevaron a cabo con el promotor HSP y el gen de floracién FT. Este
sistema de floracién precoz ha mostrado buenos resultados en alamos (Hoenicka et al,
2012, Zhang et al, 2010). Es por ello que para inducir el promotor, los alamos
HSP::AtFT fueron sometidos a un tratamiento con calor “heat shock” (40°C durante
90 min/dia), en camaras climaticas (Hoenicka et al, 2016). Todas las plantas que
igualaron o superaron una altura de 30cm y que se encontraban sanas en el

invernadero fueron sometidas a este tratamiento, para la induccién de la floracion.

08-04-16 tratamiento con calor H1/16

N430-4 26
N435-15 22
W52 3
T193-2 12

31-05-16 tratamiento con calor H2/16
T89
W52
N430-11
N435-33
N441-15
N441-21

N R O W R b

22-06-16 tratamiento con calor H3/16
N435-33
N430-11
N441-15
N441-21

u N W o

En total, en diferentes fechas, se sometieron al tratamiento con calor 26 plantas de la
linea N430-4; 4 plantas de N430-11; 22 plantas de N435-15; 12 plantas de N435-33; 3
plantas de N441-15 y 7 plantas de N441-21; de los controles AtFT positivas se
sometieron a calor 12 plantas de la linea T193-2 y de los controles sin transformar, 4

plantas de W52 y 4 plantas de T89.
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El tratamiento con calor se llevd a cabo durante 4-6 semanas, ya que se ha reportado
que un estrés por calor prolongado promueve la esterilidad en varias especies (De
Storme and Geelen, 2013; Jain et al, 2010; Sakata et al,, 2010; Endo et al, 2009). Esto
fue necesario para inducir la expresion del gen HSP::AtFT en las plantas transgénicas,

con tan solo 4-5 meses en el invernaculo.

La expresion del gen FT regulada por el promotor inducible con calor, permitié una
induccién de la floracién y un normal fenotipo de las plantas en invernaculo, a
diferencia de lo ocurrido en Populus cuando se utiliza este promotor con el gen LFY,
doénde se visualiza un desarrollo vegetativo perturbado de las plantas (Hoenicka et al,
2012). La temperatura juega un papel importante para el desarrollo de las flores
fértiles. Luego del tratamiento con calor, se obtuvieron flores tanto en las plantas
control-HSP::AtFT, como en las lineas con doble transformacién (HSP::AtFt y
PsEND1::barnase). Por el contrario, como era de esperar, los controles negativos

(plantas sin transformar), no presentaron floracién alguna.

Sélo una de las plantas de la linea N430-4, de 26 totales, florecio6. El resto de las plantas
se dejaron dos semanas mas en el tratamiento con calor y luego se regresaron al

invernaculo para poder repetir el ensayo en la primavera del afio siguiente.

En la Figuras 5.2 a.b se se observan a las plantas de dlamo en invernaculo que se

sometieron a calor y las lineas con floracién.

Figura 5.2.a.b. Plantas en camara climética. Tratamiento con calor. b. Floracién linea N435-15
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Las plantas transformadas conservaron el fenotipo de la especie. En el aspecto
morfolégico no se visualizaron anomalias de las plantas transgénicas comparadas con
las plantas control (W52 y T89) (Figura 5.3.a.b). Tampoco se observaron diferencias

en el crecimiento. (Figura 5.4.a.b).

Figura 5.3.a Planta control (izq.) Planta transgénica (der.) b. Floracién de la linea N430-11

Figura 5.4.a. Morfologia normal de plantas transgénicas en invernaculo. b. Floracién de la
inea N441-21

Desarrollo de polen viable: tratamiento con bajas temperaturas

Luego del tratamiento con calor, una vez obtenida la floracion precoz, se aplicé el
tratamiento de bajas temperaturas (112/72 -dia/noche), durante unas 4 semanas, con
el fin de obtener un desarrollo normal de los granos de polen (Hoenicka et al., 2016).

El calor no es la causa fundamental de la alta esterilidad de los alamos con floracion
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precoz. Se ha demostrado que las bajas temperaturas son el factor clave para el
desarrollo de las flores fértiles en los dlamos con floraciéon precoz (Hoenicka et al,

2016).

La presencia de los granos de polen permitieron la rapida identificacidn de las posibles
flores fértiles en los alamos control-HSP::AtFT, confirmando que el tratamiento fue

efectivo para la formacion de polen vital en el caso de éstas lineas.

Se sometieron a este tratamiento 1 planta de la linea N430-11; 20 plantas de la linea
N435.15; 2 plantas de la linea N430-11, 6 plantas de la linea N441-21 y 2 plantas de
N441-15. Estas lineas transgénicas dobles, portadoras del gen de androesterilidad, no
presentaron polen cuando se las observo con lupa, luego del tratamiento de bajas
temperaturas. Presentaron escaso a nulo polen, con un desarrollo morfoldgico
anormal de las anteras que se visualizaron y fotografiaron también bajo lupa. En la
figura 5.5 se muestra a las plantas tratadas con baja temperatura y el desarrollo

anormal de las anteras.

Figura 5.5. a. b. Plantas en camaras climaticas en el tratamiento de bajas temperaturas.

Recuento de flores y presencia de polen en las lineas Ft positivas (controles)

En la tabla 5.2 se muestran los resultados del recuento de flores y presencia de polen

en las lineas FT positivas (controles)
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flores desarrolladas flores no
N° planta | fecha (edad)| Calor (Fecha) Frio (Fecha) Altura (m) | flores totales | con polen sin polen desarrolladas
22508 06/03/2015 08/04/2016 29/04/2014 24 30 23 0 7
22506 06/03/2015 08/04/2016 29/04/2014 2 28 23 0 5
22505 06/03/2015 08/04/2016 29/04/2014 2,43 41 31 0 10
22499 06/03/2015|  08/04/2016 29/04/2014| 2,14 31 29 1 1
22507 06/03/2015 08/04/2016 29/04/2014 2,35 29 26 1 2
22504 06/03/2015 08/04/2016 29/04/2014 1,7 27 26 0 1
22502 06/03/2015 08/04/2016 29/04/2014 2,2 27 18 0 9
22509 06/03/2015 08/04/2016 29/04/2014 2 19 17 0 2
22501 06/03/2015 08/04/2016 29/04/2014 2,38 33 31 0 2
22503 06/03/2015 08/04/2016 29/04/2014 234 30 25 0 5
22500 06/03/2015 08/04/2016 29/04/2014 1,67 33 31 1 1
22510 06/03/2015 08/04/2016 29/04/2014 1,75 29 27 0 2

Tabla 5.2 Recuento de flores de las plantas control-AtFT

En la linea control T193-2-HSP::AtFT se visualizé un normal y abundante desarrollo
de flores y polen. Las anteras presentaron tamafio y forma normales, y, en algunos

casos, el polen podia observarse a simple vista o con una lupa de mano. (Figura 5.6.ay

b)

Figura 5.6.a.b Flores de las lineas T193-2 control-AtFT en las cadmaras de clima en el
tratamiento de frio.

Evaluacion de vitalidad y recuento de polen

Se evaluaron las lineas que contenian flores maduras y desarrolladas (N435-15; N430-
11 y N441-21). En las tablas 5.3, 5.4, 5.5 y 5.6 se muestran los resultados de la
evaluacién de vitalidad y recuento de polen. La evaluacion se realiz6 mediante las

pruebas FDA, con el uso de microscopio electrénico.
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Tabla 5.3: Evaluacién de vitalidad y recuento de polen en plantas control-6*AtFT

fecha Antera# polen vital | polen no vital nada Pollen Total | Pollen/Anthere
23/06/2016 1 6 2 8 160
23/06/2016 2 9 2 ! 11 220
23/06/2016 3 11 [ 11 220
23/06/2016 4 16 6 [ 22 440
23/06/2016 5 14 4 [ 18 360
23/06/2016 6 19 4 ! 23 460
23/06/2016 7 8 3 [ 11 220
23/06/2016 8 3 1 ! 4 80
12/07/2016 9 11 3 [ 14 280
12/07/2016 10 15 1 ! 16 320
12/07/2016 11 16 1 [ 17 340
12/07/2016 12 9 1 [ 9 180
12/07/2016 13 8 2 [ 10 200
12/07/2016 14 8 6 [ 14 280
12/07/2016 15 15 4 ! 19 380
12/07/2016 16 9 2 [ 11 220
12/07/2016 17 8 4 ! 12 240
12/07/2016 18 15 1 [ 16 320
12/07/2016 19 7 3 [ 10 200
12/07/2016 20 16 2 [ 18 360

Volumen: 20u1=0,020ml (10ul FDA + 10 Mannitol)=>1:2 Dilucién
20pul=0,02 ml
Volumen de 10 cuadrados=0,002 ml

La morfologia de las anteras vistas bajo la lupa fue normal en forma y color. El test FDA
para esta linea mostré la viabilidad de los granos de polen (Fig. 7.ay b). En la tabla 5.3

se observa la produccién normal de polen de las anteras de esta linea FT positiva

Figura 5.7 a Morfologia normal de la antera de la linea control- AtFT vista con lupa, b. granos
de polen viables de la linea control-AtFT, segun el test FDA visto al microscopio electrénico.
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Tabla 5.4: Evaluacion de viabilidad y recuento de polen en Linea N435-15.

Antera#t polenvital  polen no vital nada Pollen Total Polen/Antera
1 0 1 1 20
2 0 0 [ 0 0
3 0 0 [ 0 0
4 0 0 [ 0 0
5 0 0 [ 0 0
6 0 0 [ 0 0
7 0 0 [ 0 0
8 0 1 [ 1 20
9 0 0 [ 0 0

10 0 0 [ 0 0
11 0 0 [ 0 0
12 0 0 [ 0 0
13 0 0 [ 0 0
14 0 0 [ 0 0
15 0 0 [ 0 0
16 0 0 [ 0 0
17 0 0 [ 0 0
18 0 0 [ 0 0
19 0 0 [ 0 0
20 0 0 [ 0 0

Las anteras presentaron un desarrollo anormal, observandose forma y tamafio
alterados. El polen fue cercano a nulo, como se muestra en la tabla 5.4 y en las escasas

anteras que se observaban granos de polen, éste es no viable segtn los test FDA (Figura

5.8ayb)

Figura 5.8 a y b. Detalle de la morfologia de las anteras de la linea transgénica N435-15
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Tabla 5.5: Evaluacién de vitalidad y recuento de polen en Linea N430-11.

Antera# polenvital  polen no vital nada Pollen Total Polen/Antera
1 1 6 7 140
2 1 8 ! 9 180
3 3 0 ! 3 60
4 0 0 ! 0 0
5 0 0 ! 0 0
6 2 3 ! 5 100
7 0 0 ! 0 0
8 0 0 ! 0 0
9 0 0 ! 0 0

10 0 0 ! 0 0
11 0 0 ! 0 0
12 0 2 ! 2 40
13 0 0 ! 0 0
14 0 0 ! 0 0
15 1 3 [ 4 80
16 0 0 [ 0 0
17 1 3 ! 4 80
18 0 0 ! 0 0
19 0 1 ! 1 20
20 0 0 ! 0 0

La linea transgénica N430-11 presentd deformacion de las anteras y se observd escaso

polen no vital. Figuras 5.9 ayb.

Figura 5.9. a. Detalle de las anteras anormales de la linea N430-11, b. Polen no vital segtn el
FDA test visto al microscopio electrénico.
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Tabla 5.6: Evaluacion de vitalidad y recuento de polen en N441-21.

Antera#t polenvital  polen no vital nada Pollen Total Polen/Antera
1 0 0 0 0
2 0 0 ! 0 0
3 0 0 [ 0 0
4 0 0 ! 0 0
5 0 0 [ 0 0
6 0 0 ! 0 0
7 0 1 [ 1 20
8 2 0 ! 2 40
9 0 2 ! 2 40

10 2 0 ! 2 40
11 0 0 ! 0 0
12 0 3 ! 3 60
13 0 2 ! 2 40
14 0 0 ! 0 0
15 0 3 ! 3 60
16 0 1 ! 1 20
17 0 0 ! 0 0
18 0 2 g 2 40
19 0 0 ! 0 0
20 0 0 ! 0 0

En esta linea también se visualiz6 deformacién y anomalia de anteras, y 1a cantidad de

polen fue escasay sin viabilidad segun los test FDA. (Fig. 5.10ay b)

\Figuras 5.10 a y b. Detalle de las anteras anormales de la linea transgénica N441-21
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Numero

de
, anteras ~ Numero de Numero de .,
Lineas Proporcién de polen
transeénicas Gen constructo con graons de polen viable/antera (%)
g granos  polen/antera* viable/antera* ’
de
polen
T193-2 HSP::AtFT 20%* 274 (21.8) 226 (18.9) 82,5
N430-11 HSP::AtFT 8 35 (12.1) 9@3.7) 25,7
PsEND::barn./bars.
N435-15 HSP::AtFT 1 2(1.4) 0 0
PsEND::barn./bars.
N441-21 HSP::AtFT 8 18 (5.0) 4(2.8) 22,2

PSsEND1::barn./bars.

Tabla 5.7 Presencia o ausencia de granos de polen en anteras y granos de polen viables, en
lineas transgénicas simples (HSP::AtFT, control de floracién) y dobles (HSP::AtFT and
PsEND1::barnase-barstar). El nimero de polen y la viabilidad se midieron en 20 anteras / linea
transgénica. * Valores medios y desviaciones estandar (SD) son mostrados. ** El nimero de
anteras con granos de polen fue significativamente mayor en las lineas transgénicas simples
en comparacién con las dobles (chi-square test, p<00001).

Microscopia de anteras y polen

Las diferencias morfologicas entre las plantas de dlamo control-AtFTy las lineas que
contienen PSEND1::barnase, fueron observadas a través de cortes en un microscopio
electronico. Los resultados de estos cortes nos indicaron que las plantas control-AtFT
presentan un normal desarrollo de las anteras y polen, observandose la antera en el
estadio 14 de desarrollo, segin la escala propuesta para A. thaliana (Sanders et al,
1999) (Fig 5.11. a). Los cortes de las anteras de las lineas transgénicas que contienen
el constructo PsEND1::barnase, presentan escaso desarrollo y morfologia anormal de
las anteras, correspondiente a un estadio 4-5 de la escala de Sanders et al.,, 1999

(Figura 5.11. b).
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Figura 5.11 Estudio microscépico de anteras y granos de polen de linea transgénica simple
(HSP::AtFT) (a) y doble (HSP::AtFT and PsEND1::BARNASE-BARSTAR) (b). Las lineas
transgénicas simples muestran un desarrollo normal de las anteras y polen (stage 14). Las
lineas transgénicas dobles, muestran un fuerte disturbio en el desarrollo de las anteras, y
en laregla, no se observaron granos de polen. Las anteras se fijaron e incrustaron en resina
plastica LR-White y se cortaron en secciones transversales de 1 pm. Las secciones de
anteras se tifleron con azul de toluidina. C: conectivo; E: epidermis; En: endotelio; Sm:
tabique; St: estomio; PG: granos de polen; V: region vascular; Th: teca; Tp: Tapetum.

La construccion HSP::AtFT combina un sistema de induccidn de flores confiable con un
crecimiento vegetativo normal (Hoenicka et al. 2016). La mitigacién del flujo sexual
genético proporcionada por la construccién PSEND1::BARNASE-BARSTAR en Populus
tremula podria permitir la produccién de propagulos reproductivos fértiles y prevenir
o reducir el flujo de genes a través de la reproduccion sexual, ofreciendo asi
alternativas de liberacion mas seguras. En este estudio, el desarrollo de las plantas
transgénicas fue anormal. El constructo PSEND1::BARNASE-BARSTAR produjo la
ablacion de las anteras en los tejidos de las anteras en las primeras etapas de
desarrollo y, en consecuencia, la esterilidad masculina, segiin lo informado por Roque
etal. (20076, 2019) en dos especies transgénicas de Solanaceae (Nicotiana tabacum y
Solanum lycopersicon), dos especies de Brassicaceae (Arabidopsis thaliana y Brassica
napus) y dos plantas ornamentales (Kalanchoe blossfeldiana y Pelargonium zonale).
Las estrategias que utilizan la ablacion de células reproductivas o anteras de tejidos, o
la inactivaciéon o supresion de genes esenciales para los procesos reproductivos

normales se han utilizado ampliamente en especies lefiosas.
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Esta evaluacion se pudo llevar a cabo en muy poco tiempo, 7-8 meses, gracias a que las
plantas transgénicas también contenian el constructo inductor de la floracién precoz

(HSP::AtFT), lo que permitio la evaluacion de este sistema de “contencion genética”.

Nuestros resultados mostraron que el promotor PsEND1 tiene un alto potencial para

prevenir el flujo vertical indeseable de genes en esta especie de planta lenosa.

Este es el primer reporte de alamos transgénicos con el sistema inductor de la floracion
y el sistema inductor de la esterilidad masculina incorporados en una misma

transformacién, con resultados exitosos.
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Conclusiones

1. Se logroé ajustar un protocolo de cultivo de tejidos in vitro que permitio contar

con el material necesario para las transformaciones genéticas.

2. Se ha desarrollado un método eficiente de regeneracion de plantas in vitro de
clones recalcitrantes de Populus deltoides y clones del hibrido Populus
xeuroamericana. Sin embargo, para los clones de P. deltoides D6 y D7 se
recomiendan nuevos experimentos para optimizar el protocolo de regeneracién

in vitro.

3. El método de desinfeccion utilizado fue adecuado para establecer in vitro

secciones nodales de diferentes genotipos de Populus sp.

4. El tidiazuron mostré ser efectivo a muy bajas concentraciones para la

produccion de brotes en los clones utilizados en este trabajo.

5. El enraizamiento se logré separando los brotes y colocandolos en un medio sin

reguladores de crecimiento.

6. Se obtuvieron lineas transgénicas de P. tremula L., lineas transgénicas de P.
deltoides y P. x euroamericana, que regeneraron plantas donde pudo

confirmarse la presencia de los transgenes.

7. En las transformaciones genéticas, la cepa de Agrobacterium EHA101 result6
ser mas virulenta que la cepa GV2260 para todos los clones de Populus

transformados.

8. Todos los explantos transformados regeneraron con éxito en el medio 601 con

kanamicina y cefotaxima.

9. Se lograron obtener con éxito lineas transgénicas dobles (HSP::AtFT y
PsEND1::barnase) a partir de la transformacion genética en simultaneo, con dos
diferentes cepas de Agrobacterium tumefaciens (A113 + A249). Esto permite
acelerar notoriamente el tiempo de transformacién cuando se quiere

incorporar mas de un gen de interés a una planta.
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10.Es la primera vez que se reportan transformaciones dobles de P. tremula

11.

12.

13.

L. con los genes HSP::AtFT y PsEND1::barnase de forma exitosa.

Se obtuvieron 9 lineas dobles de Populus tremula L. las cuales se corroboraron
por PCR con diferentes primers especificos para cada gen y sus promotores
respectivos. Esto es importante ya que pudimos demostrar que durante la
transformacién puede ocurrir que en la transferencia sélo una parte del ADN-T

sea incorporado en la planta y no todo el sistema completo.

Los andlisis de Southern blot han servido para confirmar las transformaciones
y cuantificar el nimero de copias, s6lo en algunas de las lineas, por lo que se
recomienda repetir este ensayo para el resto de las pruebas donde el resultado

resulto ser confuso.

Los ensayos de expresion génica deben ser repetidos ya que no se obtuvieron
las bandas buscadas en las muestras pertenecientes al tejido de flor,
correspondientes al ARNm del gen barnase, sino que sélo se obtuvieron bandas
inespecificas para todas las muestras. Esto puede deberse a que el ARNm no se

encuentre presente en todo momento en las lineas transgénicas.

14. Se lograron importantes avances en la transformaciéon de P. deltoides y P. x

15.

euramericana, obteniéndose lineas transgénicas portadoras del gen de floracién
para ambas especies. Estas lineas fueron corroboradas con PCR con primers
especificos tanto para el gen como para su promotor. No se lograron obtener
lineas dobles para ninguna de estas dos especies. Este estudio representa un
gran avance en la transformacidn del P. deltoides y P. xeuroamericana siendo
éstos los primeros alamos de estas dos especies con la caracteristica de

floracion precoz.

En este trabajo se evalué el desarrollo de la floracién precoz inducida por el
constructo HSP::AtFT, al mismo tiempo que la androesterilidad , inducida por la
expresion del constructo PSEND1::barnase en plantas de Populus tremula L.
transgénicas. Confirmamos que el sistema HSP::AtFT en alamos combina una

inducciéon de la floraciéon precoz con un normal crecimiento vegetativo. La
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extraccion y tincion de los granos de polen obtenidos confirma la fertilidad de

las flores obtenidas con este sistema.

16. La combinacién del tratamiento de altas temperaturas con el tratamiento de
bajas temperaturas permite la obtencién de alamos transgénicos con flores
fértiles, independientemente de la estacion del afio, confirmando lo reportado
por Hoenicka et al, 2016. Este sistema mostré ser eficiente incluso en plantas
muy pequefias. La etapa no reproductiva en esta especie es generalmente

de 7-10 aiios, y paso a ser de 4-6 meses.

17. Las flores fértiles pueden ser obtenidas independientemente de la estacion del

afno.

18. Esta modificacién genética en arboles es una herramienta muy importante
para los programas de mejoramiento acelerado, tanto de los dlamos como de

otras especies forestales, y para estudios genémicos y de bioseguridad.

19. Este sistema también nos permitido realizar estudios relacionados a la
esterilidad masculina, importante para andlisis de bioseguridad, en lo que
respecta a la liberacion de plantas modificadas genéticamente al ambiente, asi
también como una importante estrategia de redistribucién de la energia de la

planta, al no llevar a cabo la fase reproductiva.

20. Con estos resultados podemos inferir que el sistema PsEND1::barnase es
efectivo para obtener aldmos masculinos transgénicos estériles. Se logré
mediante el sistema barnase disminuir/anular la calidad y cantidad de polen
viable en las plantas transgénicas. Como se dijo, este estudio es muy importante
para estudios de contencion genética. Esto cobra gran interés principalmente
en aquellos paises donde la liberaciéon de los OGM no estd permitida o esta
altamente regulada. Estas plantas al no tener polen, son no alergénicas, y al ser
estériles, evitan el riesgo de flujo génico desde estas plantas transgénicas hacia
otras especies de plantas relacionadas. Las plantas androestériles se utilizan
como parentales femeninos en los programas de mejora. Estas deben ser
completamente estériles masculinas, pero la morfologia de los érganos

reproductores femeninos debe permanecer sin defectos para que, aunque estas
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flores no puedan ser autopolinizadas, puedan cruzarse con otras fuentes de
polen. En plantas autégamas la produccién de hibridos a nivel comercial es
dificil; el uso de la androesterilidad, permite a los fitomejoradores eliminar el

tedioso proceso de la emasculacion en estas especies autégamas.

Este trabajo de investigacion en dlamos, si bien se ha realizado en colaboracion con un
laboratorio alemdn, es el primero que se lleva a cabo en Argentina, para una especie
forestal de interés regional. Para este desarrollo se utlizaron sélo fondos ptiblicos (Becas
CIC, CONICET, UNU-BioLac y DAAD), y pudo realizarse gracias a la colaboracion entre

laboratorios e institutos de Universidades publicas.
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Anexos
Anexo 2.1

Equipo de laboratorio utilizado (orden alfabético)

A menos que se indique lo contrario, la cede de fabricacién es Alemania.

Fabricantes
Biometra (Gottingen)

Equipos
Agitador oscilante "WT 17

Aparato de documentacidn de geles Intas (Gottingen)

Balanza de precision Sartorius (Gottingen)

Balanza de precisién “Mettler P2Z000N“ Mettler-Toledo (Gief3en)

Balanza de precisiéon “PCB“ Kern (Balingen)
Bafio de agua GFL (Burgwedel)
Bioanalyzer “Agilent 2100“ Agilent Technologies (Waldbronn)
Bloque caliente Deelux Labortechnik (G6denstorf)

Camaras de electrophoresis y accesorios Biometra (Gottingen)

Centrifuga “Biofuge pico“y “Megafuge 1.0R“ Heraeus (Hanau)/Thermo Scientific (Waltham, USA)
Heraeus (Hanau)/Thermo Scientific (Waltham, USA)

Heraeus (Hanau)/Thermo Scientific (Waltham, USA)

Centrifuga de mesa “Biofuge 13

Centrifuga fria "Biofuge 28 RS“

Centrifuga fria “Fresco 21“

Centrifuga fria “"Mikro 200R"

Concentrador al vacio “Speed Vac Plus SC110A“
Espectrofotémetro “NanoDrop 1000 3.7.1“
Esterilizador de perlas de vidrio " Steri350“
Esterilizador de vapor “Laboklav Eco“
Esterilizador de vapor ““Varioklav*

Flujo laminar estéril

Flujo laminar estéril ““Herasafe“

Flujo laminar estéril “"Mars Safety Class 2“
Fuentes de alimentacién “"PHERO-stab. 500“
Horno microondas

Incubador de hibridizacién “GFL 3032
Magnéticos “Cimarec i Poly™ y “Variomag Mono“
Magnéticos “lkamag Reo“ y “lkamag Ret"
Medidor de luz "LI-185B“

Micropipetas

Mini centrifuga ~Sprout”

Moledor vibratorio "MM300“

pH-Metro

Pipetas multicanal

gRT-PCR “Stratagene Mx3000P“
Termoagitador “HLC“

Termoagitador “PocketBloc*

Termociclador “LabCycler”

UV-Crosslinker UV Stratalinker 2400
Vortex-Mezclador “VF2“
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Thermo Scientific (Waltham, USA)

Hettich (Tuttlingen)

Savant/Thermo Scientific (Waltham, USA)
Thermo Scientific (Waltham, USA)

Keller (Burgdorf, Suiza)

SHP Steriltechnik (Detzel Schloss/Satuelle)
HP Medizintechnik (Oberschleiffheim)
BDK/Weiss Technik (Sonnenbiihl-Genkingen)
Thermo Scientific (Waltham, USA)
Scanlaf/Labogene (Lynge, Ddnemark)
Biotec-Fischer (Reiskirchen)

Panasonic (Kadoma, Japan) und Bosch (Stuttgart)
GFL (Burgwedel)

Thermo Scientific altham, USA)

IKA Labortechnik (Staufen)
LI-COR (Lincoln, USA)

Eppendorf (Hamburg)
Biozym (Hessisch Oldendorf)
Retsch (Haan)

WTW (Weilheim)

Biohit (Helsinki, Finlandia)
Stratagene (Santa Clara, USA)
Ditabis (Pforzheim)

Biozym Scientific (Hessisch Oldendorf)
SensoQuest (Gottingen)
Stratagene (Santa Clara, USA)
IKA Labortechnik (Staufen)



Anexo 2.2

Esquema de los vectores utilizados para las transformaciones
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Anexo 3.1
Grado de avance Beca Tipo | CONICET. Ano 2013.

Titulo: Optimizacion del cultivo de tejidos y transformacion genética de Populus deltoides cv.
Australia 129/60, para obtener plantas tolerantes a herbicidas.

Objetivo general: Obtener Populus deltoides cv. 129/60 tolerante a herbicidas.

Objetivos particulares:

A- Generar material vegetal por cultivo in vitro a través de la optimizaciéon de un procedimiento de
organogénesis para su posterior uso en ensayos de transformacion genética.

B- Optimizar la eficiencia de transformacién mediada por Agrobacterium tumefaciens utilizando una
construccion plasmidica que lleve un gen reportero y un agente de seleccién para la transformacion
de distintos explantes de Populus deltoides cv. 129/60.

C- Transformar genéticamente Populus deltoides cv. Australia 129/60 en las condiciones
optimizadas con el gen de resistencia a herbicidas.

Actividades realizadas

A- Establecimiento del protocolo de cultivo in vitro para clones de Populus deltoides.

Material vegetal de partida: estacas de Populus deltoides cv. Australiano 129/60 y Populus x
euroamericana Ragonesse 22 INTA (incorporado al plan por su uso extendido en el Delta y sur de
Santa Fe) provenientes de ensayos clonales evaluados, ubicados en el Vivero Darwin (Prov. de
Buenos Aires) y en la Estaciéon Experimental JH de la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales,
UNLP.

Acondicionamiento, llimpieza y juvenilizacion del material de partida: las estacas colectadas a
campo en el mes de julio de 2011(durante el reposo vegetativo) se trataron con fungicida y
bactericida Kasumyn® y se colocaron en el invernaculo del CEPROVE-UNLP. Para obtener brotes
jovenes, se utilizé la técnica de estaquillado y la de brotacion (forced flushing, Vieitez et al, 1994).
Para el estaquillado, se cortaron segmentos de 35-40 cm., se colocaron en sustrato tierra-perlita-
vermiculita (6:3,5:0,5) (Abedini et. al., 2008), y se trataron con solucién de de Acido naftalén acético
(ANA) 25 ppm, durante 48h, para inducir su enraizamiento y posterior brotacion (Fig. 1). Para la
técnica de brotacion inducida, las estacas de 3-5 cm de diametro, de los 2 genotipos, se cortaron en
segmentos de 50 cm. Se colocaron horizontalmente en bandejas con sustrato tierra-perlita-
vermiculita (6:3,5:0,5) y en cama caliente. Las condiciones ambientales fueron: temperatura de 24
C, luz dia y humedad relativa del 80%. (Fig.2).

Fig. 1: Estaquillado de P. deltoides Fig. 2: Forced flushing de P. deltoides

Todas las estacas formaron brotes 15-20 dias después, tanto por estaquillado como por forced
flushing. Estos brotes juveniles fueron utilizados para obtener explantos (hojas y secciones nodales)
para cultivo in vitro.

Desinfeccion establecimiento in vitro de explantos: los explantes se desinfectaron siguiendo los
protocolos de Bueno M.A et al., (1992); Dagoberto Castro R. et. al. (2010) modificados y se
colocaron en medio de aislamiento (agar 8 gr/L, sacarosa 20gr/L, agua sin PGR). Transcurridos 15
dias de cultivo se evaluaron los porcentajes de mortalidad (%M) y contaminacion (%C),
considerando los hongos, levaduras y bacterias como agentes contaminantes. En esta investigacion
se consideré “explante establecido” aquel que transcurrido 15 dias de cultivo estaba libre de
contaminantes visibles. Uno de los inconvenientes encontrados en este periodo fue la dificultad para
establecer material libre de contaminacion. En todos los ensayos realizados, con diferentes
explantos y plantas madre, se observd contaminacién con hongos y bacterias. EI material
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contaminado fue enviado al Laboratorio de Fitopatologia de la FCAyF para ser analizado e identificar
los patdgenos, con el objeto de determinar el mejor tratamiento para limpiar el material. Los
resultados demostraron que las plantas madres utilizadas estan contaminadas endégenamente con
diversos hongos y bacterias. Los hongos encontrados en brotes y yemas son Deuteromicetes
(hongos patégenos de plantas superiores): Fusarium sp., Alternaria sp., orden Pleosporales forma
Sphareopsidales, sin poder identificar la especie. En base a esto, se disefaron los siguientes
experimentos (cinco repeticiones, se muestran los promedios):

- Método de desinfeccién con hipoclorito de sodio comercial (55g/l): los explantes fueron
previamente sumergidos en fungicida Benomyl (800 ppm) por 2 hs y colocados en etanol 70%
durante 30 segundos. Tabla 1. Ensayo con hipoclorito de sodio:

Explante Hipoclorito (%)] Tiempo (min.)] % sin contaminacién
Hojas 10 10 35
Hojas 15 10 50
Hojas 15 15 60
Hojas 20 15 38
Secciones nodales 20 20 50
Secciones nodales 30 20 60
Secciones nodales 30 25 20
Secciones nodales 40 25 50

- Método de desinfeccion por gasificacion (Dra. Rangel Cano Rosa M. CINVESTAV Irapuato,
México, 2011): ante las dificultades para limpiar el material de partida se ha empleado acido
clorhidrico e hipoclorito de sodio comercial (55g/1), en campana de extraccién con diferentes tiempos
de exposicion. Las estacas se colocaron previamente en fungicida Benomyl (800 ppm) por 16 hs,
se cortaron las hojas y secciones nodales, las cuales se lavaron con jabén blanco y agua corriente
y se dejaron secar. Tabla 2. Ensayos gasificacion:

Explante Ac clorhidrico |tiempo (min.)| % sin contaminacion
Hojas 12N 8 37
Hojas 6N 9 50
Hojas 12N 10 48
Secciones nodales 6N 15 23
Secciones nodales 6N 17 25
Secciones nodales 6N 23 15
Secciones nodales 6N 25 10

Hasta el momento, para el caso de las hojas, los mejores resultados fueron: a) método de
desinfeccion usando hipoclorito de sodio al 15%, durante 15 min (60% sin contaminacion); b) ensayo
por gasificacion con &cido clorhidrico 6N durante 9 minutos (50% sin contaminacion). Para el caso
de las secciones nodales, los mejores resultados fueron: a) método de desinfeccion usando
hipoclorito de sodio al 30% durante 20 minutos (60% sin contaminacion); b) método de gasificacion
con un tiempo de 17 min de desinfeccion (25% sin contaminacion).

Condiciones de cultivo: los explantes fueron colocados en una camara de incubacién con tubos
Biolux, con fotoperiodo de 16 h. de luz y 8 h. de oscuridad, irradiancia de 60 umol. m-2. s*', a 25°C y
humedad relativa del 70% (Saturo et. al., 2006; Abedini et. al., 2008).

Regeneracion y multiplicacion: en base a los antecedentes (Abedini et al. 2008, Adema et al. 2009,
Sharry et. al., 2011) se utilizé el medio basal MS (Murashige & Skoog, 1962), completo y a la mitad
de su concentracion, obteniéndose mejores resultados, en cuanto a la calidad de los brotes
obtenidos, en el medio con menor contenido de sales. Para determinar la capacidad de produccion
de brotes, se utilizaron los explantes de la fase de establecimiento y se evalu6 la respuesta individual
a la aplicacién de BAP (Bencilaminopurina, 0,5, 1, 1,5, 2, 3, 4 mg/l), solo o en combinacion con GAs
(0,5, 1y 2 mg/l) frente al testigo (medios sin PGR). Transcurridos 20-30 dias de cultivo, se evaluaron
los porcentajes de formacion de callo o brotes. Se utilizé un disefio completamente al azar con
arreglo simple de tratamientos, con 10 repeticiones (c/u con 20 frascos de 250ml. con tres secc.
nodales/hojas). Las hojas formaron brotes utilizando una concentracion de BAP de 2 mg/l con GAs
1 mg/l. Las hojas cultivadas en medio MS sin reguladores, formaron callos (90%) y al repicarlos a
un medio MS con BAP (entre 1 y 5 mg/l) el 8% formaron brotes, mientras que el 30% de los callos
formaron raices. El 10% de estas raices formaron brotes directos. Las secciones nodales cultivadas
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en MS con BAP (1 - 5 mg/l) y sin reguladores de crecimiento, formaron brotes. El tiempo de
formacién de brotes se redujo 20 dias, con el agregado de BAP.

Enraizamiento: se utilizé el medio de asilamiento (sacarosa 30g/l y agar 8 g/l, sin PGR) y el medio
MS completo con acido indol butirico (IBA, 4 y 10 mg/l), por un periodo de 48h. Luego se redujo la
concentracion de auxinas. Los explantes que estaban en medio MS suplementado con 4mg/l se
colocaron en un medio libre de auxina, mientras que la mitad de los explantes que estaban en MS
con 10 mg/l de IBA se paso a un medio con una concentracion de 4 mg/l de dicho regulador, y la
otra mitad al mismo medio pero libre de auxinas. La etapa mas complicada de la regeneracion in
vitro fue el enraizamiento, que pudo lograrse con los brotes colocados en medio MS suplementado
con 10 mg/l de IBA por 48hs repicados a un medio MS libre de reguladores. También se obtuvo un
5% de enraizamiento de secciones nodales en un medio de aislamiento.

B- Optimizar la transformacion de distintos explantes de Populus deltoides cv. 129/60 mediada por
Agrobacterium tumefaciens utilizando una construccién plasmidica que lleve un gen reportero y un
agente de seleccion: se realizaron ensayos exploratorios para transformar hojas, peciolos y brotes
de Populus deltoides cv. Australia 129/60.

Cepas de Agrobacterium (A.tumefasciens y A.rhizogenes): en base a la bibliografia (Fladung et al.,
1997; Kumar y Fladung 2000; Gutiérrez et al., 2003) y de acuerdo a las disponibles para realizar los
ensayos, se usaron las cepas: pRi 1500 de Agrobacterium rhizégenes y las PGV 2260 y LBA 4404
de Agrobacterium tumefaciens.

Plasmidos: se utilizaron los plasmidos wstop y pMON, los cuales llevan genes que confieren
tolerancia a estrés hidrico y al herbicida glifosato, respectivamente, cedidos por CINVESTAYV, unidad
Irapuato, México.

Agro-infeccién: las colonias se suspendieron en un frasco con 30 ml de medio liquido YEB (extracto
de carne 1 g I-1, extracto de levadura 2 g I-1, peptona 5 g I-1, NaCl 5 g I-1, agar 15 g I-1, pH=7,2-
7,4) suplementado con los antibidticos correspondientes a cada cepa y 50mg/l de acetosiringona.
Se crecieron por 24 hs. a 28 ° C., hasta lograr una densidad de 1 x 10°. Los explantos se cortaron
bajo la campana de flujo laminar y se colocaron el MS liquido, para evitar la desecacion de los
mismos. Se colocaron 9 ml de MS liquido y 1 ml de la solucion bacteriana por cada placa. Se incubé
por 1hora y se retiré el resto del medio liquido para evitar el exceso de bacterias en la superficie del
explanto. Los explantos se colocaron, en el medio de co-cultivo: placas con MS soélido suplementado
con 25 mg/l de acetosiringona y papel de filtro. Se dejaron en oscuridad, en la camara climatizada
de 25°C por 48 horas. Luego, los explantes se pasaron a medio MS con 200 mg/l de Cefotaxime
(Claforan) (Confalonieri et al, 2000), para eliminar la bacteria. En el caso de la infeccién con
Agrobacterium rhizégenes se le adicion6 al medio 40 mg/l de floroglucinol (compuesto fendlico de
importancia para procesos de enraizamiento). El paso siguiente fue adicionarle al medio, ademas
del Cefotaxime, el agente de seleccién que posee cada plasmido. Las tres construcciones utilizadas
llevan dos genes marcadores de seleccion; 1- el gen bar que codifica para la enzima fosfinotricina-
N-acetil-transferasa, que otorga resistencia al herbicida glufosinato de amonio, (Thompson et al,
1987); y 2- el gen marcador de la neomicina fosfotransferasa Il (NPTII) (Kumar y Fladung, 2000) la
cual inactiva a los antibidticos aminoglucésidos como la kanamicina y la neomicina. La kanamicina
adicionada al medio resulto eficiente para discriminar entre raices transformadas y no transformadas
en estos ensayos. No se regeneraron plantas de estos experimentos.

Los objetivos A y B han sido parcialmente alcanzados, se continta optimizando el protocolo de
desinfeccién de explantes y el de agroinfeccion. Actualmente se cuenta con material de propagacion
conservado in vitro en forma de callo organogénico, brotes y plantulas in vitro, que seran utilizadas
para continuar con la transformacion genética.

C- Transformacion genética de Populus deltoides

El objetivo C se esta trabajando y se plantea en el Plan de Trabajo para aplicar a una beca Tipo Il
Aun se debe repetir y ajustar el protocolo de transformacién. En este periodo de Beca se
regeneraron in vitro clones de Populus deltoides y se realizaron algunos ensayos exploratorios para
la introduccion de genes. Los genotipos delfoides, aun no han podido ser modificados
genéticamente a nivel mundial, se comportan como recalcitrantes al cultivo de tejidos, presentan
dificultades para enraizar tanto in vivo como ex vitro. Sin embargo, son los genotipos mas plantados
en el pais, de alli la importancia de la continuidad de este trabajo, donde se ha avanzado en el
establecimiento y multiplicacion in vitro.
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Anexo 4.1

Regenerantes de las transformaciones con de P. tremula L. con A113 + A249.

Linea Agro constructos Seleccién Linea Agro constructos Seleccién
N426-1  [A249+A113  |Ft+Barnase  [K 50 N435-6 [A249+A113 |Ft+Barnase 1K 50
N426-2  |A249 +A113 _ |Ft+Barnase  |K50 N4357 [A249+ Al13 |FrBarnase K50

N435-8 A249 + A113 Ft+Barnase K 50
N426-3 A249 + A113 Ft+Barnase K 50

N435-9  [A249+A113  [Ft+Barnase K 50
N426-4 [A249+A113 |Ft+Barnase  |K S0 N435-10 |A249 + A113  |Ft+Barnase  |K 50
N426-5 |A249 + A113  |Ft+Barnase  |K 50 N435-11 |A249 + A113  |Ft+Barnase  |K 50
N426-6 A249 + A113 Ft+Barnase K50 N435-12  |A249 + A113 Ft+Barnase K 50
N426-7 [A249 + A113  [Ft+Barnase K 50 N435-13 [A249+A113  [Ft+Barnase K 50
N427-1 A249 + A113 Ft+Barnase K 50 N435-14 |A249 + A113 Ft+Barnase K 50
N227-2  |A249 + A113  |Ft+Barnase K 50 N435-15  [A249 +A113  [Ft+Barnase K 50
N427-3 | A249+ A113 | FeeBarnase K50 N435-17 [A249+A113  [Ft+Barnase K 50

N435-18 [A249+A113  |Ft+Barnase K 50
N427-4 A249 + A113 Ft+Barnase K 50

N435-19  [A249 +A113  [Ft+Barnase K 50
N430-1 A249 + A113 Ft+Barnase K 50

N435-20 [A249+A113  [Ft+Barnase K 50
N430-2 |A249+A113  |Ft+Barnase K50 N435-21 |A249 +A113 [Ft+Barnase K 50
N430-3  [A249 + A113  [Ft+Barnase K50 N435-22 |A249+A113  |Ft+Barnase K 50
N430-4 [A249 +A113  [Ft+Barnase K 50 N435-23 |A249+A113  |Ft+Barnase K 50
N430-5 A249 + A113 Ft+Barnase K50 N435-24 |A249 + A113 Ft+Barnase K 50
N430-6 A249 + A113 Ft+Barnase K 50 N435-25 |A249 + A113 Ft+Barnase K50
N430-7 |A249+A112 |FteBarnase K50 N435-26 |A249+A113  |Ft+Barnase K 50

N435-27 A249 + A113 Ft+Barnase K 50

N430-8 A249 + A113 Ft+Barnase K 50

N435-28 |A249 + A113 Ft+Barnase K 50

N430-10 |A249 + A113 Ft+Barnase K 50

N435-29 A249 + A113 Ft+Barnase K 50

N430-11 |A249 + A113 Ft+Barnase K50 N435-30 |A249 + A113 Ft+Barnase K 50

NA430-12 |A249 + A113  |Fr+Barnase 1K 50 N435-31 |A249 +A113  |Ft+Barnase [k 50

N430-13  |A249 + A113 Ft+Barnase K50 N435-32  |A249 + A113 Ft+Barnase K 50
N430-14 |A249 + A113 Ft+Barnase K 50 N435-33 A249 + A113 Ft+Barnase K 50
N430-15 |[A249 + A113 Ft+Barnase K 50 N435-34 [A249 + A113 Ft+Barnase K50
N430-16 |A249 + A113  |Ft+Barnase _ |K 50 N435-35 |A249 +A113 |Ft+Barnase K50

N430-17 |A249+A113 |Ft+Barnase  [K50 N435-36 ]A249 + A113 |Ft+Barnase  |K S0

N435-37 |A249 + A113 Ft+Barnase K 50

N430-18 |A249 + A113 Ft+Barnase K50

N441-1  |A249 + A113  |Ft+Barnase K 50
N430-19 [A249 + A113  [Ft+Barnase K 50

N441-2  |A249 + A113  |Ft+Barnase K 50
N430-20 [A249 +A113  [Ft+Barnase K 50 N241-3 7249 + A113  |FteBarnase K50
N430-21 [A249 + A113  [Ft+Barnase K 50 N441-4 |A249+A113 |Ft+Barnase K 50
N430-22 |A249 + A113  |Ft+Barnase K 50 N441-5 |A249 + A113  |Ft+Barnase K 50
N430-23 |A249 + A113 Ft+Barnase K 50 N441-6 A249 + A113 Ft+Barnase K 50
N430-24 [A249 +A113  [Ft+Barnase K 50 N441-7 |A249 +A113  |Ft+Barnase K50
N430-25 [A249+A113  |Ft+Barnase  |K50 N441'8 [A249+A113 [FPt+Barnase K5O
N430-26 [A249+A113  |Ft+Barnase [k 50 N4419 A249+A113 [PtiBarnase K5O

N441-10 |A249 + A113  |Ft+Barnase K 50
N430-27 |A249 + A113 Ft+Barnase K50

N441-11 |A249 + A113  |Ft+Barnase K 50
N430-28 1A249+A113 1Ft+Barnase K50 N441-12 |A249 + A113 _[Ft+Barnase  |K S0
N430-29 |A249 + A113 |Ft+Barnase  |K 50 N441-13 |A249 + A113 _ |Ft+Barnase _ [K 50
N430-30 |A249 + A113 Ft+Barnase K50 N441-14 |A249 + A113 Ft+Barnase K 50
N430-31 |A249 + A113 Ft+Barnase K 50 N441-15 |A249 + A113 Ft+Barnase K 50
N430-32 |A249 + A113 Ft+Barnase K 50 N441-16 |A249 + A113 Ft+Barnase K 50
N430-33 |A249 + A113  |Ft+Barnase  |K 50 N441-17 |A249+A113  |Ft+Barnase  |K 50
N430-34  |A249+A113 Ft+Barnase K 50 N441-18 [A249 + A113  |Ft+Barnase K50
N431-1 |A249+A113  |FteBarnase K50 N441-19 |A249 + A113  |Ft+Barnase K 50
Na31-2  |A248+A113  |FirBarnase K50 N441-20 |A249 + A113  |Ft+Barnase K 50

N441-21 A249 + A113 Ft+Barnase K 50
N431-3 A249 + A113 Ft+Barnase K 50

N441-22  |A249 + A113  |Ft+Barnase K 50
N431-4  |A249+A113  |Ft+Barnase K50 N441-23 |A249 + A113  |Ft+Barnase K 50

N431-5 A249 + A113 Ft+Barnase K50 N441-24 |A249 + A113 Ft+Barnase K 50

N431-6 A249 + A113 Ft+Barnase K50 N441-25 |A249 + A113 Ft+Barnase K50
N431-7 A249 + A113  [Ft+Barnase K 50 N442-1 A249 + A113  [Ft+Barnase K50
N431-8  [A249+A113  |Ft+Barnase  |K50 N442-2 |A249+A113 [FvBarnase  |K 50
N431-9  |A249+A113  |FtrBarnase  |K50 Na42-3 A249+ AL13  |FurBarmase  1KS0

N442-4 A249 + A113 Ft+Barnase K 50
N435-1  |A249 +A113  |Ft+Barnase  |K 50

N442-5 A249 + A113 Ft+Barnase K50
N435-2  |A249 +A113  |Ft+Barnase  |K 50 Natoe  lroaospris Irerbarmace Ik oo
N435-3  |A249 +A113  |Ft+Barnase  |K 50 Na227  |Aza0+A113  |FreBarmase K=o
N435-4  |A249 +A113  |Ft+Barnase  |K 50 N442-8  |A249+ A113  |FteBarnase |k 50
N435-5 A249 + A113 Ft+Barnase K50 N442-9 A249 + A113 Ft+Barnase K 50
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Anexo 4.2

Linea Agro constructs |Seleccién Ft Barnase HSP PSEND1
1980/1981| 282/283 [1151/1152(2080/2081
N426-3 |A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + = + -
N426-5 |A249 + A113 |Ft+Barnase [K50 - -
N426-6 |A249 + A113 |Ft+Barnase |[K50 - - - -
N427-1 |A249 + A113 |Ft+Barnase |[K50 + = aF -
N427-2 [A249 + A113 |Ft+Barnase |[K50 + - + -
N427-4 |A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + = + -
N430-1 |A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + - - -
N430-2 |A249 + A113 |Ft+Barnase |[K50 + - + -
N430-3 |A249 + A113 |Ft+Barnase |[K50 + - -
N430-4 [A249 + A113 |Ft+Barnase |[K50 + + + +
N430-5 [A249 + A113 |Ft+Barnase |[K50 + - + -
N430-6 |A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 - - - -
N430-7 |A249 + A112 |Ft+Barnase |K50 + = + -
N430-10|A249 + A113 |Ft+Barnase |[K50 + - + -
N430-11[A249 + A113 |Ft+Barnase |[K50 + + + +
N430-12(A249 + A113 |Ft+Barnase |[K50 = = = o
N430-13|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + = + -
N430-14|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + = + -
N430-15|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + - + -
N430-18|A249 + A113 |Ft+Barnase |[K50 + - + -
N430-19(A249 + A113 |Ft+Barnase |[K50 + + + +
N430-21[A249 + A113 |Ft+Barnase |[K50 + - + -
N430-24|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + = + -
N430-25|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + ar O -
N430-26|A249 + A113 |Ft+Barnase |[K50 + - + -
N430-28|A249 + A113 |Ft+Barnase |[K50 + - aF -
N430-29|A249 + A113 |Ft+Barnase |[K50 + = aF -
N430-30{A249 + A113 |Ft+Barnase |[K50 + - + -
N430-31|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 - - - -
N431-1 |A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + - + -
N431-2 |A249 + A113 |Ft+Barnase |[K50 - - - -
N431-3 |A249 + A113 |Ft+Barnase |[K50 + - aF -
N431-4 [A249 + A113 |Ft+Barnase |[K50 = = = o
N431-5 |A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + = + -
N431-6 |A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 - - - -
N431-7 |A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + - + -
N431-8 |A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 - - - -
N435-1 |A249 + A113 |Ft+Barnase |[K50 + = aF -
N435-2 [A249 + A113 |Ft+Barnase |[K50 + - + -
N435-3 |A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + = + -
N435-4 |A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + = + -
N435-5 |A249 + A113 |Ft+Barnase |[K50 + - + -
N435-6 |A249 + A113 |Ft+Barnase |[K50 + - aF -
N435-7 |A249 + A113 |Ft+Barnase |[K50 + = aF -
N435-8 [A249 + A113 |Ft+Barnase |[K50 + - + -
N435-9 |A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + = + -
N435-10|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + - + -
N435-111A249 + A113 |Ft+Barnase |[K50 + - + -

187




Linea Agro constructs [Seleccion Ft Barnase HSP PSEND1
1980/1981| 282/283 [1151/1152(2080/2081
N435-12|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + = + -
N435-13|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + = + -
N435-14|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + S + =
N435-15|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + + + +
N435-17|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + = + -
N435-19|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 = = + -
N435-20|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + = + -
N435-21|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + = + -
N435-22|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 ar = + -
N435-23|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + = + -
N435-24|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + = + =
N435-25|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 ar = + -
N435-26|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + o + o
N435-27|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + = + =
N435-28|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + - - -
N435-29|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + - = o
N435-30|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 a7 - - -
N435-31|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 - - - -
N435-32|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 = S = o
N435-33|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + + + +
N435-34|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + = + -
N435-35|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + S + =
N435-36|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + = + -
N441-1 |A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + o + -
N441-2 |A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 ar = + -
N441-3 |A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + + + +
N441-5 |A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + = + -
N441-7 |A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + + + +
N441-8 |A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 ar = + -
N441-9 |A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + = + =
N441-10|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 ar = + -
N441-12|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + - + -
N441-13|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + = + -
N441-15|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + + + +
N441-16|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + - + -
N441-17|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + = + -
N441-20|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 = o + -
N441-21]|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + + + +
N441-23|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + = + -
N441-24|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 o + = +
N441-25|A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 ar = + -
N442-1 |A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + = + -
N442-2 |A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + = + -
N442-6 |A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 ar = + -
N442-7 |A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 ar = = -
N442-8 |A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 + = + =
N442-9 |A249 + A113 |Ft+Barnase |K50 ar = + -

Resultados de las PCRs con los primers para detectar la presencia de los genes FT y barnase, y los
promotores HSP y END1, en las regenerantes de las transformaciones genéticas con P. tremula L.
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Anexo 4.3

Primers para sonda PSEND1

Primer izquierdo: tgcgctaaggcattcagagt
Tamafo: 20 bp Tm:59.8C GC: 50.0 %

Primer derecho: cggatgcgcaaagaaatgct (compl. rev. AGCATTTCTTTGCGCATCCG)
tamano: 20 bp Tm:60.2C GC:50.0 %

Tamano del producto: 833 pb

tgcgctaaggcattcagagtctgcagttttaacattcgecttgaatgttttactccttccatgttctgactccataatcaacttctgataacagtcat
acagcttcaaaagaatgtcattcatggtaactggaaatcccttttcaattaattgacctacactcatcagattgctcttcatgccaagaacgtac
caagacgttctgaattaatgcagatttictattattcataatcactctaacattccccattcctttagcatttagttacttatcatcagcacatctaatc
ttggttttcttcctagagtcaaaatcaaccagccatttcttatttccagtatgatggtttgaacaaccagtgtccatatatcaccagtcttctataga
cgcactatcataactagaagccattaatagcacatgttcatcatggtgctcagatccttagaatgttcaattgctacaacgatgtaatcaaact
gatgagtaagagatctaagtaccttctcaatgatactttcctcataaagagtttctccatgcgacttcatctcatttgtgatcagaatcactctaga
gatgtagtcagataacttctcattgttcticatgcttagattctcatactgctcacgtagagactgaagtttcacctictacactgatgcatcactat
cgtagcaccacaccagtctgtctcacacaaccttttccgtcatigaatcaacgattttcttaaacacgticacatccacacactgatggatgta
gaacaacgcattctgatccttcttcctcatatcacactgagcatttctttgcgcatccg

Secuencia completa:

gacttcaaccttattagtgaatggacaataaaggttataagctcctttactgtgaaagcccaccagtaacatcaccttgcttatatcattcagctt
ctttctagtaacatttggaacgtgtttataacagaaaaaaacccaaaaactctgaaaagactcacacttttcttatctccagtccacctctcaa

aaggaacaatttccttcagcttctiggttggacacctgtigagcacatatgctgcagtggcaacagtttctccccacaaagtgttaggaagctt

cttctccttcagceatgttecttgtcatatcaagcaaagttcggttttcaacaagaccattatgttgaggagtatatggatcagtcacttcatgctca

attccattctctttacagaacttcttgaactctgtagagttatactcacctccaccatcagttctgagaatcticagaagtctgaccac tttatttctc
agccttgattatgaatttcttaaattcagcaaacacctcgtgtttgaattttataagggatacccatgtcatccttgtgaactcatccataaatgac
ataaagtattattccctcctagtgaaaggtttgtaatgggccacacacataagaatgcactactcctaaagcatgtttigctcttigagctactttt
gatgaaaatggcagtcttggttgcttccctttcatgcacacattacatgacttttttggtttcttaattgtaggaattccacgtaccagtttctttgaatt
caaattccctaagctcctaaagttcaaatgaccaaatcttttgticcacaactcactttccttcacaacacttgttgcgctaaggcattcagagtc
tgcagttttaacattcgccttgaatgttttactccticcatgttctgactccataatcaacttctgataacagtcatacagcticaaaaaatgtcattc
atggtaactggaaatcccttttcaattaattgacctacactcatcagattgctcticatgccaagaacgtaccaagacgttctgaattaatgcag
attttctattattcataatcactctaacattccccattcctttagcatttagttacttatcatcagcacatctaatctiggttttcticctagagtcaaaatc
aaccagccatttcttatttccagtatgatggtttgaacaaccagtgtccatatatcaccagtctictatagacgcactatcataactagaagcca
ttaatagcacatgttcatcatggtgctcagatccttagaatgttcaattgctacaacgatgtaatcaaactgatgagtaagagatctaagtacct
tctcaatgatactttcctcataaagagtttctccatgcgacttcatctcatttgtgatcagaatcactctagagatgtagtcagataacttctcattgt
tcttcatgcttagattctcatactgctcacgtagagactgaagtttcaccttctacactgatgcatcactatcgtagcaccacaccagtetgtctce
acaaccttttccgtcattgaatcaacgattttcttaaacacgttcacatccacacactgatggatgtagaacaacgcattctgatccttcttcctct
atcacactgagcatttctttgcgcatccgttgcatttictagaagtgaagcataaacttcgttgatgagatcaagaacatcttgagcaccaaata
acacacacatctgaatcatccaacgattccagttgttgtcgtcgaacaatggnagcntggtgcacagattcacaacgatatattataanttttg
ttttatgaaatttaagaacaaatttccattattcttaaaatgtttacacactgatgtagactgcaaaaggaataaagatacaatttgttcacacca
ctcacttgcgtaaatataagtgagagttaatgagaaatactaaaataccctctaaaattatgaattaattctaacaatctctaatgttagtataat
ccattaaacactttgatggcaggtataacaagggtgtaagttagtgtatacatattaggctcttattatttitatattatctctgcttttcticttcatgttc
tcactaatatgatattatctcccticcctaaattatttatatttattagaaaaagagtticattttttaaaaatatattaccgtaatttttcaaaaataaa

atttaaatatattttataaaaaaattatttaataatttatttacattaatgcataaatataaataaatactgtcatttaatatttaaccttitaacaataa

attatatttatttaattcaactaatataagctaagttatctcatccaaccaattaaaaagatcatttgaaaatacctttttatttagtttgtggcggtttc
aactgtcaaaaaaaaggaatttttacgacgatataaatttaaaccagcaaaaaattgaagcagttaagcgaaccaactcatggtatgtgg

atatatttatctttgtcgtttatatcggattcgaatctctataatgatgaaaaattaatatcaaactttaaataagaacgtcatttatagagccattttg
ggaaacacatatttcatgtacacgtgattcgcaaatttccaataactctatatatagccctcctcagtttcatgcatttgctcacaacataaccttc
cttgaat

189



Anexo 4.4.

Primers para sonda PSEND1
Primer izquierdo: atcgtagcaccacaccagtc
Tamano: 20 bp Tm:59.8C GC:55.0%

Primer derecho: tgacagttgaaaccgccaca (Compl. rev.GTGGCGGTTTCAACTGTCA)
Tamano: 20 bp Tm: 60.4C GC:50.0 %

Tamano del producto: 922 pb. Cercano al borde derecho.

atcgtagcaccacaccagtctgtctcacacaaccttttccgtcattgaatcaacgattttcttaaacacgttcacatccacacactgatggatgt
agaacaacgcattctgatccttcttcctcatatcacactgagcatttctttgcgcatcegttgcattttctagaagtgaagcataaacttcgttgat
gagatcaagaacatcttgagcaccaaataacacacacatctgaatcatccaacgattccagttgtigtcgtcgaacaatggnagentggtg
cacagattcacaacgatatattataanttttgttttatgaaatttaagaacaaatttccattattcttaaaatgtttacacactgatgtagactgcaa
aaggaataaagatacaatttgttcacaccactcacttgcgtaaatataagtgagagttaatgagaaatactaaaataccctctaaaattatg
aattaattctaacaatctctaatgttagtataatccattaaacactttgatggcaggtataacaagggtgtaagttagtgtatacatattaggctct
tattatttttatattatctctgcttticttcticatgttctcactaatatgatattatctcccticcctaaattatttatatttattagaaaaagagtttcatttttta
aaaatatattaccgtaatttticaaaaaataaaatttaaatatatittataaaaaaattatttaataatttatttacattaatgcataaatataaataa
atactgtcatttaatatttaaccttttaacaataaattatatttatttaattcaactaatataagctaagttatctcatccaaccaattaaaaagatcat
ttgaaaatacctttttatttagtttgtggcggtttcaactgtca

Secuencia completa:

gacttcaaccttattagtgaatggacaataaaggttataagctcctttactgtgaaagcccaccagtaacatcaccttgcttatatcattcagctt
ctttctagtaacatttggaacgtgtttataacagaaaaaaacccaaaaactctgaaaagactcacacttttcttatctccagtccacctctcaa
aaggaacaatttccttcagcttctiggttggacacctgtigagcacatatgctgcagtggcaacagtttctccccacaaagtgttaggaagctt
cttctccttcagceatgttecttgtcatatcaagcaaagttcggttttcaacaagaccattatgttgaggagtatatggatcagtcacttcatgctca
attccattctctttacagaacttcttgaactctgtagagttatactcacctccaccatcagttctgagaatcttcagaagtctgaccactttatttctc
agccttgattatgaatttcttaaattcagcaaacacctcgtgtitgaattitataagggatacccatgtcatccttgtgaactcatccataaatgac
ataaagtattattccctcctagtgaaaggtttgtaatgggccacacacataagaatgcactactcctaaagcatgttttgctctttgagctacttit
gatgaaaatggcagtcttggttgcttccctticatgcacacattacatgactttittggtticttaattgtaggaattccacgtaccagtttctitgaatt
caaattccctaagctcctaaagttcaaatgaccaaatcttttgticcacaactcactttccttcacaacacttgttgcgctaaggcattcagagtc
tgcagttttaacattcgccttgaatgttttactccticcatgttctgactccataatcaacttctgataacagtcatacagcticaaaagaatgtcatt
catggtaactggaaatcccttttcaattaattgacctacactcatcagattgctcticatgccaagaacgtaccaagacgttctgaattaatgca
gattttctattattcataatcactctaacattccccattcctttagcatttagttacttatcatcagcacatctaatcttggttttcticctagagtcaaaa
tcaaccagccatttcttatttccagtatgatggtttgaacaaccagtgtccatatatcaccagtcttctatagacgcactatcataactagaagcc
attaatagcacatgttcatcatggtgctcagatccttagaatgttcaattgctacaacgatgtaatcaaactgatgagtaagagatctaagtac
cttctcaatgatactttcctcataaagagtttctccatgcgacttcatctcatttgtgatcagaatcactctagagatgtagtcagataacttctcatt
gttcttcatgcttagattctcatactgctcacgtagagactgaagtttcaccttctacactgatgcatcactatcgtagcaccacaccagtctgtct
cacacaaccttttccgtcattgaatcaacgattttcttaaacacgticacatccacacactgatggatgtagaacaacgcattctgatccttcttc
ctcatatcacactgagcatttcttigcgcatccgttgcatttictagaagtgaagcataaacttcgttgatgagatcaagaacatcttgagcacc
aaataacacacacatctgaatcatccaacgattccagttgtigtcgtcgaacaatggnagcentggtgcacagattcacaacgatatattata
anttttgttttatgaaatttaagaacaaatttccattattcttaaaatgtttacacactgatgtagactgcaaaaggaataaagatacaatttgtica
caccactcacttgcgtaaatataagtgagagttaatgagaaatactaaaataccctctaaaattatgaattaatictaacaatctctaatgttag
tataatccattaaacactttgatggcaggtataacaagggtgtaagttagtgtatacatattaggctcttattatttttatattatctctgcttttcttctic
atgttctcactaatatgatattatctcccttccctaaattatttatatttattagaaaaagagtttcattttttaaaaatatattaccgtaatttttcaaaa
aataaaatttaaatatattttataaaaaaattatttaataatttatttacattaatgcataaatataaataaatactgtcatttaatatttaaccttttaa
caataaattatatttatttaattcaactaatataagctaagttatctcatccaaccaattaaaaagatcatttgaaaatacctttttatttagtttgtgg
cggtttcaactgtcaaaaaaaaggaatttttacgacgatataaatttaaaccagcaaaaaattgaagcagttaagcgaaccaactcatggt
atgtggatatatttatctttgtcgtttatatcggattcgaatctctataatgatgaaaaattaatatcaaactttaaataagaacgtcatttatagagc
cattttgggaaacacatatttcatgtacacgtgattcgcaaatttccaataactctatatatagccctcctcagtttcatgcatttgctcacaacat
aaccttccttgaat
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