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La ingenieria genética permite modificar en un solo gen el
patrimonio geneético de una variedad de cultivo obtenida

por técnicas de mejora tradicionales. Las variedades asi
obtenidas se denominan




Crown gall tumour on an elm
tree. Most crown gall tumours
form at or below the surface
of the soil, but aerial tumours
can also occur, as here.

(Courtesy of Jer-Ming
Hu,National Taiwan
University, Taipei.)




How Agrobacterium genetically
transforms plants.
— Agrobacterium contains a Tumour
inducing (Ti) plasmid, which includes
/" k . virulence (vir) genes and a transferred-
. o DNA (T-DNA) region.

I: Ti- gl :| L:J

"'J_le u-;,) N Genes of interest can be inserted into
0 0 470 e the T-DNA. Wounded plant cells
g produce phenolic defence compounds,
o which can trigger the expression of the
| Agrobacterium vir genes. The encoded
virulence (Vir) proteins process the T-
Momciers DNA region from the Ti-plasmid,
iy TR - producing a ‘T-strand’.
After the bacterium attaches to a plant
cell, the T-strand and several types of
Vir proteins are transferred to the plant
through a transport channel. Inside the
plant cell, the Vir proteins interact with
the T-strand, forming a T-complex. This
complex targets the nucleus, allowing
the T-DNA to integrate into the plant
genome and express the encoded
genes.




LA INGENIERIA GENETICA COMO HERRAMIENTA :

- PARA PROGRESAR EN EL CONOCIMIENTO DE
LA BIOLOGIA

- PARA PRODUCIR PLANTAS DE INTERES
AGRONOMICO
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El analisis genético y molecular de mutantes homeaoticos de
desarrollo floral ha permitido en los ultimos anos comprender
las bases moleculares que controlan el tiempo de floracion

y las caracteristicas morfologicas de las flores.
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En Antirrhinum majus hay elementos transponibles activos

Es posible etiquetar genes con elementos transponibles




En el caso del gen Deficiens disponiamos de una serie de
mutaciones alélicas para dicho locus




Deficiens : primer gen de la familia MADS caracterizado.

defA-1 (globifera)




Flower Patterning -- the pieces & parts

stamens /

carpels

sepals

Top view
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Pérdida de funcion B (LOF-B)
en Arabidopsis

Transformaciones homeoticas en
verticilos 2y 3

pétalos>>>>sépalos
estambres>>>>carpelos




Desarrollo floral. Modelo ABC

.V Genes de identidad de 6rgano
V2 V3 V4 = floral

B B

silvestre A A-r- C C I R 7 23. u
ép. Pét. Est. Carp - Clase A AP1, AP2  LIP1, LIP2

Clase B AP3, PI  DEF, GLO

1.Tres clases de actividades A, By C
especifican la identidad de los érganos
florales de manera combinatoria

Clase C AG PLE, FAR
Clase D STK, SPH 1,2

2. Las funciones A y C se reprimen mutuamente Clase £ SEP 1, 2, 3

3. Las funciones de identidad de 6rganos son
independientes de la posicion que ocupan en
el meristemo floral




Nos planteamos la necesidad de disponer de marcadores
moleculares para identificar 6rganos y tejidos florales
durante el desarrollo inicial de las flores.

Disenamos una estrategia para producir anticuerpos
monoclonales que reconozcan a proteinas que se expresan
especificamente en un organo o tejido




Patron de expresion de la proteina (26kDa) que reconoce
el anticuerpo monoclonal Al
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ESTRUCTURA DEL ESTAMBRE

Estambres

Primordios de
estambres

Meristemo floral

Flor adulta
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Origen de los distintos tejidos de la antera
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El gen END1 se encuentra como
copia unica en el genoma del
guisante




La dificultad de transformar genéticamente el guisante nos llevé
a realizar estudios de funcionalidad del promotor en otras
especies.

Inicialmente seleccionamos Arabidopsis como planta modelo y
tabaco y tomate como plantas de cultivo.

Se pretendié comprobar si la region promotora del gen END1 de
guisante es capaz de dirigir la expresion de genes de forma
especifica a las anteras de dichas plantas y en caso positivo
determinar la regién promotora minima necesaria.




El promotor END1 de guisante es tambiéen funcional
en Arabidopsis, tabaco y tomate
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Analisis informéatico de la region 5’ de END1
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ANALISIS FUNCIONAL DEL PROMOTOR DEL GEN
ENDI1I DE GUISANTE

- 986 - 6
PERILD  —— — i — | — - - - GUS

- 685

DERTL 1 11 o - - GUST

- 426

pER12 NN —— - . GUS

- 366

DER13 | — i —— - . GUS

- 336
pER14 - e —-— - - GUs

-309 -6

SN D[ e GUS

- 685 - 347 - 309

PERLG I— e o 0 0 el - - GUS

-366 -347 -309

pER17 W NN III-I-I- - GUS

-366 -225 -208
LEYENDA PER18 [N —r - - GUS

U ceaaT < e < e Fuoa - 366 115 -99 -
ecuencias distales generales ae ucariotas
I caat PER19 IS -

TATA Posibles cajas TATA

I C(A)gs “GTCAAAA”, “ACGTCA” Elementos presentes
en promotores de anteras
1 Posibles cajas CArG




Ensayo histoquimico de la actividad de la B-glucoronidasa en apices infloresentes.
Niveles de expresion de GUS.
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Construcciones con deleciones sucesivas del promotor de ENDI
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Los datos muestran que -336/-6 es la region definida de la secuencia 5’ con capacidad
para funcionar como un promotor minimo para la correcta expresion espacial y temporal
del gen




Construcciones con fragmentos de la region promotora de ENDI con deleciones

internas de posibles elementos reguladores e
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expresion de ENDI

PER19

La pérdida de la expresion de GUS en las anteras de las plantas transformadas con la
construccion pER19, apoyan la hipdtesis de que ENDI podria ser un gen diana de los
genes de identidad de organo floral que especifican el estambre.




El patron de expresion espacio temporal del gen END1 y las
distintas plantas en las que su promotor es funcional nos
sugieren la posibilidad de aplicar su uso a la obtencion de




ANDROESTERILIDAD

Requerimientos para la ablacion celular

PROMOTOR ESPECIFICO GEN CITOTOXICO

Tabaco: TA29, TA56 Proteasas

A9, APG Lipasas
Tomate: LAT51,LAT56 RNasas: barnasa y RNasa T1
Guisante: END1 Toxinas: DTA y exotoxina A

RNAs antisentido/interferencia

Genes rol A, By C




Si el promotor ENDI dirigiese la expresion del gen barnasa de la misma
manera que lo hace con el gen ENDI en guisante, el gen citotoxico
comenzaria a expresarse en las células parietales primarias.

Tapetum Capa intermedia
Esquina del primordio de antera

Células esporogenas

Células parietales : .
Células espordgenas

Endotecio

La expresion del gen citotoxico en las células parietales primarias,
afectaria la diferenciacion de las celulas esporégenas, contiguas en
territorio del futuro microsporangio.




Sistema TAZ9-Barnasa/Barstar

Parental androestéril Parental fértil

Antera 4 Antera
esteril ; bt

Barnasa

___Barnasa/Barstar
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Incremento de la floracion y del
tamano de la planta en plantas
androesteriles de Arabidopsis

PEND1::barnasa
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Restauracion de la fertilidad mediante cruzamiento con
plantas transgénicas pEND1 ::barstar

PENDL1. barnasa PENDL1:: barnasa / pENDL. barstar




PEND1::barnasa en Nicotiana tabacum

A8

pEN D1 sbarnasa

17,

PENDL1 ::barnasa




PEND1::barnasa en Nicotiana tabacum

Fenotipos de anteras

PEND1 :-barnasa -




PEND1::barnasa en Nicotiana tabacum




Las plantas transgénicas pENDL::barnasa
contindan floreciendo al no fructificar

Hipotesis:

Al no desviarse el consumo de sacarosa
hacia la formaciéon de frutos, continda

su aporte a los meristemos inflorescentes,
los cuales siguen produciendo flores de
forma continuada

PEND1 ::barnasa




PEND1::barnasa en tomate

Microton

PEND1::barnasa
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La ausencia del tercer verticilo produce la induccion de frutos
partenocarpicos (sin semillas) en tomates pEND1 ::barnasa

PEND1::barnasa

PEND1::barnasa




La maduracion de los
tomates partenocarpicos
es normal y al final
muestran pulpa en su
Interior pero no semillas

il

-

PENDL1 ::barnasa




Transgénicas de colza androestéril con pEND1 ::barnasa

2 = F2

NBT

Membisiachni

Anteras

Frutos

M 1 2 34 5 6 7 8% 21011121314 D+ . M

WT: anteras desarrolladas, produccién de polen viable. Fruto normal con semillas.
F1: anteras desarrolladas, estambres reducidos, no se produce polen viable. Sin fruto.
F2: anteras con desarrollo incompleto, estambres muy reducidos, no se produce polen viable. Sin fruto.







El promotor END1 parece ser funcional e
tanto en especies dicotiledoneas como en
monocotiledoneas

Ensayos de funcionalidad en arroz
(Oryza sativa)

PCAMBIA (PEND1::uidA)

Oryza sativa L.







El pPEND1 es también funcional en trigo
(Triticum aestivum)

Resultados preliminares indican que se
expresa en las anteras de la flor

So6lo se han analizado anteras en estadios
tardios de desarrollo, localizandose la
expresion en el tejido conectivo como era
experable

pEND1::GUS




Produccion de plantas androestériles para la obtencion de hibridos de interés
agronomico en cultivos derivados de mono y dicotiledoneas.

Para dirigir la expresidén de sustancias protectoras del polen frente a estrés
hidrico o térmico.

Para evitar la transferencia horizontal de genes no deseada.

Para producir frutos partenocarpicos en cvs. de tomate.

Para aumentar la produccion de flores.

Para dirigir el desarrollo de las plantas a la produccién de
partes vegetativas




VENTAJAS DE LA BIOTECNOLOGIA VEGETAL

-Modificacion puntual y especifica de un determinado caracter, sin|.
barreras sexuales y usando genes de distinta procedencia.

- Dianas de mejora: hacia una agricultura mas limpia y eficiente
Tolerancia o resistencia a estreses bioticos y abioticos
Productividad
Composicion nutricional, conservacion y procesado

ASPECTOS CONTROVERTIDOS

- Actualmente se dispone de pocos genes con interés agronomico real:
sistemas modelo
Genes marcadores: resistencias a antibioticos, herbicidas, etc.: moratoria
Impacto medioambiental: contaminacion polen, biodiversidad,
Aceptacion social: ¢ventajas para el consumidor?
Patentes en poder de grandes empresas multinacionales de semillas




GENES MARCADORES : ¢ GUS o

Metodo

Necesidad de reactivos para visualizar
Necesario uso del GUS-intron (u/idA) para
evitar artefactos

|

Proteina de 238 aas aislada de la medusa
bioluminiscente

Se puede expresar sin cofactores adicionales
en cualquier organismo

Su expresion en plantas transgénicas permite
seleccionar los transformantes directamente
en el cultivo /n vitro (método )




CaMV35S ::
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Molecular Breeding 14: 419-427 (2004)

Trabajo financiado por COTEVISA




Organos florales de plantas de
melocotonero

Pétalos




- La historia de la de las plantas cultivadas es la historia de
la

- La historia de la es la historia de la
plantas cultivadas.

-Toda planta cultivada es un organismo modificado genéticamente (

-La ingenieria genética permite modificar en un solo gen el patrimonio
genético de una variedad de cultivo obtenida por técnicas de mejora
tradicionales. Las variedades asi obtenidas se denominan




Ingenieria genetica de plantas

Posibilidad de modificar puntualmente caracteres de interés agronémico sin
afectar a otros

Es necesario;

1. Desarrollar métodos para la identificacion y aislamiento
de los genes que afectan al caracter a manipular

2. Disponer de tecnologias para modificar e introducir dichos
genes en la planta (transformacion genetica, cultivo /n vitro)

3. Deseables conocimientos previos a nivel genético, bioquimico
y Tisiolégico de la planta




2004:800 millones de personas pasan hambre o sufren malnutricion mientras
mas de 800 millones son obesas y sufren diabetes o enfermedades
cardiovasculares derivadas de un exceso o de una incorrecta alimentacion.

Poblacion mundial en el afio 2000: 6000 millones
Poblacion mundial estimada para el 2050:
El 90% residira en Asia, Africa y Sudameérica

Agricultura sostenible

¢Agricultura ecologica?

¢Agricultura industrializada?

Cultivos transgenicos
81 millones Has. 2004
8 millones agricultores
17 paises




