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Resumen

La soya es uno de los cultivos mas importantes a nivel mundial. La productividad de
este cultivo ha aumentado sustancialmente a partir de la adopcidon de lineas
transgénicas con tolerancia a herbicidas, sin embargo, estas lineas se han
desarrollado para regiones templadas. Por esta razén la implementacién de soya
tolerante a herbicidas en Colombia requiere la transformacién de variedades
nacionales. Uno de los aspectos mas importantes en este proceso es el desarrollo de
constructos génicos que expresen la caracteristica de interés, los cuales
tradicionalmente se han desarrollado mediante técnicas de biologia molecular
convencionales. Sin embargo, gracias a las herramientas de la bioinformatica y la
biologia sintética, es posible realizar el disefio in silico del constructo y contratar la
sintesis del mismo, permitiendo realizar modificaciones en la secuencia como
optimizaciones de uso coddnico, las cuales mejoran significativamente los niveles de
expresion de la proteina. En este trabajo se disefaron y evaluaron versiones semi-
sintéticas de genes que confieren tolerancia a glifosato y glufosinato de amonio,
como una fase inicial para la obtencidn de variedades nacionales de soya tolerantes a

herbicidas.

Palabras clave: Disefion silico de constructos génicos, Uso codénico, Tolerancia a

herbicidas, Cultivos transgénicos.
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Abstract

The Soybean crop is one of the most important in the world. The productivity of this
crop has increased substantially since the adoption of tolerant herbicide transgenic
lines. However these lines were developed for temperate regions, for this reason, the
successful introduction of herbicide tolerance soybean in Colombia could require
genetic transformation of the national varieties. One of the most important issues
about this process is the development of genetic constructs that express the
characteristic of interest, which have been developed by techniques of conventional
molecular biology. However thanks to bioinformatic and synthetic biology tools, it is
possible to make the in silico design of the construct and hiring its synthesis, allowing
to perform sequence modifications like codon usage, which significatively improve
the protein expression. In this work, there were designed and assessed semi-synthetic
gene versions that confer glyphosate and glufosinate tolerance, as an initial phase for

the obtention of national soybean varieties with herbicide tolerance.

Keywords: In silico design of Genetic constructs, Codon usage, Herbicide Tolerance,

Transgenic Crops.
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Introduccion

La soya es uno de los cultivos mas importantes a nivel mundial, tiene un alto valor
nutritivo debido al elevado contenido de proteina en su grano (alrededor del 35%), y
al contenido de aceite que es aproximadamente un 17-20%. Como concentrado
proteico se utiliza en raciones de alimentos balanceados para animales y en el
enriquecimiento de varios productos destinados a la alimentacién humana (Solérzano

et al. 2005).

Desde el punto de vista agrondmico la soya es un cultivo de ciclo corto, que se usa
principalmente en sistemas de rotacion con maiz, arroz y sorgo. Por ser una
leguminosa obtiene gran parte del nitrégeno que necesita mediante fijacion bioldgica
realizada por bacterias nitrificantes que viven en sus raices (MAGP and IICA 2012); de
este modo, depende poco del contenido de nitrégeno en el suelo, lo que constituye
una ventaja competitiva frente a otros cultivos, como maiz y trigo (MAGP and IICA

2012).

En el contexto econdmico, la demanda mundial de soya ha mantenido una tendencia
creciente durante los ultimos afios, para el 2013 el consumo mundial de frijol de soya
fue de 269.043 millones de toneladas (USDA 2014), esta misma tendencia se ha
observado a nivel nacional. En Colombia, para el afio 2013 se sembraron 43.832
hectareas (ha), y se alcanzé una produccion de 107.316 toneladas (t), sin embargo no
se alcanza a suplir la demanda nacional, por lo cual el pais es un importador de soya.

Para el mismo afo se importaron 306.774 t de frijol de soya y 1.014.157 t de torta de
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soya (FENALCE 2014), estos datos demuestran la necesidad de mejorar el sistema de

produccion actual.

Segun Leibovich et al. (2010), para mejorar la productividad del cultivo de soya en
Colombia se debe trabajar simultdaneamente sobre los costos de produccidn y sobre la
productividad del cultivo. Dentro de los costos de produccidn, el consumo de
insumos constituye el 56% de la totalidad de los gastos, y dentro de éstos los
agroquimicos (herbicidas, insecticidas, y fungicidas) son el segundo insumo de mayor

importancia después de los fertilizantes.

Particularmente el uso de herbicidas es la practica mas frecuente para el control de
malezas en el cultivo de soya. Las malezas interfieren con el normal desarrollo del
cultivo, al liberar sustancias inhibidoras del crecimiento en el medio y/o al competir
por agua, luz y nutrientes con el cultivo (CORPOICA 2006). En Colombia, se ha
observado que cuando no son controladas adecuadamente, éstas pueden reducir la

productividad del cultivo hasta en un 70% (CORPOICA 2006).

Una de las tecnologias que han permitido mejorar la eficiencia en el control de
malezas y al mismo tiempo aumentar la productividad de este cultivo en diferentes
paises, es el uso de variedades con tolerancia a herbicidas. Esta metodologia se basa
en la introduccién de genes fordaneos que confieren resistencia a herbicidas no
selectivos de amplio espectro, permitiendo que el herbicida se pueda utilizar en
cualquier etapa de la cosecha sin ocasionar dafios al cultivo. La principal ganancia del
agricultor es la disminucion en el costo de produccion, debida a la reduccion de gastos
en el control de malezas mediante herbicidas, ademas de favorecer el uso del sistema
de labranza cero, el cual disminuye la erosion del suelo y favorece la produccion de

materia organica (Brookes & Barfoot 2013).
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Entre los ejemplos mas significativos del impacto positivo derivado del uso de este
paquete tecnoldgico, esta el aumento en la productividad del cultivo de soya en
Argentina desde la adopcidn de variedades tolerantes a glifosato. El cultivo de soya en
este pais paso de 370.000 ha en 1996 a 18.650.000 ha en el 2011, y se calcula un
aumento en el beneficio bruto de 7.40 millones de USD en 1996 a 373.00 millones de

USD en el 2011 (Trigo, 2011).

Una alternativa para mejorar la productividad del cultivo de soya en Colombia es la
adopcién de la tecnologia de tolerancia a herbicidas para las variedades nacionales.
Aunque la soya con tolerancia a herbicidas se cultiva en varios paises del mundo, esta
semilla ha sido desarrollada para variedades de regiones templadas. En general, estas
variedades tienden a florecer muy temprano y no producen rendimientos adecuados
cuando se siembran en regiones con dias mas cortos como las zonas tropicales
(Solérzano, 2005). Por este motivo, para el desarrollo de soya con tolerancia a
herbicidas en Colombia, es necesario obtener un sistema de transformacidn genética
para las variedades nacionales, las cuales son el resultado de un proceso de

mejoramiento que ha permitido su adaptacion a las condiciones del trépico.

El primer paso para el desarrollo de una linea transgénica, es la obtencién de un
vector de transformacién que contenga un constructo genético, que permita la
expresion del gen de interés en la planta. Tradicionalmente estos constructos se han
desarrollado mediante técnicas de biologia molecular convencionales, sin embargo
gracias a las herramientas de la bioinformatica y la biologia sintética, hoy dia es
posible realizar el disefio in silico del constructo genético y contratar la sintesis del

mismo.

El disefio in silico de genes semi-sintéticos o constructos génicos, es una herramienta
versatil que permite al investigador manejar facilmente variables en la secuencia de

DNA y de los constructos que con el uso de técnicas moleculares convencionales seria
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muy dispendioso. Esta metodologia permite la libre escogencia de secuencias
promotoras, terminadoras, UTRs, enhancers, péptidos sefial, entre otros; insertar o
eliminar sitios de restriccion que faciliten manipulaciones en el laboratorio y realizar
modificaciones en la secuencia codificante como optimizaciones de uso coddnico y
remocion de secuencias indeseables, factores que mejoran significativamente los
niveles de expresién genética (Lannacone et al.,, 1997; Li et al., 2013; Perlak et al.,

1991).

Este diseio requiere la seleccién adecuada de los elementos genéticos del constructo
como genes, secuencias promotoras, terminadoras, péptidos sefial entre otros, y su
modificacién y ensamblaje mediante programas bioinformaticos especializados.
Adicionalmente, puesto que las secuencias utilizadas pueden estar protegidas por
patentes, un punto importante es el analisis de propiedad intelectual de las mismas,
principalmente cuando el objetivo es producir lineas transgénicas con propdsitos

comerciales.

Este trabajo es la fase inicial de un proyecto, que tiene como finalidad la produccién
de lineas transgénicas de variedades colombianas de soya con tolerancia a herbicidas,
con el objetivo de liberacién comercial, proyecto financiado por la Federacién
Nacional de Cultivadores de Cereales y Leguminosas- FENALCE. En este trabajo se
realizd el disefo in silico de versiones de genes semi-sintéticos o constructos génicos
gue confieren tolerancia a herbicidas de amplio espectro como lo son el glifosato y el
glufosinato de amonio, efectuando las optimizaciones necesarias para favorecer su
expresion en plantas de soya, y se evaluo su funcionalidad mediante transformacion
de una planta modelo. Adicionalmente, se realizo el analisis de propiedad intelectual

para Colombia de todas las secuencias involucradas en los constructos.

Se espera que los genes disefiados puedan ser utilizados para transformacion

genética de variedades colombianas de soya, aunque su uso no queda restringido a
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las mismas, ya que en general el uso coddnico de las plantas es muy semejante,
especialmente entre dicotiledéneas y monocotiledéneas. También se espera que este
trabajo contribuya a establecer una metodologia adecuada para el disefio in silico de
constructos génicos, ya que aunque este proceso es utilizado frecuentemente, en la

literatura no se encuentran las especificaciones metodoldgicas para llevarlo a cabo.






Objetivos

Objetivo General

Disefiar genes semi-sintéticos que confieran tolerancia a los herbicidas glifosato y
glufosinato de amonio que cumplan con el concepto de libertad de operacidon en

Colombia.

Objetivos Especificos

= Establecer el estado de propiedad intelectual para Colombia de las secuencias
a utilizar en el diseio in silico de genes semi-sintéticos con tolerancia a los

herbicidas glifosato y glufosinato de amonio.
= Realizar el disefio in silico de genes semi-sintéticos que confieran tolerancia a
los herbicidas glifosato y glufosinato de amonio teniendo en cuenta las

modificaciones de uso coddnico para la soya.

= Obtener y caracterizar fenotipica y molecularmente lineas recombinantes de

Agrobacterium tumefaciens.

= Evaluar los genes disefiados en una planta modelo.



Diseno de genes semi-sintéticos que confieran tolerancia a herbicidas en soya.
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1. Marco Teédrico

1.1 Diseno de constructos génicos para transformacion de
plantas

La base molecular de la transformacidon genética de células vegetales mediante
Agrobacterium tumefaciens es la transferencia e integracion desde la bacteria hasta
el genoma nuclear de la planta, de una regién de un plasmido inductor de tumor
(plasmido Ti) residente en A. tumefaciens, el DNA transferido es referido como la
regiéon T o T-DNA del plasmido Ti (Gelvin, 2003). La transferencia del T-DNA requiere
tres elementos principales: (1) secuencias repetitivas de los bordes, que estdn
compuestas de 25 pares de bases que flanquean el T- DNA en orientacién directa y
delinean la regién que serd procesada del plasmido Ti. (2) genes vir (genes de
virulencia, que tienen la funcién de transferir el T-DNA localizados sobre el plasmido
Ti y (3) varios genes ubicados sobre los cromosomas bacterianos (Lee and Gelvin

2008).

El descubrimiento que la regidn vir y el T-DNA del plasmido Ti podrian ser divididas en
dos replicones separados (Hoekema et al., 1983), siempre que los dos replicones
estuviesen localizados dentro de la misma célula de Agrobacterium permitié el
desarrollo de vectores binarios para la transformacion genética. En los vectores de

transformacioén de plantas, el T-DNA contiene Unicamente los genes destinados para
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ser transferidos dentro del genoma nuclear de la célula transformada, mientras que
los oncogenes (genes inductores de tumores) han sido removidos(Curtis, 2008). Estos
vectores son conocidos como vectores binarios debido a que requieren la interaccion
con un segundo plasmido que carece de T-DNA, conocido como plasmido desarmado;
este segundo plasmido contiene la region vir, permitiendo que los transgenes
contenidos en el T-DNA del vector binario sean integrados dentro del genoma nuclear

huésped (Curtis, 2008).

Los vectores binarios son amplificados con la ayuda de E. coli, después el T-DNA del
vector binario puede ser facilmente movilizado (mediante conjugacion bacteriana o
transformacion) dentro de una cepa apropiada de Agrobacterium que contenga el

pladsmido con la regidn vir (Lee & Gelvin, 2008).

Cuando Agrobacterium es inoculado sobre el tejido vegetal, la bacteria puede
reconocer el tejido blanco como un huésped apropiado (Finer & Dhillon, 2008). Las
heridas sobre los tejidos vegetales indicados producen acetosiringona la que activa la
expresion de los genes vir (Finer & Dhillon, 2008), dicha activacion regula el proceso
de transferencia del T-DNA hacia el genoma de nuclear de la planta (Gelvin, 2003). En
este proceso, las proteinas VirD1 y VirD2 realizan un corte sobre las secuencias
repetitivas de los bordes del T-DNA, y VirD2 se enlaza covalentemente al extremo 5’
de la hebra T resultante; posteriormente el complejo VirD2/hebra T sale de la bacteria
a través de un sistema de secrecion tipo IV compuesto de 11 proteinas VirB y una
proteina VirD4 (Gelvin 2010). Ademas de VirD2, Agrobacterium transfiere otras
proteinas Vir, también denominadas proteinas efectoras, que se unen al complejo
VirD2/hebra T. Una vez este complejo entra en la célula vegetal, debe ser
transportado a través del citoplasma, para llegar al nucleo y finalmente a la

cromatina. Luego las proteinas del complejo se disocian de a la hebra T y esta es
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integrada en el genoma vegetal (Gelvin 2010). El mecanismo de integracion no es del

todo claro.

Puesto que en la transformacion mediada por Agrobacterium el gen se inserta
aleatoriamente en el genoma de planta, los niveles de expresidn son variables dentro
del pool de plantas transformadas (Gelvin, 2003), por lo cual a la par de tener un
buen numero de transformantes, es ideal tener un constructo génico que genere
buenos niveles de expresidon, ya que de esta manera aumenta la posibilidad de

encontrar plantas que expresen la caracteristica de interés en los niveles esperados.

La eficiencia de expresion del transgen es dependiente de un numero de factores que
afectan la acumulacién y estabilidad del mRNA (Curtis, 2008). Entre los mas
importantes estdn el promotor, secuencias no traducidas o UTRs corriente arriba y
corriente abajo del gen, sitios de splicing cripticos y sefiales de poliadenilaciéon

prematuras (Curtis, 2008).

La seleccién adecuada de los elementos génicos del T-DNA es fundamental. Cada
constructo génico debe tener como minimo una regién promotora, una secuencia
codificante o gen y una regién terminadora. La escogencia de estos elementos y las
modificaciones que se pueden realizar en los mismos, son los principales factores a
tener en cuenta en el disefo de genes semi-sintéticos. A continuacién se detallan

algunos de los aspectos mas importantes en este proceso.

1.1.1 Factores determinantes para el diseiio de constructos génicos

= Escogencia de la secuencia promotora

Un promotor puede definirse como la secuencia localizada en el extremo 5 del gen

(utilizando la cadena codificante como referencia), la cual estd compuesta de un
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nucleo mas otros elementos que ayudan a definir cuando y donde un gen es
transcrito (Gallo & Flynn, 2008). Generalmente, el ndcleo del promotor estd
localizado alrededor de 40 pares de bases (bp) antes del sitio de inicio de la
transcripcion, y la region corriente arriba del promotor puede extenderse tanto como

200 bp 0 mas (Potenza et al., 2004).

El elemento del nucleo del promotor es el lugar donde la RNA polimerasa Il y los
factores de transcripcion generales se unen para iniciar la transcripcion. Este
elemento, en la mayoria de los genes eucariotas consiste de una secuencia consenso
(la mayor parte de los nucledtidos encontrados en ciertas posiciones han sido
conservados a través de la evolucidn) llamada la caja TATA (Gallo & Flynn, 2008). Se

denomina caja TATA, porque se destacan los nucledtidos Ay T.

Los elementos del promotor que no son requeridos para la iniciacién de la
transcripcion, pero influencian el nivel, sincronizacién o especificidad de Ia
transcripcion son la caja CAAT (CCAAT), y elementos de respuesta gen especificos
(Gallo & Flynn, 2008). La caja CAAT es localizada generalmente en las posiciones -70 a
-80. Los elementos de respuesta gen especificos, varian en su secuencia y localizacién

dentro del promotor (Gallo & Flynn, 2008).

Los promotores pueden agruparse en tres clases: promotores de expresion
constitutiva, espacio temporales e inducibles (Peremarti et al., 2010). Los promotores
constitutivos proporcionan niveles constantes de expresion en todos los tejidos
durante todo el tiempo (Hernandez-Garcia & Finer, 2014), ejemplo de ellos son el
promotor del virus del mosaico de la coliflor CaMV35S (Odell et al., 1985), y
promotores de genes vegetales como la actina y la ubiquitina. Los promotores
espacio-temporales restringen la expresion genética a ciertas células, tejidos, érganos
o estados de desarrollo (Hernandez-Garcia & Finer, 2014). Se han caracterizado
promotores especificos de semillas, tubérculos, flores, frutos, raices, hojas y tejidos

verdes entre otros (Potenza et al., 2004). Un ejemplo, es el promotor del gen E8 del
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tomate, el cual ha sido utilizado exitosamente para dirigir la expresion de transgenes

en frutos (Potenza et al., 2004).

Los promotores inducibles responden a estimulos ambientales y proporcionan
regulacidon de la expresion mediante un control externo (Hernandez-Garcia & Finer,
2014). Entre ellos se encuentran promotores que son inducidos bajo diferentes
condiciones de estrés bidtico y abidtico, tales como frio, calor, radiaciéon UV, altas
concentraciones salinas o de metales pesados en el suelo, deficiencia o exceso de
agua, herbivoria o ataque de patdgenos (Potenza et al., 2004). También hay
promotores que responden a sefiales o inductores que generalmente no se ven en
las plantas, los cuales son aplicados a discrecion del investigador con el fin de
encender o apagar el transgen (Potenza et al., 2004). Ejemplos de promotores
inducibles son los promotores wuml y pin2 los cuales dirigen la expresién inducida
por ataques de patégeno y heridas en el tejido vegetal, y poseen poca o ninguna

expresién constitutiva en ausencia de estimulo (Potenza et al., 2004).

Debido a esta diversidad de promotores, en un casete de expresion los transgenes
pueden ser clonados junto a una variedad de promotores heterdlogos, lo que da

lugar a un rango diferencial de patrones de expresiéon (Miki, 2008).

Los promotores utilizados en ingenieria genética de plantas han sido tomados de dos
fuentes principales, virus de plantas y genes constitutivos de plantas (Peremarti et
al., 2010). Los virus vegetales tienen genes pequeios que son faciles de definir
genéticamente, y genomas pequefios que son faciles de manipular in vitro por lo que
los primeros promotores constitutivos fueron derivados de virus de plantas
(Peremarti et al., 2010). Adicionalmente, pueden ser reconocidas por la maquinaria

celular vegetal, lo que permite la expresién del transgen.

Entre ellos se encuentran el promotor CaMV35S en su versién simple (Odell et al.,

1985) o duplicada (Kay et al., 1987), el CsMV del virus del mosaico de la vena de la
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yuca (Verdaguer et al., 1996), el ScBV del badanavirus baciliforme de la cafia de
azucar (Schenk et al, 1999; Tzafrir et al., 1998),el FMV del virus del mosaico de la

escrofularia (Maiti et al., 1997; Sanger et al., 1990) entre otros.

Por otro lado, los promotores enddégenos de plantas han sido derivados en su
mayoria de genes constitutivos como la actina y la ubiquitina (Potenza et al., 2004).
La actina es un componente fundamental del citoesqueleto, que es expresada
practicamente en todas las células de la planta. Y el promotor de la actina | del arroz
(McElroy et al., 1991), ha sido usado ampliamente en transformacién genética de
plantas. A su vez, la ubiquitina es una de las proteinas mas altamente conservadas,
qgue ha sido ligada a muchos procesos celulares vitales incluyendo recambio de
proteinas, estructura de cromatina, y reparacién de DNA. Es altamente abundante
en el citoplasma de la mayoria de las células vegetales, algunas son expresadas
constitutivamente, mientras que otros también responden al estrés (Potenza et al.,
2004). Dentro de estos el mas conocido es el promotor de la ubiquitina | del maiz

(Christensen et al., 1992).

La escogencia del promotor a utilizar en un casete de expresion depende
fundamentalmente de los objetivos de la investigacién (Potenza et al., 2004). Deben
tenerse en cuenta las caracteristicas intrinsecas del promotor, de la proteina
codificada por el transgen, y de la planta que se va a transformar. Los promotores
dirigen niveles de expresion variables dependiendo el genoma en el que se expresen,
por ejemplo se conoce que algunos promotores pueden expresarse diferencialmente
entre plantas monocotiledéneas y dicotiledéneas (Mitsuhara et al., 1996);
adicionalmente promotores constitutivos como el CaMV35S pueden expresarse
preferencialmente en algunos tipos de tejidos (Govindarajulu et al., 2008). Asi mismo,
el tipo de proteina codificada por el transgen permite determinar si se requiere que
esta se exprese en toda la planta o en algun tejido particular. Aunque factores

numerosos pueden afectar la expresion génica, los promotores son quiza el
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componente mds importante en la regulacion del control de la expresién (Hernandez-
Garcia et al., 2010) , por lo que seleccion de los mismos es un punto crucial para el

disefio de casetes de expresion.

=  Modificaciones en la secuencia codificante

La secuencia codificante de un gen también llamada marco de lectura abierto u ORF,
estd formada por tripletas de nucledtidos o codones que codifican para un
aminoacido determinado. El cédigo genético utiliza 61 tripletas de nucleétidos para
codificar 20 aminodacidos y tres codones para terminar la traduccién (Gustafsson et
al., 2004). Cada aminoacido dentro del cédigo es codificado minimo por un coddn -
metionina y triptéfano- hasta un maximo de seis codones -arginina, leucina, y serina-
(Welch et al., 2011). Esta degeneracién del cédigo genético permite que existan
muchas secuencias nucleotidicas alternativas para codificar una misma proteina
(Gustafsson et al., 2004). De esta manera los organismos pueden usar codones
sinébnimos con diferentes preferencias (Welch et al., 2011), lo que se ha denominado

sesgo cododnico.

Hay varias explicaciones para los patrones de uso coddénico dentro o entre especies
diferentes, las cuales se pueden agrupar en dos categorias asociadas con dos fuerzas
independientes en la evolucion molecular: mutacién y seleccién natural (Plotkin &
Kudla 2011). La explicacion mutacional postula que el sesgo coddnico surge de las
propiedades de los procesos mutacionales subyacentes, por ejemplo, sesgos en los
nucleétidos producidos por mutaciones puntuales, sesgos contextuales en las tasas
de mutacién puntuales, o sesgos en la reparacion del ADN (Plotkin & Kudla, 2011).
Las explicaciones que involucran seleccién natural postulan que las mutaciones
sinébnimas de alguna forma influyen en la aptitud del organismo, y por lo tanto

pueden ser promovidos o reprimidas en toda la evolucién (Plotkin & Kudla, 2011).
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En general, los genes dentro de un grupo taxondmico exhiben similaridad en la
escogencia de codones, sin importar la funcién de dichos genes (Murray et al., 1989).
Asi se puede obtener un estimado global del uso del cédigo genético para un grupo
taxonémico determinado, sumando las frecuencias coddnicas de todos sus genes
secuenciados (Hudson et al., 2011). Dado que hoy dia se conocen y estan disponibles
las secuencias de genes y genomas completos de muchos organismos, se han creado
tablas de preferencias de uso coddnico. Estas son compiladas mediante tabulacién
del numero de codones preferentes en todos los genes para un organismo particular,

mostrando el total como un porcentaje o frecuencia (Hudson et al., 2011).

Este conocimiento ha permitido a los investigadores mejorar la expresion de
proteinas heterdlogas (ya sea en plantas transgénicas o en sistemas de expresién
heterdlogos) mediante cambios o modificaciones en el uso coddnico de la secuencia
de DNA, de tal manera que se favorezcan los codones preferidos del organismo

huésped.

Welch et al. (2009) sintetizaron 40 variantes diferentes de dos genes de interés
comercial y los expresaron en E. coli, concluyendo que las modificaciones de uso
coddnico son determinantes en los niveles de expresion de proteinas. Tuller et al.,
(2010), encontraron una asociacion significativa entre el uso coddnico y la eficiencia

de traduccidn en todos los genes enddgenos de E. coli y Saccharomyces cerevisiae.

En plantas lannacone et al. (1997) compararon los niveles de resistencia de Solanum
melongena al coledptero Leptinotarsa decemlineata al transformar plantas con la
version silvestre y cuatro versiones modificadas del gen Bt. Fue necesario realizar
modificaciones de uso coddnico para lograr altos niveles de proteina y el fenotipo de
resistencia deseado. Asi mismo, Kang et al. (2004) realizaron modificaciones de uso
codénico de la toxina |abil al calor de E. coli adaptandola a las preferencias coddnicas
del tabaco, con lo que se aumentd la expresidn de la proteina 200 veces con respecto

a la producida por el gen no modificado.
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Las modificaciones de la secuencia de DNA se pueden realizar mediante mutaciones
dirigidas y reconstruccién de fragmentos (lannacone et al., 1997; Perlak et al., 1991),
sin embargo ahora es mas fécil y econédmico realizarlas in silico acoplando una tabla
de uso coddnico a un software especializado y sintetizando de novo la secuencia de

DNA (Li et al., 2013).

Las preferencias de uso coddnico de un gen, son a menudo medidas mediante un
indice de adaptacion codoénico o CAl. El indice usa un set de referencia de los genes
altamente expresados de una especie para evaluar el peso relativo de cada codén y el
puntaje para un gen es calculado a partir de la frecuencia del uso de todos los
codones en dicho gen (Sharp & Li, 1987). Tiene un rango de variacion entre 0y 1.0,
siendo 1.0 cuando un gen utiliza para cada aminoacido codificado el coddn sindnimo
mas frecuente del set de referencia. No existen reglas fijas sobre cuanto modificar
una secuencia para mejorar su expresion, sin embargo se sabe que utilizar un CAl de
1.0 no es lo mas adecuado. En primer lugar, porque el mRNA fuertemente transcrito
de dicho gen generara altas concentraciones coddnicas para un subgrupo de las
poblaciones de tRNAs, dando lugar a un pool de tRNAs desbalanceado, un patrén de
uso coddnico sesgado y un aumento de error traduccional (Gustafsson et al., 2004).
Segundo, sin flexibilidad en la seleccion de codones es imposible evitar elementos
repetitivos y estructuras de mRNA secundarias en el gen; ademads, es a menudo
deseable eliminar o insertar secuencias como sitios de restriccion para facilitar
manipulaciones subsiguientes, lo cual es imposible de lograr con un uso coddnico tan

rigido (Gustafsson et al., 2004).

El mecanismo de expresién genética es complicado a nivel molecular y el uso
cododnico no es el Unico determinante para la eficiencia de la expresion (Jung &
McDonald, 2011). Otro factor a tener en cuenta en el disefio de genes, y que esta
relacionado con el uso coddnico es el porcentaje G-C de la secuencia. Se sabe, que el

contenido de GC es mas alto en plantas monocotiledéneas que en dicotileddneas, lo
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cual es mas notorio en el tercera base de cada codén (Kawabe & Miyashita, 2003;

Murray et al., 1989).

Li et al. (2013) mejoraron los niveles de expresion y de resistencia a insectos del gen
crylAh modificando su secuencia. Mediante uso coddnico variaron el contenido de
GC desde 37% (gen original) a 48, 55 y 63% (genes disefiados), encontrando una
mejor expresion en los genes disefiados tanto a nivel de mRNA como de proteina y

de resistencia a insectos.

Relacionado al contenido de GC en la secuencia de DNA esta el contenido de AT. Se
sabe que secuencias ricas en A-T dentro del gen podrian causar terminacién
transcripcional prematura y niveles de mRNA reducidos (Gustafsson et al., 2012), por
ello es comun evitar este tipo de secuencias cuando se modifica la secuencia de
genes. Perlak et al. (1991) compararon los niveles de expresién del gen crylAb tipo
silvestre con versiones modificadas del mismo gen en plantas de tabaco y tomate. Las
modificaciones realizadas permitieron eliminar regiones ricas en AT (potenciales sitos
de poliadenilacion), lo cual aumento el contenido global de GC. Encontraron niveles
de expresion de la proteina de 10 a 100 veces mas altos al utilizar las versiones

modificadas.

Las variables dentro de los ORF del gen que afectan la expresion son numerosas y a
menudo interdependientes (Gustafsson et al, 2012). Cuando se realizan
modificaciones de este tipo es necesario tener en cuenta que todos los factores
interaccionan unos con otros. Se ha demostrado que eliminar zonas ricas en AT
mejora los niveles de expresion a nivel de mRNA, sin embargo, la expresidn a nivel de
proteina es notablemente influenciada por el uso coddénico de la secuencia

(Lannacone et al., 1997; Perlak et al., 1991).

La eficiencia en la expresidon del transgen en plantas también es influenciada por las

secuencias no traducidas o UTRs corriente arriba y corriente abajo del gen, sitios de
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splicing cripticos, posicion de los intrones (Curtis, 2008), entre otros. Por ello cuando
se desea disefar casetes de expresidn es importante tener en cuenta todos estos

aspectos.

1.2 Genes que confieren tolerancia a herbicidas

Los herbicidas son quimicos que interactian con blancos moleculares especificos en
una planta, ocasionando una ruptura en los procesos metabdlicos normales, como
consecuencia la planta es incapaz de sobrevivir y finalmente perece (Dhingra &
Daniell, 2004). Segun su mecanismo de accidn pueden inhibir diferentes procesos en
la planta como biosintesis de compuestos esenciales (aminoacidos, lipidos,

carotenoides) fotosintesis y division celular (Duke, 1990).

Con el fin de proporcionar una ventaja a las especies cultivadas sobre las malezas, los
herbicidas eran tradicionalmente seleccionados sobre la base de su letalidad selectiva
para la vegetacién indeseada (Dhingra & Daniell, 2004). Como alternativa, mediante
ingenieria genética, se han introducido genes en algunos cultivos que hacen a la

planta tolerante al herbicida.

Dentro de los herbicidas mas utilizados para el control de malezas en soya estan el
glifosato y el glufosinato de amonio (MAGP & IICA, 2012). Estos son herbicidas no
selectivos de amplio espectro que inhiben la sintesis de aminoacidos especificos. Este
tipo de herbicidas son altamente efectivos para el control de malezas y presentan
bajos niveles de toxicidad para mamiferos, por lo cual son ideales para el desarrollo
de cultivos tolerantes a herbicidas (Tan et al., 2006). Se han reportado tres métodos
para producir tolerancia a herbicidas mediante ingenieria genética: sobreproduccién

de la enzima nativa, modificacion del sitio activo y detoxificacién del herbicida
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(Tsaftaris, 1996). A continuacién se describen los mecanismos mas utilizados para

conferir tolerancia a los herbicidas glifosato y glufosinato de amonio.

1.2.1 Genes que confieren tolerancia al glifosato

El glifosato es un herbicida de amplio espectro cuyo mecanismo de accién es inhibir la
enzima Enol piruvil shikimato fosfato sintetasa o EPSPS (EC 2.5.1.19) (Kishore &
Shah, 1988). Esta es una enzima clave de la via del acido shikimico por medio del cual
se sintetizan metabolitos derivados del corismato incluyendo amino acidos
aromaticos como tirosina, fenilalanina y triptéfano (Herrmann, 1995).
Especificamente la EPSPS cataliza la sintesis de 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato(EPSP)
a partir de shikimato 3 fosfato (S3P) y fosfoenolpiruvato (PEP) (Tan et al., 2006) como
se observa en la figura 1-1. Puesto que la estructura del PEP y del glifosato son muy
similares, éste actla como inhibidor competitivo impidiendo la reaccion (Funke et al.,

2006), llevando a la planta a inhibicion del crecimiento y muerte.

La EPSPS estd presente en todas las plantas, bacterias y hongos, mas no en animales
los cuales no sintetizan sus propios aminodcidos (Padgette et al., 1995). En la
naturaleza se han encontrado varias versiones de la enzima EPSPS que no se ven
afectadas por el glifosato, la mayoria de las cuales son de origen bacteriano (Barry et
al., 1992; Comai et al., 1983; Eschenburg et al., 2002; Yan et al., 2011), aunque
también se han reportado versiones resistentes en plantas (Shah et al., 1986). Varias
de éstas se han utilizado para generar plantas transgénicas con tolerancia al glifosato,
sin embargo, la Unica que ha mostrado tener la eficiencia suficiente para lograr la
produccion de lineas transgénicas comerciales es la EPSPS de Agrobacterium
tumefaciens cepa CP4 (Barry et al., 1992). Esta bacteria fue aislada de una columna de

residuos en una instalacién de produccion de glifosato.
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Figura 1-1: Reaccidn catalizada por la EPSPS y reacciones siguientes en la via del acido

shikimico (modificado de Herrmann, 1995y Schonbrunn et al. 2001) .
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La CP4:EPSPS pertenece a la clase Il de enzimas EPSPS, caracterizadas por una alta
eficiencia enzimatica, mostrando gran tolerancia a la inhibicion por glifosato, al
tiempo que mantienen un K, bajo para PEP (Barry et al., 1992), lo que indica que
tienen una alta afinidad a este substrato. Aunque Barry et al. (1992) identificaron
varias EPSPSs pertenecientes a esta clase, la CP4:EPSPS fue la que mostré mejores
parametros cinéticos. Esta tolerancia al glifosato es en gran parte explicada por la
presencia de un residuo Ala 100 en el sitio activo de la enzima. Funke et al., (2006)
restauraron la sensibilidad al glifosato de la CP4:EPSPS mediante la mutacion Alal100-
Gly100; esta modificacion genera un ligero cambio en la estructura tridimensional,
que permite la unién del glifosato en una conformacidon extendida que inhibe la

enzima. La presencia del residuo Ala 100 hace que el sitio activo de la enzima sea mas
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estrecho, por lo cual el glifosato Unicamente se puede unir en una conformacién

condensada que no puede inhibir la enzima.

La EPSPS es codificada en el nucleo celular y transportada al cloroplasto a través de un
péptido de transito o CTP, que es posteriormente removido por una metaloproteasa
sitio especifica (Della-Cioppa et al., 1986), motivo por lo cual para asegurar que la
proteina va a cumplir con su funcién adecuadamente, el uso de la CP4:EPSPS en

transgénesis requiere la fusién a un péptido de transito en el extremo 5’ del gen.

Al introducir el gen cp4 epsps en una planta, cuando esta es sometida a tratamiento
con glifosato, no se ve afectada debido a que la CP4:EPSPS es capaz de proveer a la
planta de los aminodcidos aromaticos que necesita, en contraste con plantas
convencionales sometidas al herbicida, que muestran una reduccidon severa de

crecimiento y finalmente la muerte (Padgette et al., 1995).

Aunque la CP4:EPSPS es la enzima mas utilizada para conferir esta caracteristica a
nivel comercial, también se ha reportado el uso de otros genes. Entre ellos el gen
GOX, aislado de Ochrobactrum anthropi, que descompone el glifosato en &cido
aminometilfosfonico un compuesto no tdxico; ha sido utilizado en conjunto con el
CP4:EPSPS, ya que por si solo no es suficiente para generar los niveles de resistencia

necesarios para un cultivo comercial.

Otro gen que confiere tolerancia a glifosato y que ha sido utilizado para la produccién
de lineas transgénicas comerciales es el gen GAT (Castle et al., 2004). Este fue aislado
de Bacillus licheniformes, codifica para una N-acetil transferasa la cual convierte el
glifosato en N-acetil glifosato, la forma acetilada del glifosato tiene baja afinidad por
el sitio activo de la EPSPS, por lo cual no tiene actividad herbicida (Siehl et al., 2007).

Aunque la versién nativa produjo niveles de tolerancia bajos, mediante barajado de
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DNA se logré un nivel de tolerancia apropiado para el desarrollo de lineas

transgénicas (Castle et al., 2004).

1.2.2 Genes que confieren tolerancia a glufosinato de amonio

El glufosinato de amonio o fosfinotricina (PPT) es el ingrediente activo de varios
herbicidas comerciales, es un analogo del acido L-glutamico que contiene dos
residuos L-alanina (De Block et al., 1987). Tanto en plantas como en bacterias las
peptidasas intracelulares remueven los residuos de alanina y liberan la PPT activa
(Thompson et al., 1987), la cual se comporta como un inhibidor competitivo de la

enzima glutamina sintetasa.

Esta cataliza la conversion de glutamato a glutamina utilizando amonio como sustrato
en una reaccién dependiente de ATP (Cren & Hirel, 1999) (figura 1-2), siendo ésta la
primera reaccién del ciclo del glutamato, que es la via primaria de asimilaciéon de
nitrégeno en plantas (Temple et al., 1998). Como consecuencia, la inhibicién de la
glutamina sintasa causa acumulacion de amonio. El amonio es téxico para las células
vegetales debido a su capacidad para desacoplar la respiracion en bajas
concentraciones, por lo cual debe ser rdpidamente convertido en compuestos

orgdnicos no toxicos (Temple et al., 1998).

Adicionalmente, la carencia de glutamina conduce a la inhibicién de biosintesis de
proteinas, acumulacién de glyoxylato en el ciclo de fotorrespiraciéon y una deficiencia
en los componentes del ciclo de Calvin lo que conlleva a la interrupcién de la
fotorrespiracion, y en conjunto esta serie de reacciones conducen a la inhibicién de la

fotosintesis (Sauer et al., 1987).
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Figura 1-2: Reaccidn catalizada por la glutamina sintetasa (modificado de Hartzler,

2012).
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Streptomyces por lo cual algunas contienen enzimas que les confieren resistencia al
compuesto (Thompson et al., 1987). La enzima fosfinotricina-acetil-transferasa (PAT)
es un ejemplo de ello; esta proteina acetila el grupo NH, de la PPT dando lugar a la
formacion de N-acetil fosfinotricina, que no tiene actividad herbicida (Droge et al.,
1992). La resistencia es entonces conferida mediante modificacion del herbicida, mas

gue sobre el blanco de su actividad.

La enzima PAT es codificada por el gen bar de Streptomyces hygroscopicus (Thompson
et al., 1987) y el gen bar de Streptomyces viridochromogenes (Wohlleben et al.,
1988). Las proteinas codificadas por estos genes tienen un porcentaje de identidad
del 84.7%, y han sido utilizadas para el desarrollo de plantas tolerantes a PPT. La

expresion del gen bar confiere resistencia a fosfinotricina hasta un nivel 10 veces
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mayor a la dosis de aplicacion en campo (Wohlleben et al, 1988).
Actualmente todas las plantas transgénicas con tolerancia a glufosinato que han sido

liberadas comercialmente tienen uno de estos dos genes (CERA, 2014).

En este trabajo se disefiaron versiones de genes semi-sintéticos que confieren la
caracteristica tolerancia a glifosato y tolerancia a glufosinato de amonio. Ademas de
las consideraciones biolégicas para el disefio de los constructos, se tuvo en cuenta
que los elementos genéticos utilizados para el disefio de los mismos cumplieran con
el concepto de libertad de operacion en Colombia, es decir que no estuvieran
cubiertos por derechos de propiedad intelectual. A continuacién se detallan los
conceptos de propiedad intelectual necesarios para comprender este aspecto del

trabajo.

1.3 Andlisis de libertad de operacion en biotecnologia vegetal

1.3.1 Conceptos generales sobre patentes

La propiedad intelectual es una forma de propiedad que se aplica a las ideas o a los
“productos de la mente” y da al propietario un grupo de derechos que son
comparables a los derechos de propiedad tangibles (Bennett et al., 2008). Existen
varias formas de propiedad intelectual, incluyendo patentes de utilidad, derechos de
autor, marcas comerciales, y secretos comerciales (SIC, 2008a). En la biotecnologia
agricola, la forma dominante de propiedad intelectual es la patente (Bennett et al.,

2008).

Una patente es un titulo de propiedad otorgado por el estado, que da a su titular el
derecho de explotar e impedir temporalmente a otros la fabricacién, venta o
utilizacion de la invencion protegida(SIC, 2008a). Las patentes son de gran

importancia en la biotecnologia, y la biotecnologia vegetal no es la excepcidn. Las
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secuencias de DNA, proteinas, técnicas de transformacidn, y las plantas transgénicas
en si mismas, todas tienen utilidad, pueden ser consideradas invenciones, y por tanto
son patentables (Bennett et al., 2008). Es importante tener en cuenta, que una
patente es conferida por un gobierno nacional durante un periodo especifico de
tiempo, generalmente 20 anos. La patente se puede hacer cumplir Unicamente en
aquellos paises en los cuales fue otorgada, después de cumplir los 20 afios expira, y la
invencion puede ser utilizada por cualquiera sin restricciones. Asi entonces, una
patente proporciona un derecho de propiedad intelectual que esta limitado

geograficamente y temporalmente (Bennett et al., 2008).

Al hablar de patentes, es necesario conocer que informacion se encuentra en este
tipo de documento. Tipicamente una patente se divide en tres sesiones principales: 1.
Pagina de cubierta que contiene informacidn bibliografica, 2. Una especificacion que
describe la invencion y 3. Reivindicaciones las cuales definen el alcance de la actividad
de la cual el propietario de la patente tiene el derecho de excluir a otros, a menos

que se firmen acuerdos de licenciamiento(CAMBIA, 2014).

En la pagina inicial se encuentran datos como: nimero de la patente y fecha de
concesiodn, titulo de la patente, nombre del inventor, nombre del solicitante, nimero
de solicitud, fecha de prioridad, clasificacion internacional de patentes, citas y

referencias, resumen y dibujo (Ortiz & Escorsa, 2010).

La especificacidn contiene una descripcién de la invencion que debe satisfacer ciertos
requerimientos de escritura, los cuales varian entre diferentes paises. La
especificacion tiene un valor fundamental ya que permite interpretar el alcance de las
reivindicaciones; asi la especificacion de la patente es redactada tanto para satisfacer
los requerimientos de escritura para patentabilidad como para definir el alcance de

las reivindicaciones (CAMBIA, 2014).



Capitulo 1: Marco tedrico 27

Las reivindicaciones corresponden a la parte mas importante del documento de
patentes, pues en ellas se detalla la invencién a proteger (Ortiz & Escorsa 2010). El
objetivo de las reivindicaciones es sefalar particular y claramente la materia que el
solicitante considera su invencién (CAMBIA, 2014). Estas estdn enumeradas en orden
ascendente y se pueden dividir en dos grandes grupos reivindicaciones
independientes y reivindicaciones dependientes. Una reivindicacidn es independiente
cuando define la materia que se desea proteger sin referencia a otra reivindicacién
anterior. Una reivindicaciéon es dependiente cuando define la materia que desea

proteger refiriéndose a una reivindicacidn anterior (CAN, 2000).

La obtencién de una patente requiere que el solicitante haga publico su invento a
través de una solicitud de patente, de forma que un experto en la materia referida
por dicha solicitud, pueda reproducir la invencién (Ortiz & Escorsa 2010). Para la
concesiéon de una patente se evaltan tres criterios fundamentales: Novedad, Nivel
inventivo y aplicacién industrial (SIC, 2008a). La novedad, significa que la invencion no
sea conocida previamente en el ambito mundial, en otras palabras una invencién se
considera nueva cuando no estda comprendida en el estado de la técnica antes de la
presentacion de la solicitud de patente. El nivel inventivo hace referencia a que la
invencion no sea obvia ni se derive del estado de la técnica de una manera evidente
para una persona con un conocimiento medio del &mbito técnico de la invencién. Y la
aplicacién industrial significa que la invencion puede ser fabricada o utilizada en
cualquier tipo de industria, entendiéndose por industria la referida a cualquier

actividad productiva, incluida los servicios(SIC, 2008a).

Es posible proteger una invencién en varios paises, para lo cual existen diferentes
opciones. Se pueden presentar solicitudes de patente al mismo tiempo en todos los

paises en los que se desee proteger la invencién, o se puede presentar una solicitud
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en virtud del Tratado de Cooperacién en materia de Patente (PCT), que es un medio
mas simple, y facil (OMPI, 2014). El PCT es un tratado internacional administrado por
la Organizacién Mundial de la Propiedad Intelectual (OMPI) y suscrito por mas de 140
paises. EI PCT permite solicitar simultdneamente y en un gran niumero de paises la
proteccién de una invencidon por patente mediante la presentacion de una Unica
solicitud "internacional" de patente sin necesidad de presentar varias solicitudes

nacionales o regionales (SIC, 2008b).

De esta forma, el solicitante tiene un afio para registrar su invencién en la oficina
mundial de propiedad intelectual y designar una serie de paises miembros en los que
desea preservar su derecho (Roa-Rodriguez & Nottenburg, 2003). Finalmente, para
obtener la patente en esos paises, el solicitante necesita registrarse en las oficinas
nacionales de patentes, pagar impuestos, tener el documento traducido, y cumplir
con las regulaciones de cada oficina particular. Dependiendo de algunas cuestiones de
procedimiento y pago de impuestos, el solicitante tiene entre 20 a 30 meses desde la
fecha original de registro, para registrarse en cada uno de esos paises; dado los
costos, muchas solicitudes son registradas Unicamente en unos pocos paises (Roa-

Rodriguez & Nottenburg, 2003).

La informacién de patentes que cubre todos los campos de la tecnologia, desde los
mas grandes y pequefios, hasta los mas complejos y sencillos, esta disponible al
publico, en la mayoria de los paises, a partir de los 18 meses de haberse presentado la
solicitud (SIC, 2008a). En la actualidad, esta informacion puede consultarse
principalmente en bases de datos en linea; para acceder a estas existen tres
mecanismos principales: 1. Portales de busqueda de las oficinas de patentes, 2.
portales de busqueda gratuitos y 3. portales de busqueda por suscripcion (Ortiz &

Escorsa, 2010).
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1.3.2 Analisis de libertad de operacion

Los diferentes elementos, procesos, técnicas e incluso genotipos que se utilicen en la
creacion de una linea transgénica pueden estar protegidos por varios derechos de
propiedad intelectual. Por ello, es importante conocer desde el comienzo de la
investigacion cuales derechos de propiedad intelectual estan relacionados, su vigencia
y aplicacién en los paises donde se ha proyectado la comercializacion del producto
(Hincapie & Chaparro-Giraldo, 2013). Explorar el complejo panorama de la propiedad
intelectual de un proyecto de investigacion en biotecnologia agricola requiere de
algunas herramientas y capacidades analiticas especiales; éste analisis requiere un
conocimiento legal y cientifico, asi como el acceso tanto a patentes y bases de datos

bibliograficas (Bennett et al., 2008).

Un estudio de libertad de operacidon es una evaluacidn legal de si un proyecto de
investigacion o el desarrollo de un nuevo producto puede proceder con una baja o
tolerable probabilidad de que no violara las patentes existentes u otros tipos de
derechos de propiedad intelectual (Bennett et al., 2008). El primer paso en una
investigacion de este tipo es definir claramente el objeto de estudio y establecer un
panorama de patentes, éste debe incluir patentes y solicitudes de patentes

estrechamente relacionadas con el objeto de estudio (Bennett et al., 2008).

Una busqueda eficiente de documentos de patentes supone, con frecuencia, un
conocimiento profundo del ambito técnico al que pertenece la invencidn; lo
fundamental es identificar con total claridad lo que se desea buscar, expresandolo en
un conjunto acotado de palabras clave que describen la tecnologia o el problema que

se pretende resolver (Ortiz & Escorsa, 2010). Diferentes autores sefialan Ia
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importancia de establecer una estrategia de busqueda. La preparacién de una
estrategia de busqueda de patentes comprende la seleccion adecuada de la o las
bases de datos, determinacidn especifica de palabras clave, y cddigos de clasificacidon
de patentes con el fin de obtener patentes relevantes para el objeto de estudio

(Nagori & Mathur, 2009).

Cuando se realizan busquedas relacionadas con datos biolégicos, algunas bases
permiten la busqueda de secuencias de nucleétidos o de proteinas en la patentes y en
sus reivindicaciones. Esto es posible gracias a que las bases de datos incorporan
algoritmos de busqueda como FASTA y BLAST, que permiten comparacidon de
secuencias(Connett-Porceddu et al., 2005). Para lograr buenos resultados es

necesario estructurar una busqueda que incluya multiples fuentes (Hincapie, 2012).

Las patentes identificadas en la busqueda deben ser evaluadas en un proceso de dos
etapas. En el primero, cada una ella es evaluada para determinar si puede ser
eliminada razonablemente para consideraciones futuras. Esto se puede hacer cuando
no se tiene un argumento de violacién o infraccidon razonable, por ejemplo, si la
especificacion cubre claramente un objeto diferente del que se estd buscando, y
todas las reivindicaciones incluyen limitaciones definidas que no podrian ser
encontradas en el objeto de estudio. En la segunda etapa las patentes que no
pudieron ser eliminadas durante el primera etapa son evaluadas en detalle,
incluyendo un andlisis de violacién de las reivindicaciones (Nagori & Mathur, 2009).
Este mismo proceso debe realizarse con las solicitudes de patente (Hincapie &

Chaparro-Giraldo, 2013).

En el analisis de patentes tal vez el punto mdas importante es la evaluacién de las
reivindicaciones. El alcance de la proteccién y los derechos sobre lo que el titular

quiere proteger estan delimitados en las reivindicaciones (Hincapie & Chaparro-



Capitulo 1: Marco tedrico 31

Giraldo, 2013). La interpretacion de las mismas puede ser dificil, un analisis apropiado
se realiza leyendo las reivindicaciones en el contexto de la especificaciéon y de la
historia de procesamiento (Roa-Rodriguez & Nottenburg, 2003). Se debe hacer un
analisis literal de las reivindicaciones, clasificdndolas en dependientes e
independientes y determinando si se relacionan con algun elemento o proceso
involucrado en la obtencién de la linea transgénica (Hincapie & Chaparro-Giraldo,

2013).

Al hacer este tipo de anadlisis de patente también hay que tener en cuenta las
diferencias en la legislacion entre los diferentes paises. En el dmbito internacional
especialmente en los Estados Unidos, las patentes en biotecnologia vegetal
involucran todos los elementos de un desarrollo que llega hasta la obtencién de una
planta transgénica. Asi se tienen patentes de genes, promotores del gen, células
transformadas, métodos de cultivo, semillas, partes de la planta y la planta completa,
en las que usualmente cada elemento tiene un titular de la patente diferente. Esto se
debe a que en dicha jurisdiccién se pueden patentar todos estos elementos incluso
cuando corresponden a aislamientos de genes, promotores y vectores tal como se
encuentran en la naturaleza (Lamprea & Salazar, 2013). En Colombia, por el contrario,
las patentes en biotecnologia vegetal pueden proteger el método de transformacién,
el de deteccion del organismo transgénico, y el vector recombinante, mientras que la
planta transformada y sus partes pueden ser protegidas por derechos de obtentor

(Lamprea & Salazar, 2013).

A pesar de esto se pueden patentar acidos nucleicos cuando difieren de la forma
como se encuentran en la naturaleza (ej. modificaciones de uso coddnico) y
construcciones genéticas con identificacion de cada uno de sus componentes

(Lamprea & Salazar, 2013).
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Para sacar conclusiones adecuadas en un analisis de este tipo, también es importante
tener en cuenta que una patente puede perder su vigencia por no pago de la tasa
anual para su mantenimiento, por vencimiento del término de la protecciéon (20 afios
desde la solicitud), porque la autoridad competente dictamine que se le concedid a
quien no tenia derecho a obtenerla y cuando no se cumplan los requisitos de
patentabilidad (Hincapie, 2012), en estos casos se pierde el derecho y se vuelve de

dominio publico.

Las conclusiones del andlisis de libertad de operacién pueden llevar a identificar
tecnologias de uso libre. Sin embargo, cuando se obtengan resultados de patentes y
solicitudes que puedan estar involucradas en el desarrollo del producto se debe
proceder a plantear las posibles estrategias de negociacidn de la tecnologia antes de
introducir en el mercado un producto que pueda tener elementos protegidos e

infringir derechos de terceros (Hincapie & Chaparro-Giraldo, 2013).

Debido a la importancia de este tipo de andlisis en el desarrollo de proyectos con
finalidad comercial, en este trabajo se realizé un estudio de libertad de operacién de

los elementos genéticos utilizados para el disefio de genes semi-sintéticos.



2. Metodologia

2.1 Estudio de libertad de operacion

En este trabajo se disefaron versiones semi-sintéticas de genes para la caracteristica
tolerancia a herbicidas. Con el fin de que los genes disefiados cumplieran con el
concepto de libertad de operacién para Colombia, antes de iniciar el disefo in silico
de los mismos se realizd una busqueda de patentes y solicitudes de patentes para
Colombia de las secuencias seleccionadas y del vector de transformacidn. Las bases
de datos utilizadas para las busquedas se escogieron de acuerdo a las sugerencias de
Hincapie (2012). Se utilizaron tres bases de datos internacionales: Patentlens

(http://www.patentlens.net), especializada en el campo de la biotecnologia,

Patentscope (http://www.wipo.int/patentscope/en/), base de datos de la OMPI,

Spacenet (http://www.epo.org/), de la oficina europea de patentes y la base de datos

nacional de la  superintendencia de industria 'y comercio (SIC)

(http://www.sic.gov.co/es/banco-patentes), todas de acceso publico.

Teniendo en cuenta que las bases de datos internacionales permiten realizar
busquedas avanzadas y descargar el documento completo en linea, mientras que la
base de datos nacional solo permite busquedas simples y ver el resumen de la
solicitud o patente, primero se hicieron busquedas y recoleccidn de documentos en
las bases internacionales y con esta informacién se hizo una busqueda dirigida en la

base de datos nacional.
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En Patenlens se realizaron busquedas avanzadas de patentes mediante palabras
clave dentro de las reivindicaciones; las palabras utilizadas fueron los nombres de los
genes y elementos seleccionados como CP4 EPSPS, “bar gene”, CaMV35S, FMV,
Gmubi, asi como también los términos “glyphosate tolerance”, “phosphinotricin
tolerance”, “herbicide tolerance” “constitutive promoter”, “soybean constitutive
promoter”. Una vez obtenidas las secuencias, algunas de las mismas patentes y otras
del banco de genes, se realizaron busquedas directamente con las secuencias de DNA
y de amino acidos. Para ello Patentlens tiene una base de datos de secuencias de
patentes y solicitudes, que permite realizar busquedas mediante un algoritmo basado
en BLAST. También discrimina si la secuencia esta en las reivindicaciones o en el resto
del documento. Para este caso, solo se tuvo en cuenta, las secuencias que se
encontraron dentro de las reivindicaciones, ya que estas ultimas determinan el

objeto de proteccion.

En Patenscope se realizd la busqueda de solicitudes de patentes que entraron
mediante PCT y que tuvieran entre sus paises designados Colombia, y Spacenet se
utilizé con el fin de recolectar la mayor cantidad de documentos y evitar posibles
pérdidas de informacion. Se recolectaron los documentos que podrian afectar el uso
de las secuencias seleccionadas y se realizdé su andlisis, primero una evaluacién
preliminar de acuerdo al titulo y resumen con el fin de dejar Unicamente los
documentos especificamente relacionados con el objeto de estudio. Posteriormente

se realizd una evaluacidn literal de las reivindicaciones.

Una vez obtenidas las patentes de las secuencias de estudio y teniendo en cuenta
gue estas corresponden a patentes de otros paises, se hizo la busqueda de sus
homoélogas en la base de datos colombiana. Esta busqueda se realiz6 mediante
palabra clave en el campo inventor y/o asignatario, de acuerdo a la informacidn

encontrada en las patentes internacionales. También se hicieron busquedas en esta
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base de datos con palabras clave relacionadas con el objeto de estudio, con el fin de

obtener toda la informacidn posible.

Una vez seleccionadas las patentes o solicitudes que podrian afectar el uso de estas
secuencias en Colombia, se registr6 su numero de expediente y se obtuvo el
documento en fisico en la oficina de la SIC, con el fin de realizar un analisis del
documento completo y de las reivindicaciones. Una vez se determind el estado de

propiedad intelectual para Colombia de las secuencias se inicié el disefio de los genes.

2.2 Diseio in silico de genes semi-sintéticos

En primer lugar se determind que elementos o secuencias genéticas se iban a utilizar
para cada uno de los constructos, teniendo en cuenta genes cuyo funcionamiento
estuviera validado experimentalmente y su estatus de propiedad intelectual para

Colombia.

Puesto que la caracteristica de interés “tolerancia a herbicidas” puede ser utilizada
como marcador de seleccion vegetal, y esta ampliamente demostrado este tipo de
uso en sistemas de transformacién genética de soya (Clemente et al., 2000; Paz et al.,
2004b; Zeng et al., 2004; Zhang et al., 1999), los constructos se disefiaron con la
intencidn de que fueran el Unico elemento en el T-DNA del vector de transformacién,

lo que a su vez facilitara el analisis del paquete regulatorio para liberacién comercial.

Se disefiaron tres constructos que confieren tolerancia a glifosato y dos tolerancia a
glufosinato de amonio. Para los constructos de tolerancia a glifosato se utilizo el gen
cpd epsps de Agrobacterium tumefasciens cepa CP4, en combinacién con los
promotores poliubiquitina de la soyay p35S en su versién simple y duplicada. Para
los constructos de tolerancia a glufosinato, se utilizé el gen bar de S. hygroscopicus

en combinacién con el promotor FMV y el p35S. Las secuencias de genes,
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promotores y terminadores se obtuvieron de los bancos de genes del Centro
Nacional de Informacidon en Biotecnologia (NCBI) y/o del Instituto Europeo de

Bioinformatica (EBI), y en algunos casos de patentes.

El vector de transformacion seleccionado fue el pCambia 1301, al cual se le elimino la
region correspondiente del gen marcador de seleccién vegetal y el gen reportero Gus

como se explicara en detalle mas adelante.

A pesar de que la optimizaciéon de secuencias codificantes, es una herramienta
utilizada rutinariamente para el desarrollo de versiones modificadas de genes que
mejoren la expresion en el organismo huésped, no hay en la literatura una guia
metodoldgica sobre como realizar este proceso, y menos aun en los aspectos
relacionados con el diseio in silico de todo el constructo genético. Por ello, se realizé
una revisidon actualizada de los programas que podrian utilizarse para el disefio in

silico de casetes de expresion, y una estrategia para cumplir con ese proposito.

Existen varios programas y plataformas web que pueden ser utilizadas para el disefio
de genes sintéticos, entre las que se encuentran Gene Design 3.0 (Richardson 2010)
Gene Designer 2.0 (Villalobos 2006), GeMS (Jayaraj et al., 2005), Optimizer (Puigbo et
al., 2007), Visual Gene Developer 1.3 (Jung & McDonald, 2011), entre otros. Para el
desarrollo de este trabajo se seleccionaron los programas Gene designer 2.0
(Villalobos 2006) y Visual Gene Developer 1.3 (Jung & McDonald, 2011), debido a las
herramientas que ofrecen para la optimizacién de las secuencias, y por ser

programas de uso libre.

2.2.1 Modificacion de la secuencia codificante

La secuencia del gen bar de S. hygroscopicus se descargé del EBI (ID X17220), y la del
gen cp4 epsps de la patente US 5633435 SEQ ID No.9, y se visualizaron con el

programa bioedit 7.2.5 (Hall, 1999). Teniendo en cuenta que las secuencias son de
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origen bacteriano, se realizaron las modificaciones correspondientes para que la

secuencia de DNA tuviera mayor semejanza a secuencias de soya.

En primer lugar se determiné el ORF de los genes mediante la herramienta ORF Finder

del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/), el resto de la secuencia se elimind;

posteriormente se realizaron cambios silenciosos de la secuencia de los ORF (cambios
en la secuencia de nucledtidos que no afectan la proteina esperada) con el fin de
modificar el uso coddnico y favorecer los codones preferentes de la soya, eliminar
sitios de splicing cripticos, sefiales de poliadenilacion prematuras, y remocion de sitios
de restriccion indeseables. Estos procesos se realizaron con el software Visual Gene

Developer (VGD) 1.3 (Jung & McDonald, 2011).

Para la optimizacion cododnica este software tiene un modulo predefinido que esta
basado en el algoritmo de Monte Carlo, utiliza una tabla de uso coddnico para
remplazar los codones originales con otros manteniendo la identidad de los
aminoacidos (Jung & McDonald, 2011). Segun este algoritmo la escogencia de cada
codén es un evento probabilistico independiente, asi el software puede iterar la
optimizacion cada vez encontrando una nueva e igualmente buena solucidon
(secuencia de DNA). VGD 1.3 viene con algunas tablas de uso coddnico incorporadas,
y también permite al usuario descargar o crear sus propias tablas de uso coddnico.
Para este trabajo se descargd el uso codénico de la soya Glycine max (tabla 2-1) de la

base de datos kazusa (Nakamura et al., 2000) y se acopl6 al software.

Para la seleccion de la secuencia final se tuvieron en cuenta pardmetros como CAl,
contenido de GC, y Nc, los cuales son proporcionados por el mismo software. Como
se mencioné en el marco tedrico, no existen reglas fijas sobre cuanto modificar la
secuencia. El CAl se dejé en un valor de 0.8 aproximadamente, para el contenido de
GC se tuvo como parametro de referencia el contenido de GC promedio de los genes

de la soya reportado en la base de uso coddnico Kazusa.
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Tabla 2-1: Uso coddnico de Glycine max (http://www.kazusa.or.jp/codon/).

Amino Frec. x No. Amino Frec.x | No.

Tripleta | acido | Fraccién | 1000 codones | Tripleta |acido |Fracciéon |1000 codones

TTT Phe 0.5 21.2 10493 | ATT Ile 0.46 25.1 12411
TCT Ser 0.24 18.4 9107 | ACT Thr 0.34 17.1 8490
TAT Tyr 0.51 15.7 7779 | AAT Asn 0.5 22.4 11088
TGC Cys 0.5 8 3980 | AGT Ser 0.17 12.6 6237
TTC Phe 0.5 21.2 10487 | ATC lle 0.3 16.3 8071
TCC Ser 0.17 12.9 6409 | ACC Thr 0.28 14.3 7100
TAC Tyr 0.49 14.9 7367 | AAC Asn 0.5 22.8 11284
TGT Cys 0.5 8.1 3995 | AGC Ser 0.15 11.3 5594
TTA Leu 0.1 9.2 4545 | ATA Ile 0.24 12.9 6386
TCA Ser 0.21 15.6 7712 | ACA Thr 0.29 14.9 7391
TAA Stop 0.38 0.9 463 | AAA Lys 0.43 26.9 13334
TGA Stop 0.4 1 480 | AGA Arg 0.31 14.8 7337
TG Leu 0.24 22.9 11340 | ATG Met 1 22.7 11218
TCG Ser 0.06 4.8 2397 | ACG Thr 0.09 4.3 2147
TAG Stop 0.22 0.5 263 | AAG Lys 0.57 35.9 17797
TGG Trp 1 13 6412 | AGG Arg 0.28 13.3 6574
CcTT Leu 0.25 23.9 11829 | GTT Val 0.39 26.1 12911
ccr Pro 0.36 18.9 9358 | GCT Ala 0.38 26.7 13201
CAT His 0.55 14 6930 | GAT Asp 0.61 32.4 16040
CcGT Arg 0.14 6.6 3291 | GGT Gly 0.3 20.9 10353
CTC Leu 0.18 17.1 8479 | GTC Val 0.18 11.9 5894
CcC Pro 0.19 10.1 5010 | GCC Ala 0.23 16.2 8026
CAC His 0.45 11.6 5759 | GAC Asp 0.39 20.4 10097
ecle Arg 0.13 6.2 3093 | GGC Gly 0.19 13.4 6650
CTA Leu 0.09 8.5 4216 | GTA Val 0.11 7.7 3803
CCA Pro 0.36 19.1 9461 | GCA Ala 0.3 21.4 10577
CAA Gin 0.56 20.5 10162 | GAA Glu 0.5 33.2 16438
CGA Arg 0.08 4.1 2018 | GGA Gly 0.32 22.3 11022
CTG Leu 0.13 12.7 6304 | GTG Val 0.32 21.4 10610
Ccca Pro 0.09 4.7 2312 | GCG Ala 0.09 6.3 3123
CAG Gin 0.44 16.2 8038 | GAG Glu 0.5 33.2 16426
CGG Arg 0.06 3.1 1510 | GGG Gly 0.19 13 6431

Puesto que el ORF de un gen heterdlogo puede incluir secuencias indeseables como

sitios de reconocimiento de enzimas de restriccién, secuencias potenciales de
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poliadenilacidn o sitios de splicing criticos, se realizé la busqueda y eliminacién de las
mismas. Para ello, el software VGD 1.3 proporciona una funcién que permite remover

tales secuencias sin cambiar la secuencia de aminoacidos resultante.

El algoritmo estd basado en una sustitucion sindnima similar a la utilizada para la
optimizacion coddnica excepto que remplaza Unicamente unos pocos codones con
sus correspondientes codones sindnimos en la regiéon de la secuencia blanco que

necesita ser modificada (Jung & McDonald, 2011).

De esta manera, se realizé un procedimiento iterativo de eliminacién de dichas
secuencias hasta obtener una secuencia final sin ninguno de estos elementos, y con

los parametros de CAl y contenido GC deseados.

2.2.2 Ensamblaje de las secuencias

Una vez modificadas la secuencias de los genes de interés, se acoplaron con las
secuencias promotoras, terminadoras, y péptidos de transito seleccionados. Para los
constructos que confieren tolerancia a glifosato, se utilizé el gen cp4 epsps
optimizado, el péptido de transito de petunia hybrida (Della-Cioppa et al., 1986), el
promotor Gmubi (Chiera et al., 2007) en un caso, el p35S (Odell et al., 1985) en el
otro, y el terminador Nos. También se disefié un constructo utilizando la versidn

nativa del gen, el p35S duplicado (Kay et al., 1987), y el terminador Nos.

Para los constructos de tolerancia a fosfinotricina, se utilizé el gen bar optimizado,
con el promotor FMV (Maiti et al., 1997; Sanger et al., 1990) y el terminador E9 en un
caso, y en el otro la versién nativa del gen con el promotor y el terminador del

CaMV35S (Odell et al., 1985).

El ensamblaje se realizé con el software Gene Designer 2.0 (Villalobos et al., 2006), al

finalizar se exporto la secuencia del gen completo a formato FASTA.
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Con el fin de seleccionar un grupo de enzimas que no cortaran en ninguna parte de la
secuencia del gen ni del vector de transformacién, y poder insertar sitios de
restriccion en los extremos del constructo, se realizé el mapa de restriccion de cada
una de las secuencias de los genes disefiados y del vector de transformacién
seleccionado utilizando el software Bioedit 7.2.5. En todos los casos se seleccionaron

enzimas que generan extremos cohesivos.

En los extremos del gen se colocaron secuencias de reconocimiento de enzimas de
restriccion presentes en el polilinker del vector y que no cortaban en ninguna parte
de la secuencia del gen. Los sitios de restriccion se insertaron utilizando el software
Gene Designer 2.0 (Villalobos et al., 2006). Con este mismo software se verifico que
los sitos insertados no corrieran el marco de lectura y al terminar se generd la

secuencia final en formato FASTA.

2.2.3 Analisis traduccional in silico

Como las modificaciones realizadas en la secuencia de DNA son modificaciones
silenciosas, la proteina esperada para todos los constructos disefiados debe tener la
misma secuencia de aminodcidos reportada en los bancos genéticos, razén por la
cual la prediccion de la estructura de la proteina solo se realizé a nivel de estructura

primaria.

Esta prediccion se realizdé con dos herramientas diferentes para mayor seguridad,

ORF Finder del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html) y Genmark

(Lomsadze et al., 2005). Posteriormente se realizdé el alineamiento pareado de la
secuencia de aminodcidos predicha con la de la proteina esperada, utilizando el

algoritmo de Smith-Waterman (http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_water/).
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Para los constructos que llevan un péptido de transito (constructos con tolerancia a
glifosato) se confirmé la presencia del mismo mediante la herramienta CloroP

(http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/).

Una vez se comprobd in silico que cada uno de los genes disefiados produjera la

proteina esperada, se generaron formatos FASTA finales de cada secuencia.

2.2.4 Sintesis de los constructos y clonacion en el vector de transformacion

Como el objetivo de este trabajo es utilizar el casete de expresion disefiado como
marcador de selecciéon y como gen de interés, se queria utilizar un plasmido que no
tuviera ningun otro gen en la zona del T-DNA. Dado que no fue posible obtener
directamente dicho plasmido se selecciond el vector pCAMBIA 1301 (figura 2-1), el
cual tiene como marcador de seleccion el gen de la higromicina y el gen reportero
Gus. Se contrato la eliminacion del gen de seleccidon vegetal del plasmido, y la sintesis
y clonacién de cinco constructos génicos (tres que contienen el gen de tolerancia al
glifosato y dos con el gen de tolerancia al glufosinato) en dicho vector. Este proceso
lo realizé la compaiiia Shanghai Generay Biotech Co., Ltd. El gen reportero se eliminé

en el laboratorio.

Los vectores se recibieron en viales donde la muestra venia liofilizada (4 ug por vial).
Fueron resuspendidos en agua tipo molecular libre de nucleasas y quedaron a una

concentracion final de 200 ng/ul. Se almacenaron a -20°C.

Se realizé el disefio de primers de cada uno de los genes de interés con la herramienta

primer 3 (http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3 www.cgi).
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Figura 2-1: Vector de transformacién®.
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2.3 Caracterizacion molecular de los constructos génicos y
transformacion de bacterias

2.3.1 Transformacion de Escherichia coli

Una vez se recibieron los genes sintetizados y clonados en el vector seleccionado,
cada plasmido fue clonado en la bacteria E. coli cepa DH10B para tener suficiente

cantidad para su posterior uso y caracterizacion. La transformacion bacteriana se

1 , . . . . . . .
La linea verde indica la regién eliminada del vector correspondiente al gen marcador de seleccién

vegetal. El vector se diagramé con el programa Gene Designer 2.0
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realiz6 mediante electroporacién, utilizando en cada caso 30 pl de células
electrocompetentes y 1ul de vector a una concentracidon de 100 ng/ul. Las células
sometidas a transformacion se sembraron sobre medio LB + kanamicina 50 mg/I|, y se
dejaron crecer por una noche en incubadora a 379C. A partir de las colonias que
crecieron sobre este medio, se seleccionaron 5 o 6 colonias para efectuar PCR en cada

colonia.

Para ello, se picd cada colonia y se diluyo en 10 ul de agua tipo molecular en tubos de
PCR, al tiempo que se repicé en medio LB + kanamicina 50mg/l. Se ejecutd una
denaturacidon preliminar del DNA bacteriano a 952C durante 7 minutos en el
termociclador. Posteriormente se adiciond la mix de PCR a cada tubo, cada reaccidn
contenia 2.5 pl de Buffer PCR 10X, 1 ul de cada dNTP 10uM, 1 pl de Mg 50mM, 1.5 pl
de cada primer 10 puM, 0.3 ul de tag polimerasa, y agua tipo molecular hasta
completar 25 pl x reaccion. Los tubos se colocaron nuevamente en el termociclador
con el siguiente ciclo de temperaturas: Denaturacidon (952C 5 min x 1 ciclo),
anillamiento (952C 1 min, 549C 1.5 min, 722C 1 min x 30 ciclos), elongaciéon (72 ¢C 5

min x 1 ciclo).

Como control negativo se utilizé bacteria no transformada, y como control positivo el
vector correspondiente en cada caso. Las amplificaciones fueron visualizadas
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% y tincién con bromuro de etidio.
Como marcador de peso molecular se utilizé en todos los casos el marcador “1kb plus
DNA ladder” de Invitrogen, que permite evaluar el tamano de fragmentos desde 100

hasta 12000 bp.

Para cada uno de los plasmidos clonados en la bacteria, se seleccioné una de las
colonias PCR positivas y se realizdé aislamiento de DNA plasmidico utilizando el kit

“GenelET™ Plasmid Miniprep Kit*” de Thermo Scientific. El DNA plasmidico obtenido
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en la extraccion se utilizd para las PCR siguientes, y la transformacién de A.

tumefaciens.

Para comprobar que los genes sintetizados correspondian a los disefiados se hicieron
pruebas de PCR para amplificar los genes de interés, digestién con enzimas de

restricciéon y secuenciacion.

2.3.2 Eliminacion del gen reportero del vector de transformacion

Con el fin de tener un plasmido con la menor cantidad de elementos posibles en el T-
DNA vy facilitar los procesos regulatorios cuando se obtengan plantas transgénicas, se
diseid una estrategia para eliminar el gen gus del vector de transformacion. Se
seleccioné uno de los plasmidos que contiene el gen de tolerancia a glifosato
(denominado E-IGP) y uno con el de tolerancia a glufosinato (denominado Bar-IGP)

como plasmidos de trabajo.

Se generd un mapa de restriccion de cada plasmido en Bioedit con el fin de detectar
una enzima de restriccion que cortara en las regiones circundantes del gen gus pero
no en otras partes del vector. En total se encontraron 120 enzimas que generaban
cortes en la zona de interés, y de ellas se encontraron cuatro enzimas que cumplian

con el objetivo:

Nrul: Elimina 1644 bases del gen gus

Mfel: Elimina el promotor y 340 bases del gen gus
BsrGl:  Elimina 427 bases del gen gus

Pvul: Elimina todo el promotor y el gen gus

La enzima mas adecuada para eliminar el gen gus del plasmido es la Pvul, ya que corta
todo el gen incluyendo su regién promotora (p35S). La figura 2-2 muestra un

diagrama del plasmido indicando los sitios de corte de la enzima Pvul y la regién a
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eliminar. Como esta enzima genera extremos cohesivos, se puede eliminar la regién

del gen gus y volver a unir los extremos del plasmido.

Figura 2-2: Diagrama Vector de Transformacién’.
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Las digestiones se realizaron en una reaccién de 20 pl, utilizando 15 pl de agua tipo
molecular, 2 ul del vector (250ng/ ul), 2 ul de buffer 1X (10 mM Tris- HCl (pH 8.5 a
37°C), 10 mM MgCl,, 100mM KCI, 0.1mg/ml BSA) y 1 ul (10U/ul) de la enzima. La

reaccion se coloco en bano de maria a 372C durante 4 horas.

Los fragmentos se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% vy
tincién con bromuro de etidio. Para la visualizacion la muestra se colocd en dos
carriles consecutivos del gel, después correr la electroforesis, el gel se dividio

longitudinalmente entre los dos carriles, y sélo un carril se expuso a UV; se hizo una

? La linea verde corresponde al segmento de 2712 bp eliminado del vector.
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muesca en la regidén correspondiente a la banda de interés, esta muesca se utilizé

para ubicar la posicion del fragmento en el gel no irradiado.
Para cada plasmido se esperaban dos fragmentos:

Bar—IGP Fragmento 1: 8796 bp - vector y Fragmento 2: 2712 bp - Promotor + gen
gus, E-IGP Fragmento 1: 10030 bp - vector y Fragmento 2: 2712 bp - Promotor + gen

gus.

Se cortd cuidadosamente el fragmento correspondiente a la banda de interés (vector
sin gen gus), y se eluyd el DNA utilizando el kit “QlAquick Gel Extraction” de Qiagen,
con el fin de obtener un DNA puro. Se midid la concentracién de la muestra en el
nanodrof, obteniendo un valor promedio de 27 ng/ul. Hasta este momento se
tendria una molécula linear de DNA con los extremos cohesivos generados por la
enzima Pvul. Con el fin de re-circularizar el vector se realizé una reaccién de ligacion
con la T4 DNA ligasa de invitrogen, utilizando 15 pl de DNA, 4 ul de buffer de reaccién
5X (250 mM Tris-HCl (pH 7.6), 50 mM MgCl,, 5 mM ATP , 5 mM DTT , 25% (p/v)
polietilen glicol-8000)y 1 ul de ligasa (1U/ pl), se incubo a temperatura ambiente toda

la noche.

Posteriormente se utilizé 1l de la reaccion de ligacidn para transformar cepas de E.
coli DH10B, utilizando la misma metodologia de transformacion explicada
anteriormente. Sobre las bacterias crecidas se realizé una PCR de colonia utilizando
primers para los genes de interés (cp4 epsps y bar). Se realizé aislamiento de DNA
plasmidico de una colonia positiva para cada gen y se realizaron pruebas de PCR,
digestiéon con enzimas de restriccion especificas y secuenciacién con el fin de

comprobar que el gen gus habia sido eliminado exitosamente del plasmido.

Para las pruebas de PCR se utilizaron primers especificos para el gen gus; el programa
utilizado fue el siguiente: denaturacién (942 C 3 min x 1 ciclo), anillamiento (942 C 45

segundos, 57.52 C 30 segundos, 722 C 45 segundos x 30 ciclos), elongacién 722C 5
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minutos x 1 ciclo). Como control negativo se utilizé el vector pCAMBIA 1300, el cual
no contiene el gen gus, como control positivo los vectores E-IGP y Bar-IGP
respectivamente. Los plasmidos finales se denominaron E-IGP modificado y Bar-IGP

modificado (mod).

Para los perfiles de restriccion se seleccionaron enzimas que generarian un patrén
diferencial de cortes entre el vector con y sin gen gus. Las digestiones se realizaron
en un volumen total de 20 ul, 2 ul de buffer de reaccién, 1 pl de enzima y un volumen
variable del vector dependiendo del nimero de bandas esperadas. La reaccion se
llevé a cabo en bafo de maria a 372 C durante cuatro horas. Se determiné la
concentracién adecuada de agarosa en el gel para visualizar adecuadamente el patrén

de bandas esperado (0.8%). La electroforesis se realizé a 100V durante 45 minutos.

Adicionalmente se comprobd la eliminacién del gen gus mediante secuenciacion
utilizando primers especificos para las secuencias ubicadas corriente abajo de dicho

gen.

Una vez validados estos aspectos, se escogieron los vectores Bar-IGP mod. y E-IGP
mod. como vectores de trabajo para evaluar la funcionalidad de los constructos

disefados.

2.3.3 Transformacion de Agrobacterium tumefaciens

Se transformaron bacterias electrocompetentes de A. tumefaciens cepa LBA4404 con
los vectores BAR-IGP mod. y E-IGP mod. Las células transformadas se cultivaron en
placas de Petri sobre medio LB con kanamicina 50mg/l y se incubaron a 282C en
oscuridad durante tres dias. Se realizd PCR a partir de las colonias crecidas con el fin

de asegurar que efectivamente porten el plasmido. Las PCR en colonias se hicieron
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utilizando la misma metodologia mencionada en la transformacion de E-coli. Una vez
confirmada la transformacidn, las bacterias se dejaron crecer en medio LB liquido y
kanamicina 50 mg/| hasta alcanzar una densidad dptica de 1.0, posteriormente se

criopreservaron en glicerol (concentracién final 25%) y se almacenaron a — 80°C.

2.4 Evaluacion de la funcionalidad de los genes

Con el fin de evaluar la funcionalidad de los genes se transformd la planta modelo N.
benthamiana utilizando un protocolo basico de transformacidon. Previamente se
establecieron las concentraciones adecuadas para la utilizacion de los herbicidas
glifosato y glufosinato como agentes de seleccion. Posteriormente se realizé la
caracterizaciéon molecular de las plantas putativamente transgénicas mediante
pruebas de PCR y se hicieron pruebas de inmunostrip y ELISA para comprobar que se
estuviera expresando la proteina esperada. A continuacion se detalla cada uno de

estos procesos.

2.4.1 Curvas de seleccion con herbicidas para Nicotiana benthamiana

Teniendo en cuenta que los genes de interés se utilizaron también como genes
marcadores de seleccidn, se realizé una curva de seleccién para para cada uno de los

herbicidas.

= Curva de seleccién para el herbicida glifosato

Se evalud el efecto del glifosato sobre la regeneracién de explantes de hoja de N.

benthamiana, utilizando ocho concentraciones diferentes del herbicida glifosato. Para
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ello, se utilizaron plantulas in vitro de cuatro semanas de edad, se seleccionaron
hojas verdes, evitando tomar hojas muy jévenes o muy viejas. Se cortaron explantes
de 1 cm’ aprox. evitando los bordes y la nervadura central. Los explantes fueron
sembrados sobre el lado adaxial en medio de regeneracién (sales MS 1X, vitaminas
Gamborg 1X, sacarosa 30g/l, BAP 1mg/l, agar PTC 7g/l y pH 5.8) con diferentes
concentraciones del herbicida: 0 (control), 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 y 2000 puM.
Las concentraciones se seleccionaron de acuerdo a lo reportado para la especie
cercana N. tabacum (Akbarzadeh et al., 2010; Roudsari et al., 2009; Wang et al., 2003;
Yan et al.,2011)

El herbicida fue adicionado antes de ajustar el pH en la concentracidn indicada para
cada tratamiento, se utilizo glifosato (N-(Phosphonomethyl)glycine ) para cultivo de
tejidos de PhytoTechnology. El medio se esterilizé6 en autoclave, y la hormona se
adicion6 posteriormente en camara de flujo laminar. Se sembraron 35 explantes por
tratamiento (7 cajas, 5 explantes por caja) y se colocaron en cuarto de crecimiento a
28°C y un fotoperiodo de 16/8 luz/oscuridad. Se midié el porcentaje de regeneraciéon
de cada tratamiento, como numero de explantes que regeneraron sobre nimero de

explantes totales por cien.

= Curva de seleccion para el herbicida glufosinato de amonio

Se evalud el efecto de la PPT, agente activo del herbicida glufosinato de amonio,
sobre la regeneracién de explantes de hoja de N. benthamiana, utilizando ocho
concentraciones diferentes de PPT: O (control), 0.2, 0,4, 0.6, 0.8, 1, 3, 5, y 7 mg/I. Las
concentraciones se seleccionaron de acuerdo a lo reportado para la especie cercana
N. tabacum (Almeida et al., 2005; Kang et al., 2005; Kang et al., 2006; Kutty et al.,
2011; Lutz et al., 2001)
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Se utilizé6 PPT para cultivo de tejidos de PhytoTechnology. La metodologia fue la
misma que para la curva de seleccion del glifosato a excepcién que la PPT fue
adicionada en camara de flujo laminar después de esterilizar en autoclave el medio de

cultivo.

2.4.2 Transformacion de Nicotiana benthamiana

= Transformacion de Nicotiana benthamiana con el gen cp4 epsps

Se usaron explantes de hoja de N. benthamiana y se cocultivaron con la cepa LBA4404
de A. tumefaciens previamente transformada con el vector E-IGP mod. siguiendo la

siguiente metodologia:

Induccion de la bacteria: Se colocaron 10 ml de medio LB liquido estéril en un tubo de

50 ml, con 500 pl de sacarosa 10% y 10 pl de kanamicina (stock 50 mg/ml). Se
adiciond un inoculo de 20 pl de la cepa bacteriana conservada a —80°C. Se incubd toda
la noche a 28°Cy 150 rpm. Al dia siguiente se centrifugd el crecimiento bacteriano a
3000 rpm durante 6 minutos, se resuspendié en 20 ml de medio LB liquido, 1000 pl
de glucosa 10%, 20 ul de kanamicina (stock 50 mg/ml), y 20 ul de acetosiringona
(stock 20 mg/ml). Se incubd toda la noche a 28°C y 150 rpm. Al dia siguiente se
verificé la densidad dptica del inoculo a 600 nm, y se usoé el cultivo cuando la lectura
de absorbancia estaba entre 0.7 y 1.0, momento en el que la bacteria esta lista para

ser utilizada en la transformacion.

Transformacion y cocultivo: Se tomaron hojas de tabaco grandes de color verde y se

2 . . .
cortaron explantes de 1 cm” aproximadamente, sin bordes ni la nervadura central.

Los explantes se cocultivaron con la bacteria y se agitaron suavemente durante 2
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minutos. Posteriormente se secaron sobre una toalla de papel estéril y se sembraron
sobre medio de regeneracidon con acetosiringona 200 uM. Se dejaron 2 dias en este

medio a 282C y en condiciones oscuridad.

Seleccion: Los explantes se lavaron en medio de regeneracion liquido con una
agitacion de 100 rpm a temperatura ambiente durante media hora tres veces. En el
segundo y tercer lavado se adiciono el antibidtico cefotaxima 400mg/| al medio de
lavado. Posteriormente los explantes se secaron muy bien con toallas de papel
estériles y se sembraron en medio de seleccion (medio de regeneracién, cefotaxima
400 mg/l y glifosato 25 uM). Se dejaron en cuarto de crecimiento a 282C fotoperiodo

16/8, realizando cambio de medio cada 2 semanas.

En cada experimento de transformacion se sembré un control absoluto (explantes sin
transformar sobre medio de regeneraciéon) y un control negativo (explantes sin

transformar sobre medio de seleccién).

Una vez empezaron a aparecer regenerantes, se sembraron en medio de elongacién
(sales MS 1X, vitaminas Gamborg 1X, sacarosa 30g/l, Gelzan 2.5g/l y cefotaxima

400mg/).

La evaluacién de transformantes se realiz6 mediante pruebas de PCR. Para ello se
utilizé el producto “KAPA3G PCR kit” de Kapabyosistems, que permite hacer las
pruebas directamente sobre tejido vegetal. Las condiciones de PCR se estandarizaron
efectuando gradientes de temperatura. El programa utilizado fue el siguiente:
denaturacion (952C 3 min x 1 ciclo), anillamiento (952C 20 segundos, 56.82C 15
segundos, 722C 30 segundos x 35 ciclos), elongacién 722C 30 segundos x 1 ciclo). Se
utilizaron los primers especificos para el gen cp4 epsps. Como control negativo se

utilizé una planta no transformada y como control positivo el vector. Los productos de
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amplificacion se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% y tinciéon

con bromuro de etidio.

= Transformacién de Nicotiana benthamiana con el gen bar

Se transformaron explantes de hoja de N. benthamiana con la cepa LBA4404 de A.
tumefaciens previamente transformada con el vector Bar-IGP mod., utilizando Ia
misma metodologia que para la transformacién con el gen cp4 epsps que confiere
tolerancia a glifosato, con la excepcidn que se utiliz6 como agente de seleccién PPT

en dos concentraciones, 0.8mg/l y 3 mg/I.

La evaluacion de transformantes se realizé mediante PCR con el producto “KAPA3G
PCR kit”, utilizando el mismo programa que para los transformantes de glifosato, a

excepcidon que la temperatura de anillamiento utilizada en este caso fue de 662C.

2.4.3 Evaluacion de la funcionalidad de los genes

Con el fin de evaluar la expresion, se hicieron pruebas inmunoldgicas sobre plantas
PCR positivas. Para las plantas PCR positivas para el gen cp4 epsps se realizaron
pruebas de ELISA cualitativas, con el Kit Pathoscreen™ Agdia para deteccion de la
proteina CP4:EPSPS. La prueba se realiz6 de acuerdo a las instrucciones del
fabricante, utilizando como control negativo una planta no transformada, y como

control positivo la proteina CP4:EPSPS que vine con el kit.

Para las plantas PCR positivas para el gen bar se realizd RT PCR, con el fin de
determinar si el gen se transcribe. Para ello se realizd extraccidon de RNA a partir de
hojas, utilizando el Kit RNA/DNA/protein purification de Norgen biotek corp. Se

visualizé el RNA aislado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, y tincion con
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bromuro de etidio y se midid la concentracion del mismo en el nanodrop. Se realizo
una limpieza de la muestra con el fin de eliminar cualquier posible contaminacién con
DNA, utilizando el kit DNasel RNA free de Thermoscientific. Este proceso se realizé
en una reaccion con las siguientes cantidades: 1 pg de RNA, 1ul de buffer de reaccién
10X (100 mM Tris-HCI (pH 7.5 at 25°C), 25 mM MgCl,,1 mM CaCl,), 1pl de la enzima
DNasel(1U/ul), y se llevé a un volumen final de 10ul con agua tratada con DEPC. El
proceso se llevd a cabo de acuerdo a las especificaciones del fabricante.

Posteriormente se comprobd que no quedaran remanentes de DNA, realizando una
PCR de la muestra con primers especificos para el gen bar (primers BAR-IGP). El
programa de PCR utilizado fue el siguiente: Denaturacién (952C 5 min x 1 ciclo),
anillamiento (952C 1 min, 572C 1.5 min, 722C 1 min x 30 ciclos), elongacion (72 2C 5
min x 1 ciclo). Como control positivo de la prueba se utiliz6 DNA aislado de una planta
PCR positiva para este gen. La amplificacion se visualizé y una vez se comprobé que

no habia DNA en la muestra se realizd sintesis de cDNA.

Para ello se utilizé el kit “First Strand cDNA synthesis” de Thermo Scientific, en una
reaccion con los siguientes componentes: 1 pg de RNA, 1 ul de primers oligoDT
(100uM). Estos fueron incubados a 652C durante cinco minutos y posteriormente se
adicionardn los siguientes reactivos: 4ul de buffer de reaccion 5X (250 mM Tris-HCI
(pH 8.3), 250 mM KCI, 20 mM MgCl,, 50 mM DTT), 1ul de RiboLock inhibidor de RNasa
(20u/pl), 2ul de dNTP mix (10mM), y 2ul de M-MulV transcriptasa reversa (20u/pl). La

reaccion se realizé de acuerdo a las especificaciones del producto.

Posteriormente se realizé una prueba de PCR sobre el cDNA obtenido, utilizando
primers especificos para el gen bar, y el mismo programa de PCR especificado
anteriormente. La amplificacién se visualizd mediante electroforesis en gel de agarosa

al 2% y tincién con bromuro de etidio.
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3. Resultados y discusion

3.1 Analisis de propiedad Intelectual de las secuencias utilizadas
para el diseno de genes

Con el objetivo de que los genes disefiados cumplan con el concepto de libertad de
operacién para Colombia, se buscaron las patentes que afectan el uso de las
secuencias de interés, se hizo el seguimiento de las mismas y se determind si fueron
presentadas y aprobadas en Colombia. A continuacion se describe el estado de
propiedad intelectual de cada una de las secuencias seleccionadas para el disefio de

genes semi-sintéticos, la tabla 3-1 muestra un resumen de los resultados obtenidos.

3.1.1 Secuencias promotoras

Se determind el estado de propiedad intelectual para Colombia de los promotores

FMV, CaMV35S, y Gmubi.

=  Promotor FMV
Se encontraron 3 patentes principales relacionadas con el uso de este promotor,
todas ellas son patentes estadounidenses: US 5378619 (Rogers, 1995), US 5994521
(Maiti & Shepherd 1999) y US6051753 A (Comai et al., 2000).
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La patente US 5378619 (Rogers, 1995) se relaciona con el descubrimiento que la
longitud total del promotor del FMV funciona como un fuerte, y uniforme promotor
para genes quiméricos insertados en células vegetales; la planta transformada
utilizando un gen dirigido por este promotor expresa la proteina en un nivel mas alto
y uniforme en todos los tejidos y células, a comparacion del mismo gen dirigido por
los promotores CaMV35S y el CaMV35S duplicado. La secuencia del promotor esta
localizada entre los nucleétidos 6368 y 6930 del FMV (SEQ ID NO.11 de la patente). Se
protege el uso de la secuencia del promotor, y su utilizacién en casetes de expresiény

en vectores de transformacion.

En esta patente también aclara las posibles secuencias lider 5’ a utilizar para el buen
funcionamiento de este promotor. Sugieren el uso de las secuencias lideres 5 no
traducidas (5’UTRs) de petunia HSP70 (SEQ ID: 1, 2, 3, y 4), Soya HSP17.9 (SEQ ID: 5y
6) y maiz HSP70 (SEQ ID 7, 8 9 y 10), como parte del promotor, y del constructo

génico y del vector generado.

Esta patente estd asignada en las siguientes jurisdicciones: Austria (AT 196318 T),
Australia (AU 626473 B2, AU 1990/065588 A), Canadda (CA 2028903 A1, CA 2028903
C),Alemania (DE 69033628 D1, DE 69033628 T2), Dinamarca (DK 0426641 T3), Unién
Europea (EP 0426641 A2 EP 0426641 A3, EP 0426641 B1), Espafia (ES 2150900 T3),
Grecia (GR 3034680 T3), Israel (IL 96176 DO0), Japén (JP 3198781 A), Nueva Zelandia
(NZ 235887 A), Estados Unidos (US 5378619 A, US 6018100 A), y Sudafrica (ZA
9008699 A).

La patente US 5994521 (Maiti & Shepherd, 1999), protege el uso de la secuencia, y un
vector que contiene el promotor mds una o dos regiones amplificadoras, que
aumentan la expresion del gen heterdlogo presente en el constructo. Esta patente
entré por PCT en 1998, fue solicitada y aprobada para Australia, Canadd, la Unién

Europea y Estados Unidos.



Capitulo 3: Resultados y Discusion 59

La patente US 6051753 A (Comai et al., 2000) protege un constructo que contiene un
promotor FMV diferente al mencionado en las patentes anteriores, es un promotor
que por ser de un tamafio menor lo han denominado FMV 34S. Esta patente sélo se

encontré para Estados Unidos.

El uso del promotor FMV requiere la utilizacidon de una secuencia lider 5’ no traducida.
Las secuencias lideres por definicion estan localizadas en el extremo 5" del mMRNA y no
son traducidas. También pueden ser definidas como la porcidon de la molécula de
MRNA que se extiende desde el capuchdn 5’ hasta el coddn de iniciacién AUG de la
proteina (Austin, 1994). Esta region del mRNA juega un rol crucial en la iniciacién de la
traduccion y en la regulacion de la expresidon génica. Para el disefio del gen con
tolerancia a glufosinato de amonio se utilizd la secuencia lider 5’ no traducida de la
proteina HSP17.9 de la soya. Las patentes relacionadas con el uso de esta secuencia
son: US 5362865 (Austin, 1994) y US 5659122 (Austin, 1997), US 5378619 (Rogers,
1995).

Las patentes US 5362865 (Austin, 1994) vy US 5659122 (Austin, 1997) protegen
moléculas de DNA que comprenden secuencias lideres 5" no traducidas derivadas de
genes de plantas que codifican para proteinas de choque térmico (petunia HSP70,
Soya HSP17.9 y maiz HSP70), las cuales aumentan la expresién cuando se incluyen
dentro de genes quiméricos). Estas patentes protegen constructos génicos generales
donde se utilicen estas secuencias, y el uso como método para aumentar la expresion

de genes quiméricos. Ninguna de las dos fue solicitada para Colombia.

En la US 5378619 (Rogers, 1995) también se protege el uso del promotor FMV unido
a cualquier secuencia lider 5 no traducida heterdloga con respecto a FMV
(reivindicacidon 3), sin embargo, como se menciond en la seccidon precedente esta

patente no fue solicitada para Colombia.
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La busqueda en la base de datos nacional arrojé6 94 patentes publicadas para
regiones promotoras y 24 solicitudes, ninguna de las cuales corresponde a este

promotor.

Como se menciond en el marco tedrico para la concesion de una patente se evallan
tres criterios fundamentales, uno de los cuales es la novedad de la invencion. Segun
el articulo 16 de la decisién 486 (CAN, 2000) una invencidn se considerara nueva
cuando no estd comprendida en el estado de la técnica, éste comprenderd todo lo
gue haya sido accesible al publico por una descripcion escrita u oral, utilizacion,
comercializaciéon o cualquier otro medio antes de la fecha de presentacion de la
solicitud de patente. Teniendo en cuenta este criterio, si estas patentes no se
solicitaron para Colombia en el momento que eran una invencidn novedosa,
actualmente si se llegasen a solicitar no pasarian el examen de patentabilidad, por lo
tanto se concluye que no estan protegidas por derechos de propiedad intelectual en

Colombia.

=  Promotor CaMV35S
Se encontraron varias patentes relacionadas con el uso del promotor CaMV35Sy 195,
una principal y varias continuaciones de la misma. La patente mas antigua es la US
5352605 (Fraley et al., 1994) de la compaiia Monsanto. En esta patente se protege el
uso de los dos promotores CaMV35S y 19S como parte de casetes de expresion,
dirigiendo la expresion heterdloga de genes en células vegetales y en vectores de
transformacion para plantas. La patente US 5530196 (Fraley et al, 1996) es una
continuacién de la anterior, en la que protegen la utilizacion de dichos constructos en

plantas dicotiledéneas.

La patente US 5858742 (Fraley et al, 1999) es una continuacién de la anterior en la
gue se protege el método de transformacion de una célula vegetal utilizando

constructos quiméricos donde se utilicen los promotores CaMV35S o 19S. La US
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6255560 (Fraley et al., 2001) es una continuacién de la anterior en la que
basicamente se protege el uso de los promotores CaMV35S y 19S en constructos
génicos que dirijan la expresion de genes de resistencia a antibidticos como
kanamicina, los mismos constructos en plasmidos de transformacion intermedios vy

plantas dicotiledéneas que porten dichos constructos .

Estas patentes tienen sus homologas en Austria AT61406T, Brasil BR1101069 A,
Alemania DE3484215 D1, Unidn europea (varias versiones) EP0131623 A1/A4/B1/B2,
y Japon JP6315381A, JP2645217 B2, JP 7014349 B, JP S60500796 A.

En la buisqueda en la bases de datos colombiana no se encontrd ninguna patente ni
solicitud relacionada; en las solicitudes que ingresan por medio de PCT relacionadas
con las palabras clave , promotores constitutivos + planta, se encontraron 59
registros, sélo uno de ellos aparentemente relacionado, la solicitud W0O/2001/032897
(Groenewald & Botha, 2001) En ésta se solicita proteger un promotor que incluye un
segmento del CaMV35S y uno del promotor del gen de la ubiquitina del Maiz; dentro
de los paises designados no incluyen Colombia. En la busqueda relacionada con
promotores constitutivos de origen viral, se encontraron ocho registros, ninguno de
los cuales corresponde al promotor de interés. Aunque la mayoria de las patentes
relacionadas con el uso del promotor CaMV35S ya expiraron o estan préximas a
expirar, es importante anotar que ninguna de estas patentes fue solicitada para

Colombia.

. Promotor Gmubi
En la busqueda de solicitudes que entraron por PCT relacionadas con promotores
constitutivos se encontraron 42 registros, ninguno de los cuales esta relacionado con
los promotores de interés. En la busqueda de solicitudes relacionadas con

promotores de genes de soya se encontraron 22 registros en total, de los cuales tres
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corresponden a promotores constitutivos. De ellas la Unica relacionada con el objeto
de estudio es la solicitud W02008140766 A2 (Finer & Bouchard, 2008), la cual solicita
la proteccién del uso del promotor Gmubi, fue realizada por la Universidad de OHIO a
través de PCT en mayo 8 del 2008, incluyendo 110 paises designados entre los cuales
se encuentra Colombia. Esta solicitud consta de 27 reivindicaciones, 19 de las cuales
se relacionan con el uso de estas secuencias promotoras, y las 8 restantes con las
metodologias de evaluacién de promotores utilizando el sistema de captura de
imagenes y el modelo de transformacion transitoria de cotiledones de frijol lima. Para

este caso interesan las primeras reivindicaciones.

En resumen se solicité proteger el uso de las secuencias de varios promotores
aislados de soya, entre ellos el Gmubi asociado al intrén del gen Gmubi vy sin el
mismo SEQ ID:1 y 3, el uso del promotor unido a otras secuencias reguladoras, a
acidos nucleicos que codifiquen para genes de seleccion, genes reporteros, enzimas,
genes que confieran resistencia a insectos, hongos, bacterias, virus o nematodos,
secuencias de nucledtidos o proteinas que medien la resistencia en plantas a sequia,
frio, calor, sal, un inhibidor, lecitina, ARNasas, ribozimas, anticuerpos, vacunas,
farmacos, proteinas, anti-congelantes, citocromo p-450, activadores o represores de
la transcripcion y proteinas involucradas en la biosintesis de quimicos finos; asi como
también, la inclusidn de estas secuencias en constructos genéticos, en vectores su

utilizacion para producir plantas transgénicas, y los productos derivados.

La solicitud US 2010/0186119 A1l (Finer & Bouchard, 2010)para Estados Unidos,
amplid las reivindicaciones a 65. Fue aprobada la solicitud US 8395021 B2 (Finer &
Bouchard, 2013) para Estados Unidos una versién reducida con diez reivindicaciones,

en la que se protege la secuencia del promotor Gmubi en construcciones génicas.

La busqueda de patentes relacionadas con el uso de este promotor en las bases de
datos internacionales muestra las solicitudes mencionadas, indicando que la fase

nacional de esta solicitud solo fue gestionada para Estados Unidos. Hay que tener en
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cuenta que cuando una solicitud es gestionada mediante PCT, para entrar a fase
nacional se tiene un tiempo maximo de 31 meses

(http://www.wipo.int/pct/en/texts/time limits.html). Segun la fecha de solicitud si se

hubiera solicitado la fase nacional en Colombia, tendria que haberse realizado antes
del 8 de enero del 2011, por consiguiente como no se encontré ningun registro
relacionado en las patentes y solicitudes de la base de datos nacional, se concluye que

este promotor puede estar libre de patentes en el pais.

3.1.2 Secuencias codificantes

= Patentes relacionadas con el gen bar

Las patentes del gen bar estan asignadas a Plant Genetic Systems, N.V., (empresa que
fue adquirida en 2002 por Bayer CropScience) y Biogen Inc,. La solicitud de patente
para el gen bar fue presentada por PCT con el nimero W01987/005629 (Leemans et
al., 1987), siendo los estados designados, Australia, Benin, Brasil, Republica
Centroafricana, Congo, Camerun, Dinamarca, Finlandia, Gabdn, Hungria, Japdn,
Republica de Corea, Mali, Mauritana, Noruega, Senegal, Chad, Togo, y Estados
Unidos. Las patentes estadounidenses relacionadas con esta solicitud son las patentes
No. US 5561236 (Leemans et al., 1996), US 5646024 (Leemans et al., 1997a), y US
5648477 (Leemans et al., 1997b).

La patente US 5561236 (Leemans et al., 1996), protege células de plantas
transgénicas que contengan un fragmento heterélogo de DNA que codifique una
proteina con actividad acetil transferasa, especifican la secuencia de DNA y de

aminodcidos correspondiente al gen bar. En la patente US 5646024 (Leemans et al.,
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1997a) se protege el proceso para la produccidon de células vegetales tolerantes o
resistentes a la actividad herbicida de inhibidores de la glutamina sintetasa
incluyendo la PPT o un compuesto con fracciones del mismo, se especifican las
secuencias de genes aislados de Streptomyces sp., lo cual incluye Streptomyces
hygroscopicus (gen bar) y Streptomyces viridochromogenes (gen pat). En la patente
US5648477 (Leemans et al., 1997b), especificamente se protege un vector que
contiene un fragmento de DNA foraneo capaz de inactivar un inhibidor de la enzima

glutamina sintetasa mediante acetilacidn, siendo este fragmento el gen bar o el pat.

Estas patentes estdn relacionadas con sus homologas en diferentes paises, como lo
son: Austria AT 57390 y AT 82323, Alemania DE 3765449, y DE 3782526 T2, Espafia
ES 2052588 T3, Europa EP 242236 B2, Hungria HU 213580 B, Portugal PT 84448 B;
Australia AU 612570 B2, Japdn JP 3142848 B2, y Sudafrica ZA 8701754. Colombia no
estaba entre los paises designados para la solicitud de PCT, ni la patente fue solicitada

directamente en el pais.

La ultima patente concedida en relacidon a estos genes es la numero US 7112665
(Leemans et al., 2006) que es una segmentacion de la US 5561236, en la que se
amplia la proteccidn del gen bar, a cualquier cambio posible en la secuencia de DNA
gue pueda producir un polipéptido con las mismas propiedades para generar
resistencia a Bialaphos (modificacidon de uso coddnico). Esta patente expira en el afio

2023 y no fue solicitada para Colombia.

La busqueda de patentes en la base de datos nacional no arrojo ninguna solicitud de
patente, ni patente relacionada con este gen. Hasta agosto del 2012 la compaiiia
Bayer CropScience tenia 46 patentes asignadas en Colombia ninguna de las cuales
estd relacionada con el uso de estas secuencias. Para las compafias Plant Genetic

Systems y Biogen Inc, no se encontrd ninguna patente ni solicitud de patente, por lo
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tanto se concluye que la secuencia del gen bar no esta protegida por derechos de

propiedad intelectual en el pais.

=  Gencp4 epsps

Para el gen cp4 epsps se encontraron dos familias de patentes asociadas
directamente con el uso de la secuencia de este gen. La primera familia esta
compuesta por las patentes que tienen como titulo “Glyphosate-tolerant
S5enolpytuvylshikimate3phosphate syntases” del grupo Monsanto. Esta fue la patente
donde se registrd el descubrimiento del gen y sus posibles usos; corresponde a las
solicitudes y patentes estadounidenses: W092/04449 Al (Barry et al., 1992) US
5627061 (Barry et al., 1997b), US 5633435 (Barry et al., 1997a), US 5804425 (Barry et
al., 1998), US RE39247 E1 (Barry et al., 2006), US 6248876 (Barry et al., 2001), (se
mencionan Unicamente las de USA, aunque esta también patentado en otros paises).

Ninguna de estas patentes fue solicitada para Colombia.

La segunda familia corresponde a las patentes que llevan por titulo “Soybean event
MON89788 and methods for detection thereof”, la cual fue solicitada por PCT con el
numero W006/130436 A2 (Malven et al., 2006), y corresponde a las patentes US
7632985 (Malven et al., 2009), US 7608761 (Baley et al., 2009) y US 8053184 B2
(Malven et al., 2011) de Estados Unidos. En este grupo se patenta un evento de
transgénesis en soya, que confiere resistencia a glifosato, y hace mencién del uso de

la secuencia del gen cp4 epsps para este efecto.

La solicitud internacional fue presentada para 101 paises, entre los cuales esta
Colombia. Entré a fase nacional el 27 de diciembre del 2007 con el ndmero de
expediente 7136194 (Malven et al.,, 2007). El expediente es titulado “EVENTO
MON89788 DE SOYA Y METODOS PARA LA DETECCION DEL MISMO”, solicitado por
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Monsanto Technology LLC. Esta patente fue aprobada el 26 de noviembre del 2012

segun la resolucion 71489 de la misma fecha.

Se realizé un anadlisis literal de las reivindicaciones para determinar la posibilidad que
esta patente afecte el uso del gen cp4 epsps en Colombia. En este caso aprobaron

siete reivindicaciones, las cuales se detallan a continuacion.

La reivindicacion 1 protege una molécula de acido nucleico que comprende las

secuencias SEQIDNos 1,2,3,4009.

La figura 3-1 es un esquema del constructo del evento MON89788, tomado de la
patente, donde estan sefialadas las secuencias 1,2,3 y 4 que mencionan en las

reivindicaciones.

Figura 3-1: Esquema componentes del evento MON89788 de soya (Malven et al.,

2007).
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Las secuencias 1y 2 son primers, las secuencias 3 y 4 corresponden a regiones 5’ y 3’
gue flanquean el inserto, y la secuencia 9 aunque no esta seialada, corresponde a las

6466 bp que estan graficadas. Estos 6466 bp incluyen los flancos gendmicos 5" y 3’



Capitulo 3: Resultados y Discusion 67

los fragmentos de los bordes derecho e izquierdo del transgen, vy el constructo del
evento compuesto por: un promotor quimérico obtenido a partir del promotor FMV y
el promotor del factor de elongaciéon EF-1 Alfa de Arabidopsis thaliana (tsfl), la
secuencia lider (UTR 5’) y el intrén del mismo, unido al péptido de transito de A.
thaliana, el gen cp4 epsps, y el terminador de la subunidad pequefia de la Rubisco

(gen E9) de P. sativum.

Puesto que en esta reivindicacion se protegen las 6466 bp, la violacidon del derecho
de propiedad intelectual necesariamente incluiria el uso de un constructo idéntico al
mencionado en el que se utilicen las mismas secuencias promotoras y terminadoras,
y donde en la planta transgénica producida, el inserto se localice en el punto exacto

del genoma en el que estd el evento MON 89788.

Para este caso particular se utilizara el gen cp4 epsps en combinacion con elementos
reguladores diferentes a los mencionados, por lo cual no se estaria violando ningun

derecho de propiedad intelectual.

Las reivindicaciones 2 y 3 se relacionan con el uso de primers que comprendan al
menos 11 nucledtidos contiguos iguales o complementarios alos de las secuencias 3
y 4,y que produzcan un amplicén diagndstico del evento MON89788 definido por la
secuencias 1, 2, 3, 4 y 9. Las reivindicaciones 4, 5, 6 y 7 protegen un método para
detectar la presencia de DNA correspondiente al evento MON89788, en el cual se
debe colocar la muestra de ADN de soya, en presencia de los primers especificados, y
obtener un amplicén diagndstico para el evento MON89788. Estas reivindicaciones no

aplican para este trabajo puesto que no se intentara diagnosticar dicho evento.

También se encontrd otra de patente colombiana relacionada con el gen cp4 epsps,
corresponde al expediente 726332 titulado “ELEMENTOS REGULADORES DEL GEN
FACTOR DE INICIACION DE LA TRADUCCION EUCARIOTICO PARA USO EN PLANTAS” de

Monsanto Technology LLC. Esta patente fue aprobada el 24 de agosto del 2012,
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segun la resolucion 50037. Esta invencidn provee promotores y elementos
reguladores aislados de Nicotiana tabacum, Arabidopsis thaliana, y Medicago

truncatula Utiles para modular la expresién transgénica.

Solicitaron patentar 14 reivindicaciones, aprobaron las reivindicaciones 1-4 y 11-14.
Las reivindicaciones que podrian afectar el uso de los genes de interés son las

siguientes:

1. Un constructo polinucleotidico que comprende un polinucleétido que tiene
actividad regulatoria génica que comprende la SEQ ID NO. 1 o un complemento
de longitud total del mismo enlazado funcionalmente a una molécula heterdloga

polinucleotidica transcribible.

2. El constructo polinucleotidico de la reivindicacién 1, en donde dicha molécula

polinucleotidica es un gen de interés agrondmico.

3. El constructo polinucleotidico de la reivindicacién 1, en donde dicha molécula

polinucleotidica transcribible es un gen de tolerancia a herbicida.

4. El constructo polinucleotidico de la reivindicacién 3, en donde dicho gen de
tolerancia a herbicida se selecciona del grupo conformado por genes que
codifican fosfinotricina acetiltransferasa, EPSPS resistente a glifosato,
hidroxifenil piruvato desidrogenasa, delapon dehalogenasa, nitralasa resistente
al bromoxinil, antranilato sintasa, glifosato oxidorreductasa y glifosato N-acetil

transferasa.

En este caso se estd protegiendo el uso de los genes que codifican para las enzimas
EPSPS y PAT unidos a la SEQ No. 1 la cual es un elemento regulador de N. tabacum, A.
thaliana, y M. truncatula. En el caso del presente trabajo, se utilizaran estos genes
asociados a elementos reguladores diferentes a los de la SEQ No. 1, por lo tanto no se

viola el derecho de propiedad intelectual otorgado por esta patente.
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Las reivindicaciones 11-14, se refieren al método de control de malezas, aplicando
glifosato sobre un campo de plantas de cultivo transgénicas tolerantes a glifosato,
donde estas plantas son transformadas con el constructo descrito en la reivindicacién
1. En el caso de este trabajo, es posible que al obtener plantas transgénicas de soya
con tolerancia a glifosato, se utilice dicho método para el control de malezas, sin
embargo se estaria utilizando un constructo diferente al descrito en la reivindicacién
1 de esta patente, por lo cual no se estaria violando la proteccién otorgada por esta

patente.

Como parte final del analisis de libertad de operacién del gen cp4 epsps, es necesario
tener en cuenta que la patente donde se protege su secuencia y el uso de la misma es
la US 5633435 (Barry et al, 1997a), que tiene fecha de inicio de
septiembre 13 de 1994, que indica que se vencera en el aio 2014. Esta patente no fue
solicitada en Colombia, pero es fundamental en nuestro analisis ya que demuestra
que el uso de este gen no podria patentarse en este pais, ya que no cumple con el

principio de novedad, puesto que se conoce hace mas de veinte afios.

3.1.3 Otras secuencias

= Péptido de Transito
La busqueda de patentes relacionadas con el uso de péptidos de transito se realizé
utilizando la secuencia del péptido de transito de la EPSPS de Petunia hybrida; se
encontraron dos patentes directamente relacionadas con esta secuencia: US 5633435
(Barry et al., 1997a) y US RE39247 E1 (Barry et al., 2006). Estas son las mismas donde
inicialmente se protegid el gen cp4 epsps. La US 5633435 es la patente mas antigua, y

la US RE039247 E1 es una reasignacion de la misma.
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En estas patentes, se protege el uso de péptido de transito dentro de una secuencia
gue incluye un promotor, una secuencia que codifica para una EPSPS y una region
terminadora. Estas patentes son del grupo Monsanto y no fueron solicitadas para

Colombia.

= Terminador de la subunidad pequefia de la Rubisco (gen E9) de P. sativum.
Las patentes relacionadas con el uso de esta secuencia protegen su uso, dentro de

constructos especificos.

En la patente US 5633435 vy sus relacionadas (patente original del gen cp4 epsps), se
protege su uso dentro de un constructo relacionado con tolerancia a glifosato
(reivindicaciones 14, 49-52, 69, 74, 98, 100, 108, 114,136 y 142). Como ya se ha

menciond esta patente no fue solicitada para Colombia.

Las patentes US 5362865 (Austin, 1994) y US 5659122 (Austin, 1997) protegen el uso
de casetes de expresidn compuestos por secuencias lideres especificas que aumentan
la expresion de genes heterdlogos, una secuencia codificante y secuencias 3’ no
traducidas como la del gen Nos, genes que codifican para la proteina de
almacenamiento de la soya 7S y el gen E9 de la subunidad pequefia de la Rubisco de

P. sativum. Estas patentes no fueron solicitadas en Colombia.

En la patente US 6531649 B1 (Mannerloef et al., 2013) la secuencia terminadora del
gen E9 esta incluida dentro de una secuencia mayor, se protege el uso de la misma
dentro de un constructo que confiera tolerancia a glifosato, especificamente en
plantas transgénicas de remolacha azucarera (reivindicacién 8). Para este caso se
estara utilizando en plantas de soya, por lo cual no se estara violando ningun derecho
de propiedad intelectual, si esta patente aplicase para Colombia. Sin embargo, la
busqueda en la base de datos nacional indica que esta patente no se solicité para

Colombia.
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En la patente US 8034997 B2 (Bogdanova et al., 2011) se protege el uso de la
secuencia en cuestion asociado a una secuencia que confiera tolerancia a insectos
(reivindicaciones 7, 10 y 18), por lo cual no aplica para este caso. De este analisis se
concluye que hasta el momento no hay ninguna solicitud de patente, ni patente
colombiana en la que se proteja el uso de la secuencia. Dadas las fechas de
publicacion de las patentes mencionadas, si se presentaran nuevas solicitudes

relacionadas el uso de esta secuencia, se incumpliria el principio de novedad.

No se encontraron patentes relacionadas directamente con el uso de las secuencias
terminadoras NOS y CaMV35S, se menciona su uso dentro de constructos génicos,

m4ds no se protege su uso.

= Vector de transformacion

Los constructos seran clonados en el vector pCambia 1301, por lo cual se buscaron
patentes relacionadas con el uso de vectores pCambia. Se encontraron dos familias

de patentes.

La familia de patentes titulada “Microbial beta-glucuronidase genes, gene products
and uses thereof” que protege el uso de vectores pCambia que contengan el casete
gus plus. Esta solicitud entro por PCT con el nimero WO 2000/055333 A1l con 101
paises designatarios, fue solicitada y aprobada para los siguientes paises: Estados
Unidos US6641996 (B1), US7176006 (B2), Unidén europea: EP1175495 (A1),
EP1175495 (B1), Canadd CA2366839 (A1), Australia AU4172400 (A),
AU775238 (B2) y Austria AU775238 (B2).

La otra familia es la titulada “Fungal beta-glucuronidase genes and gene products”, en
la que se protege el uso de vectores de expresién que contienen el gen gus de origen

fungico. Esta entré por PCT en el afio 2005 con el nimero W02005068617 (A2), con
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101 paises designados, sin embargo sélo fue solicitada en Estados Unidos y aprobada

con el numero US 7148407.

Se encontré otro documento relacionado: la solicitud  estadounidense US
2009/0075358 A1, en la cual se solicita proteger el uso de los vectores pCambia 5105
y 5106. Este documento tiene fecha de solicitud de marzo 29 del 2008, pero aun no
hay una patente, probablemente fue negada, o el tramite no se llevé a cabo hasta la

obtencidn de la patente.

En las busquedas para Colombia no se encontré ninguna solicitud ni patente

relacionada.

3.1.4 Consideraciones finales

El desarrollo de una linea transgénica, involucra la utilizacion de varias técnicas y
procesos que pueden estar protegidos por derechos de propiedad intelectual, es
importante tener en cuenta estos aspectos al iniciar un proyecto de investigacion que

tenga finalidad comercial.

Para el desarrollo de este trabajo, se buscaron las solicitudes y patentes relacionadas
con el uso de las secuencias que se iban a utilizar en el disefio de los constructos
génicos. A pesar que todas ellas estan cubiertas por multiples patentes en el exterior,
principalmente en Estados Unidos, Unicamente para el gen cp4 epsps se encontrd una
patente que potencialmente podria afectar este proyecto. Un analisis mds detallado
mostrd que se protegia su uso dentro de un constructo muy especifico, la utilizacién
de la misma secuencia en constructos diferentes no viola ningun derecho de

propiedad intelectual en Colombia.

El andlisis de las solicitudes de patente que entran por PCT, mostré un patrén muy

conservado, las solicitudes mas antiguas (solicitadas hace 15 afios o mas) tenian un
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numero pequeno de paises designados, que correspondian a las grandes potencias
econdmicas. Sin embargo, en las solicitudes mas recientes, siempre se incluyen 101
paises designados, entre los cuales generalmente esta Colombia. Que un pais sea
sugerido como pais designado dentro de una solicitud PTC, no implica que
obligatoriamente se vaya a solicitar la patente en ese pais. Sin embargo, muestra que
Colombia es un blanco de solicitudes de patentes en biotecnologia vegetal por parte

de entidades extranjeras.

El analisis de patentes realizado incluyo secuencias descubiertas 15 a 20 afos atras ,
tiempo en el que estaba empezando la tecnologia del DNA recombinante, y las
patentes asociadas a dichas secuencias se solicitaron principalmente para Estados
Unidos, algunos paises europeos, Australia, y Japon. Sin embargo, la biotecnologia se
ha desarrollado durante estos afios, por lo que secuencias, técnicas y procesos estan
asociados a derechos de propiedad intelectual en muchos paises. El estudio de los
documentos encontrados permite concluir que secuencias antiguas tienen muy baja
probabilidad de haberse patentado en Colombia. Pero, si se trabaja con secuencias
descubiertas mas recientemente, se debe tener mas precaucidn, ya que existen mas

probabilidades de tener una patente o solicitud colombiana.

Se muestra que todas las secuencias utilizadas para el disefio de los casetes de
expresion objetivo de este trabajo, no registran derechos de propiedad intelectual en
Colombia, y pueden ser usadas sin violar derechos de terceros. Adicionalmente el
analisis ejecutado serd de utilidad si en algin momento se desea comercializar las
futuras lineas transgénicas al extranjero, pues estara disponible la informacién de las

patentes en otros territorios, involucradas en los constructos génicos disefiados.

En los andlisis de libertad de operacidon para cultivos modificados genéticamente
involucra una desconstrucciéon total del producto, involucrando también técnicas y

procesos utilizados para el desarrollo de mismo. También es necesario hacer un



74 Diseno de genes semi-sintéticos que confieran tolerancia a herbicidas en soya.

analisis detallado de otros documentos, como por ejemplo, titulos de obtentor de las
variedades que se van a transformar, acuerdos de transferencia de material, acuerdos
de confidencialidad, entre otros (Hincapie & Chaparro-Giraldo, 2013). Se recomienda
continuar con este analisis, de acuerdo con los futuros desarrollos del proceso de

investigacion.

3.2 Disefo de genes semi-sintéticos

3.2.1 Genes con tolerancia a glifosato

= Elementos seleccionados para los constructos génicos
Aunque se han caracterizado varios genes que confieren tolerancia al glifosato, el gen
cp4 epsps es el que cuenta con mayor evidencia empirica, estando presente en la
mayor parte de lineas transgénicas comerciales. Esta caracterizado desde el punto de
su funcidn bioldgica, y cuenta con estudios de alergenicidad y pruebas de seguridad
ambiental (CERA, 2010) por lo que es un candidato ideal, si se piensa en producir

lineas transgénicas con fines comerciales.

Como se menciond en el marco tedrico la enzima EPSPS es codificada en el nucleo
celular y transportada al cloroplasto a través de un péptido de transito (Della-Cioppa
et al., 1986). Los péptidos de transito de Petunia hybrida y Arabidopsis thaliana han
sido usados para el direccionamiento de proteinas al cloroplasto de plantas
transgénicas en cultivos como algoddn, canola, soya, maiz entre otros. Asi la mayor
parte de las lineas transgénicas comerciales con tolerancia a glifosato tienen una u
otra secuencia. Para el disefio de estos constructos se utilizd el péptido de Petunia

hybrida (Della-Cioppa et al., 1986).



Capitulo 3: Resultados y Discusion 75

Es preferible utilizar promotores que tengan alta expresién en todos los tejidos
meristematicos ya que el glifosato se transloca y acumula en estos tejidos (Barry et
al., 1997c), por eso se incluyen promotores constitutivos en el disefio de los casetes
de expresién, promotores que han mostrado eficiencia cuando se han utilizado en la
transformacion genética en soya. Se utilizé el conocido promotor 35S del virus del
mosaico del coliflor (CaMV35S), caracterizado por producir altos niveles de expresién
en virtualmente todas las regiones de la planta transgénica en su versién simple

(Odell et al., 1985) y duplicada (Kay et al., 1987).

Por otro lado, y teniendo en cuenta una de las preocupaciones de la opinién publica
en cuanto a los cultivos transgénicos, la utilizacion de secuencias provenientes de
bacterias y virus, se decidid utilizar un promotor constitutivo de origen vegetal, el
promotor del gen de la polibuiquitina de la soya o Gmubi (Chiera et al., 2007;
Hernandez-Garcia et al., 2010; Hernandez-Garcia et al., 2009). La ubiquitina es una de
las proteinas mas conservadas, estd relacionada con procesos celulares vitales
incluyendo mantenimiento de proteinas, estructura de la cromatina y reparacién de
DNA, ademas es muy abundante en el citoplasma de la mayoria de las células

vegetales (Potenza et al., 2004).

El promotor Gmubi fue identificado por Chiera et al. (2007) mediante aislamiento de
secuencias gendmicas de soya con motivos estructurales semejantes a la region 5’
del gen de poliubiquitina | del maiz. Estos autores compararon la expresion de este
promotor y el p35S mediante fusién con el gen reportero gfp y encontraron que el
promotor Gmubi genera niveles de expresién de dos a cinco veces mas fuertes que el

p35S.

Hernandez-Garcia et al. (2009) evaluaron la expresion del gen gfp dirigido por el
promotor Gmubi en tejido embriogénico de soya establemente transformado. La

expresion de la proteina GFP fue analizada en callo embriogénico transformado, en
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drganos y tejidos de plantulas y plantas en desarrollo. La proteina GFP mostré una

fuerte expresidn en todos los tejidos.

Aunque los promotores heterdlogos son usados a menudo para regular la expresion
de transgenes, los factores que regulan los promotores podrian no estar presentes en
dichos sistemas y la expresidn genética podria no ser predecible. Hay ejemplos de
promotores de ubiquitina que muestran expresién alta en la planta de origen y no en
sistemas heterdlogos (Hernandez-Garcia et al., 2009), puesto que el objetivo final es

utilizar los genes disefiados en soya, es ideal tener un promotor de la misma especie.

En total se disefiaron tres constructos que confieren tolerancia al herbicida glifosato

(tabla 3-2).

Tabla 3-2: Estructura de los genes semi-sintéticos con tolerancia a glifosato.

E-IGP Gmubi CTP- Petunia hybrida | cp4-epsps optimizado | Nos 2807bp

E-IGP2 | CaMV35S | CTP- Petunia hybrida | cp4-epsps optimizado | Nos 2424bp

E-2 35S CTP- Petunia hybrida | cp4-epsps original Nos 2617bp
duplicado

= Modificacion de la secuencia codificante

La secuencia de el gen cp4 epsps se obtuvo de la patente US 5633435 (Barry et al,,
1997a) SEQ ID No.9. Esta secuencia originalmente tenia 1982bp, se determind el ORF
utilizando la herramienta ORF Finder del NCBI, se eliminé la secuencia no codificante

y se trabajé con una secuencia final de 1368 bp.

Mediante el software VGD 1.3 se realizaron cambios iterativos en la secuencia de la
ORF del gen cp4 epsps, favoreciendo los codones preferentes de la soya. Cuando se

realizan modificaciones de uso coddnico hay que tener en cuenta que existe un
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numero enorme de secuencias de DNA que pueden codificar para una misma
secuencia de aminodcidos. Haciendo un calculo hipotético, cada aminoacido podria
ser codificado por un promedio de tres codones diferentes, entonces una secuencia

100 47 .
(~5x10™) secuencias

de 100 aminoacidos podria ser codificada por alrededor de 3
de nucledtidos diferentes (Gustafsson et al., 2004). Por este motivo, para seleccionar
la secuencia final se tuvieron en cuenta algunos parametros que permiten medir el

sesgo cododnico.

Aunque hay diversas aproximaciones para mejorar la expresién de una secuencia se
ha demostrado que el que mds influyente es el sesgo coddnico (lannacone et al.,
1997; Perlak et al., 1991) , por ello el pardmetro al que mayor peso se le dio en el

disefo de genes fue el CAl (Sharp et al., 1987).

Como se ha mencionado a lo largo de este escrito, no existe una regla clara sobre
cuanto modificar una secuencia. A pesar de que la mayoria de los genes usados en
transgénesis vegetal son modificados para favorecer el uso coddnico de la planta
receptora, hay muy pocos autores que indiquen el valor de CAl o algun otro
pardmetro modificado en la secuencia. Ello puede deberse a que la modificacion de
uso coddnico es un servicio ofrecido por empresas que se reservan esta informacion,
o a que las multinacionales productoras de plantas transgénicas han patentado este
tipo de procesos o lo consideran secreto comercial y por lo tanto no lo publican. Asi,
para el desarrollo de este trabajo se tuvieron en cuenta los pocos reportes

relacionados.

Kucho et al. (2013) mejoraron la eficiencia de traduccion del gen que confiere
resistencia a la gentamicina utilizando una version modificada, cuyo valor de CAl era
de 0.835, Laguia-Becher et al. (2010) lograron el mismo efecto con el antigeno SAG1
de Toxoplasma gondii en tabaco, utilizando una version del gen con un CAI de 0.83,

mientras que Yan et al. (2011) encontraron que versiones modificadas del gen
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Pparol, que confiere tolerancia a glifosato, con valores de CAl de 0.7 y 0.9. De
acuerdo con estos reportes, la secuencia codificante se modificé hasta tener un CAl

de 0.8 aproximadamente.

Como se observa en la figura 3-2, la secuencia sin modificar tenia un alto contenido G-
C sobretodo en el tercer coddn (84.21%), que es un valor mas alto que el valor
reportado para genomas vegetales (Kawabe & Miyashita, 2003). Utilizando la funcién
de optimizacién coddnica de VGD 1.3, a medida que se iban cambiando los codones
originales hacia codones preferentes de la soya (figura 3-3), este porcentaje fue

variando hasta una valor final de 48.21%.

Figura 3-2: Comparaciéon Pardmetros iniciales (A) y finales (B) de la secuencia del gen

cp4 epsps.
A B
5] Gene analysis == 5] Gene analysis ==
Parameter | Value | Parameter | Walue |
CAl 0.6161 cal 0.7756
MNe 27.093 Nec 45426
Overall GC content (%) 65.8626 Overall GC content (%) 517818
GC content at 1st place (%) 651316 GC content at 1st place (%) 58.9081
GC content at 2nd place (%) 48.2456 GC content at 2nd place (%) 482182
GC content at 3rd place (%) 84.2105 GC content at 3rd place (%) 482182

El contenido de GC en la tercera base también es el factor mas importante para
discriminar el uso codénico entre monocotiledéneas y dicotiledéneas, en
monocotileddneas 16 de 18 aminoacidos favorecen GC en esta posicion, mientras que
en dicotileddéneas Unicamente 7 de 18 aminoacidos posibles lo hacen (Murray et al.,

1989).
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Figura 3-3: A. Optimizacién codénica en VGD 1.3%. B. Busqueda de sitios cripticos de splicing.

@ Codon eptimization

|#] Restore |1&} Align |23 Copy

Maxirmurm number of mutations |3'D

~Result
Optimized sequence
ATGTCTCATGGAGCTAGCAGTCGACCAGCTACAGCTCGTAAGTCTTICC -

GGTTTGTCCGGAACCGTCCGTATTCCCGGTGATAAATCTATATCTCACE ||
GTTCTTTCATGTTTGGTGGACTGGCCAGTGGGGAGACCAGAATTACTG

GCcontent (%) 514620 Ne [476703

IGchine Maxvgw j CAl IG.??93

| e E—
| o —

5§ Sifent removal of sequences i<
e Jakan 20 Ba (@i cellecion | .
B [&# Search |(})Perform |i2iAlign | = Apply | 5% || Collection |

Restriction enzyme sites

Ta Sequences -
Lo ! Potential intron cryptic splice sites

GCAGG, AGGTATGT, CAGG, GTAAGT, GTACGT, AGGTA. G e

GGGTGAG, AGGTAAGT, AGGTACGT, AGGTAGGT AGGTAT oienfiat polyadenyiation signaks

AGGTCCGT. AGGTCGGT, AGGTCTGT AGGTGAGT, AGGTGCGT, AGGTGGGT.
AGGTGTGT, AGGTTAGT AGGTTCGT, AGGTTGGT, AGGTTTGET

Result ' Before

Eefora silent removals -

[F] GCAGG : 4 finding(s) at 189, 426, 621, 843
[FIAGGTATGT :

[F] CAGG - 6 finding(s) at 190, 204, 427, 523, 622, 844
[F] GTAAGT :

[FIGTACGT

[F1AGGTA :

[F] GTAAGT :

[FIAGGTGAG :

[F1 GGGTGAG :

[F1AGGTAAGT : 4
[F] AGGTACGT
[F] AGGTAGGT :
[F1 AGGTATGT :
[F] AGGTCAGT :
[FIAGGTCCGT
[FIAGGTCGGT :
[F1AGGTCTGT

m

* Cada vez que se da clic en el comando “perform” el programa VGD 1.3 cambia el uso coddnico, lo
que origina cambios en los parametros subrayados (contenido de GC, CAl, Nc).
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Adicionalmente un porcentaje elevado de GC en la tercera posicion, favorece la
formaciéon potencial de estructuras tipo “hairpins” que pueden afectar la expresién y
estabilidad del RNA (Barry et al., 1992), por lo cual 48.2% de GC en la tercera base es
un valor mas apropiado para que el gen se exprese en la soya, o en dicotiledéneas en
general. La secuencia final quedo con un contenido global GC global de 51.78% que es

mas cercano al de la soya (46%).

El Numero efectivo de codones Nc (Wright, 1990), un pardmetro que mide el grado de
sesgo coddnico, es un numero entre 20 y 61, donde 20 significa extremadamente
segado, y 61 un sesgo o patron de uso igual entre los codones sinénimos. La
secuencia original tenia un Nc de 27, lo que indica que habia un uso coddnico muy
sesgado solo hacia 27 de 61 codones posibles, las modificaciones en la secuencia
permitieron aumentarlo a 49.5 lo que puede brindar mayor versatilidad al proceso de

traduccidn.

En total se cambiaron 379 bases (27.56%) y 325 codones (70.91%). Hay que tener en
cuenta que cada cambio generado en la secuencia, asi sea para acercarla al patrén de
uso cododnico de la planta huésped, puede generar en la nueva secuencia otro tipo de
sefiales que perjudiquen su expresién como seiales cripticas de splicing y sitios de
poliadenilaciéon prematuros, por lo cual es necesario realizar iterativamente la
eliminacion de dichos sitios mediante cambios de uso coddnico. De la secuencia
original se eliminaron 10 sitios de splicing cripticos (4 GCAGG, 6 CAGG, figura 3-3 B) y
de la secuencia optimizada 16 (5 GCAGG/11 CAGG) y 4 sitios de poliadenilaciéon
prematuros (2 AAGAAA/2 AATAAC).

El alineamiento pareado mediante el algoritmo de Neddle Wunch entre la secuencia
nucleotidica optimizada y la secuencia original mostré un porcentaje de identidad del

74%.
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La secuencia del péptido de transito se obtuvo de la patente US US5633435 (Barry et
al., 1997a) SEQ ID 14. En el péptido de transito solo se realizaron modificaciones para
eliminar sitios de splicing cripticos y sefales de terminacion prematuras ya que el CAl
de la secuencia original era de 0.86, esto es debido a que las dicotileddneas tienen
sesgo coddnicos similares entre si (Murray et al., 1989; Wang & Roossinck, 2006). En
total se cambiaron 13 pares de bases (5.94%) y 11 codones (15.07%) que permitieron
eliminar cuatro sitios de poliadenilacidon prematura (1 CATAAA/2 AAAAAA/1 AATTAA)

y un sitio de splicing criptico (1 CAGG).

= Ensamblaje de los constructos génicos

Una vez se obtuvieron las secuencias modificadas para utilizar en el constructo
génico, se ensamblaron con el software Gene Designer 2.0 (Villalobos et al., 2006).
Este programa permite unir las secuencias segun el orden que se desee en el
constructo y generar una secuencia final en formato FASTA. De esta manera se
colocaron consecutivamente las secuencias del promotor, péptido de transito,

secuencia optimizada del gen y terminador (figura 3-4).

La secuencia del promotor Gmubi se tomd del banco genético ID gi| 162280984 |, es
una secuencia de 917 bp, contiene una regién 5’ UTR entre las bases 241-325 y una
region intrénica de la 326-917. Las secuencias del gen y del péptido de transito de la
patente US 5633435 (Barry et al., 1997a) SEQ ID No.9 y SEQ ID No. 14. La secuencia
del terminador Nos del banco de genes gb|AF234316.1|:2085-2337.

Se colocaron en los extremos secuencias de reconocimiento para las enzimas de
restriccidon Sall y Pstl. Se escogieron debido a que cortan una sola vez en el vector de
transformacion seleccionado, en la zona del polilinker, lo que permite que puedan

ser clonados dentro del vector.
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Figura 3-4: Ensamblaje elementos del constructo en Gene Designer 2.0.*
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Como algunas de las secuencias codificantes dentro de los constructos tenian
secuencia de reconocimiento para la enzima Pstl, se realizaron cambios silenciosos en
la secuencia para eliminar dichos sitios, este proceso se realizdé con el software VGD

1.3.

Al insertar la secuencia de reconocimiento de las enzimas de restriccién se tuvo
cuidado de no alterar el marco de lectura, verificando con la herramienta ORF del
software Gene Designer 2.0. En los casos en que se observé que se afectaba el marco
de lectura, se adicionaron uno o dos nucledtidos al inicio de la secuencia de

reconocimiento de enzimas de restricciéon hasta que se obtuvo la ORF correcta.

* En el panel de la izquierda se observan los diferentes elementos genéticos del constructo incluyendo
sitios de reconocimiento de enzimas de restriccién, promotor, péptido de transito, gen y terminador.
El programa da la posibilidad de ordenarlos segun se desee, y darle un sentido Forward o Reverse. A
la derecha se observa como cada barra de color esta asociada con su respectiva secuencia de DNA, y
en la parte inferior se observa el tamafio de cada segmento y su posible traduccidn en los seis marcos
de lectura.
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La figura 3-5 es un diagrama de los constructos finales, donde se muestran los
elementos de cada uno de los constructos, y sus respectivos tamafos. El anexo A

muestra las secuencias finales.

Figura 3-5: Diagrama genes semi-sintéticos que confieren tolerancia a glifosato.
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) D
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\ /
4 E-IGP2 N\
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|I_T _i
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=  Andlisis traduccional in silico

Obtenida la secuencia final en formato FASTA de cada uno de los constructos, se
realizé el analisis traduccional in silico utilizando la herramienta ORF Finder del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html) y con el algoritmo Genmark (Lomsadze

et al., 2005).

La herramienta ORF Finder permite determinar los seis marcos de lectura en los que
podria realizarse el proceso de traduccién como se observa en el lado izquierdo de la
figura 3-6. Puesto que los constructos se disefiaron en sentido 5’-3’ la proteina
deberia generarse en los marcos de lectura +1,+2 0 +3, y en este caso corresponden al
segmento de 1584 nucledtidos (CTP: 216 bp + cpdepsps:1368 bp). A la derecha se
observa la prediccion de la secuencia de aminoacidos de la proteina traducida. Para
los tres constructos los programas generaron una proteina de 527 aminoacidos, que
corresponden a la proteina CP4 EPSPS y su péptido de transito. Se realizd
alineamiento entre los aminoacidos 73-527 de la proteina predicha contra la proteina
esperada (US 5633435 SEQ ID No. 3), evidenciandose un alineamiento perfecto. De la
misma manera ocurrié al alinear los primeros 72 aminoacidos con la secuencia del

péptido sefal (anexo B).

Adicionalmente, la secuencia de la proteina fue examinada con la herramienta ClorolP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/), que permite detectar la presencia de
péptidos de transito en una secuencia de aminoacidos. De acuerdo al CS-score de la
salida (anexo B), se confirma la existencia de un péptido de transito que dirige la

proteina hacia el cloroplasto, en esta secuencia.

Estos resultados demuestran, en el analisis in silico, que los constructos disefiados
efectivamente se traducen en la proteina CP4-EPSPS (|Q9R4E4|) que confiere

tolerancia al herbicida glifosato.
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Figura 3-6:
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3.2.2 Genes con tolerancia a glufosinato de amonio

= Elementos seleccionados para los constructos génicos
Los dos genes mas utilizados para conferir resistencia al herbicida glufosinato de
amonio son el gen bar de Streptomyces hygroscopicus (Thompson et al., 1987) y el
gen bar de Streptomyces viridochromogenes (Wohlleben et al., 1988). El ORF de los
dos genes tiene un tamaino semejante y los dos producen la proteina fosfinotricina n-
acetil transferasa (PAT); las proteinas codificadas por estos genes tienen un

porcentaje de identidad del 84.7%.

En plantas transgénicas liberadas comercialmente se han utilizado los dos genes. Se
escogio utilizar la secuencia de S. hygroscopicus, ya que hay varios reportes del uso
de este gen como marcador de seleccién especificamente en plantas de soya (Paz et

al., 2006; Paz et al., 2004a; Zeng et al., 2004; Zhang et al., 1999).

El glufosinato es un inhibidor competitivo de la enzima glutamina sintetasa. La enzima
esta presente en la célula en dos formas, una citoplasmatica y una cloroplastica (Cren
& Hirel, 1999). La mayoria de las plantas transgénicas con tolerancia a glufosinato
portan el gen de tolerancia a PPT sin ninguna clase de péptido sefial. Unicamente
algunos hibridos transgénicos de canola (ej. MS1, RF1 =>PGS1)) producidos por Bayer
CropScience, direccionan el gen hacia el cloroplasto. Dadas las dos formas celulares
de la enzima, puede ser que las dos opciones sean validas para que las plantas

transformadas expresen tolerancia al glufosinato.

Lutz et al. (2001) desarrollaron plantas transplastomicas de tabaco, transformando el
genoma del cloroplasto, con tolerancia a glufosinato. A pesar de que la enzima se
expresd y las plantas mostraron tolerancia al herbicida, no pudieron realizar la
seleccidon de plantas utilizando glufosinato. Estos autores concluyeron que no sélo la
enzima sino también la localizacion subcelular de la proteina PAT es critica para

seleccionar las plantas transgénicas. Puesto que el objetivo de los constructos que se
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disefiaron en este trabajo es la utilizaciéon como gen de interés y gen marcador de

selecciéon vegetal, la mejor opcidn es no incluir un péptido sefial en su estructura.

Como elementos promotores de los constructos que confieren tolerancia a
glufosinato, se seleccionaron promotores de expresion constitutiva, ya que se
requiere que el gen se exprese en todos los tejidos de la planta transformada. Se
seleccionaron los promotores 35S (Odell et al., 1985) y FMV (Maiti et al., 1997,
Sanger et al., 1990). EI p35S es el promotor constitutivo mas utilizado en
transformacioén genética de plantas. Y el promotor FMV, ha sido utilizado en varios
eventos de transformacion genética mostrando una buena expresién del gen

heterdlogo que dirige (ej. MON89788, GTSB77, HT-1, GT73, RT73 entre otros).

El uso del promotor FMV debe incluir preferiblemente una secuencia lider 5’, que
puede provenir del mismo promotor o de una fuente heterdloga (Rogers, 1995). Para
el disefo constructo con el promotor FMV se utilizé la secuencia lider 5’ no traducida

de la proteina HSP17.9 de la soya, sugerida por Rogers (1995).

Como secuencias terminadoras se utilizaron la region terminadora del 35S vy la
secuencia terminadora de la subunidad pequefia de la Rubisco gen E9 de P. sativum,
que ha sido utilizada en varias lineas transgénicas comerciales (ej, GTSB77, HT-1,

MON89788 entre otras).

Se disefiaron dos constructos que confieren tolerancia al herbicida glufosinato, cuya

estructura se muestra en la tabla 3-3.

Tabla 3-3: Estructura de los genes semi-sintéticos con tolerancia a fosfinotricina

Nombre | Promotor Gen Terminador | Tamafo
Bar-IGP FMV Bar S. hygroscopicus optimizado E9 1562 bp
Bar-2 CaMV35S Bar S. hygroscopicus original CaMV35S 1331 bp
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= Modificacidn de la secuencia codificante

La secuencia del gen bar se obtuvo del banco genético ID X17220, se determind su
ORF entre los nucledtidos 31-582, el resto de la secuencia se elimind. Mediante el
software VGD 1.3 se realizaron cambios iterativos en el ORF del gen bar favoreciendo
los codones preferentes de la soya, se eliminaron sitios de splicing cripticos, sefales
de poliadenilacién prematuras y un sitio de restriccion para la enzima Pstl. Al Igual
gue para el gen cp4 epsps, el contenido GC en el tercer codén de la secuencia inicial
era mas alto que el utilizado en plantas (89.13%), por ello para la escogencia de la
secuencia optimizada se tuvo en cuenta la disminucién de este pardmetro (Figura 3-

7).

Figura 3-7: Parametros iniciales (A) y finales (B) de la secuencia del gen bar.

A B
5‘=3_1 Gene analysis @:ﬁ_] Gene analysis @

Parameter Value Parameter Value

CAl 0.6016 CAl 0.7782

Nc 22.636 Ne 44218

Overall GC content (%) 68.2871 Overall GC content (%) 48.3696

GC content at 1st place (%) 673913 GC content at 1st place (%) 576087

GC content at 2nd place (%) 483696 GC content at 2nd place (%) 478261

GC content at 3rd place (%) 891304 GC content at 3rd place (%) 396739

En total se cambiaron 153 pares de bases (27.72%) y 132 codones (71.74%). Estos
cambios permitieron eliminar 7 sefiales cripticas de splicing de la secuencia original
(GCAGG /CAGG /GTACGT), y 8 de la secuencia optimizada (1 GCAGG/ 5 CAGG/1
GCAGG/1 GTAAGT), no se encontraron sefiales de poliadenilacién prematuras. El CAl
subié de 0.60 a 0.78, lo que favorecera su expresion en plantas de soya. El
alineamiento pareado de la secuencia nucleotidica final con la secuencia original

revelo un porcentaje de identidad de 72.4%.
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= Ensamblaje de las secuencias del constructo

El ensamblaje de los elementos del constructo se realizé con el software Gene
Designer 2.0. La secuencia del promotor FMV vy la regién 5’UTR se tomaron de la
patente US 5378619 SEQ ID No 11 y SEQ ID No 5 respectivamente La secuencias del
promotor y terminador CaMV35S, y el terminador E9 del banco genético
|HQ698853.1|:1967-2514, AF234316.1|:8727-8930, | AF309825.2|:1882-2176
respectivamente. La figura 3-8A muestra un pantallazo del ensamblaje de los
elementos del constructo. Y la figura 3-8B el diagrama final de los dos constructos,

donde se observa los elementos genéticos utilizados y sus respectivos tamanos.

Figura 3-8A: Ensamblaje de los elementos del constructo.’
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> En el panel de la izquierda se observan los diferentes elementos genéticos del constructo incluyendo
sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion, promotor, 5’UTR, gen y terminador. A la derecha
se observa como cada barra de color esta asociada con su respectiva secuencia de DNA, y en la parte
inferior se observa el tamafio de cada segmento y su posible traduccidn en los seis marcos de lectura.
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Figura 3-8B: Diagrama genes semi-sintéticos con tolerancia a fosfinotricina.

/ BAR-IGP \

pFMV (597 bp) 5’'UTR (71bp) bar 0|imt. (552 bp) T-E9 (295 bp)

b > I__l|
sall (18 bp) Xhoul (9 bp) Pstl (20 bp)

| 1562 bp |

\- _J

( BAR-2 \

pCaMV35S (548 bp) bar (552 bp) T-CaMV35S (204 bp)
| | T
Sall (13 bp) Pstl (14 bp)

\i 1335bp I /

=  Andlisis traduccional in silico

La figura 3-9 muestra la prediccion de la secuencia de aminodacidos generada
mediante la herramienta ORF Finder. En el panel de la izquierda, se observa
graficamente la traduccidn de los constructos en los seis marcos de lectura. Es de
anotar que en algunos casos, se puede observar mas de una proteina predicha en un
mismo marco de lectura; esto se debe a que la herramienta determina las posibles
proteinas mediante la deteccién de un coddn de inicio (ATG) y un coddn de parada

(TAA, TAG, TGA), estas secuencias pueden encontrarse a lo largo del constructo.
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La proteina esperada debe ser codificada por una secuencia nucleotidica de 552 bp
(longitud del gen bar). Como se observa, a la izquierda de la figura 3-9, la
herramienta detectd la proteina codificada por esta secuencia en los marcos de
lectura +3 y +2 en cada caso. Para los dos constructos, esta secuencia traduce para
una proteina de 183 aminodcidos (panel de la derecha). Mediante alineamiento con la
proteina esperada |P16426|, se confirmé que efectivamente los constructos
disefiados codifican para la fosfinotricina acetil transferasa. Teniendo en cuenta que
las modificaciones realizadas en la secuencia nucleotidica son modificaciones
silenciosas, las dos proteinas muestran un porcentaje de identidad del 100% (ANEXO

B).

Figura 3-9: Traduccidn in silico de los genes semi-sintéticos que confieren tolerancia a

fosfinotricina.
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3.3 Caracterizacion molecular de los genes disefados y
transformacion de bacterias

3.3.1 Transformacion de Escherichia coli y pruebas de PCR

Se transformd la cepa DH10B de E. coli con cada uno de los constructos disefiados.
Las colonias transformadas fueron seleccionadas sobre medio LB con kanamicina
50mg/I. Para la caracterizacion molecular de las colonias transformadas se disefiaron
primers especificos para los genes de interés (Tabla 3-4), y se efectuaron pruebas de

PCR de colonias.

Tabla 3-4: Primers utilizados para la caracterizacion molecular de los constructos.

Regién que | Nombre Secuencia Tamafo de

amplifica Primers Amplicon

cp4 epsps | E-IGP FW: ACGTGCTCATGAACCCTACAC 421 bp

optimizado RV: GCTATACGGTGATCGAGATGC

cp4 epsps | EPSPS1 FW: TCACCATGGGGCTTGTAG 446 bp

optimizado RV: AACGAGAGGGAAGGCAGT

cp4 epsps E-2 FW: ATATCCGATTCTCGCTGTCG 341 bp
RV: CCATCAGGTCCATGAACTCC

bar BAR-IGP FW: GCGTCCTGCCGATATTAGG 531 bp

optimizado RV: TCTGTAACGGGCAATACGG

bar BAR2 FW: GTCTGCACCATCGTCAACC 446 bp
RV: CTGAAGTCCAGCTGCCAGA

gus GUS FW: CAGAACTCGCCGTAAAGACTG | 458 bp
RV: AGGGTCTTGCGAAGGATAGTG

Promotor | GMUBI FW: GGGCCCAATATAACAACGAC 328 bp

Gmubi RV: AACCTTGAAGGGAGAGGTAGG

Promotor | 35S FW:GCTCCTACAAATGCCATCA 196 bp

CaMv35S RV: GATAGTGGGATTGTGCGTCA

La Figura 3-10 muestra los resultados de las pruebas de PCR, en cada caso se
observan las amplificaciones obtenidas para cinco o seis colonias transformadas con

cada uno de los constructos. Para el vector E-IGP se utilizaron primers que
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amplificaban el gen cp4 epsps optimizado y se observd el amplicén esperado de 421

bp (Fig. 3-10 A).

Figura 3-10: PCR de colonias de E. coli transformadas con cada constructo.
A. E-IGP, B. E-IGP2, C. E-2, D. BAR-IGP, E.BAR-2. MP: marcador de peso molecular 12kb, -

control negativo +: control positivo, 1 a 6: coloniala6.

A -
L e e
e — e w——421hp E
- = S A % 3196bp

-

- — =» 341 bp

Para el vector E-IGP2 se utilizaron primers para el p35S, y se observd el amplicén de
196bp (Fig. 3-10 B). Para el vector E-2 primers que amplifican el gen cp4 epsps y se
observé el amplicon 341 bp esperado (Fig. 3-10 C). Para el vector Bar-IGP primers

para el gen bar optimizado, y se observé el amplicon de 531 bp (Fig. 3-10 D). Para el
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vector Bar-2 primers que amplifican el gen bar y se observé el amplicon 442 bp
esperado (Fig. 3-10 E). En todos los casos se utilizd una colonia de E. coli cepa DH10B
sin transformar como control negativo, la cual no amplificéd en ninguno de los casos,

de acuerdo a lo esperado.

Se realizaron pruebas de PCR sobre DNA plasmidico aislado de colonias PCR positivas,
con el fin de caracterizar los constructos. En todos los casos la PCR se realizo
utilizando primers para el gen de interés (cp4 epsps o bar). En la figura 3-11 se
observa que en todos los casos las muestras amplificaron, confirmando la presencia
del gen de interés en cada uno de los plasmidos. Mientras los controles negativos no
amplificaron en ningun caso de acuerdo a lo esperado. Se selecciond una colonia

positiva para cada constructo y se criopreservé.

Figura 3-11: Amplificacién de los genes de interés para cada vector. A. E-IGP, B. E-

IGP2, C. E-2, D. BAR-IGP, E.BAR-2. MP: marcador de peso molecular 12 kb, H,O: control
absoluto, - : control negativo, 1: DNA plasmidico.

A B C
MP H0 = 1 MP H0 - 1 MP H0 = 1
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Se mandd a secuenciar la region correspondiente al gen de interés de cada vector con
la compafiia Macrogen. Este proceso se realizé sobre el DNA plasmidico aislado de las
bacterias PCR positivas, para lo cual se diseflaron primers que se apareaban con las
secuencias presentes 100 bp corriente arriba y 100 bp corriente abajo del constructo,
con el fin de garantizar una cobertura total de los genes. La secuenciacién demostré

que todos los genes tenian las secuencias esperadas.

3.3.2 Eliminacion de gen reportero del vector de transformacion

Con el fin de eliminar el gen gus de los vectores E-IGP y BAR-IGP se realizé digestion
de cada uno de los plasmidos con la enzima de restriccion Pvul. La digestion del
vector E-IGP generd dos fragmentos, uno de 10030 bp sin el gen, y otro de 2712 bp
con la regidon p35S — gus. La digestion del vector BAR-IGP, genera también dos

fragmentos, uno de 8796 bp sin el gen y otro de 2712 bp con el gen (Figura 3-12).

Tras la digestion, se visualizd el DNA en gel de agarosa, observandose las bandas
esperadas (Figura 3-13). Luego, se cortd cuidadosamente el fragmento
correspondiente a la banda de interés (plasmido sin gen gus), y se eluyé el DNA

utilizando el kit “QlAquick Gel Extraction” de Qiagen.

En este punto se tenia una molécula linear de DNA con los extremos cohesivos
generados por la enzima Pvul. Para re-circularizar el vector se efectudé una reaccion de
ligacion con la T4 DNA ligasa de Invitrogen. Las ligasas catalizan la formaciéon de
enlaces fosfodiester entre las terminaciones hidroxilo 3’ y fosfato 5’ de los acidos
nucleicos (Sambrook & Russel, 2001), permitiendo la unién de los extremos de la

molécula linear y su circularizacion.
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Figura 3-12: Diagrama vector de transformacion en Gene Designer 2.0. A. antes de la

digestion B. después de la digestion.
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La digestion se realizd sin ningun inconveniente, pero fueron necesarios varios
intentos para obtener la ligacién. Esta Unicamente se logré cuando se utilizé una
concentracion de DNA baja (27 ng/ul), lo cual podria deberse al hecho que una baja
concentraciéon favorece la ligacién intramolecular — recircularizacidon del vector -

(Linkeed Rapid DNA Ligation Kit protocol).
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Figura 3-13: Digestion plasmidos con la enzima Pvul. A. Plasmido E-IGP. Carril 1: Vector
E-IGP, 2: Digestion. B. Plasmido BAR-IGP. Carril 1: Digestion BAR-IGP, 2: corte de la
banda de interés.
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Con el producto de la reaccién de ligacidn se transformaron bacterias de E. coli cepa

DH10B, se cultivaron en placas de Petri sobre medio de seleccién con kanamicina.
Sobre las colonias crecidas se realizdé PCR de colonia utilizando primer para los genes
cp4 epsps y bar, todas las colonias evaluadas en cada caso (dos para la ligacidn con el
vector E-IGP y cinco con el vector Bar-IGP) fueron PCR positivas, lo que indica que

habian sido transformadas.

Posteriormente se realizd aislamiento de DNA plasmidico para confirmar la
eliminacion del gen gus del vector. La reaccion de PCR se realizé utilizando los primers

para el gen gus (tabla 3-4).

La visualizacién de la reaccién de PCR (Figura 3-14) mostré que hubo amplificacién
para los positivos (vectores con gen gus), mientras que para el DNA plasmidico
producto de la reaccidn de ligacién y el control negativo (pCAMBIA 1300) no la hubo,

lo que indica que el gen fue eliminado efectivamente del vector.
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Figura 3-14: PCR para el gen gus sobre los vectores modificados. A. Vector E-IGP, carril 1:
H,0, 2: control negativo, 3: control positivo, 4: Producto de ligacién, B. vector BAR-IGP, carril 1:
H,0, 2: control negativo, 3: control positivo, 4: Producto de ligacién. Amplicon esperado 458bp.

A

- — 458 bp

I

Se seleccionaron enzimas de restriccion que generarian un patrén diferencial de
cortes entre el plasmido con el gen y sin el gen y se ejecutd un perfil de restriccion
para cada uno de ellos (Figura 3-15). La tabla 3-5 muestra los fragmentos esperados

para cada perfil.

Tabla 3-5: Perfil de restriccién esperado para la digestion de los vectores.

Vector Enzima | No. Tamarnios (bp)
Fragmentos

E-IGP Asel 5 7562,2701,1141,737,251

E-IGP mod. Asel 4 7543, 1442,738,251

E-IGP Xmil 3 6860, 3147,2742

E-IGP mod. Xmil 2 7287,2744

E-IGP Pvul 2 10030, 2722

E-IGP mod. Pvul 1 10030

BAR-IGP Asel 4 7562, 2090, 1547,251

BAR-IGP mod. | Asel 3 6929, 1549,250

BAR-IGP Xmil 3 6862, 2741, 1905

BAR-IGP mod. | Xmil 2 6044, 2744

BAR-IGP Pvul 2 8788, 2721

BAR-IGP mod. | Pvul 1 8788
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Como se puede observar en la figura 3-15, para cada caso se obtuvo el patrén de
bandas esperado. Estd es una prueba adicional de que el gen fue eliminado
exitosamente de los vectores BAR-IGP y E-IGP, de aqui en adelante denominados
BAR-IGP modificado y E-IGP modificado (mod.). Finalmente se mandaron a secuenciar
los fragmentos correspondientes a los genes sintetizados, con lo cual se verifico su

secuencia y la eliminacion del gen gus de los vectores de trabajo.

Figura 3-15: Perfil de Restriccién de los vectores modificados y sin modificar. Vector E-
IGP A. Digestion con Asel, B. Digestidn con Xmil, C. Digestidn con Pvul,. D. Vector E-IGP modificado, Carril 1:
Digestién con Asel, 2: Digestién con Xmil, 3: Digestion con Pvul,. Vector BAR-IGP E. Digestidén con Asel, F.
Carril 1: Digestidn con Xmil, 2: Digestiéon con Pvul,. G. Vector BAR-IGP modificado, Carril 1: Digestidén con
Asel, 2: Digestion con Xmil, 3: Digestidn con Pvul.

A B C
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3.3.3 Transformacion de Agrobacterium tumefasciens

Se transformd la cepa LBA4404 con los vectores Bar-IGP mod. y E-IGP mod. Se
efectuaron PCRs sobre seis colonias cultivadas sobre medio con antibidtico de
seleccion. La Figura 3-16 muestra la visualizacién de la reaccién de amplificacion en
gel de agarosa. Para el vector E-IGP mod. se utilizaron los primers para el promotor
Gmubi y se observé el amplicon esperado de 328 bp en las seis colonias (Fig. 3-16 A).
Para el vector Bar-IGP se utilizardn los primers para el gen bar, también se observé el
amplicén de 531 bp esperado en las cinco de seis colonias. Estos resultados muestran
gue el plasmido fue exitosamente introducido en la bacteria. Estas Bacterias fueron
las que se utilizaron para los experimentos de transformacién de Nicotiana

benthamiana.

Figura 3-16: Visualizacion PCRs de colonia de A. tumefaciens LBA4404 transformadas
con: A. E-IGP mod. (primers Gmubi, amplicdn esperado 328 bp) MP: marcador de peso

molecular 12kb, - : control negativo +: control positivo, 1 a 6: colonia 1 a 6. B. BAR-IGP mod.
(primers BAR-IGP, amplicon esperado 531 bp).
A

- .- —»531 bp
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3.4 Evaluacion de la funcionalidad de los genes

3.4.1 Curvas de seleccidn con herbicidas para Nicotiana benthamiana

= Curva de seleccién para glifosato
El glifosato ha sido utilizado como marcador de seleccidon en varias especies de
plantas como arroz, maiz, algoddn y trigo, utilizando concentraciones en el medio de
cultivo que varian entre 0.5mM y 10mM. También ha sido utilizado como marcador
de seleccién en N. tabacum (Akbarzadeh et al., 2010), aunque en la mayoria de los
reportes para esta especie, el gen que confiere tolerancia a glifosato es utilizado
como gen de interés y la selecciéon de plantas transformadas es realizada con
antibidticos (Wang et al., 2003; Yan et al., 2011; Ye et al., 2001). Para N. benthamiana
no se encontré informacion, las concentraciones utilizadas para la curva de seleccién

se tomaron con base a la informacién encontrada para N. tabacum.

En este trabajo se evalud el efecto del herbicida sobre la regeneracion de N.
benthamiana utilizando glifosato a concentraciones de 0 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM,
100 pM, 250 uM, 500 pM, 1000 uM y 2000 uM.

En el tratamiento control se observaron los primeros brotes hacia la cuarta semana
después de haber sido sembrados, con un porcentaje de regeneraciéon del 98%
(figura 3-17). Los explantes sembrados en la concentracion mdas baja tuvieron un
comportamiento muy similar en cuanto a regeneracion, los regenerantes se
observaban saludables y de buen color (figura 3-18), indicando que esta

concentracion no afecta su desarrollo.
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Figura 3-17: Respuesta regenerativa de N. Benthamiana frente a glifosato.
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A 25 uM, 85.7% explantes mostraron un color verde palido, y hubo un porcentaje de
regeneracion del 11.4% de regeneracion, lo regenerantes encontrados eran pequefios

y débiles.

En 50 uM, 57.1 % de los explantes se volvieron blancos, y el 42.9% mostraron un
color verde palido, hubo un porcentaje de regeneracion del 2.85%, y se observo solo
un solo regenerante con aspecto débil. Se ha reportado que las células de explantes
de hoja de tabaco tratadas con esta concentracion de glifosato muestran
desintegracion de las membranas tilacoidales (Ye et al., 2003), lo que es consistente

con la gran cantidad de explantes blancos encontrados en este tratamiento.

En 100 uM, 48.5 % de los explantes mostré un color verde palido, 36.4 % se volvieron
blancos con pequefias zonas color verde pdlidas, y el 15.1 % de los explantes se
volvieron totalmente blancos. A pesar de que Akbarzadeh et al. (2010) reportan el
uso de una concentraciéon de 0.1mM para seleccionar plantas transgénicas de N.
tabacum, los resultados de este trabajo indican que para N. benthamiana esta

concentracién inhibe totalmente la regeneracién.



Capitulo 3: Resultados y Discusién 103

Figura 3-18: Efecto del glifosato sobre la regeneracion de explantes de hoja de
Nicotiana benthamiana. Fotos 42 semana: A. control B. glifosato 10uM, C. glifosato 25uM D.

glifosato 50uM, E. glifosato 100uM, F. glifosato 250uM, G. glifosato 500uM,H. glifosato 1000uM,

. glifosato 2000uM.

Los resultados encontrados también son congruentes con lo reportado por Wang et

al. (2003). Estos autores evaluaron la tolerancia al herbicida en discos de hoja
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utilizando concentraciones de 0.05 mM (50 uM), 0.2 mM (200 uM), 0.4 mM (400 uM),
y 0.8 (800 uM) mM, y encontraron que el material no transformado se ve afectado

desde la concentracién mas baja

A 250 uM, 500 uM, 1000 uM y 2000 pM, los explantes se tornaron blancos desde la
segunda semana de siembra y no se registré regeneracion, lo que es consistente con
los reportes de Roudsari et al. (2009), Wang et al. (2003) y Yan et al. (2011) para N.
tabacum. Con base en estos resultados, se decidid utilizar 25 uM de glifosato como

concentracion de seleccion.

= Curva de seleccidn para glufosinato
El glufosinato o fosfinotricina (PPT) ha sido utilizado extensamente como marcador de
selecciéon en varias especies de plantas. Para evaluar la regeneracion de N.
benthamiana frente a este herbicida y utilizarlo como agente de seleccidn, se
sembraron explantes de hoja sobre medio de regeneracion con diferentes
concentraciones de PPT. Dado que no se encontré informacidn especifica sobre el
uso de este herbicida como agente de seleccién para N. benthamiana, las
concentraciones utilizadas se seleccionaron de acuerdo a las reportadas para la

especie cercana Nicotiana tabacum.

Lutz et al. (2001) encontraron que explantes de hoja de N. tabacum son sensibles a la
PPT en concentraciones desde 4mg/l, en este caso, la PPT bloqueo totalmente la
formacion de callos. Kang et al. (2005, 2006) reportan que una concentraciéon de
5mg/l de PPT es ideal para seleccionar plantas transgénicas de tabaco. Kutty et al.
(2011) utilizan 1.5 mg/I del herbicida en el medio de seleccién, mientras que Almeida

et al. (2005) efectuan la seleccién germinando semillas To con 3mg/ly 6 mg/l de PPT.

De acuerdo con estos reportes se escogieron las concentraciones 1, 3, 5y 7 mg/l

como puntos iniciales de la curva de seleccién. Con todas las concentraciones de PPT
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se observo inicialmente el marchitamiento y finalmente muerte del explante (figura

3-19).

Figura 3-19: Efecto de la fosfinotricina sobre la regeneracion de explantes de hoja de

Nicotiana benthamiana. A. Control, B. PPT 0.2 mg/I, C. PPT 0.4 mg/l, D. PPT 0.6 mg/I, E. PPT

0.8 mg/l, F. PPT 1.0 mg/l, G. PPT 3.0 mg/l, H. PPT 5.0 mg/l,l. PPT 7.0 mg/I.
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Segun Lutz et al. (2001) los explantes de N. tabacum cultivados sobre medio con
concentraciones de PPT superiores a 4mg/| se tornan blancos, para N. benthamiana
este efecto se observd desde 1 mg/l. En todas las concentraciones probadas no se
observo regeneracion, mientras que en el tratamiento control la regeneracién fue de

85.7% y desde la tercera semana se notaron brotes.

Se hizo un segundo ensayo, utilizando concentraciones de 0.2, 0.4, 0.6 y 0.8 mg/| de
PPT, mas las previamente probadas. Con todas las concentraciones menores a 1mg/I
los explantes mostraron un aspecto muy semejante al tratamiento control. En los
tratamientos 0.2, 0.4 y 0.6 mg/| se registrd una leve disminucién en su capacidad
regenerativa, mientras que a 0.8 mg/I la regeneracion cayé a 20% (figura3-20). Dado
que en las concentraciones superiores no se observa regeneracion y hay un gran
deterioro del explante, se tomd la concentracion de 0.8 mg/l de PPT como punto de

seleccion.

Figura 3-20: Respuesta regenerativa de N. Benthamiana a PPT.
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3.4.2 Transformacion de Nicotiana benthamiana

» Transformacion de N. benthamiana con el gen cp4 epsps

Se usaron explantes de hoja de N. benthamiana para los ensayos de cocultivo con
LBA4404 conteniendo el vector E-IGP mod. A pesar de que se contaba con un
protocolo de transformacién preliminar, al implementarlo en el laboratorio se
observd un alto nivel de contaminacion por A tumefaciens. Se hicieron varias
modificaciones metodoldgicas al protocolo original, como aumento en el nimero y
tiempo de lavados para eliminar la bacteria, y disminucién de la densidad éptica de
la misma. Aunque se lograron obtener plantas, esto solo fue posible mediante
cambios muy seguidos del medio de seleccion, con el fin de evitar el crecimiento de

A. tumefaciens.

Se transformaron 60 explantes de hoja de N. benthamiana y se obtuvieron 25
regenerantes lo que corresponde a 41.6% de regeneracion; los regenerantes se
sembraron en medio libre de hormona y glifosato. En los reportes de transformacién
de tabaco con el gen cp4 epsps, utilizan antibiético como agente de seleccién (Barry
et al., 1992; Wang et al., 2003), o hacen la seleccién sobre el callo (Ye et al., 2001).
En este caso, se utilizé un sistema de regeneracion mediante organogénesis directa,
y la seleccion se llevd a cabo durante la etapa de regeneracién. De las 25 plantas
obtenidas, tres fueron PCR positivas (figura 3-21 carriles 1, 24 y 25), lo que indica un

alto porcentaje de escapes, como resultado de una baja presién de seleccién.
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Figura 3-21: Caracterizacion molecular de plantas putativamente transformadas con

el gen cp4 epsps. MP: marcador de peso molecular 12kb, - : control negativo +: control

positivo, 1 a 25: plantas 1 a 25, (primers EPSPS1, amplicon esperado 441 bp).
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Se ha sugerido que células transformadas localizadas cerca o rodeando células no
transformadas proporcionan una proteccién cruzada a células no transformadas
(kutty, 2011), lo que explicaria el alto nivel de escapes. Se sugiere para futuros
experimentos, trabajar mas la curva de seleccion de regenerantes de N. benthamina

con glifosato.

= Transformacidn de N. benthamiana con el gen bar

Se usaron explantes de hoja de N. benthamiana para ensayos de cocultivo con
LBA4404 que contenia el vector BAR-IGP mod. Se trabajo con dos concentraciones de

seleccién del herbicida, 0.8 mg/I que fue la concentracion a la cual los explantes de N.
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benthamiana conservaban su capacidad regenerativa (figura 3-20) y 3 mg/l
concentracion letal de acuerdo a la curva realizada. El control negativo se vio
fuertemente afectado por la concentracién mas alta de PPT en el medio de seleccidn,
los explantes que fueron sometidos a transformacién con el vector BAR-IGP mod.
mostraron una buena apariencia (figura 3-22 ), indicio de que el constructo disefiado
efectivamente podria conferir resistencia al glufosinato. Para el experimento de
transformacion utilizando seleccién con 0.8mg/| de PPT, se observé el mismo efecto

aunque un poco mas atenuado.

Figura 3-22: Explantes transformados con el vector BAR-IGP mod. En medio de
seleccién con 3mg/Il de PPT A. Control, B. Explantes sometidos a transformacién. Y en medio con

0.8 mg/I de PPT C. control, D. Explantes sometidos a transformacién.

En ambos ensayos solo se obtuvieron dos regenerantes de 50 explantes, lo que
corresponde al 4% del total. En ambos sistemas de seleccion la mayoria de los

explantes se perdieron por contaminacién, por lo tanto este valor no puede ser
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tomado como porcentaje de transformacién, ni permite la comparacién entre la

eficiencia de los dos tipos de seleccion.

Los cuatro regenerantes fueron transferidos a medio de elongacion libre de PPT. Con
el objetivo de comprobar si efectivamente los regenerantes obtenidos habian sido
exitosamente transformados se estandarizaron las condiciones de PCR directa del
material. Las cuatro plantas obtenidas a partir de la transformacién con el vector BAR

IGP mod. fueron PCR positivas como se muestra en la figura 3-23.

Figura 3-23: Caracterizacion molecular de plantas putativamente transformadas con

el gen bar. MP: marcador de peso molecular 12kb, - : control negativo +: control positivo,

1,2,3,4: plantas 1,2,3,4,5. (primers BAR-IGP, amplicdn esperado 531 bp).

B W e —441bp
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3.4.3 Evaluacion funcional del gen cp4 epsps

La CP4:EPSPS es la enzima mas ampliamente utilizada para conferir tolerancia al
herbicida glifosato, y esta presente en la mayoria de las lineas transgénicas
comerciales con esta caracteristica, puede ser detectada mediante el uso de pruebas
comerciales de ELISA. Las modificaciones realizadas sobre la secuencia nucleotidica

del gen, no generan ningun cambio en la proteina codificada, entonces es posible
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utilizar estas pruebas para validar la funcionalidad de los genes semi-sintéticos
disefiados.

Para esta evaluacién se tomaron hojas de una planta PCR positiva, utilizando como
negativo hojas de una planta no transformada, y como positivo la proteina CP4:EPSPS
que viene con el Kit Pathoscreen™ Agdia para la deteccidon de la misma. Como se
observa en la figura 3-24 se evidencio la produccion de la proteina en la planta
transformada (coloracidon azul), la medicion de la absorbancia corrobord estos
resultados, segun el fabricante valores superiores a 0.3 se consideran positivos. Es
necesario tener en cuenta que la prueba utilizada es una prueba cualitativa, por lo
cual no es indicativa del nivel de expresion de la proteina.

A pesar de que se evalud una sola planta, el hecho que el constructo utilizado para la
transformacioén tenga un promotor de origen vegetal, indica que éste sélo podria ser
traducido por una planta, por lo cual el resultado de la prueba de ELISA confirma que
la planta evaluada efectivamente es transgénica, y permite descartar posibles falsos

positivos provenientes del DNA bacteriano.

Figura 3-24: Evaluacion funcional del gen cp4 epsps mediante la prueba de ELISA.
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El resultado obtenido indica que el disefio in silico de los constructos génicos produjo

genes funcionales. Si bien, la secuencia del gen es ampliamente conocida por conferir
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la caracteristica de tolerancia a glifosato, el constructo desarrollado en este trabajo es
nuevo y no ha sido utilizado previamente en el desarrollo de plantas transgénicas con
tolerancia a glifosato. La secuencia del gen fue optimizada con el uso coddnico de la
soya, es una secuencia unica como lo demostrd el blast-n realizado contra la base de
datos de nucledtidos del NCBI, en el cual el mayor porcentaje de identidad

encontrado fue del 76% (anexo B).

Este gen es dirigido por el promotor Gmubi, que es un promotor constitutivo de soya,
y ha mostrado niveles muy altos de expresion en esta planta (Hernandez-Garcia et al.,
2009). Aunque los promotores heterélogos son usados a menudo para regular la
expresion de transgenes, los factores que regulan los promotores podrian no estar
presentes en sistemas heterdlogos, hay ejemplos de promotores de ubiquitina que
muestran expresion alta en la planta de origen y no en sistemas heterélogos
(Hernandez-Garcia et al., 2009). Por otro lado, una de las mayores preocupaciones de
la opinidn publica en cuanto a los cultivos transgénicos es la utilizacion de secuencias
provenientes de bacterias y virus en los constructos, la cual podria mitigarse con el

uso de un promotor vegetal.

En cuanto a los constructos E-IGP2 y E-2 cuya funcionalidad solo fue evaluada a nivel
bioinformatico (figura 3-6), existe una alta probabilidad de que sean igualmente
funcionales. El denominado E-IGP2 Unicamente difiere con E-IGP mod. en que el gen
es dirigido por el promotor 35S, que ha sido ampliamente utilizado en transformacién
genética de plantas. Todos los demds elementos, incluido péptido de transito,
secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccion y terminador son iguales,
mientras que el E-2, es una reconstruccion del constructo utilizado en evento GTS 40-
3-2 de soya de Monsanto. Los dos mostraron un resultado idéntico al del constructo

E-IGP en el andlisis traduccional in silico.
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3.4.4 Evaluacion funcional del gen bar

La evaluacion de la funcionalidad del gen bar se realiz6 mediante RT-PCR. Para ello, se
realizé aislamiento de RNA de una planta PCR positiva y se visualizd en gel de agarosa
(figura 3-25). Se realizd un proceso de limpieza de la muestra y se descarté |la
presencia de cualquier remanente de DNA realizando una PCR con primers para el
gen bar sobre la misma. Como se observa la muestra no amplificé (figura 3-25 B carril
1), indicando que no hay DNA en la misma. Posteriormente se realizé la sintesis del
cDNA, y una PCR sobre el cDNA obtenido con los mismos primers. En la figura 3-25 C
se observan los resultados de esta amplificacién, en el carril 1 se observa un amplicén
de 531 bp para la muestra a la misma altura que la banda del control positivo, lo que
indica que el constructo genético disefiado se transcribe, siendo esta una evidencia de

su funcionalidad.

Figura 3-25: Evaluacioén funcional del gen bar mediante RT-PCR. A. extraccién de RNA, B.
PCR de la muestra antes de la sintesis de DNA, MP: marcador de peso molecular 12kb, H20:
control absoluto +: control positivo- DNA de planta PCR positiva, 1: muestra de RNA. C. PCR
sobre ¢cDNA, MP: marcador de peso molecular 12kb, H20: control absoluto +: control positivo-
DNA de planta PCR positiva, 1: amplificacion muestra de cDNA.
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Adicionalmente, la expresion fenotipica de tolerancia a la PPT en explantes sometidos
a transformacion con el vector Bar-IGP mod. (fig 3-22) es una prueba adicional que el
casete de expresion esta funcionando. En los ensayos de la curva de seleccion, se
observé la muerte de los explantes en el 100 % de los casos cuando se utilizd una
concentracion de 3 mg/l de PPT en el medio de regeneracion (figuras 3-19 y 3-20),
igualmente en el control negativo del ensayo de transformaciéon. Una razén para que
se hayan podido encontrar explantes saludables y con respuesta regenerativa en el

mismo medio es la presencia y funcionalidad del transgen.

Estos resultados son indicativos de que el constructo genético es funcional, sin
embargo, es necesario validar la presencia de la proteina PAT, o realizar pruebas

fenotipicas sobre la progenie para complementar su validacién.

En conjunto, los resultados obtenidos son una evidencia preliminar de la
funcionalidad de dos de los cinco constructos disefiados. Si bien, no se evaluaron
funcionalmente los tres constructos génicos restantes, el andlisis traduccional in silico
mostro la traduccion de la proteina esperada, por lo cual es muy probable que sean
funcionales in vivo. Por esta razdn, se espera que los constructos disefados puedan
ser utilizados en experimentos de transformacidn genética de variedades
colombianas de soya. Adicionalmente, los constructos disefiados no estdn cubiertos
por patentes en Colombia, lo cual es un aspecto importante, para el desarrollo de

lineas transgénicas con fines de liberacion comercial.



4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

= Los genes y elementos reguladores utilizados en los constructos disefiados no
fueron protegidos por patentes en Colombia, por lo cual, podrian ser usados para

desarrollos comerciales en el territorio nacional.

* La metodologia utilizada para el disefio de genes semi-sintéticos permitié la

obtencidn de constructos funcionales.

= La evaluacidon funcional del constructo génico para la caracteristica tolerancia a
fosfinotricina indica que se esta generando el transcripto, y en conjunto con la
evaluacion fenotipica de los explantes transformados, permiten inferir que el

constructo es funcional.

= Las evaluacion funcional del constructo génico para la caracteristica tolerancia a
glifosato indica que efectivamente expresa la proteina CP4:EPSPS, por lo cual

podria utilizarse en futuros experimentos de transformacion genética de soya.

= Se lograron disefiar genes semi-sintéticos que confieren la caracteristica de
tolerancia a herbicidas y que cumplen con el concepto de libertad de operacién

para Colombia.
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4.2 Recomendaciones

= La seleccidn con 25 uM del herbicida glifosato en el sistema de transformacidn
de N. benthamiana origind un nimero alto de escapes, por lo cual se sugiere

utilizar una concentracion mas alta.

= Aunque se realizd la validacién funcional de todos los constructos a nivel
bioinformatico, para la validacién funcional de las versiones semi-sintéticas
de los genes cp4 epsps y bar solo se trabajé con una version de cada uno. Se
recomienda efectuar la evaluacion de la funcionalidad de los constructos

restantes.



A.Anexo: Secuencias de los constructos génicos
disefhados

>E-IGP
CGACGGTAGGTCGACAGGGCCCAATATAACAACGACGTCGTAACAGATAAAGCGAAGCTTGAAGGTGCATGTGACTCCGTC
AAGATTACGAAACCGCCAACTACCACGCAAATTGCAATTCTCAATTTCCTAGAAGGACTCTCCGAAAATGCATCCAATACCAA
ATATTACCCGTGTCATAGGCACCAAGTGACACCATACATGAACACGCGTCACAATATGACTGGAGAAGGGTTCCACACCTTA
TGCTATAAAACGCCCCACACCCCTCCTCCTTCCTTCGCAGTTCAATTCCAATATATTCCATTCTCTCTGTGTATTTCCCTACCTCT
CCCTTCAAGGTTAGTCGATTTCTTCTGTTTTTCTTCTTCGTTCTTTCCATGAATTGTGTATGTTCTTTGATCAATACGATGTTGAT
TTGATTGTGTTTTGTTTGGTTTCATCGATCTTCAATTTTCATAATCAGATTCAGCTTTTATTATCTTTACAACAACGTCCTTAATT
TGATGATTCTTTAATCGTAGATTTGCTCTAATTAGAGCTTTTTCATGTCAGATCCCTTTACAACAAGCCTTAATTGTTGATTCAT
TAATCGTAGATTAGGGCTTTTTTCATTGATTACTTCAGATCCGTTAAACGTAACCATAGATCAGGGCTTTTTCATGAATTACTT
CAGATCCGTTAAACAACAGCCTTATTTTTTATACTTCTGTGGTTTTTCAAGAAATTGTTCAGATCCGTTGACAAAAAGCCTTAT
TCGTTGATTCTATATCGTTTTTCGAGAGATATTGCTCAGATCTGTTAGCAACTGCCTTGTTTGTTGATTCTATTGCCGTGGATT
AGGGTTTTTTTTCACGAGATTGCTTCAGATCCGTACTTAAGATTACGTAATGGATTTTGATTCTGATTTATCTGTGATTGTTGA
CTCGACAGCTCGAGCGAATGGCACAGATTAACAACATGGCTCAAGGCATCCAGACACTTAATCCCAATTCCAACTTCCATAA
GCCCCAAGTACCTAAAAGCTCAAGTTTTCTTGTTTTTGGATCTAAAAAGCTGAAAAATTCAGCAAATTCTATGTTGGTTTTGAA
AAAGGATTCAATTTTTATGCAAAAGTTTTGTTCCTTTAGGATTTCAGCATCAGTGGCTACAGCCTGCATGTCGCACGGAGCGT
CCTCAAGGCCTGCCACTGCGAGAAAATCTAGCGGACTTAGTGGCACTGTGAGAATCCCGGGGGACAAAAGTATTTCTCATA
GATCTTTCATGTTTGGTGGATTGGCTAGTGGAGAGACCCGAATCACGGGACTGCTCGAAGGAGAAGATGTGATCAATACCG
GAAAAGCTATGCAAGCCATGGGGGCGAGGATTAGAAAGGAGGGAGACACTTGGATAATTGATGGAGTTGGAAATGGAGG
CCTGCTTGCACCTGAAGCTCCGTTGGATTTCGGAAATGCAGCCACCGGATGCCGCCTCACCATGGGGCTTGTAGGCGTGTAC
GATTTCGATAGTACATTTATAGGAGATGCTTCTTTGACAAAAAGGCCCATGGGAAGAGTTCTTAACCCATTGAGGGAGATGG
GTGTTCAAGTGAAGTCAGAGGATGGAGATAGATTGCCTGTCACCCTTCGGGGACCTAAGACACCTACACCAATCACTTACCG
CGTGCCTATGGCTAGTGCGCAAGTCAAGAGCGCAGTGTTGCTCGCTGGATTGAACACACCTGGGATAACGACCGTGATTGA
ACCTATCATGACAAGGGATCATACTGAGAAAATGCTGCAAGGCTTCGGAGCCAATCTGACAGTTGAGACAGATGCTGACGG
CGTGCGGACAATTAGGTTGGAAGGACGCGGAAAGTTAACTGGCCAAGTAATCGACGTCCCCGGCGACCCTAGCAGTACTGC
CTTCCCTCTCGTTGCTGCGCTGTTGGTGCCCGGCTCTGATGTCACCATCTTGAACGTGCTCATGAACCCTACACGGACTGGGC
TAATCCTGACACTACAAGAGATGGGCGCTGACATTGAAGTGATTAATCCAAGACTAGCCGGTGGTGAGGATGTCGCTGACC
TACGAGTTAGGAGCTCTACTCTTAAAGGCGTGACTGTCCCAGAAGACCGCGCTCCATCTATGATTGATGAGTACCCAATACT
GGCCGTCGCTGCTGCCTTTGCTGAAGGAGCTACCGTCATGAACGGGCTCGAAGAGTTGAGGGTGAAGGAGTCCGACAGACT
TTCCGCGGTTGCTAACGGGCTGAAGCTTAACGGTGTAGATTGCGACGAAGGCGAAACCAGCTTGGTCGTTAGAGGACGTCC
AGATGGTAAGGGGCTTGGAAACGCATCCGGGGCTGCGGTTGCTACGCATCTCGATCACCGTATAGCTATGTCCTTCTTGGTA
ATGGGACTTGTTTCTGAGAATCCGGTTACAGTTGATGACGCTACTATGATAGCAACCAGTTTCCCCGAGTTCATGGATTTAAT
GGCGGGTCTCGGAGCTAAGATTGAACTCTCTGACACAAAAGCGGCGTAATGAGCTCTCGTTCAAACATTTGGCAATAAAGTT
TCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACA
TGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAA
ATATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGATCGGCTCGAGCTGCAGGTACTGTGC

>E-IGP2
CGACGGTAGGTCGACAAGCTTCATGGAGTCAAAGATTCAAATAGAGGACCTAACAGAACTCGCCGTAAAGACTGGCGAACA

GTTCATACAGAGTCTCTTACGACTCAATGACAAGAAGAAAATCTTCGTCAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCA
AAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGG
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ATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATA
AAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAA
AAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCA
CTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGAACACGGGGGACTCTTGAATGGCACAGAT
TAACAACATGGCTCAAGGCATCCAGACACTTAATCCCAATTCCAACTTCCATAAGCCCCAAGTACCTAAAAGCTCAAGTTTTCT
TGTTTTTGGATCTAAAAAGCTGAAAAATTCAGCAAATTCTATGTTGGTTTTGAAAAAGGATTCAATTTTITATGCAAAAGTTTTG
TTCCTTTAGGATTTCAGCATCAGTGGCTACAGCCTGCATGTCGCACGGAGCGTCCTCAAGGCCTGCCACTGCGAGAAAATCT
AGCGGACTTAGTGGCACTGTGAGAATCCCGGGGGACAAAAGTATTTCTCATAGATCTTTCATGTTTGGTGGATTGGCTAGTG
GAGAGACCCGAATCACGGGACTGCTCGAAGGAGAAGATGTGATCAATACCGGAAAAGCTATGCAAGCCATGGGGGCGAG
GATTAGAAAGGAGGGAGACACTTGGATAATTGATGGAGTTGGAAATGGAGGCCTGCTTGCACCTGAAGCTCCGTTGGATTT
CGGAAATGCAGCCACCGGATGCCGCCTCACCATGGGGCTTGTAGGCGTGTACGATTTCGATAGTACATTTATAGGAGATGCT
TCTTTGACAAAAAGGCCCATGGGAAGAGTTCTTAACCCATTGAGGGAGATGGGTGTTCAAGTGAAGTCAGAGGATGGAGAT
AGATTGCCTGTCACCCTTCGGGGACCTAAGACACCTACACCAATCACTTACCGCGTGCCTATGGCTAGTGCGCAAGTCAAGA
GCGCAGTGTTGCTCGCTGGATTGAACACACCTGGGATAACGACCGTGATTGAACCTATCATGACAAGGGATCATACTGAGA
AAATGCTGCAAGGCTTCGGAGCCAATCTGACAGTTGAGACAGATGCTGACGGCGTGCGGACAATTAGGTTGGAAGGACGC
GGAAAGTTAACTGGCCAAGTAATCGACGTCCCCGGCGACCCTAGCAGTACTGCCTTCCCTCTCGTTGCTGCGCTGTTGGTGC
CCGGCTCTGATGTCACCATCTTGAACGTGCTCATGAACCCTACACGGACTGGGCTAATCCTGACACTACAAGAGATGGGCGC
TGACATTGAAGTGATTAATCCAAGACTAGCCGGTGGTGAGGATGTCGCTGACCTACGAGTTAGGAGCTCTACTCTTAAAGGC
GTGACTGTCCCAGAAGACCGCGCTCCATCTATGATTGATGAGTACCCAATACTGGCCGTCGCTGCTGCCTTTGCTGAAGGAG
CTACCGTCATGAACGGGCTCGAAGAGTTGAGGGTGAAGGAGTCCGACAGACTTTCCGCGGTTGCTAACGGGCTGAAGCTTA
ACGGTGTAGATTGCGACGAAGGCGAAACCAGCTTGGTCGTTAGAGGACGTCCAGATGGTAAGGGGCTTGGAAACGCATCC
GGGGCTGCGGTTGCTACGCATCTCGATCACCGTATAGCTATGTCCTTCTTGGTAATGGGACTTGTTTCTGAGAATCCGGTTAC
AGTTGATGACGCTACTATGATAGCAACCAGTTTCCCCGAGTTCATGGATTTAATGGCGGGTCTCGGAGCTAAGATTGAACTC
TCTGACACAAAAGCGGCGTAATGAGCTCTCGTTCAAACATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTT
GCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATG
GGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTAT
CGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGATCGGCTGCAGGTACTGTCGC

>E-2
CGTCAGAGTCGACAGAGATAGATTTGTAGAGAGAGACTGGTGATTTCAGCGTGTCCTCTCCAAATGAAATGAACTTCCTTAT
ATAGAGGAAGGTCTTGCGAAGGATAGTGGGATTGTGCGTCATCCCTTACGTCAGTGGAGATATCACATCAATCCACTTGCTT
TGAAGACGTGGTTGGAACGTCTTCTTTTTCCACGATGCTCCTCGTGGGTGGGGGTCCATCTTTGGGACCACTGTCGGCAGAG
GCATCTTGAACGATAGCCTTTCCTTTATCGCAATGATGGCATTTGTAGGTGCCACCTTCCTTTTCTACTGTCCTTTTGATGAAGT
GACAGATAGCTGGGCAATGGAATCCGAGGAGGTTTCCCGATATTACCCTTTGTTGAAAAGTCTCAATAGCCCTTTGGTCTTCT
GAGACTGTATCTTTGATATTCTTGGAGTAGACGAGAGTGTCGTGCTCCACCATGTTATCACATCAATCCACTTGCTTTGAAGA
CGTGGTTGGAACGTCTTCTTTTTCCACGATGCTCCTCGTGGGTGGGGGTCCATCTTTGGGACCACTGTCGGCAGAGGCATCTT
GAACGATAGCCTTTCCTTTATCGCAATGATGGCATTTGTAGGTGCCACCTTCCTTTTCTACTGTCCTTTTGATGAAGTGACAGA
TAGCTGGGCAATGGAATCCGAGGAGGTTTCCCGATATTACCCTTTGTTGAAAAGTCTCAATAGCCCTTTGGTCTTCTGAGACT
GTATCTTTGATATTCTTGGAGTAGACGAGAGTGTCGTGCTCCACCATATGGCACAAATTAACAACATGGCTCAAGGGATACA
AACCCTTAATCCCAATTCCAATTTCCATAAACCCCAAGTTCCTAAATCTTCAAGTTTTCTTGTTTTTGGATCTAAAAAACTGAAA
AATTCAGCAAATTCTATGTTGGTTTTGAAAAAAGATTCAATTTTTATGCAAAAGTTTTGTTCCTTTAGGATTTCAGCATCAGTG
GCTACAGCCTGCATGTCGCACGGTGCAAGCAGCCGGCCCGCAACCGCCCGCAAATCCTCTGGCCTTTCCGGAACCGTCCGCA
TTCCCGGCGACAAGTCGATCTCCCACCGGTCCTTCATGTTCGGCGGTCTCGCGAGCGGTGAAACGCGCATCACCGGCCTTCT
GGAAGGCGAGGACGTCATCAATACGGGCAAGGCCATGCAGGCCATGGGCGCCAGGATCCGTAAGGAAGGCGACACCTGG
ATCATCGATGGCGTCGGCAATGGCGGCCTCCTGGCGCCTGAGGCGCCGCTCGATTTCGGCAATGCCGCCACGGGCTGCCGC
CTGACCATGGGCCTCGTCGGGGTCTACGATTTCGACAGCACCTTCATCGGCGACGCCTCGCTCACAAAGCGCCCGATGGGCC
GCGTGTTGAACCCGCTGCGCGAAATGGGCGTGCAGGTGAAATCGGAAGACGGTGACCGTCTTCCCGTTACCTTGCGCGGGC
CGAAGACGCCGACGCCGATCACCTACCGCGTGCCGATGGCCTCCGCACAGGTGAAGTCCGCCGTGCTGCTCGCCGGCCTCA
ACACGCCCGGCATCACGACGGTCATCGAGCCGATCATGACGCGCGATCATACGGAAAAGATGCTTCAGGGCTTTGGCGCCA
ACCTTACCGTCGAGACGGATGCGGACGGCGTGCGCACCATCCGCCTGGAAGGCCGCGGCAAGCTCACCGGCCAAGTCATCG
ACGTGCCGGGCGACCCGTCCTCGACGGCCTTCCCGCTGGTTGCGGCCCTGCTTGTTCCGGGCTCCGACGTCACCATCCTCAAC
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GTGCTGATGAACCCCACCCGCACCGGCCTCATCCTGACGCTGCAAGAAATGGGCGCCGACATCGAAGTCATCAACCCGCGCC
TTGCCGGCGGCGAAGACGTGGCGGACCTGCGCGTTCGCTCCTCCACGCTGAAGGGCGTCACGGTGCCGGAAGACCGCGCG
CCTTCGATGATCGACGAATATCCGATTCTCGCTGTCGCCGCCGCCTTCGCGGAAGGGGCGACCGTGATGAACGGTCTGGAA
GAACTCCGCGTCAAGGAAAGCGACCGCCTCTCGGCCGTCGCCAATGGCCTCAAGCTCAATGGCGTGGATTGCGATGAGGGC
GAGACGTCGCTCGTCGTGCGCGGCCGCCCTGACGGCAAGGGGCTCGGCAACGCCTCGGGCGCCGCCGTCGCCACCCATCTC
GATCACCGCATCGCCATGAGCTTCCTCGTCATGGGCCTCGTGTCGGAAAACCCTGTCACGGTGGACGATGCCACGATGATCG
CCACGAGCTTCCCGGAGTTCATGGACCTGATGGCCGGGCTGGGCGCGAAGATCGAACTCTCCGATACGAAGGCTGCCTGAT
TAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGT
AATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAATA
TAGCGCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGATCGGGCTGCAGGTACTAGC

>Bar-IGP
GCAGTCGTGTCGACTCAGTCATCAAAATATTTAGCAGCATTCCAGATTGGGTTCAATCAACAAGGTACGAGCCATATCACTTT
ATTCAAATTGGTATCGCCAAAACCAAGAAGGAACTCCCATCCTCAAAGGTTTGTAAGGAAGAATTCTCAGTCCAAAGCCTCA
ACAAGGTCAGGGTACAGAGTCTCCAAACCATTAGCCAAAAGCTACAGGAGATCAATGAAGAATCTTCAATCAAAGTAAACTA
CTGTTCCAGCACATGCATCATGGTCAGTAAGTTTCAGAAAAAGACATCCACCGAAGACTTAAAGTTAGTGGGCATCTTTGAA
AGTAATCTTGTCAACATCGAGCAGCTGGCTTGTGGGGACCAGACAAAAAAGGAATGGTGCAGAATTGTTAGGCGCACCTAC
CAAAAGCATCTTTGCCTTTATTGCAAAGATAAAGCAGATTCCTCTAGTACAAGTGGGGAACAAAATAACGTGGAAAAGAGCT
GTCCTGACAGCCCACTCACTAATGCGTATGACGAACGCAGTGACGACCACAAAAGAATTCCCTCTATATAAGAAGGCATTCA
TTCCCATTTGAAGGATCATCAGATACTAACCAATATTTCTCACACAGAAACATTCGCAAAAACAAAATCCCAGTATCAAAATTC
TTCTCTTTTTTTCATATTTCGCAAAGACCTCGAGTGCATGAGTCCAGAGAGGCGTCCTGCCGATATTAGGCGAGCCACCGAAG
CCGATATGCCAGCTGTGTGTACTATCGTGAACCATTACATCGAAACATCCACCGTAAATTTCAGAACAGAACCACAAGAACC
GCAAGAGTGGACTGACGATCTCGTTAGGCTTAGAGAAAGATACCCATGGTTAGTCGCTGAAGTCGATGGTGAAGTGGCGG
GTATAGCGTATGCTGGTCCTTGGAAGGCTAGAAACGCTTACGATTGGACGGCTGAAAGCACAGTTTATGTATCCCCAAGGCA
TCAACGTACGGGATTAGGTTCTACATTATACACTCACCTACTCAAAAGTTTAGAAGCCCAAGGTTTCAAGTCTGTGGTCGCTG
TGATTGGATTACCCAATGATCCTAGCGTTAGAATGCATGAAGCGCTTGGGTATGCACCACGAGGCATGTTGCGTGCCGCGG
GATTCAAACATGGTAACTGGCATGATGTGGGATTTTGGCAACTAGACTTTAGTTTGCCTGTGCCTCCTAGGCCCGTATTGCCC
GTTACAGAGATTTAAATTATGGCATTGGGAAAACTGTTTTTCTTGTACCATTTGTTGTGCTTGTAATTTACTGTGTTTTTTATTC
GGTTTTCGCTATCGAACTGTGAAATGGAAATGGATGGAGAAGAGTTAATGAATGATATGGTCCTTTTGTTCATTCTCAAATTA
ATATTATTTGTTTTTTCTCTTATTTGTTGTGTGTTGAATTTGAAATTATAAGAGATATGCAAACATTTTGTTTTGAGTAAAAATG
TGTCAAATCGTGGCCTCTAATGACCGAAGTTAATATGAGGAGTAAAACATCCCAAACCTCGAGCTGCAGCTACTGGC

>Bar-2
CGCTCGAGTCGACAGCTTCATGGAGTCAAAGATTCAAATAGAGGACCTAACAGAACTCGCCGTAAAGACTGGCGAACAGTT
CATACAGAGTCTCTTACGACTCAATGACAAGAAGAAAATCTTCGTCAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAA
AATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGAT
TCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAA
GGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAA
GAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACT
ATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGAACACGGGGGACTCTTGACTCGATGAGCCCA
GAACGACGCCCGGCCGACATCCGCCGTGCCACCGAGGCGGACATGCCGGCGGTCTGCACCATCGTCAACCACTACATCGAG
ACAAGCACGGTCAACTTCCGTACCGAGCCGCAGGAACCGCAGGAGTGGACGGACGACCTCGTCCGTCTGCGGGAGCGCTAT
CCCTGGCTCGTCGCCGAGGTGGACGGCGAGGTCGCCGGCATCGCCTACGCGGGCCCCTGGAAGGCACGCAACGCCTACGA
CTGGACGGCCGAGTCTACAGTGTACGTCTCCCCCCGCCACCAGCGGACGGGACTGGGCTCCACGCTCTACACCCACCTGCTG
AAGTCCCTGGAGGCACAGGGCTTCAAGAGCGTGGTCGCTGTCATCGGGCTGCCCAACGACCCGAGCGTGCGCATGCACGAG
GCGCTCGGATATGCCCCCCGCGGCATGCTGCGGGCGGCCGGCTTCAAGCACGGGAACTGGCATGACGTGGGTTTCTGGCAG
CTGGACTTCAGCCTGCCGGTACCGCCCCGTCCGGTCCTGCCCGTCACCGAGATCTGATAATTCGGGGGATCTGGATTTTAGT
ACTGGATTTTGGTTTTAGGAATTAGAAATTTTATTGATAGAAGTATTTTACAAATACAAATACATACTAAGGGTTTCTTATATG
CTCAACACATGAGCGAAACCCTATAGGAACCCTAATTCCCTTATCTGGGAACTACTCACACATTATTATGGAGAAACTCGAGC
TTGTCGATCGACCTGCAGGTACTAGC
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B.Anexo: Complemento analisis traduccional in
silico de los constructos disenados.

» ALINEAMIENTO PROTEINA CP4 EPSPS PREDICHA VS. ESPERADA

US5633435_3 1 MSHGASSRPATARKSSGLSGTVRI PGDKSI SHRSFMFGGLASGETRI TGL 50
R 1 T I AT T
US5633435_3 51 LEGEDVI NTGKAMQAMGARI RKEGDTW | DGVGNGGLLAPEAPL DFGNAA 100
B T Y T T T
US5633435_3 101 TGCRLTMGLVGVYDFDSTFI GCDASL TKRPMGRVLNPL REMGVQVKSEDGD 150
R T TV T O,
US5633435_3 151 RLPVTLRGPKTPTPI TYRVPNVASAQVKSAVLLAGLNTPGA TTVI EPI MTR 200
S N A
US5633435_ 201 DHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTI RLEGRGKLTGQVI DVPCDPSSTAF 250
T T,
US5633435_3 251 PLVAALLVPGSDVTI LNVLMNPTRTGLI LTLQEMGADI EVI NPRLAGGED 300
i e LI IO,
US5633435_3 301 VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPSM DEYPI LAVAAAFAEGATVINGLEEL 350
B T A T T
US5633435_3 351 RVKESDRLSAVANGLKLNGVDCDEGET SL VVRGRPDGKGL GNASGAAVAT 400
e A ST A
US5633435_3 401 HLDHRI AMSFLVMGLVSENPVTVDDATM ATSFPEFVDLMAGLGAKI ELS 450
B 1 T T
US5633435_3 451 DTKAA 455

L1111
E-1GP 523 DTKAA 527



122 Disefio de genes semi-sintéticos que confieran tolerancia a herbicidas en soya.

* ALINEAMIENTO PEPTIDO DE TRANSITO vs. PRIMEROS 72 AA DE LA PROTEINA
CP4:EPSPS PREDICHA

US5633435_15 1 MAQ NNVAQGH QTLNPNSNFHKPQVPKSSSFLVFGSKKLKNSANSMLVLK 50
i N T T T T
US5633435_15 51 KDS| FMQKFCSFRI SASVATAG: - - - - = == == === s cc o e e e e 72
el 51 KDS! FNCKECSER SASVATAG - - << <---<----oo <o 100

= SALIDA ChloroP

### chlorop v1.1 prediction results ####HAHHHAHBHBHBHBHBH T
Number of query sequences: 1

Nane Lengt h Score <CcTP CS- cTP-
score |length

= PANTALLAZO BLAST-n GEN cp4:epsps OPTIMIZADO CONTRA BASE DE DATOS DE
NUCLEOTIDOS DEL NCBI

Sequences producing significant alignments:

Select: All None Selected:0
it Alignments I o

l 2 Max Total Query E
Description
score score | cover | value

0 theti cl CP4 EPSPS glyphosate tolarance protein gen | s 951 951 99% o_omszam

Ident Accession

| Synthetic construct CP4EPSPS protein gene. complete cds 939 939 97% 0.0 76% HMB855949.1

X ion vector 890 830 98% 00 75% JN4003871

| Expression vector pMON74532, complete sequence 890 890 98% 00 75% .JN400386.1

r 407, 890 890 98% 00 75% JN4003851

| Expression vector pMONB1312, complete sequence 890 890 98% 0.0 75% JN400384.1
O Expression vector pMON98939, complete sequence 890 830 98% 00 75% JN400382 1
J  Expression vector pMON108080, complete sequence 890 890 98% 0.0 75% JN400381.1
0 Expression vector pMON99036. complete sequence 884 884 96% 0.0 75% JN4003881
| Expression vector pMON93914, complete sequence 384 884 96% 0.0 75% JN400383.1

o elic PAEPSPS pre PAEPSP. I 796 796 92% 0.0 74% AY1253531

J Glycine max transaenic cp4epsps gene for 5-enol-pyruvylshikimate-3-phospate synthase class 2 precursor. comp 791 791 92% 0.0 74% AB200952.1

) Glycine max CP4EPSPS gene, complete cds 787 787 92% 0.0 74% AF4841881
) Synthetic construct wheat CP4EPSPS protein gene. complete cds 764 764 99% 0.0 73% HMB852430.1
0 r Y ial 733 733 86% 0.0 74% JX4340281

| Sinorhizobium fredii USDA 257, complete genome: 710 710  96% 0.0 72% CP003563.1
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e ALINEAMIENTO PROTEINA PAT PREDICHA vs. ESPERADA

P16426 1 NMSPERRPADI RRATEADMPAVCTI VNHYI ETSTVNFRTEPQEPQEWT DDL 50
o1 T IET T HTHTUDT
P16426 51 VRLRERYPW.VAEVDGEVAG AYAGPVWKARNAYDWI AESTVYVSPRHQRT 100
R AT VNSO GOT
P16426 101 GLGSTLYTHLLKSLEAQGFKSVVAVI GLPNDPSVRVHEALGYAPRGVLRA 150
I I P O
P16426 151 AGFKHGNWHDVGFWQL DFSLPVPPRPVLPVTEI 183

I P AS T rp
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