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Resumen y Abstract IX

Resumen

En esta investigacion se estudiaron cuatro genotipos de soya colombiana (Brasilera
1, Brasilera 2, FNS01 y Soy SK-7), bajo un sistema de transformacion genética
mediada por Agrobacterium tumefaciens cepa AGLO, induciendo organogénesis
directa a partir de nodo cotiledonar y realizando seleccion con el herbicida glifosato.
Los genotipos fueron evaluados durante las fases in vitro de induccién de brote (IB),
elongacién de brote (EB) y enraizamiento. Ademas, se evalud la etapa de
endurecimiento y se determiné la eficiencia de transformacién. No se encontraron
diferencias significativas entre las cuatro variedades durante la fase in vitro ni
durante el endurecimiento. Se obtuvieron transformantes de las cuatro variedades y

la variedad Brasilera 1 presentd la mayor eficiencia de transformacion con 3.7%.

Palabras clave: Genotipos, regeneracion, transformacioén, glifosato.



X Evaluacién del comportamiento in vitro de genotipos de soya durante la
transformacion genética mediada por Agrobacterium tumefaciens.

Evaluation of the in vitro behavior of soybean genotypes
during genetic transformation mediated by Agrobacterium

tumefaciens

Abstract

In this research, four Colombian soybean genotypes (Brasilera 1, Brasilera 2, FNS01
y Soy SK-7) were studied under a system of genetic transformation mediated by
Agrobacterium tumefaciens, strain AGLO, inducing direct organogenesis from the
cotyledonary node and performing selection with the herbicide glyphosate.
Genotypes were evaluated during the in vitro sprout induction (IB), sprout elongation
(BE) and rooting phases. In addition, the hardening stage was evaluated, and
transformation efficiency was determined. No significant differences were found
between the four varieties during the in vitro phases or during hardening.
Transformants of the four varieties were obtained, and Brasilera 1 presented the

highest transformation efficiency at 3.7%.

Keywords: Genotype, regeneration, transformation, glyphosate.
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Introduccidén

La soja (Glycine max) es uno de los cultivos oleaginosos mas importantes y una de
las principales fuentes de proteinas para alimentos y piensos en el mundo (S. Li et
al., 2017). Las semillas de soja son ricas en aminoacidos esenciales, minerales
dietéticos, vitaminas, acidos grasos insaturados e isoflavonas, que son considerados
como alimentos benéficos para la salud humana (L. Han, Gai, & Zhang, 2003). La
demanda de soja va en aumento debido al crecimiento de la poblacién mundial y al
aumento del consumo de carne. (T. Lee, Tran, & Hansen, 2016), dado que es

fundamental en la industria de concentrados para consumo animal.

Para el 2018 el area total de soya sembrada a nivel mundial fue de 124,921,956 ha,
con una produccién de 348,712,311 toneladas (Ton). La produccién la lider6 Estados
Unidos con 123,7 millones de Ton, seguido de Brasil y Argentina con 117,8 millones
de Ton y 37,7 millones de Ton respectivamente (FAOSTAT, 2020). Colombia para
este mismo afio tuvo una produccion de 62.058 Ton. Pese a que el pais cuenta con
tierras aptas para el cultivo y con variedades disponibles adaptadas principalmente
a la altillanura colombiana, el cultivo no logra cubrir la demanda interna lo que obliga

a importar mas del 80% de la soya y sus productos derivados.

Segun el dltimo informe de ISAAA del total de la soya sembrada a nivel mundial se
estima que el 74% corresponde a soya genéticamente modificada (GM). Los rasgos
gue han sido incorporados a la soya incluyen: tolerancia a diferentes herbicidas,
resistencia a insectos, aumento en la produccion de acido oleico y mas
recientemente tolerancia a sequia. El uso de esta tecnologia ha llevado a paises
como Estados Unidos, Brasil y Argentina a liderar la produccion de esta leguminosa,

con areas sembradas de soya genéticamente modificada (GM) superiores al 90%,
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para 2019 la soya representd el 49% del &rea total sembrada de cultivos
biotecnoldgicos (ISAAA, 2019).

En Colombia a la fecha no hay cifras oficiales de siembra de soya GM. Sin embargo,
se cuenta con variedades de soya adaptadas a las condiciones agroecoldgicas del
pais que presentan rendimientos superiores a 2.5 ton/ha (FENALCE, 2020). Estas
podrian ser utilizadas dentro de programas de mejoramiento genético a través de
herramientas biotecnolégicas con miras al desarrollo de variedades de soya
colombianas GM que potencialmente contribuyan al fortalecimiento del cultivo en el

pais.

El desarrollo de lineas transgénicas implica contar con un método de transformacion
y un método eficiente de regeneracion y seleccion. La transformacion genética de
soya se ha desarrollado con éxito utilizando la transformacién mediada por
Agrobacterium, y la regeneracion por la via de la organogénesis con diferentes tipos
de explantes (Pareddy et al., 2020; Paz, Martinez, Kalvig, Fonger, & Wang, 2006).
Sin embargo estas etapas son genotipo-dependientes (Song et al., 2013). Por lo
tanto, se requiere la utilizacion de genotipos que sean susceptibles a la infeccion por
Agrobacterium y que sean capaces de regenerar in vitro bajo las condiciones de
transformacion. No todas las variedades disponibles comercialmente pueden ser
transformados lo que hace obligatorio un estudio de su comportamiento bajo

transformacion in vitro.

En este estudio fueron evaluados cuatro genotipos colombianos de soya (Brasilera
1, Brasilera 2, FNS01 y soy SK7) bajo un sistema de transformaciéon mediada por
Agrobacterium cepa AGLO (Derivada de EHA 101). Se utilizé como explante el nodo
cotiledonar, se indujo regeneracion por la via de la organogénesis directa y se utilizé
el herbicida glifosato como agente de seleccion. Lo anterior buscando proporcionar
informacion preliminar del comportamiento de genotipos colombianos de soya bajo
un sistema de transformacion que oriente la toma de decisiones para futuros trabajos
gue busquen realizar proyectos de mejoramiento genético de soya colombiana a

través de herramientas biotecnoldgicas.
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1.0Objetivos

1.1 Objetivo general

Evaluar el comportamiento de cuatro genotipos de soya durante la fase in vitro de
transformacién genética mediada por Agrobacterium, para conferir tolerancia a

glifosato.

1.2 Objetivos especificos

e Determinar el comportamiento de cuatro genotipos de soya durante la
regeneracion, elongacién y enraizamiento in vitro de explantes sometidos a
transformacion genética mediada por Agrobacterium.

e Establecer la eficiencia de transformacion genética mediada por
Agrobacterium de cuatro genotipos de soya para conferir tolerancia a

glifosato.






2.Marco tedrico

2.1 Soya

La soya (Glycine max) es una leguminosa, perteneciente a la familia Fabaceae, cuyas
semillas han sido ampliamente utilizadas en alimentacién humana y animal (Cober, Cianzio,
Pantalone, & Rajcan, 2009). Es originaria del conteniente asiatico, su lugar de
domesticacion ha sido ampliamente estudiado y discutido. Histéricamente se consider6 que
fue domesticada en el Nordeste Asiatico, posteriormente con base en analisis filogenéticos
y de agrupamiento se sugirié que su origen fue la Cuenca Yangtze en el sur de China, sin
embargo no hay evidencia arqueoldgica que respalde este origen (G. A. Lee, Crawford, Liu,
Sasaki, & Chen, 2011). Finalmente, datos de diversidad genética (Y. H. Li et al., 2010) y
hallazgos arqueolégicos (G. A. Lee et al., 2011) indican que la domesticacion de la soya se
dio en la cuenca del Rio Amarillo en China. Este origen central fue apoyado por los
resultados obtenidos de la secuenciacion e identificacién de polimorfismos de nucleétido
anico (SNPs), de més de 500 accesiones de soya (Y. Han et al., 2016). Este es a la fecha,
el origen de domesticacion mas aceptado. Se estima que esta leguminosa llego a la India
en 1735y al continente Europeo a través de su siembra en Francia en 1740, posteriormente
se introdujo a Estados Unidos en 1765 (Ridner, 2006).

La semilla de soya es ampliamente utilizada como materia prima tanto en la industria como
en la produccién de alimentos de consumo humano y animal, gracias a que es una de las
principales fuentes de proteina de origen vegetal, conteniendo aproximadamente un 40%
de proteina (Ridner, 2006). La soya proporciona el 29.7% del aceite vegetal procesado en
el mundo (Graham H & Vance P, 2003). A nivel alimenticio la soya se consume como semilla
cocida, leche de soya y harina de soya, a nivel industrial es utilizada en la fabricacién de

productos que requieren aceites como jabones, velas, entre otros (Ridner, 2006).
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2.1.1 Cultivo de soya en Colombia

Colombia para 2018 tuvo una produccion de 62.058 Ton (Ministerio de Agricultura y
Desarrollo Rural., 2019). La producciéon de soya en Colombia esta concentrada en los
departamentos del Meta y Valle del Cauca (Tabla 2.1).

Region Area (Ha) Produccion (Ton) Rendimiento (Ton/ha)
Meta-Altillanura 22.500 48.750 2.17
Meta-Piedemonte 3.600 7.200 2.00
Valle del Cauca 2.290 6.108 2.67

TOTAL 28.390 62.058 2.19

Tabla 2.1 Produccién de soya en Colombia. Se muestran datos de area sembrada,

produccion y rendimiento para 2018. (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural., 2019)

Segun datos de la FAO en 2018 la torta de soya, la soya y el aceite de soya se ubicaron
dentro de los 10 productos basicos de mayor importacion en Colombia, lo que demuestra
gue la produccién nacional no cubre la demanda interna. Lo anterior obliga a Colombia a
importar aproximadamente el 80% de la soya y sus derivados que se requieren para

consumo interno.

2.1.2 Fitomejoramiento de soya en Colombia

La soya ha sido considerada como sensible al fotoperiodo y adaptada a latitudes templadas
(14-16 h de luz). Sin embargo, el mejoramiento genético ha permitido superar esta limitante
logrado asi su adaptacion al trépico y por lo tanto el aumento en el &rea sembrada (Valencia

R. & Ligarreto M., 2010). La soya ingresé a Colombia de forma experimental en 1929 pero
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su mejoramiento genético en el pais inici6 30 afios después en 1960 por el Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA) y continué a partir de 1993 por CORPOICA actualmente,
Agrosavia (Valencia R., Carmen C, Vargas, & Arrieta, 2006).

Inicialmente, el mejoramiento de soya se concentr6 en el Valle del Cauca, con la
introduccion de variedades como Missoy, Davis, Mamoth, Aksarben, Yellow, Acadian, Hale
3, Biloxi, Hill (Valencia R. et al., 2006), dando asi origen a las variedades Jupiter, Pelican
SM-ICA, ICA Tunia y Soyica P31, P32, P33 y P34 (Caicedo Guerrero, Tibocha Ardila,
Campuzano Duque, Florez Gomez, & Arguelles Cardenas, 2020) con mejor productividad
y adaptabilidad. Posteriormente, se adelantaron estudios para la tolerancia al aluminio,
incremento de la produccién del grano, adaptacién especifica, precocidad, resistencia a
Cercospora y calidad del grano apropiada para la industria de alimentos balanceados,
orientado al Piedemonte y Altillanura (Caicedo Guerrero et al., 2020) En 1994 se liber6

(Soyica Atillanura 2) la primera variedad para oxisoles (Valencia R. et al., 2006).

Pese a la disponibilidad de diferentes genotipos, para 2006 el 95% de la soya sembrada en
el pais correspondia a la variedad Soyica P-34 (Valencia R. et al., 2006). Con miras a
disminuir la dependencia de Soyica P-34 el antiguo CORPOICA (actualmente Agrosavia)
desarrollé y liberé variedades como: Orinoquia 3 (precoz), Corpoica Libertad 4 (tolerante a
aluminio) y Corpoica Taluma 5 (forraje o grano) (Valencia R. et al., 2006; Valencia R. &
Ligarreto M., 2010) y Corpoica Superior 6, precoz, con adaptacién especifica a suelos
acidos del Piedemonte (Valencia R. et al., 2006). Sin embargo, para 2010 aun predominaba
la variedad Soyica P-34 en el 80% del area sembrada en Colombia (Valencia R. & Ligarreto
M., 2010). Para 2010, el ICA aprueba las variedades de soya SSK, Soy SK-7 y Soy SK-5
desarrolladas por la empresa Semillas Kamerun y para 2019 la misma entidad aprueba las
variedades Brasileral, Brasilera2 y FNS01 las cuales presentan adaptacion a suelos de la
subregion natural de la Orinoquia colombiana. Estas tres ultimas fueron desarrolladas por

la Federacion nacional de cultivadores de cereales y leguminosas (FENALCE, 2020).

2.2 Transformacion genética de plantas
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La transformacién genética en plantas ha sido ampliamente utilizada en diferentes especies
para conferir nuevas caracteristicas, permitiendo romper la barrera entre especies. Este
proceso incluye la entrega e integracién del ADN foraneo con el material genético vegetal
(método de transformacién), la regeneracién de plantas a partir del tejido sometido a
transformacion y la seleccién de posibles transformantes (Anami, Njuguna, Coussens,
Aesaert, & Van Lijsebettens, 2013). Estos tres procesos son dependientes tanto de la

especie como del genotipo (Paz et al., 2004; Somers, Samac, & Olhoft, 2003).

2.2.1 Métodos de transformacion

Los métodos de transformacion genética mas utilizados en plantas son biobalistica y
transformacién mediada por Agrobacterium tumefaciens (Shou, Frame, Whitham, & Wang,
2004). Algunos autores han propuesto el uso simultaneo de ambos métodos (Paes de Melo
et al., 2020).

= Biobalistica

Con este método, el ADN de interés se bombardea directamente sobre el tejido vegetal,
atravesando las células y posteriormente integrandose al genoma (Reddy, Dinkins, &
Collins, 2003). Puede ser usado en diferentes especies y el genotipo no es una
limitante. Sin embargo se reporta mayor nimero de copias del transgén (Dai et al.,
2001) (Travella et al., 2005), lo que en ocasiones resulta en silenciamiento génico
(Reddy et al., 2003). Por biobalistica no es posible insertar fragmentos de ADN de gran
tamarnio (Li et al., 2017).

= Transformacion mediada por Agrobacterium

En la transformacion genética mediada por Agrobacterium, la bacteria es utilizada
como vehiculo biolégico para la transferencia de genes foraneos hacia las células
vegetales, en este proceso participan proteinas derivadas de Agrobacterium y
proteinas de la célula vegetal huésped. (Gelvin, 2012). Agrobacteium es un
fitopatdogeno, su mecanismo de virulencia esta dado por el pldsmido denominado Ti

(inductor de tumores), dentro de este plasmido se encuentra un segmento denominado
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T-DNA, el cual contiene genes inductores de tumores. Durante la infeccion este
segmento se transfiere e integra de manera estable al genoma de la planta causando
el desarrollo de tumores (Gelvin, 2003). Este mecanismo natural de transferencia de
genes (T-DNA) fue adoptado por la ingenieria genética, remplazando los genes
tumorales por los genes de interés y genes de seleccion, permitiendo asi la integracion

de genes foraneos en el genoma de la planta (Anami et al., 2013).

La transformacion mediada por Agrobacterium en comparacion con la biobalistica es
de menor costo y mayor facilidad de manipulacién, con este método se obtiene un
menor nimero de copias y una integracion mas estable del transgén (Travella et al.,
2005). A pesar de sus ventajas, este método presenta limitantes como el genotipo
vegetal, puesto que la transformacion exitosa depende entre otros, de la susceptibilidad
del genotipo a la infeccion por Agrobacterium (Song et al., 2013). Este método ha sido
utilizado para la obtencion de cultivos genéticamente modificados como algodén, soya,

canola, maiz, arroz, entre otros. (Gelvin, 2003).

Con cualquiera de estos dos métodos se logra una insercion estable del transgén en el
genoma vegetal, el cual segrega mendelianamente y se hereda en las generaciones

siguientes (Anami et al., 2013).

2.2.2 Regeneracion in vitro

En cultivo de tejidos vegetales, la regeneracion se refiere a la capacidad fisiolégica que
tiene una célula somética para regenerar 6rganos, tejidos o individuos completos (Rocha,
Vieira, Koehler, & Otoni, 2018). Esta puede darse a través de dos vias la embriogénesis

somética (ES) y la organogénesis.
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= Embriogénesis somaéatica

La ES consiste en dar origen a un embrion a partir de una célula somatica. Este proceso
inicia con la formacién de una estructura bipolar la cual contiene, en un polo meristemos
apicales de brotes y en el otro meristemos apicales de raices (Anami et al., 2013).
Steward y colaboradores demostraron por primera vez en (1958) la ES a partir de
células en suspension de zanahoria. Posteriormente se demostré en gran variedad de
especies vegetales con diferentes modificaciones de protocolos (Droste, Pasquali, &
Bodanese-Zanettini, 2002). El protocolo general por esta via incluye las etapas de
induccién, multiplicacion, maduracion y conversién (Heringer, Santa-Catarina, &
Silveira, 2018). La composicion del medio de cultivo respecto a los reguladores de
crecimiento es decisiva en la progresion de los embriones y especifica para las
diferentes etapas de desarrollo, ademés de los requerimientos de temperatura y
fotoperiodo (Von Arnold, Sabala, Bozhkov, Dyachok, & Filonova, 2002). Dentro de las
fases iniciales de induccién y multiplicacion es indispensable la presencia de auxinas
en el medio y la oscuridad. Para las fases posteriores de maduracién y conversion se
requiere un medio libre de auxinas suplementado con agentes como el acido abscisico,
ademas presencia de luz (Heringer et al., 2018). La embriogénesis somatica en soya
se report6 por primera vez en 1983 (Christianson, Warnick, & Carlson, 1983). A la fecha
diversos estudios la han reportado como un método eficiente para la obtencion de
lineas transgénicas (Droste et al., 2002; Raza, Singh, & Bhalla, 2020). El éxito de la
regeneracion por esta via, depende entre otros, del genotipo vegetal y del tipo de

explante (Rose, 2019).

= Organogénesis

Este proceso se da por la formacion de meristemos apicales y posteriormente el
desarrollo de brotes y raices en un patrén monopolar (Rocha et al., 2018). Dentro del
proceso de organogénesis se diferencian tres etapas, la competencia, la determinacion
y la organogénesis (Sugiyama, 2002). En la fase de competencia, las células son
capaces de “desdiferenciarse” y de responder a sefales extraceluares, posteriormente
en la fase de determinacién las células competentes se orientan a la formacion de
organos especificos, dando asi inicio a la formacion de 6rganos de novo (Sugiyama,
2002).
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El primer reporte de regeneracion de soya por organogenesis fue realizado por Kiball
y Bingham en 1973. Desde entonces se han obtenido plantas de diferentes tipos de
explantes como cotiledones, epicotilos, nodo cotiledonar, semilla madura, semilla
inmadura, cotiledones inmaduros, nodo primario de hoja, entre otros (Salammal,
Ramesh, Jiang, Ganapathi, & Ramachandr, 2013). Este método de regeneracion es
comunmente utilizado en la transformacion genética de soya y pese al reporte de uso
exitoso en diversidad de explantes, el nodo cotiledonar es uno de los explanes

preferidos para la regeneracién de soya por esta via (Raza, Singh, & Bhalla, 2017),

Al igual que ocurre con la embriogénesis somatica, la organogénesis es genotipo
dependiente (Song et al., 2013), lo que dificulta la introduccién de nuevos genotipos a
los programas de transformacion genética, puesto que se requiere ajustar los
protocolos. Ademas, la soya es una especie recalcitrante (Salammal et al., 2013) por
lo tanto, el genotipo vegetal es crucial. Se han reportado que algunos genotipos de
soya son altamente regenerativos y otros por el contrario son recalcitrantes y no se
logra su regeneracion lo que impide su transformacion (Anami et al., 2010). A pesar de
los avances en transformacion genética de soya esta continGa siendo una de las
especies con bajo porcentaje de regeneracion (Ma & Wu, 2008) y transformacion (Raza
et al., 2020).

En el cultivo de tejidos vegetales, para garantizar el éxito de la regeneracion ademas
del método utilizado, influyen la eleccién apropiada de explante, la formulacién de los
medios, los reguladores de crecimiento, el genotipo, la fuente de carbohidratos, el
agente gelificante seleccionado y factores fisicos como régimen de luz, temperatura,

humedad entre otros (Kothari et al., 2010).

2.2.3 Métodos de seleccidon

Dentro del proceso de transformacion genética de plantas la seleccion es un paso clave
puesto que permite la identificacion de aquellas plantulas que se han regenerado a partir
de células transformadas (Sundar & Sakthivel, 2008). El gen de seleccion se incluye dentro
del casete de transformacion y generalmente codifica una proteina con actividad enzimética

que permite identificar células transformadas de células no transformadas (Miki & McHugh,
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2004). Los genes marcadores permiten que las células transformadas sobrevivan en un
medio que contiene el agente de seleccion (Sundar & Sakthivel, 2008). Comunmente se
han utilizado genes de resistencia a antibiéticos o herbicidas los cuales son expresados por
tejidos y brotes regenerados, por lo que se infiere que dichos regenerantes contienen el
gen de interés (Goodwin, Pastori, Davey, & Jones, 2004). Por lo tanto, el sistema de
seleccidn consiste en un gen que codifica una proteina que confiere resistencia a un
sustrato que es letal para las células vegetales (Sundar & Sakthivel, 2008). El uso de un
marcador de seleccion eficiente evita la regeneracion de quimeras y aumenta la eficiencia
de transformacion (Miki & McHugh, 2004).

Dentro de los antibi6ticos mas utilizados para seleccion se encuentran la higromicina y la
Kanamicina (Goodwin et al., 2004; Miki & McHugh, 2004; Sundar & Sakthivel, 2008).
Respecto a herbicidas se ha utilizado fosfinotricina, sulfunilurea, 5 amino-etil,
imidazolinoles, gabaculina, entre otros (Goodwin et al., 2004; Sundar & Sakthivel, 2008)).
El glufosinato de amonio es a la fecha el agente de seleccion mas utilizado en
transformaciéon genética de plantas (S. Li et al., 2017; Pareddy et al., 2020). El glifosato
también ha sido utilizado como agente de seleccion (Clemente et al., 2000). Para conferir
tolerancia a este herbicida se han utilizado genes como EPSPS sintasa, Aro A, Gax y
Cp4EPSS extraidos de distintos organismos (Sundar & Sakthivel, 2008). Si bien la
seleccidn in vitro con glifosato ha resultado exitosa, no es cominmente utilizada por las
dificultades que se presentan para la seleccion sobre material endurecido (Soto et al.,
2017).

2.3 Soya genéticamente modificada

La soya GM fue uno de los primeros cultivos biotecnolégicos en comercializarse (Barry,
Kishore, Padgette, & Talling, 1997). La soya RR (Roundup Ready™), tolerante a glifosato
salié al mercado Estadounidense en 1996, fue obtenida por biobalistica y desarrollada por
la multinacional Monsanto (Barry et al., 1997). Para 2005 la misma compairiia desarrollo la
Genuity® Roundup Ready 2 Yield™, esta nueva version de soya fue obtenida por
transformacion mediada por Agrobacterium, contiene el mismo gen CP4 EPSPS pero en

este caso la secuencia presenta modificacion de uso codoénico para soya. Ademas el casete
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presenta diferentes elementos regulatorios respecto a la versién anterior (Meyer, Horak,
Rosenbaum, & Schneider, 2006).

A la fecha, segun la base de datos de ISAAA se han desarrollado 42 eventos en soya a
nivel mundial. Los rasgos que han sido incorporados a la soya incluyen: tolerancia a
herbicidas como glifosato (Barry et al 1997), glufosinato de amonio, acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4 D) (EFSA, 2020) ,sulfonilureas (ISAAA, 2021), inhibidores de 4-
hidroxifenilpiruvato dioxigenasa (HPPD) como mesotriona, isoxaflutol y tembotriona (Siehl
et al., 2014); resistencia a insectos (Yu et al.,, 2013; Fast et al.,, 2015), aumento en la
produccion de acido oleico (Buhre et al 2002) y tolerancia a sequia (Ribichich et al., 2020).

Para el 2018 en el mundo se sembraron 191.7 millones de hectareas de cultivos
genéticamente modificados, de las cuales 95.9 millones correspondieron a soya
representando el 50% del total del area sembrado de cultivos biotecnologicos a nivel
mundial (ISAAA, 2019).

En Colombia a la fecha se han aprobado 108 eventos de cultivos GM, de los cuales 21
corresponden a soya (ICA, 2021). Sin embargo, la mayoria de estas aprobaciones
corresponden a autorizaciones para uso como materia prima en la elaboracién de productos
alimenticios para consumo animal y autorizaciones para importacion. Respecto a la soya
RR para el 2007 mediante Resolucion 2942, el ICA autoriza el uso de soya RR como
materia prima en la elaboracién de productos de consumo animal. Para 2009, a través de
la Resolucion 1035, esta misma entidad autoriza importacion de semilla de soya RR para
adelantar estudios de bioseguridad y pruebas de evaluacion agronémica, en 2010 se
aprueba su uso como alimento o como materia prima en la produccién de alimento para
animales domésticos (Resolucién N°1256) y finalmente la Resolucién 2402 del 19 de julio
de 2010, autoriza la siembra comercial de soya RR. Por lo tanto, la soya con tolerancia a
glifosato es la Unica soya GM que cuenta con autorizacion para siembra comercial y
estudios de bioseguridad en el pais. Sin embargo, a la fecha no hay cifras oficiales que

soporten la siembra de soya RR en el pais.

En Colombia, el interés por parte de los agricultores en apoyar proyectos de investigacion

con miras al desarrollo de variedades colombianas de soya GM principalmente con
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tolerancia a herbicidas, llevé a la creacién de un convenio entre la federacién nacional de
cultivadores de cereales y leguminosas FENALCE vy el grupo de investigacion en ingenieria
genética de plantas de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota. En el marco de
dicho convenio se ha venido trabajando en el proyecto titulado “Lineas de soya GM”, el cual
se orienta al desarrollo de Agrobiogenericos y off patent (Jefferson, Graff, Chi-Ham &
Bennett, 2015; Rudelsheim, Dumont, Freyssinet, Pertry, & Heijde, 2018).

Dentro de este proyecto se han realizado estudios de la regeneracion in vitro de soya a
partir de semilla (Gomez, 2014), el disefio y validacion de casetes de expresion para conferir
tolerancia al glifosato y al glufosinato (Jimenez, 2014), andlisis de libertad de operacion para
Colombia de la soya tolerante al glifosato (Rojas et al., 2017), evaluacién de la interaccion
entre el genotipo vegetal, cepa de Agrobacterium y casete de expresion (Rojas et al., 2018)
y evaluacién de estrategias de seleccion in vitro con glifosato (Rodriguez, 2017; Galindo,
2018). Los resultados arrojados por estos trabajos aportaron la metodologia trabajada en

el presente estudio.
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3.Metodologia

3.1 Materiales

3.1.1 Material vegetal

Se utilizaron cuatro variedades de soya, Glycine max, adaptadas a la altillanura colombiana
desarrolladas por las empresas colombianas: Semillas Kamerun y FENALCE: Soy SK-7,
Brasilera 1, Brasilera 2 y FNS 01, (Anexo A).

Todos los procedimientos de este estudio se desarrollaron en los laboratorios de Biologia
Molecular del Departamento de Biologia y en los cuartos de crecimiento del Instituto de
Genética de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota. En el marco del proyecto
“Lineas de soya GM” desarrollado a través del convenio entre el grupo de investigacion de
Ingenieria Genética de plantas y la Federacion Nacional de cultivadores de cereales y
leguminosas FENALCE.

3.1.2 Casete de expresion

El casete de expresion utilizado fue desarrollado previamente dentro del grupo de
investigacion (Jiménez, 2014) (Figura 3-1). Consta de un promotor de la poliubiquitina de
soya (pGmubi), seguido de un péptido de transito a cloroplasto de petunia (Petunia hybrida)

(CTP), seguido de una secuencia codificante de la CP4 EPSPS con optimizaciéon de uso
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codobnico para soya Y finalizado con el terminador de la nopalina sintetasa (T-nos) de
Agrobacterium tumefaciens. Este casete se denomina E-IGP y se encuentra incluido dentro
de un vector pPCAMBIA1301 (Figura 3-2). A este vector se le retiro el marcador de seleccion
del gen de la higromicina y el gen reportero Gus. El vector confiere tolerancia a kanamicina
a las bacterias transformadas, caracteristica que fue usada en ensayos posteriores para

hacer la seleccion bacteriana.

pGmubi(917bp)  Xhoul (9 bp) cpdepsps opt. (1368 bp) Sacl (8 bp) T-nos (253 bp)

DI S ——

Sall (16bp) CTP (216 bp) Pstl y Xhoul (20 bp)
{ 2807 bp |

Figura 3-1: Casete de expresion. Secuencias que componen el casete con sus tamafios

en pares de bases.
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pBR322 REP SEC.NC
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pSV1 REP SEC. NC

Figura 3-2: Vector de transformacién. Vector pCambia 1301, las zonas punteadas
corresponden al marcador de seleccion y gen reportero que fueron retirados del vector.
Modificada de (Jimenez, 2014).



Capitulo 2 19

La cepa de A. tumefaciens utilizada corresponde a la denominada AGLO, derivada de la
cepa EHA101. Esta cepa se obtuvo por compra directa al banco internacional de cepas
American Type Culture Collection (ATCC), bajo la denominacién de ATCC®BAA-100TM.

3.2 Transformacién de Agrobacterium tumefaciens

Previo a la transformacién, se prepararon células electro competentes de la cepa AGLO
mediante lavados en glicerol estéril al 10% en frio, se hicieron alicuotas de 50uL y se
conservaron a -80°C. Se realizé extraccibn de DNA plasmidico a partir de la cepa de
Escherichia coli DHA5a que contenia el vector E-IGP, utilizando el kit Gene JET
Plasmid.Miniprep Kit® (Thermo Scientific). Se verifico la extraccibn mediante electroforesis.
(Figura 3.3).

Figura 3-3: Electroforesis del miniprep en gel de agarosa al 0,7%. Carril 1 corresponde
al marcador de peso GeneRuler 1 kb DNA Ladder®; los carriles 2, 3 y 4 corresponden a

carga de 4, 5y 6 pl del miniprep obtenido.

Para la transformacion de A. tumefaciens se tomé una alicuota de 50ul de -80°C de
bacterias electrocompetentes de A. tumefaciens cepa AGLO y sobre esta se adicionaron
2ul del plasmido, se mezclé por pipeteo y se paso la mezcla a la cubeta de electroporacion.
Inmediatamente después se introdujo en el electroporador y se realiz6 la descarga. Se

utilizé6 el electroporador MicroPulserTM (BioRad) en el programa transformacion
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Agrobacterium (Ag) (1 pulso de 2,20 kV). Se retir6 la cubeta y dentro de cabina se le
adiciono 1ml del medio de cultivo LB, se mezcld por pipeteo y se transfirio a un eppendorf
estéril de 2 ml. Posteriormente se incubo a 28°C con agitacién a 150 rpm durante 3 horas.
Transcurrida la incubacion se tom6 una caja de medio Luria Bertani (LB) (triptona o peptona
10g/I; NaCl 10g/L; extracto de levadura 5 g/l; pH 7.0) y 2 cajas de medio LB con kanamicina
(50 mg/l) y en cada una se sembraron 50ul del cultivo liquido, con ayuda de un asa de vidrio
estéril se cubrié toda la superficie de la caja. Las cajas se incubaron a 28°C durante 3 dias,
el eppendorf se almaceno a 4°C. Finalizado el periodo de incubacion las cajas se llevaron
a cabina de flujo laminar, se tomaron colonias individuales y se sembraron por agotamiento
en medio LB, con Kanamicina (1 colonia por caja), se llevaron a incubar a 28°C durante 24
horas.

Transcurridas las 24 horas se retiraron las cajas de incubacion y se realiz6 PCR de colonia
con los primers PF (5"CTTTGCTGAAGGAGCTACCG?3) PR
(5"GTGATCGAGATGCGTAGCAAZ’). El programa de amplificacion comprendié una
desnaturalizacion inicial a 95°C por 3 min, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacién a 95°C
por 20 segundos, hibridacion a 56°C por 15 segundos y extension a 72°C por 30 segundos.
Al final se hizo una extra-extension a 72°C durante 5 min. Se realiz6 electroforesis en gel
de agarosa al 1% y se corrié a 110v durante 35 min Se selecciond una de las cepas que
resultaron positivas en la prueba de PCR y ésta fue propagada en caldo LB adicionado con

kanamicina y posteriormente conservado a -80°C con glicerol al 20%.

“ 1 S 4 5 i ? 8 9 10 11 122 13 14 15 16 - Ctri(+) H0

A

Figura 3-4: Gel de electroforesis de PCR de colonia. Verificacion de incorporacion del
plasmido vector en la cepa AGLO de A tumefaciens, el carril 1 corresponde al marcador de
peso GeneRuler 1 kb DNA Ladder® (Thermo Scientific). Se observan bandas de 421pb en
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16 muestras de diferentes colonias de la cepa AGLO transformada con el casete EIGP.
También se presenta el control positivo y control de agua.

3.3 Transformacion de soya

3.3.1 Desinfeccion y germinacion

Se seleccionaron 50 semillas de cada una de las cuatro variedades evaluadas, semillas de
tamafio homogéneo que tuvieran la cubierta intacta, que no presentaran manchas ni
alteraciones morfolégicas. Se utilizaron cajas de Petri pequefias y se distribuyeron 10
semillas en cada caja. Se prepararon 100 ml de NaClO al 5,0% y se pusieron en un vaso
dentro de una jarra desecadora, en la misma jarra se acomodaron destapadas las cajas de
Petri que contenian las semillas. Sobre el NaCLO se adicionaron 4,1 ml de HCI 10 y se tap6
la jarra desecadora, esto se realizé en cabina de extraccién. Alli se dejé durante 16 h.
Transcurridas las 16h, se retiraron las cajas de Petri tapadas con las semillas manteniendo
estricta asepsia. Se retird el vaso de la jarra y se descartd la solucion como residuo de
riesgo quimico. La jarra se mantuvo dentro de la cAmara con el extractor encendido para
eliminar el gas residual. Las cajas de Petri con las semillas se llevaron a la cabina de flujo
laminar y alli se destaparon y se dejaron ventilar por 30 minutos. Transcurrido el tiempo, las
cajas se taparon nuevamente y se conservaron asi hasta su uso. Para la germinacion, las
semillas desinfectadas se sembraron en medio agar-agar 7g/L y llevaron a cuarto de

crecimiento durante 5 dias a 28°C y fotoperiodo 16h/8h (luz/oscuridad).

3.3.2 Preparacion del inoculo

Las bacterias transformadas de A. tumefaciens mantenidas a -80°C conservadas en glicerol
se utilizaron para la inoculacion de 14 tubos Falcon que contenian 30 ml de medio LB con
Kanamicina (50mg/L), inoculando 100 pl de bacterias en cada tubo. Los tubos se llevaron
a incubacién 28°C con agitacion a 200rpm, hasta alcanzar una densidad Optica (DO) de
0,6. Finalizada la incubacion, los tubos se centrifugaron a temperatura ambiente durante
4min a 8000rpm. Se descart6 el sobrenadante y se mantuvo el pellet. Posteriormente el

pellet se resuspendié en 25ml de caldo de cocultivo (Sales B5 0.1X, vitaminas Gamborg
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1X, sacarosa 30 g/l, &cido giberélico (GA) 0,25 mg/l, benzil amino purina (BAP) 1,67 mgl/l,
acido 2-(N- morfolino) etanosulfénico (MES) 20 mM, acetosiringona 200 uM, pH 5,7).

3.3.3 Inoculacioén

Se retiraron del cuarto de crecimiento los frascos con las semillas germinadas y se llevaron
a cabina de flujo laminar. Alli con ayuda de pinzas, bisturiy con estricta asepsia, se tomaron
semillas con apariencia verde y sana, y se colocaron en cajas de Petri grandes estériles.
Se retir6 la testa de cada semilla y se realizé un corte transversal al hipocétilo, dejando
5mm unidos al cotileddén. Se separaron los dos cotiledones mediante corte longitudinal,
tomando cada cotiledon como un explante. A cada uno se le retiro por completo el eje
embrionario y se le realizaron cortes verticales de aproximadamente 3mm de longitud sobre
la cara interna en la zona donde se retir0 el eje embrionario. Se prepararon 80 explantes
de cada variedad (Tabla 3-2). Los explanes cocultivados se distribuyeron en 2 cajas de Petri
estériles y a cada caja se le vertid el contenido de uno de los tubos Falcon que contenia la
bacteria resuspendida en medio de cocultivo liquido. Se dej6é incubar a temperatura

ambiente en agitacion durante 30 min.

Tratamiento Descripcién NUumero de
explantes
Cocultivo  Explantes sometidos a transformacion 48

(cocultivados).
Control Explantes NO sometidos a transformacion, Sl 16
relativo expuestos a glifosato.
Control Explantes NO sometidos a transformacion, NO 16

absoluto expuestos a glifosato.

Tabla 3-2: Distribucidon de explantes de cada variedad vegetal. Se indica el tratamiento,
descripcién y numero de explantes, de las variedades brasileral. brasilera2, FNSO1 y soy

SK7 en cada ensayo.
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Finalizado el tiempo de incubacion los explantes fueron dispuestos en cajas de Petri que
contenian medio de cocultivo solido con papel filtro. Se usaron 8 explantes por caja con la
cara adaxial hacia abajo. Se agruparon por variedad y se rotularon. Se dejaron incubar a
28°C durante 3 dias. Esto mismo se realizé con los explantes control.

3.3.4 Lavados

Transcurrido el periodo de incubacién en cocultivo, las cajas de Petri con los explantes se
llevaron a cabina de flujo laminar y alli con ayuda de pinzas los explantes se pasaron a
frascos estériles y se les adicioné 250ml de agua estéril con carbenicilina (400mg/l) y se
llevaron a agitacién en agitador mecéanico a 410 rpm durante 40 minutos a temperatura
ambiente. Finalizado el lavado los frascos se regresaron a la cabina de flujo laminar, y con
ayuda de pinzas los explantes se pasaron a cajas de Petri estériles con papel absorbente,

para retirar el exceso de humedad.

3.3.5 Induccidn de brotes (IB)

Con ayuda de pinzas se tomaron los explantes y se sembraron en el medio de induccion
de brote (MIB) (Sales B5 1X, vitaminas Gamborg 1X, sacarosa 30 g/l, BAP 1,67 mg/l, MES
3mM, cefotaxime 350 mg/l, timentina 100 mg/l, agar 7 g/l, pH 5,7) ubicandolos en diagonal
con la cara adaxial hacia arriba dejando el hipocétilo en contacto con el medio. En cada
frasco de medio se colocaron 8 explantes y se llevaron al cuarto de crecimiento a 28°C,
fotoperiodo 16h/8h (luz/oscuridad) durante 15 dias. Posteriormente los explantes se
llevaron nuevamente a cabina. Los explantes cocultivados y los explantes del control
relativo se pasaron a MIB con glifosato 100uM, y los explantes del control absoluto se
pasaron a MIB sin glifosato. Se mantuvieron durante 15 dias mas en las mismas
condiciones de temperatura y fotoperiodo. La eficiencia en la induccién de brote para cada

una de las variedades se calculé como:

. # de explantes con brote
Eficienciade IB =

# de explantes cocultivados
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3.3.6 Elongacién de brotes (EB)

Finalizada la etapa de IB se retiraron los frascos del cuarto de crecimiento y se llevaron a
cabina de flujo laminar. Alli los explantes que no generaron brote fueron descartados. Los
explantes que generaron brotes se pasaron a cajas de Petri grandes estériles con papel
kraf y con ayuda de pinzas y bisturi se retiraron los brotes del cotiledon, descartando el
cotiledon. Los brotes provenientes de los explantes cocultivados y de los explantes del
control relativo se sembraron en medio de elongacion (Sales B5 1X, vitaminas Gamborg
1X, sacarosa 30 g/l, GA 0,5 mg/l, &cido indol acético (IAA) 0,1 mg/l, BAP 0,7 mg/l, glutamina
50 mg/l, asparragina 50 mg/l, MES 3mM, cefotaxime 350 mg/l, vancomicina 70 mgl/l,
glifosato 24uM, agar 7 g/l, pH 5,7) y los brotes provenientes del control absoluto se
sembraron en medio de elongacion sin glifosato. Todos los brotes se sembraron dejando el
corte de la base del nudo de diferenciacion en contacto con el medio. Se llevaron al cuarto
de crecimiento y alli se mantuvieron durante 45 dias, realizando cambio a medio fresco
cada dos semanas hasta observar plantulas con minimo 2cm de altura. La eficiencia de EB

para cada variedad se calculé como.

L # de plantulas elongadas
Eficiencia de EB =

# de explantes cocultivados

3.3.7 Enraizamiento

Plantulas de minimo 2cm de altura obtenidas durante la elongaciéon se retiraron
cuidadosamente con ayuda del bisturi y se pusieron en medio de enraizamiento (Sales MS
0.66X, vitaminas Gamborg 1X, sacarosa 15g/L, agar 7g/, pH 5.7). Se llevaron al cuarto de
crecimiento a 28°C, fotoperiodo 16h/8h (luz/oscuridad), alli se mantuvieron entre 3 a 7
semanas hasta que desarrollaron raiz. La eficiencia de enraizamiento para cada una de las

variedades se calculé como:

# de plantulas que desarrollaron raiz

Eficiencia de Enraizamiento =
f # de explantes cocultivados



Capitulo 2 25

3.4 Endurecimiento

Se tomaron los frascos que contenian las plantulas que desarrollaron raiz y se les realizo
un pequefio orificio en la tapa para permitir el intercambio gaseoso durante 2 dias,
posteriormente se amplio el orificio y se dejaron un dia mas. Las plantulas, se retiraron del
medio y se lavaron las raices con agua tibia. Cada plantula se sembré en un vaso
desechable transparente que contenia una mezcla esterilizada de tierra 20%, turba 40% y
arena 40% humedecida con solucion fertilizante, cada vaso se tap6 con otro vaso de igual
tamafio, el cual tenia de 3 a 5 pequefios orificios, para permitir el intercambio de oxigeno,
inicialmente se regaron con fertilizante de micronutrientes, posteriormente se regaron a
diario con agua del grifo. Una vez las plantulas alcanzaron su altura maxima dentro de los
vasos, se destaparon paulatinamente hasta quedar destapadas por completo, regando a

diario de manera estricta.

Se determiné el porcentaje de endurecimiento absoluto y el porcentaje de endurecimiento

relativo de cada una de las variedades, a través de las siguientes formulas.

o # de plantas endurecidas
Endurecimiento absoluto = - x 100
# de explantes cocultivados

o ) # de plantas endurecidas
Endurecimiento relativo = - - x 100
# de plantas cocultivadas enraizadas

3.5 Determinacion de presencia/ausencia del transgén

Se realiz6 extraccion de ADN a partir de hoja de plantulas endurecidas, utilizando el kit de
extraccion Invisorb® Spin plant mini kit. EI ADN se cuantificé por espectrofotometria usando
el equipo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) y su software asociado. El ADN se ajust6 a

una concentracion de 10ng/ul.

Inicialmente se realiz0 PCR con el juego de primers TiBo542 PF
(5"CCCGCTGAGAATGACGCCAATZ) vy PR (5" CCTGCGACACATCGTTGCTGAST'), para
descartar la presencia de A. Tumefaciens cepa EHA101 en las muestras y asi descartar

posibles falsos positivos. Posteriormente se realizd6 PCR utilizando los primers PF
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(5"CTTTGCTGAAGGAGCTACCGS) y PR (5GTGATCGAGATGCGTAGCAAST") para la
deteccidn del transgen mediante la amplificacion de un de un segmento de la secuencia del
gen cp4EPSPS de 205pb. El programa de amplificacién comprendié una desnaturalizaciéon
inicial a 94°C por 2 min, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 15 segundos,
hibridacion a 54°C por 45 segundos y extension a 72°C por 30 segundos. Al final se hizo

una extra-extension a 72°C durante 10 min.

Con el numero de plantas PCR positivas para el gen cp4dEPSPS se determind la eficiencia

de transformacién de cada variedad mediante la férmula.

# de plantas pcr positiva

Eficiencia de transformacion = X 100
f f # de explantes cocultivados

3.6 Analisis estadistico

Se evalud la normalidad de los datos mediante la prueba de Shapiro Wilk, posteriormente
se realiz6 andlisis de varianza (ANOVA) en las etapas de IB, EB, enraizamiento y
endurecimiento para determinar si se presentaron diferencias estadisticamente

significativas entre las cuatro variedades evaluadas.



4.Resultados

4.1 Germinacioén

Los porcentajes de germinacién en las variedades evaluadas variaron de 95 a 100%.
Siendo la variedad Brasileral la que mayor porcentaje de germinacion presento,
seguida de Brasilera 2 con 99%, soySK7 con 97% y por ultimo la variedad FNS 01
con 95%. (Figura 4-1).

Figura 4-1: Germinacionen agua-agar. En la figura se observan semillas de 5 dias
de germinacion a 28°C de las cuatro variedades evaluadas. (A) Brasileral; (B)
Brasilera2; (C) SoySK7 y (D) FNS 01.

4.2 Inducciéon de brote

En esta etapa se observé desarrollo de brote en mas del 60% de los explantes de
cada variedad. Figura 4-2.
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Figura 4-2: Fin de etapa de IB. Se observan explantes (cotiledones) de la variedad
brasileral. (A) Explante con brote; (B) Explantes sin desarrollo de brote.

Los resultados obtenidos de porcentaje de IB se observan en la (Figura 4-3). De un
total de 133 explantes cocultivados de la variedad “Brasileral” el 75% (100)
generaron brote, de FNS se cocultivaron 125 explantes y se obtuvo brote del 66%
(82) de estos, de la variedad “Brasilera 2” el 76% (91) explantes desarrollaron brote
de 119 que fueron sometidos a cocultivo y de la variedad SOYSK7 se cocultivaron
140 explantes obteniendo brote en el 68% (95) de ellos. Durante la regeneracion los
explantes del control relativo fueron expuestos durante 15 dias al herbicida, sin
embargo, en este control se observo regeneracion superior al 20% en las cuatro
variedades. Los datos observados en el control absoluto muestran que el medio de
IB, permiten una regeneracion superior al 60% en las variedades evaluadas

variedades.
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PORCENTAJE DE INDUCCION DE BROTE

120,0
100,0
w
3 80,0
E H Cocultivadas
g 60,0
2 H Control relativo
40,0 Control absoluto
20,0
0,0
Brasilera 1 Brasilera 2
VARIEDAD

Figura 4-3: Diagrama de porcentajes de IB. Se observa el porcentaje de explantes
gue desarrollaron brote de cada una de las cuatro variedades (brasileral, brasilera2,

FNSO01 y soy SK7) en cada tratamiento (Cocultivo, control relativo y control absoluto).

El ANOVA, indica que no hay diferencias significativas entre las 4 variedades
cocultivadas respecto a la IB con un nivel de significancia superior a 0.05 (p= 0.16).
La IB en las cuatro variedades cocultivadas se mantuvo entre el 66 + 3,25% y 76 +
8,74%.

Valor
F Valor P critico

para F

333,7995823 3 111,2665274  2,0553551 0,1598266  3,490294

649,6192888 12 54,13494074

983,4188712 15
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Tabla 4-1. ANOVA etapa IB. Tabla de Analisis de varianza de la etapa de IB con las
cuatro variedades (brasileral, brasilera2, FNS01 y soy SK7) cocultivadas.

4.3 Elongacion de brote (EB)

En la etapa de elongacion se observan brotes aun verdes que no elongaron, brotes
secos y brotes elongados (Figura 4.4), en las cuatro variedades evaluadas

cocultivadas.

Figura 4-4: Brotes obtenidos finalizada la etapa de EB. Se observan brotes de la
variedad brasilera 1 obtenidos al final de la fase de elongacién de brote. (A) Brotes

elongados y (B) Brotes no elongados.

Se observaron brotes elongados en la etapa de IB (Figura 4-5), estos fueron

incluidos en los datos de elongacion.
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Figura 4-5: Elongacion en etapa de IB. Se observan explantes (cotiledones) de la
variedad brasilera 2 finalizada la fase de induccién de brote, la flecha sefiala un brote
elongado.

El ANOVA indica que no hay diferencias significativas en la etapa de induccion de
brote con un nivel de confianza del 95%. Sin embargo, se observa que las
variedades Brasilera 1 y Brasilera 2, presentaron mejor desempefio en esta etapa
con valores promedio similares en niumero de brotes elongados de 43.47 + 10,41%
y 43.00 + 7.3% respectivamente, seguido por SK7 con 39.07 + 2.34% y FNS con
31.19 + 2,17% (Figura 4.6).

PORCENTAJE DE ELONGACION DE BROTE

100,0
w 80,0
<
E 60,0 H Cocultivas
(S}
S 40,0 B Control relativo
o

20,0 i I ﬁ a Control absoluto
0,0
Brasilera 1 Brasilera 2
VARIEDAD

Figura 4-6: Diagrama de porcentaje de elongacion de brote. Porcentaje de
namero de plantulas elongadas de las cuatro variedades (brasilera 1, brasilera 2,
FNSO1 y soy SK7) cocultivadas.
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4.4 Enraizamiento

En la fase de enraizamiento, se observaron plantulas que se mantuvieron verdes,
pero no desarrollaron raiz y plantulas que generaron raices que les permitieron pasar

a la etapa de endurecimiento (Figura 4-7).

Figura 4-7: Fin de etapa de enraizamiento. (A) Planta con raiz variedad brasilera

2. (B) Planta verde sin raiz variedad brasilera 2.

Los resultados de esta etapa se resumen en la (Tabla 4-1). De los controles relativos
solamente se obtuvo una plantula de la variedad Brasileral, de las demas
variedades no se obtuvo ninguna plantula para este control.
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% De
Numero inicial plantulas
Tratamiento Variedad de explantes enraizadas
Brasilera 1 133 242+ 11%
Cocutivadas FNSO01 125 16.8 + 7.6%
Brasilera 2 119 23.6 £ 3.4%
SoySK7 140 182 +5.7%
Control Brasilera 1 56 157+
Relativo FNSO1 48 0
Brasilera 2 56 0
SoySK7 48 0
Brasilera 1 40 57.8 £ 9.4%
Control absoluto FNSO1 64 23.4+6%
Brasilera 2 56 36.0+ 7.9%
SoySK7 48 234 +
16.4%

Tabla 4-1: Porcentaje de plantulas enraizadas. Numero de explantes iniciales de

cada variedad (brasilera 1, brasilera 2, FNSO1 y soy SK7) en cada uno de los

tratamientos (cocultivadas, control relativo y control absoluto) y su respectivo nimero

de plantas enraizadas con desviacion estandar.

Para esta etapa los datos presentan una distribucion normal con un valor p= 0.345,

en la prueba de Shapiro — Wilk con un nivel de confianza del 95%. Con un valor p=

0.425 y un nivel de significancia de 0.05 el andlisis de varianza indica que la etapa

de enraizamiento no esté relacionada con la variedad, puesto que no hay diferencias

estadisticamente significativas entre las cuatro variedades evaluadas. Sin embargo,

la variedad Brasilera 1, es de la cual se obtiene un mayor nimero de plantas, con

32 plantulas enraizadas.
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4.5 Endurecimiento

La prueba de Shapiro-Wilk arrojo un valor p= 0.378, por lo tanto, los datos no se
alejan de una distribucién normal. EI ANOVA indica que, en la etapa de
endurecimiento, no hay diferencias significativas entre las cuatro variedades
cocultivadas con un valor p= 0.378. No obstante, los datos de porcentaje de
endurecimiento relativo indican que la variedad Soy SK7 presenta un mayor nimero
de plantas endurecidas respecto al nimero inicial de plantas que inician esta etapa
con un 40%, por el contrario, la variedad FNS 01 fue la variedad que presento menor

porcentaje en el endurecimiento relativo con 28%. (Figura 4-2).

Variedad Endurecimiento Endurecimiento
absoluto relativo
Brasilera 1 8% 34%
FNSO1 5% 28%
Brasilera 2 9% 39%
SOYSK7 7% 40%

Tabla 4-2: Porcentaje de endurecimiento. Datos porcentuales de endurecimiento
absoluto y relativo de cada una de las 4 variedades (brasilera 1, brasilera 2, FNS01

y soy SK7) cocultivadas.
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4.6 Deteccion del transgén mediante PCR

De un total de 86 plantas analizadas se detectaron 11 PCR positivas, de las cuales
una correspondia a la variedad FNS 01, dos a Soy SK7, tres a Brasilera2 (Figura 4-
8) y cinco a la variedad Brasileral (Figura 4-9).

Figura 4-8: Gel de electroforesis de PCR para deteccién del transgén en las
variedades Brasilera2, soySK7 y FNSO01. Visualizacion de ampliaciones de 205pb
PCR para deteccion del transgén. Carril 1. Marcador de peso GeneRuler 50pb DNA
Ladder®. Carriles 2, 3y 4 Soy SK7; 5,6y 7 FNS 01; 8, 9y 10 Brasilera2; 11. Control
positivo planta; 12. Control positivo plasmido; 13. Control negativo y 14. Control de
agua.

Figura 4-9: Gel de electroforesis de PCR para deteccién del transgén en la

variedad Brasileral. Carril 1. Marcador de peso GeneRuler 50pb DNA Ladder®;
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carriles 2 al 7 Brasileral; 8. Control positivo de plasmido; 9. Control positivo de
planta-, 10. Control negativo y 11 control de H-O.

Una vez calculada la eficiencia de transformacion, se evidencio que la variedad
Brasileral, presento la mayor eficiencia con 3.7%, seguida de la variedad Brasilera
2 con 2.5%. En este estudio las variedades FNSO1 y SOYSK7 mostraron una
eficiencia de transformacion por debajo del 1% con valores de 0.8% y 0.7%

respectivamente.



5.Discusion

En la transformacién genética mediada por Agrobacterium se ha demostrado que las
etapas de infeccion y regeneracion influyen de manera directa sobre la eficiencia de
transformacion y son genotipo-dependientes (Donaldson & Simmonds, 2000) (S. Li
et al., 2017). La transferencia exitosa del transgén desde Agrobacterium hacia las
células vegetales depende entre otros factores, de la susceptibilidad del genotipo
vegetal a la infeccion por A. tumefaciens (Hinchee et al., 1988; Wang et al., 2002; Li
et al., 2017). La obtencion de plantulas in vitro al final del proceso de transformacion
depende de la capacidad de regeneracion de cada variedad (Raza et al., 2017; Song
et al., 2013).

En este estudio se evalué la capacidad de regeneracion y eficiencia de
transformacion de cuatro genotipos colombianos de soya (Brasilera 1, fnsO1,
Brasilera 2 y soy SK7), bajo un sistema de transformacion mediada por
Agrobacterium para conferir tolerancia a glifosato. La regeneracion se llevé a cabo
por organogénesis directa a partir de nodo cotiledonar (Rojas, Lopez Pazos, &
Chaparro Giraldo, 2018). La regeneracion a partir de este explante incluye las etapas
de IB, EB y enraizamiento (S. Li et al., 2017).

Las cuatro variedades evaluadas presentaron un porcentaje de germinacion superior
al 95%, estos resultados coinciden con lo reportado por Rojas y colaboradores en
(2018), donde variedades de soya colombianas, incluida soy SK7, sometidas al
mismo método de desinfeccidén, no presentaron diferencias porcentuales en esta

etapa.

En la etapa de IB, los cuatro genotipos evaluados desarrollaron brotes, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas asociadas al genotipo

vegetal en esta etapa lo cual ha sido previamente reportado por (Raza et al., 2017),
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En este estudio evaluaron la regeneracion in vitro de diferentes genotipos de soya a
partir de tres diferentes tipos de explante incluido el nodo cotiledonar, sin encontrar
diferencias asociadas exclusivamente al genotipo vegetal en la fase de IB. Sin
embargo, otros estudios reportan rangos de IB variables entre genotipos, con
porcentajes que van desde el 68% hasta el 100% en la evaluacion de 10 genotipos
de soya bajo un sistema de transformacion mediado por Agrobacterium (Paz et al.,
2004). Por otro lado, Song y colaboradores (2013), evaluaron 20 genotipos chinos
de soya, reportando IB en todos los genotipos con tasas de regeneracion variables
entre 8.4+3.2 para el genotipo Heinong 51, hasta 80.7+4.3 para el genotipo Tianlong
1. Ademas, utilizaron como control los genotipos Jack y Williams82 los cuales
mostraron tasas de 82.8% 3.3 y 67.7% +4.7 respectivamente. La evaluacién en
estudios anteriores de variedades de soya colombianas, también mostro IB en las
tres variedades evaluadas, sin embargo destacaron el efecto del genotipo vegetal
sobre esta etapa, siendo la variedad P29 la que presento mayor ndmero de
explantes con brote con 96.2% vy la variedad soy SK7 la que presento menor

porcentaje con 75.4% (Rojas et al., 2018).

Finalizada la IB en las cuatro variedades se observaron explantes que no
regeneraron puesto que estaban oxidados o necroticos. Se ha reportado que las
heridas realizadas sobre los explantes pueden desencadenar la produccion
polifenoles oxidasas como mecanismo de defensa, generando el oscurecimiento del
tejido y debilitamiento en el proceso de transformacion (Olhoft & Somers, 2001). Por
lo tanto, se han utilizado antioxidantes en el medio para mitigar esta respuesta (Dan,
2008). En el caso de soya, se ha utilizado la adicion de DTT y L-cys en el medio de
cocultivo liquido en el que se resuspende Agrobacterium y en el medio de cocultivo
solido, para inhibir la necrosis de explantes durante la infeccién (S. Li et al., 2017).

En este estudio no se adicionaron antioxidantes.

El nodo cotiledonar ha sido el tipo de explante mas utilizado en la transformacion
genética de soya (Raza et al., 2017) Sin embargo se presenta una baja eficiencia de
transformacién por este método, que se ha asociado entre otras, a la baja tasa de
elongacién de botes (Song et al., 2013). Diferentes estudios se han enfocado en

evaluar diferentes concentraciones de hormonas en el MEB con el fin de mejorar la



eficiencia de transformacion.(S. Li et al., 2017; W. Li, Ning, Lv, & Li, 2008; Paz,
Martinez, Kalvig, Fonger, & Wang, 2006; Soto, Ferreira, Delgado, & Enriquez, 2016).

En este estudio se evalué la EB como numero de plantulas elongadas por variedad
y se incluyeron las plantulas que elongaron en la fase previa de IB. No se
encontraron diferencias significativas entre las cuatro variedades evaluadas. Sin
embargo, la variedad Brasilera 1 fue la que elongd el mayor nimero de plantulas
(58) que corresponden a una tasa de elongacién del 43.47 + 10,4%, el menor nimero
se obtuvo de la variedad FNSO01 (39) con una tasa de elongacién del 31.19 + 2,17%.
Li y colaboradores en (2017), evaluaron la tasa de elongacion en ocho genotipos de
soya utilizando diferentes concentraciones de IAA y GA, reportando diferencias
asociadas al genotipo vegetal y a la concentracion de hormonas, obteniendo la
mayor tasa de elongacion en la variedad Jack purple (33.34%) utilizado 1.0 mg / L
GA y 0.1 mg/ L IAA. En la evaluacion de tres genotipos colombianos de soya, la
variedad SK7 obtuvo el menor porcentaje de regeneracion, sin embargo esta
variedad fue la que presento mayor nimero de brotes por explante en la etapa de
EB , siendo la variedad de la cual obtuvieron mayor niumero de plantulas (Rojas et
al., 2018). Razay colaboradores 2017, reportaron diferencias respecto al nimero de
brotes que elongan entre las variedades, mostrando que variedades como Bunya
generaron brotes multiples, contrario a variedades como Jack que generaron entre
uno y dos brotes, sin embargo, al igual que en el presente estudio, reportan

elongacioén de brotes en todas las variedades evaluadas.

El mecanismo de seleccién juega un papel fundamental en esta etapa de EB, puesto
gue se deben estandarizar las concentraciones de los agentes de seleccion en el
medio de tal manera que permitan la regeneracion y eviten escapes. En la
transformacion genética de soya se ha reportado seleccion con antibiéticos como
Kanamicina e higromicina (Sundar & Sakthivel, 2008). Sin embargo, el glufosinato
de amonio ha sido el agente seleccionador mas comunmente utilizado tanto in vitro
como en invernadero (S. Li et al., 2017; Paz et al., 2006; Song et al., 2013). El
glifosato, utilizado en este estudio, ha sido poco reportado como agente de seleccién
(Clemente et al., 2000; Rojas et al.,, 2018; Soto et al., 2016). A diferencia del
glufosinato de amonio, el glifosato es un herbicida sistémico por lo tanto la seleccion

se basa en criterios fenotipicos (apariencia de los brotes) y no en criterios
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categoricos como (brotes vivos o muerto) (Rojas et al., 2018). En el presente estudio
bajo las condiciones de seleccidon ensayadas se obtuvieron regenerantes de las

cuatro variedades evaluadas.

Generalmente se ha reportado que la regeneracion es genotipo-dependiente,
entendiendo la regeneracion como el desarrollo in vitro de plantas completas (S. Li
et al., 2017; Paz et al.,, 2006; Song et al., 2013). Sin embargo, en este estudio
utilizando las variedades colombianas Brasileral, FNSO1, Brasilera2 y soySK7 no
se observo efecto del genotipo. Resultados similares fueron reportados por Reichert
y colaboradores en (2003) donde observaron un comportamiento uniforme en la

regeneracion de las variedades de soya Williams82, Loda y Newton.

Se realizé la deteccidén del transgén mediante PCR, se obtuvo por o menos una
planta PCR positiva de cada una de las variedades, Brasileral fue la variedad que
presento mayor eficiencia de transformacion con 3.7%. Diferentes estudios han
demostrado que el proceso de infeccion es crucial en la eficiencia de transformacion
y depende entre otros factores, de la susceptibilidad del genotipo vegetal a la
infeccién por A. tumefaciens (S. Li et al., 2017; Rojas et al., 2018; Song et al., 2013).
En este estudio no se evalud la susceptibilidad de los genotipos,in embargo, se
observo una mayor tasa de trasformacion en la variedad Brasileral, lo cual podria
estar relacionado a la interaccion con la cepa AGLO utilizada. Donaldson y
Simmonds, (2000) reportaron tasas globales de transformacion que variaron ente el
27% y el 92% segun la variedad vegetal utilizada. No obstante, la diferencia no la
atribuyen a la interaccion entre el genotipo vegetal y Agrobacterium, si no a la
diferencia en la eficiencia de regeneracion in vitro de cada variedad. Como ya se
menciond, las cuatro variedades evaluadas en este estudio no presentaron
diferencias estadisticamente significativas respecto a su capacidad de regeneracion
in vitro. Ahora, la eficiencia de transformacion observada puede estar asociada al
namero de plantas obtenidas al final el proceso, siendo Brasilera 1 la variedad de la
cual se obtuvo mayor niumero de plantas (11) y la que presento mayor eficiencia de

transformacion (3.7%).



La obtencién de transformantes en todas las variedades evaluadas, coincide con lo
reportado en otros estudios de transformacion genética de soya (S. Li et al., 2017).
Pereddy, (2020) también reporto transformacion en 19 diferentes genotipos
sometidos al mismo protocolo de transformacion. No obstante, estos resultados son
contrarios a lo reportado por Paz 2006 quienes evaluaron las variedades de soya
Thorne, Williams82 y Williams, reportando transformantes solamente de la variedad
Williams cuando se utilizé como explante el nodo cotiledonar, con una eficiencia de
transformacion de 5,3%. Rojas y colaboradores, 2018, utilizando la misma cepa y
protocolo de regeneracion utilizados en este estudio, obtuvieron plantas
transformadas en dos de las tres variedades evaluadas con frecuencias de
transformacion de 10.8% para soy SK7 y 5.4% para P29. La eficiencia de
transformacion de la variedad soySK7 (0,7%) obtenida en el presente estudio, se
encuentra por debajo de la eficiencia previamente reportada, esta diferencia puede
estar asociada al hecho de que estudios anteriores realizan PCR sobre material en

etapa de enraizamiento, en este estudio se realizé6 PCR sobre material endurecido,

Dado que la eficiencia de transformacion esta determinada en gran medida por la
interaccion entre la cepa de Agrobacterium y el genotipo vegetal y por la capacidad
de regeneracion, algunos estudios realizan preseleccidon de genotipos con base en
estas dos caracteristicas ((Song et al., 2013). A pesar de que el primer reporte de
soya genéticamente modificada se realiz6 hace 33 afios (Hinchee et al., 1988), la
soya sigue siendo considerada una especie dificil de transformar (Yang et al., 2019).
Diferentes factores resultan limitantes en el proceso de transformacién, uno de ellos
es el hecho de que la soya es considerada recalcitrante (Salammal et al., 2013).
Ademas, cuando un genotipo logra ser regenerado in vitro se presenta un cuello de
botella en la fase de elongacién que afecta de forma directa la eficiencia de la
transformacién debido al escaso numero de plantas elongadas (S. Li et al., 2017).
En el caso de la transformacion genética mediada por Agrobacterium otros factores
pueden afectar la eficiencia como lo son: la cepa utilizada, el tipo de explante y el

genotipo (K. Lee et al., 2011).

Por lo tanto, diversos estudios se han concentrado en la mejora de protocolos. Por
ejemplo, utilizando como explante nodo cotiledonar se han reportado eficiencias de
transformacion de 6.3% (Paz et al., 2004; Zeng, Vadnais, Zhang, & Polacco, 2004).
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Tomando semilla media como explante se han obtenido eficiencias de
transformacioén entre el 1,4% y 8,7% con una frecuencia promedio de 3.8% (Paz et
al., 2006). Con el mismo explante de semilla media y concentraciones de 1.0 mg/L
GAy 0.1 mg/LIAA en el MEB se obtuvieron eficiencias que van desde el 7,3 al 10%
con una frecuencia media del 8,7% (S. Li et al., 2017). La maxima frecuencia de
transformacion reportada en soya es de 18,7 % en promedio utilizando semillas
divididas que cuentan con un eje embrionario parcial, con un protocolo aplicable a

diferentes genotipos (Pareddy et al., 2020).

Diversidad de cepas de Agrobacterium tumefaciens se han utilizado en soya como
lo son Chry5, LBA4404, EHA101, EHA105, AGL1, KYRT1 y GV3850 (H. Lee, Park,
& J., 2013). La cepa EHA 101 resulto ser mas eficiente en la transformacion de
cotiledones inmaduros que la cepa LBA4404 (Parrott, Hoffman, Hildebrand,
Williams, & Collins, 1989). En la transformacién de variedades colombianas de soya
presento mayor eficiencia de transformaciéon la cepa EHA105 que la cepa AGLO
derivada de EHA 101 (Rojas et al., 2018).

Se ha avanzado en aumentar la eficiencia de transformaciéon en soya con la
optimizacion de protocolos. No obstante, los protocolos por si solos no garantizan
dicha eficiencia puesto que cada genotipo puede comportarse de forma diferente,
por lo tanto, se deben evaluar los genotipos para identificar aquellos con mayor

potencial dentro de un determinado protocolo.



6.Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

No se observan diferencias estadisticamente significativas en la regeneracion de las
variedades colombianas de soya Brasileral, FNSO1, Brasilera2 y soySK7 evaluadas
bajo un sistema de transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens cepa
AGLO, para conferir tolerancia al glifosato. Sin embargo, la variedad Brasileral
presento mayor eficiencia en las etapas de 1B, EB y enraizamiento.

Se obtuvieron plantas transformadas de las cuatro variedades evaluadas, la
variedad Brasileral fue la que presento mayor eficiencia de transformacion (3.7%).
No obstante, se deben realizar ajustes al protocolo que permitan optimizar las fases
de elongacién y enraizamiento, orientado a generar un mayor nimero de plantas y
por lo tanto aumentar la eficiencia de transformacion.

Las cuatro variedades evaluadas son susceptibles a la infeccion por A. tumefaciens
cepa AGLO y regeneran por la via de la organogénesis directa tomando como
explante el nodo cotiledonar.

Estos resultados muestran que las variedades colombianas evaluadas tienen
potencial para ser incluidas dentro de programas de transformacion genética

principalmente la variedad Brasileral.

6.2 Recomendaciones

La soya presenta una baja eficiencia de transformacion, por lo tanto, se debe buscar
la optimizacion de los diferentes factores que influyen en el proceso. Los genotipos
a utilizar deben ser evaluados previamente en un sistema de regeneracion de tal
manera que se establezca la tasa de regeneracion de cada uno de ellos. La inclusion

de genes reporteros como Gus dentro del casete de expresion es una herramienta



44
Evaluacién del comportamiento in vitro de genotipos de soya durante la
transformacién genética mediada por Agrobacterium tumefaciens.

atil que permite preseleccionar genotipos con base en la susceptibilidad a la
infeccion por Agrobacterium permitiendo asi seleccionar no solo los genotipos mas
susceptibles sino también la cepa a utilizar. La informacion de tasa de regeneracion
y susceptibilidad de cada genotipo permitira identificar los mas promisorios para ser
sometidos a transformacion. Una vez identificados, se pueden realizar ajustes al
protocolo orientados exclusivamente a él o los genotipos seleccionados. Se debe
buscar optimizar la fase de EB puesto que una etapa critica dentro del proceso.

La seleccidn es clave en transformacion, a la fecha la seleccién in vitro con glifosato
sigue siendo compleja dado que este es un herbicida sistémico, no se observa un
efecto de seleccién inmediato sobre el material no transformado, sino que por el
contrario se observa hasta la etapa final de elongacion, ademas este herbicida
dificulta la evaluacion fenotipica sobre material endurecido. Posterior a la
identificacion de plantas positivas mediante PCR, se deben realizar pruebas como
ELISA (enzimoinmunoanalisis de absorcion) que permitan validar la expresion del

gen de interés.

An €XO0O . caracteristicas agronOmicas de las variedades de

soya usadas en el estudio: Se presentan datos del ciclo de vida,



asi como caracteristicas agronémicas y de la semilla més

relevantes de las cuatro variedades de soya evaluadas.

Variedad
Caracteristica Soy SK-7 Brasilera2 | Brasileral FNS 01
Dias de siembra a
emergencia - 5-6 5-6 5-6
Dias de emergencia a
floracién - 30-32 28 -31 34 -36
Ciclo de vida
Dias de emergencia a
madurez - 85-90 85 -89 93-98
Dias de emergencia a
cosecha - 95 -100 94 -98 110-115
Habito de
crecimiento Semideterminado | Determinado | Indeterminado | Determinado
Altura de planta 101 70 112 87
Caracteristicas
Color de flor Blanca Morada Morada morada
agrondémicas
Numero de vainas 60 56 62
Numero de semillas
por vaina - 2,4 3 2,6
Color de semilla Amarilla Amarilla Amarilla Amarilla
Caracteristicas
Color de hilum Negro Café oscuro Amarillo Negro
de la semilla
Forma Ovalada Ovalada Ovalada Ovalada
Desarrollador Semillas Kamerun FENALCE FENALCE FENALCE
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