CENTRO BASICO

Generacién de plantas transgénicas de

TOMATE DE CASCARA (Physalis ixocarpa)

que expresan el Gen de la proteina de la cipside
del Virus del Mosaico del Tabaco (VMT)

INTRODUCCION

Las enfermedades virales en plantas constituyen
actualmente una de las principales causas de pérdidas en la
agricultura (hasta un 46% en promedio de la produccién
anual ), sélo superadas en este aspecto por la sequia. Lagran
magnitud que alcanzan dichas pérdidas se debe en gran
medida a la carencia de métodos eficaces para el control de
los virus fitopatogenos, utilizindose solamente medidas
indirectas de tipo preventivo. Estos métodos no siempre
dan buenos resultados y siempre resultan caros, poco
préicticos 0 nocivos para el ambiente. La mejor forma de
evitar las enfermedades virales es sin duda el uso de
variedades resistentes, sin embargo, la generacién de las
mismas no es siempre posible, y cuando lo es, consume
mucho tiempo y recursos. Afortunadamente, el gran
desarrollo que ha tenido recientemente la llamada
“Tecnologia del ADN Recombinante”, ha abierto varias
opciones novedosas para el control de virus fitopatégenos y
generacion de plantas resistentes a los mismos. Una de estas
opciones es la llamada “'Proteccién cruzada por Ingenieria
Genética” (Ver: Proteccién Cruzada por Ingenieria
Genética: una nueva alternativa para el control de virus
fitopatogenos. Investigacion y Ciencia, No. 04) Esta
metodologia consiste bisicamente en introducir al genoma
de la planta el gen que codifica para la proteina‘de la cpside
o cubierta del virus contra el que se desea proteger, de
manera que la planta misma sintetice esta proteina y de tal
modo adquiera resistencia ante el ataque de dicho virus.

Este es un proceso complicado que requiere de varias etapas.

(Fig. 1). Utilizando esta metodologia se han generado ya al-
gunas variedades resistentes a virus en los E.U.A. y Europa.

En el presente proyecto de investigacion, se

obtuvieron plantas transgénicas de tomate de céscara (P.
ixocarpa) que expresan el gen de la proteina de la cdpside del
VMT, lo cual constituye el paso més importante para la
generacién de una variedad resistente a dicho virus, el cual
es una importante causa de pérdidas en el cultivo del tomate
de chscara. La realizacién de este proyecto fue posible
gracias a la colaboracién del Depto. de Ingenieria Genética
del CINVESTAV-IPN y al apoyo econémico de la
DGICSA-SEP.

METODOLOGIA Y RESULTADOS

a) Regeneracién In vitro de P. ixocarpa

Un paso previo e indispensable para la
transformacién genética de plantas, es el desarrollo de un
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sistema eficiente para la regeneracién in vitro a través del
sistema de induccion, elongacién y enraizamiento de brotes
adventicios. Este método consiste a grandes rasgos de la
generacion de plantas completas a partir de una sola célula
vegetal. De esta manera si se modifica genéticamente esta
célula inicial, toda la planta originada a partir de ella tendr4
dicha modificacion. El sistema desarrollado consiste en la
generacion de brotes adventicios a partir de cotiledones e
hipocotilos, en un medio de cultivo de Murashige y Skoog,
enriquecido con la solucién de vitaminas del medio By con
2.8 mg/1 de benciladenina y 0.2 mg/1 de ac. naftalenacético.
Los brotes asi obtenidos se elongaron y enraizaron en
medio enriquecido con 0.1 mg/1 de ac. indolacético.

b) Desarrollo del sistema de transformacién genética
mediante el cocultivo con Agrobacterium tumefaciens que
contiene las construcciones quiméricas pB, 120 VMT-
CP y pMON 858 VMT-CP

Existen diferentes sistemas para la introduccion de
genes forneos en plantas, pero el mds utilizado es el
cocultivo con la bacteria fitopat6gena A. tumefaciens, la cual
tiene la capacidad natural de introducir segmentos de ADN
propios al genoma vegetal. Esta bacteria puede manipularse
genéticamente de tal manera que introduzca a la planta
genes de interés, tales como aquellos que confieren
resistencia al ataque de virus. Para este fin fueron
construidos dos vectores de transformacion (plasmidos)
que contienen el gen de la proteina de la cdpside del VMT,
asi como genes de resistencia a antibi6ticos que permiten
seleccionar a las plantas transformadas (Fig. 2). Estos
vectores fueron introducidos a la bacteria, y esta fue
cultivada junto con los cotiledones e hipocotilos para que
se diera la transferencia de material genético al genoma de
las células vegetales. Para lograr esto hubo de adecuar las
condiciones de cocultivo de los segmentos de planta con la
bacteria, como lo son: concentracién bacteriana, edad del
cotiledén e hipocotilo, medio de cocultivo y tiempo del
mismo. De esta manera, se determiné que las condiciones
adecuadas fueron una concentraciébn de 1X108
bacterias/ml, diluidas en medio de Murashige y Skoog
liquido en cocultivo con cotiledones e hipocotilos de 12
dias de edad por un periodo de 48 horas.

¢) Seleccion de brotes transformados.

Un paso critico en el desarrollo de métodos de
transformacién genética, es la seleccion de aquellos brotes
que estén transformados y la eliminacién de aquellos que
no lo estdn. Para esto se utilizan los genes de resistencia a



antibi6ticos, transferidos al genoma de la planta junto con
el gen viral,

Una vez concluido el cocultivo, los segmentos de
tejido vegetal se transfirieron a un medio de seleccién, en el
cual s6lo sobreviven y producen brotes aquellas células que
hayan adquirido la informacién genética introducida. Este
medio se basd en el desarrollado para la generacion de
brotes adventicios, adicionado con los antibi6ticos de
seleccion (Gentamicina en el caso del vector pMON 858
VMT-CP, y Kanamicina en el vecto pB, 120 VMT-CP), y
de los antibidticos carbenicilina y clafordn para eliminar a la
bacteria remanente. Mediante este proceso fue posible
obtener una cierta proporcién de brotes resistentes a los
antibi6ticos de seleccién, siendo notoria la diferencia entre
éstos y aquellos que no presentaron resistencia. Esto
constituye la primera evidencia de transformacién genética
en los brotes generados (Fig. 3). Los brotes asi obtenidos se
elongaron y enraizaron, siempre en presencia del agente
selectivo, hasta obtener plantas adultas y adaptadas a las
condiciones de invernadero.

d) Anilisis de la expresion del gen viral en las plantas
transformadas.

Las plantas obtenidas mediante el proceso
mencionado, se sometieron al andlisis llamado *'Western
blot”’ (Sambrook y col., 1990), cuya finalidad es verificar la
presencia de la proteina de la cipside del VMT, como
consecuencia de la inclusién estable y expresion del gen
viral introducido al genoma de la planta. Con este estudio se
confirmé de manera definitiva la transformacién genética
de varias de las plantas analizadas, con lo que se tiene la
~ seguridad de contar con lineas de plantas transgénicas de
tomate de cdscara que expresan eficientemente la proteina
de la cdpside del VMT (Figs. 4 y 5).

De esta forma, s6lo resta por determinar la correcta
heredabilidad del gen introducido, mediante un andlisis de
la progenie de las plantas transgénicas y probar la resistencia
de éstas ante la infeccion por el VMT, para dar por
concluido de manera completa el presente trabajo.

PERSPECTIVAS

Ya que, ha sido confirmado, en todos los casos
reportados que la expresién de la proteina de la capside
viral en plantas transgénicas les confiere resistencia a la
infeccién producida por el virus de donde se tomé el gen
(Arce<Johnson y col. 1991), es creible que las plantas
generadas en nuestro laboratorio, exhiben también dicha
propiedad. Es importante considerar que estas lineas
transgénicas pueden ser patentadas como una nueva
variedad de tomate de cdscara de alta produccion y
resistentes al virus del mosaico del tabaco, desde luego,
después de pasar por las normas establecidas por la
recientemente creada Comisién Nacional de Bioseguridad,
y que consisten en realizar en reas controladas las pruebas
de campo para dichas variedades. En la actualidad se en-
cuentra en tramite el permiso para llevar a cabo dichas
pruebas en el CINVESTAV-IPN. U. Irapuato.

Este trabajo coloca a la UAA como la primera
universidad de Latinoamérica con la infraesctructura
necesaria para la generacion de nuevas variedades de plantas
con resistencia a virus, a través de ingenieria genética.
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PROTECCION CRUZADA POR INGENIERIA

~ GENETICA: PROCESO

AISLAMIENTO DEL GEN
DE LA CAPSIDE DEL
VMT (CINVESTAY)

e

INCLUSION EN VECTORES
DE TRANSFORMACI

PRUEBAS DE
RESISTENCIA ANTE LA
INFECCION CON EL
VMT (V.AA).

|

ON VERIFICACION DE LA
PARA PLANTAS (pBI 120 Y INCLUSION ¥ CORRECTA
PMON #58), CON EL EXPHESION DEL GEN
BISTEMA DE REGULACION VIRAL EN LAS PLANTAS
Y MARCADORES DE THANSFORMADAS
SELECCION ADECUADOS (V.AA),
(CINVESTAV).
TRANSFORMACION GENETICA Y
REGENERACION IN VITRO DE PLANTAS
DE TOMATE DE CASCARA (U.AA.),
: FIG. 1
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Fig. 3.« Brotes de P. ixocarpa procedentes
de hipocotilos cocultivados con A,
tumefaciens con el vector pBI 120 VMT
CP, cuyo marcador de seleccion es
kanamicina. Nétese la presencia de brotes
cloréticos (que no resistieron al antibié-
tico) v algunos brotes normales que
mantienen su color verde (obscuros).
Estos Gltimos son resistentes a kanamici-
na, por lo tanto es muy probable que estén
transformados.
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Fig 5.-' Planta mnmu de P. ixocarpa que
expresa el gen de la proteina de la cipside del VMT.

Fig. 4. Anglisis "Western blot”
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