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Resumen y Abstract Xl

Resumen

En este trabajo se planted un modelo basado en Derechos de Propiedad Intelectual (DPI)
para generacion de productos de interés industrial en tabaco (Nicotiana tabacum L.) que
aporte en nuevos usos comerciales del cultivo. Este modelo comprende andlisis del estado
de patentes asociadas a los elementos implicados en un avance biotecnoldgico, y asi
establecer una estrategia que permita alcanzar un producto con una carga minima de
patentes asociadas que hagan factible su liberacién comercial (denominado Estudio de
Libertad de Operacion - ELO). Este disefio se us6 en el desarrollo de lineas genéticamente
modificadas (GM) de tabaco, portadoras del gen phaC de Aeromonas caviae para sintesis
de polihidroxialcanoatos en peroxisomas, para lo cual se realiz6 un ELO especifico con el
cual se establecié un esquema que incluye el uso de casetes de expresion sintéticos de
uso comercial para ser clonados en vectores de libre acceso pCAMBIA, transformacion
del vector en la cepa Agrobacterium tumefaciens LBA4404 (protegida por cinco patentes
vigentes hasta 2032), la patente que cubre el método de transformacién de este trabajo
tiene vigencia hasta 2023. Ademas se identificaron 16 patentes relacionadas con los
elementos relevantes para el desarrollo de una linea GM de tabaco productora de
polihidroxialcanoatos en peroxisomas: secuencia promotora, codificante y terminadora,
vector de transformacion, cepa de A. tumefaciens para transformacién, y péptido de
transito, de las cuales 11 se encuentran vigentes. La variedad Samsun con la que se
trabaj6 tiene titulos de obtentor de Variedades vegetales caducados. Se disefiaron dos
casetes de expresion con el transgen phaC de A. caviae y péptido de transito a
peroxisomas, con ajuste de uso codonico para N. tabacum (denominado PHACA.MOD) y
sin modificacion de uso codénico (denominado PHACA ), los cuales fueron insertados en
el genoma de tabaco, logrando una frecuencia de transformacion de 0.78 % con el
transgen PHACA:MOD y 3.9 % con el transgen PHACa para la variedad Samsun. Las
plantas transformadas produjeron 0.36 mg de polihidrobutirato, con observacion de
granulos relacionados en peroxisomas. El modelo experimental basado en DPI fue
aplicado a la variedad Virginia k326, proceso cubierto por el mismo tipo y nimero de

patentes, y titulos de obtentor de Variedades vegetales caducados, alcanzando
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frecuencias de transformacién de 1.56 % con el constructo PHACA:MOD y 4.29 % con la
construccion PHAC, .. Finalmente, siguiendo el mismo esquema apoyado en DPI, se
transformo6 ambas variedades con un casete de expresion codificante de la parasporina 6
de Bacillus thuringiensis (una proteina con actividad anticancerigena) usando
procedimientos experimentales idénticos, como perspectiva para produccién de
biofarmacos en tabaco. En el andlisis de propiedad intelectual se identificaron siete
patentes que protegen parasporinas en general con vigencia hasta 2033, ninguna patente

especificamente cubre a la parasporina 6.

Palabras clave: polihidroxialcanoatos, Aeromonas caviae, Nicotiana tabacum, Derechos

de Propiedad Intelectual, polihidroxibutirato, gen phaC, parasporina 6
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Development of genetically modified tobacco
carrying the phaC gene of Aeromonas caviae for

the synthesis of polyhydroxyalkanoates

Abstract

Here we present a model based on Intellectual Property Rights (IPR) for the production of
industrial goods in tobacco (Nicotiana tabacum L) in order to develop new commercial uses
for this crop. This model comprises a Freedom to Operate (FTO) analysis of the patents
related to the elements involved in a biotechnological product in order to establish a
strategy to develop a product with the minimum associated patent load and, therefore,
facilitate its eventual commercialization. This approach was used in the development of
Genetically Modified (GM) tobacco lines carrying the phaC gene from Aeromonas
caviae for the production of polyhydrohyalkanoates in peroxisomes. For this, a case
specific FTO analysis was carried out. Based on this analysis we outlined a strategy that
includes the use of commercial synthetic expression cassettes cloned in free-access
vectors (CAMBIA) and the transformation of Agrobacterium tumefaciens strain LBA4404
with these vectors. This bacterial strain is protected by five patents in force until 2032, but
the patent covering the transformation method used here expires in 2023. We identified 16
patents related to relevant elements involved in the development of a GM tobacco line that
produces polyhydroxyalkanoates in peroxisomes (promoter, coding and terminator
sequences, transformation vector, A. tumefaciens strain, and transit peptide). Of these,
eleven are still in force. Samsun tobacco variety was protected by Plant Breeder’s Rights,
but these are now expired. We designed two expression cassettes with the A. caviae
phaC gene and a peroxisomal transit peptide. The sequence of one of these was adjusted
to optimize it for N. tabacum codon usage (PHACA:MOD) while the other was not modified
for codon usage (PHAC, ). These expression cassettes were transformed into the tobacco
(var. Samsun) genome with a frequency of 0.78 % (PHACA:MOD) and 3.9 % (PHACAJ.).
Transformed plants produced 0.36 mg of polyhydroxybutyrate and related peroxisomal

granules were observed. This IPR based experimental model was applied to N.
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tabacum var. Virginia k326, in a process covered by the same type and number of patents
and expired Plant Breeder's Rights, with a transformation frequency of 1.56 %
for PHACA:MOD and 4.29 % for PHACa.. Following the same IPR based approach and
identical experimental methods, both tobacco varieties were also transformed with an
expression cassette coding for Bacillus thuringiensis parasporin 6 (a protein with
anticancer activity) as a perspective for the production of biopharmaceuticals in tobacco.
An IP analysis of this gene led to the identification of seven patents protecting parasporins
in general, in force until 2033, but none covering parasporin 6 specifically.

Key words: Polyhydroxyalkanoates, Aeromonas caviae, Nicotiana tabacum, Intellectual

Property Rights, polyhydroxybutyrate, phaC gene, parasporin 6.
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Introduccioén

El cultivo de tabaco (Nicotiana tabacum L.) aporta 40 millones de empleos en el
mundo, con produccion de cuatro millones de toneladas. Solo en Colombia esta
actividad genera alrededor de 250 jornales/hectarea, con area de siembra de 1796
hectarea, produccion de 3592 toneladas comercializadas, generando dividendos
aproximados de 11 millones de délares en exportaciones, donde se produce
principalmente en los departamentos de Sucre, Santander y Huila (MinAgricultura,
2020). Las condiciones climaticas y edéficas de las regiones donde se cultiva tabaco
favorecen su desarrollo durante todo el afio y constituye un renglén agricola
importante para Colombia. Sin embargo, a partir del afio 2010, la produccién a nivel
nacional ha disminuido paulatinamente debido a los altos costos de produccion, con
reduccion del area de siembra, cierre de actividades de compra de cosechas por parte
de las tabacaleras British American Tobbaco y Philiph Morris International, sumado al
impacto negativo que representa el consumo de cigarrillo para la salud que ha
obligado a las entidades gubernamentales a regular la produccién y comercializacion
de este derivado, incluyendo la implementacion del acuerdo marco del control de
tabaco liderado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) que intensifica los
impuestos a produccion de cigarrilos como medida para desalentar el consumo,
situacion que ha favorecido el contrabando de cigarrillos afectando directamente a
pequefios y grandes productores (MinAgricultura, 2020). Actualmente el Unico
comprador de la hoja de tabaco es laindustria nacional, perjudicando la estabilidad de
alrededor de 7000 familias, la politica agropecuaria del Ministerio de Agricultura y
Desarrollo rural (MADR) ha venido trabajando para fortalecer la cadena a través
estrategias de financiamiento, adecuacion de tierras e infraestructura de secado,
acompafamiento técnico y blusqueda de alternativas para el cultivo. En este contexto
se propone generar tabaco genéticamente modificado (GM), o transgénico, a través
de la insercién de genes que le confieran propiedades de interés industrial como una
opcién viable, como se ha evidenciado para la industria farmacéutica donde se ha

puesto en contexto la produccion de farmacos en plantas, puesto que los cultivos no
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requieren de equipos y sistemas especializados, e incluso la parte operativa del
proceso es sencilla una vez se ha logrado obtener material vegetal GM adaptado a
campo para sembrar en masa (Whittall et al., 2021). La produccién de plantas GM
con diversos fines, p.ej. produccion de farmacos, fibras o plasticos, tienen ventajas
como disminucibn de costos (menor infraestructura que la contraparte de
bioreactores), alta concentracion de biomasa, sintesis especifica en tejido o
compartimiento celular, menor probabilidad de contaminacién con microorganismos

infecciosos y menor gasto de energia (Moon et al., 2020).

La sintesis de polihidroxialcanoatos (PHAS), un tipo de poliéster producido por
diversas especies de bacterias, ha sido usado como materia prima en la industria del
plastico para generar un material biodegradable y seguro para la salud y el ambiente
(Shafei et al., 2018). La principal limitante de produccion en biorreactores de plasticos
derivados de PHAs es el alto precio, debido a que estos son sintetizados por algunos
microorganismoscuando existe una limitacion de nutrientes esenciales o exceso de
fuente de carbono, por lo tanto, a gran escala requiere de alta demanda de carbono
externa que incrementa costos (Koller & Mukherjee, 2022). La posibilidad de generar
estos PHAs en vegetales puede ser eficiente a partir de insercion de genes
codificantes de enzimas mediadoras de su biosintesis en rutas metabdlicas
esenciales como glucalisis, ciclo de Krebs, B-oxidacion, sintesis de acidos grasos de
novo, catabolismo de amino&cidos y el ciclo de Calvin (Yadav et al., 2021). Las
aproximaciones realizadas hasta el momento en arroz (Oryza sativa), nabo (Brassica
rapa), Arabidopsis thaliana, cafia de azUcar (Saccharum officinarum) y N.tabacum, a
partir de la insercion de genes phaA, phaB y phaC de las bacterias Cupriavidus
necator, Aeromonas caviae y Pseudomonas aeruginosa han permitido produccion de
polihidroxibutiratos (PHBs) y copolimeros como PHB-polihidroxivalerato (PHV) y
PHB-PHV-polihidrohexanoato (PHH). Desafortunadamente, se ha evidenciado que
su biosintesis en citosol y plastidios genera esterilidad y retraso en el crecimiento de
las plantas (Mittendorf et al., 1998; Slater et al., 1999; Poirier et al., 2002; Lossl et al.,
2005). En contraste, la sintesis de PHAs en peroxisomas ha permitido obtener
polimeros en tejidos vegetales sin generar efectos negativos en las plantas, sin
embargo, los niveles de produccién son bajos (Hahn et al., 2000; Arai et al., 2002,
Tillborook et al., 2014). Teniendo en cuenta que en experiencias previas en N.

tabacum, la produccién de PHB en cloroplastos y en citosol afectaron el crecimiento
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de plantas transformadas (Bohmert, 2002), conducir la sintesis de PHAs en
peroxisomas de N.tabacum tiene la posibilidad de disminuir efectos deletéreos en el

desarrollo, al tiempo que se da la sintesis de PHAs en este compartimiento subcelular.

Es importante resaltar que el desarrollo de una linea GM de tabaco que pueda ser
economicamente viable para los agricultores debe tener potencial de liberacion en el
mercado, sin embargo, la produccion de este tipo de desarrollos biotecnoldgicos
basados en plantas GM requieren un paquete tecnolédgico que contiene Derechos de
Propiedad Intelectual (DPI) basados en patentes a las que se debe acceder por pago
de regalias, lo cual puede limitar su acceso (OMPI, 2022) (Hincapié & Chaparro-
Giraldo, 2014). Esta limitante puede ser controlada si se genera una planta GM libre
de DPI, o con acuerdos de licenciamiento. Para alcanzar un producto GM altamente
libre de DPI se puede aportar un analisis de patentes, u otros tipos de proteccion
intelectual, de los elementos usados en el proceso de desarrollo que permita
identificar alternativas a las reinvindicaciones que afectan el producto, lo cual se
denomina Estudio de Libertad de Operacion (ELO) (Rojas Arias, 2017).

Establecer un modelo basado en DPI para modificacion genética de N. tabacum
enfocado a la produccion biotecnoldgica de insumos para la sociedad es un aporte
dirigido a explorar nuevos mercados para este cultivo, diferentes a la elaboracién de
cigarrillos, que puede favorecer la estabilidad econémica de la cadena productiva, y
quizas fortaleceria la capacidad de produccién en sectores industriales. En este
trabajo se establece un modelo basado en generar un sistema bioldgico
fundamentado en un ELO, para obtener tabaco GM para produccion de PHAs usando
un transgén dirigido a la sintesis de mezclas de polimeros de cadenas cortas y largas
en peroxisomas. Este modelo de base en DPI proporcioné la pauta para su posterior
aplicacion en otras variedades de tabaco comerciales, con la perspectiva de ser
aplicado en otros ambitos de interés, como la produccién de medicamentos para la

industria farmacéutica.






1. Objetivos

Objetivo General

Producir lineas transgénicas de Nicotiana tabacum L. portadoras del gen phaC de
Aeromonas caviae para la sintesis de polihidroxibutirato bajo un esquema de Derechos de

propiedad intelectual.

Objetivos Especificos

= Establecer el estado de la propiedad intelectual de los elementos implicados en
desarrollo de lineas transgénicas de tabaco productoras de polihidroxialcanoatos.

= Diseflar un casete de expresion para sintesis de PHA sintasa en Nicotiana

tabacum.

= Caracterizar los eventos de transformacién obtenidos en Nicotiana tabacum con el

casete de expresion codificante de PHA sintasa.






2.Marco tedrico

2.1. Generalidades sobre Nicotiana tabacum

2.1.1. Nicotiana tabacum

El tabaco (N. tabactum L.) es una hierba perenne, con caracteristicas de plantas
vasculares y dicotiledéneas, perteneciente a la familia Solanaceae. Es una especie
anfidiploide (2n = 48) producto del cruce entre N. sylvestris y N. tomentosa, originaria de
la region andina de Suramérica entre Pert y Ecuador. Durante la colonizacion de América
este cultivo se extendia por todo el continente, y en 1959 fueron introducidas sus semillas
en Espafia por los colonizadores; a partir de este momento su cultivo se extendié por todo
el mundo (Knapp et al., 2004; Yukawa et al., 2006; Edwards et al., 2017).

Se caracteriza por presentar una raiz larga y fibrosa, tallo grueso velloso y sublefioso que
puede llegar a tres metros de altura, que en su extremo superior se ramifica para dar origen
a las hojas que se caracterizan por ser grandes y densas de morfologia ovalada,
lanceolada o acorazonada, distribuidas en cada I6bulo del tallo en espiral ascendente, y
en la mayoria de las variedades la hoja numero 1 se reencuentra con la hoja numeros 8 o
13, mientras que las hojas inferiores estan ubicadas en un angulo horizontal, las cuales

son grandes, densas, lanceoladas, alternas y poseen un color verde palido (Lewis, 2020).

Las flores son hermafroditas, gamopétalas de color rosado con una corola pubescente,
caliz de 3.5 cm, y una longitud entre 6 a 10 cm; cada flor posee cinco anteras y un estigma
central (Figura 2-1). La etapa de floracion se produce entre 100 a 190 dias después de la
germinacion. Esta especie es insensible al fotoperiodo, aunque existen algunos genotipos
gue florecen en fotoperiodos cortos; puede florecer durante varios afios en ambientes

propicios para su desarrollo una vez se inicia la inflorescencia primaria. La panicula
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terminal de la inflorescencia primaria puede producir docenas de flores, y en cada rama
axial pueden existir ramas de flores y cada flor puede producir una capsula ovoide de 15 a
20 mm, donde alberga hasta 3000 semillas (Lewis, 2020)

Estigma
Z

Pétalo —

Antera
i Caliz

Figura 2-1. Morfologia de la flor de N. tabacum.

Las semillas son dicotiledoneas endospérmicas, de color castafio oscuro y arrifionado.
Estas semillas estan recubiertas por una envoltura conformada por la testa y endospermo,
responsables de la dormancia sobre la protuberancia de la radicula. EI endospermo
contiene lipidos y proteinas que son sintetizadas en la etapa de maduracion de la semilla
para suministrar nutrientes al embrién, durante la germinacién, y a la plantula. La

germinacion consiste en la emergencia de la radicula a través de la testa y endospermo,
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es inducida por la imbicién de las semillas entre 18 - 23°C, y bajo oscuridad, después de 7
- 12 dias, por medio de la emergencia de la radicula a través de la testa y endospermo
(Onelli et al., 2017).

La composicién quimica de las hojas de N. tabacum esta conformada por glucidos (40 %),
cenizas (24-29 %), oxido de potasio (3.51-4.86 %), oxido de sodio (0.02-0.15 %), cloro (0.5
-3%), oxido de magnesio (0.5-2%), nitrégeno (N) (2-5 %), nicotina (3 %) (Tremols et al.,
2012; Capdesufier et al., 2016). El tallo esta compuesto de alcaloides (0.5-0.62 %), nitratos
(0.-2- 7.29 %), glucosa (0-5.17 %), fructuosa (0-6.15%), sacarosa (0.38-2.08 %), acido
citrico (0.34-0.77 %), acido malico (2.21/4.81 %), acido oxalico (1.06-1.23 %) y N (0.88-
0.91 %) (Sung & Seo, 2009).

2.1.2. Condiciones climaticas y edéficas para el cultivo de
Nicotiana tabacum

Los factores ambientales intervienen en la duracién del ciclo vegetativo de N. tabacum. Su
cultivo se desarrolla desde 45° de latitud norte hasta 30° de latitud sur. La temperatura
Optima esté entre 18 - 28°C, es necesario tener en cuenta que las temperaturas optimas
varian segun las etapas de crecimiento; durante su crecimiento en semilleros la
temperatura adecuada es de 16°C, para la fase de trasplante hasta la recoleccion se
requiere un periodo libre de heladas entre 90 -100 dias (Hawks & Collins, 1986; Henry et
al., 2019). La humedad es determinante en la finura de la hoja, se ha evidenciado que en
regiones secas las plantas producen hojas con mayor contenido de nicotina que en las
regiones himedas, este cultivo no requiere un exceso de agua. Su cultivo es 6ptimo en
suelos franco arenosos, profundos, fértiles y no inundables, con un pH ligeramente acido
para tabacos de hoja clara, y ligeramente alcalino para tabacos de tipo oscuro (Hawks &
Collins, 1986; Henry et al., 2019).

2.1.3. Etapas del cultivo de Nicotiana tabacum

El cultivo de tabaco inicia con la etapa de semillero, un 95 % se realiza en bandeja flotante,
y el 5 % de forma tradicional a través de la raiz desnuda. Después de seis semanas la
planta alcanza 15 cm de altura y 5 mm de espesor (Gonzalez & William, 1998; Finagro,

2018). La segunda etapa es la de trasplante, que se realiza con maquinas trasplantadoras
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de dos o mas hileras, ademas contiene pinzas las cuales capturan la planta en posicion
invertida, estas plantas son giradas y colocadas en un surco que va abriendo la maquina
(Gonzalez & William, 1998; Finagro, 2018). La siguiente etapa es el riego, la planta en su
estado vegetativo contiene un 90 % de su peso en agua, por lo cual el riego debe ser
moderado, puesto que un exceso de agua puede ocasionar una excesiva formacion de
nerviaciones en las hojas y menor contenido de nicotina, asi mismo un suministro
deficiente de agua genera un bajo rendimiento y un producto poco combustible. Una vez
se realiza un riego inicial después del trasplante, se deben aplicar 4 - 6 riegos, después de
15 - 20 dias del riego inicial. El riego adecuado es por aspersién porque favorece la
formacion de hojas finas sin nervaduras gruesas (Gonzalez & William, 1998; Finagro,
2018). La cuarta etapa es la conduccion, que contempla el plan de fertilizacion, control de
malezas a través de la aplicacion de herbicidas a base del compuesto Quizalofop-P-ethil
para eliminar gramineas, eliminacion de las primeras hojas de la parte inferior del tallo y
despunte y desbrote. Las hojas son cosechadas entre 90 - 100 dias. La Ultima etapa es el
curado, este se genera una vez las hojas son maduras que se tornan de verde a amarillo
palido, en este ciclo los azucares y las sustancias nitrogenadas emigran hacia el tallo. Las
hojas son recolectadas y secadas en estufa para ser comercializadas (Gonzalez & William,
1998; Finagro, 2018).

2.1.4. Variedades de Nicotiana tabacum

Las variedades de N. tabacum se han clasificado en cuatro grupos de acuerdo con la
técnica de secado que se aplica segun el contenido de nicotina, N y azucares en las hojas,
los cuales varian entre variedades. Los cuatro grupos son: curado en atmosfera artificial

(flue-cured), curado al aire, curado al fuego y curado al sol (Finagro, 2018).

El proceso de secado del grupo Flue-cured se da en un recinto cerrado en el que se
distribuye el calor generado por una estufa a través de chimeneas o tuberias, este curado
dura aproximadamente una semana. Las variedades curadas por aire son secadas en
estructuras techadas, pero con laterales abiertos de tal forma que se genere la circulacién
libre del aire, las hojas son colgadas en el techo y su secado dura dos meses. Las
variedades curadas por fuego son exhibidas a fogones de lefia para secar sus hojas, este

tipo de curado se usa en mezclas de tabaco para pipa, rapé y tabaco para mascar. El
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curado al sol de hojas de tabaco les proporciona a las variedades sometidas a este proceso

robustez en su sabor (Finagro, 2018; McMurtrey, 2017).

2.2. Las plantas genéticamente modificadas

Hace alrededor de 9500 afios se generaron los primeros indicios de domesticacion de las
plantas que se conoce actualmente. Intuitivamente los agricultores seleccionaban las
semillas o frutos que eran mas sencillos de cultivar y tenian mejor sabor. Los primeros
cultivos domesticados fueron el trigo y la cebada. Posteriormente, alrededor de 7500 a.C.,
fueron domesticados el arroz y la soya, hace 3500 afios a.C. fue domesticado el maiz, el
frijol y la calabaza, y hace 2500 afios a.C. fue domesticada la papa (Diaz Guillén, 2010;
Fuller, 2007). Actualmente se cuenta con 12 especies de cereales, 23 especies de
hortalizas y 35 especies de frutas domesticadas (Asociacion de Semilleros Argentinos,
2015; Chacén-Sanchez, 2009).

En la época moderna con los avances de la ciencia se comprendieron con mayor
profundidad los procesos de domesticaciéon de plantas. En 1859, Charles Darwin
maravillado con la cantidad de variedades vegetales domesticadas dedicé su primer
capitulo de su obra “el origen de las especies” una explicacién sobre la seleccién artificial
y natural en la domesticacion, y los efectos de la hibridacion y autofecundaciéon en el
proceso (Chacén-Sanchez, 2009). En 1865 y 1866 Gregor Mendel realiz6 cruzamientos
entre diferentes clases de arvejas concluyendo que los factores (genes) en el polen y en
los évulos son los que determinan las caracteristicas de las semillas (descendencia), con
su descubrimiento estableci6 las leyes de la herencia que dieron origen a la Genética.
Después de 34 afios, se retomaron las leyes de Mendel como base del fitomejoramiento.
Entre 1918 a 1926 Shull, Edward East y Donald Jones lograron obtener lineas de maiz a
través de la autofecundacion, y posteriormente la produccion de semillas hibridas que
aumentaron la produccion comercial (Malacarne & Reynolds, 2015). Posteriormente, los
fitomejoradores evidenciaron que para seleccionar las mejores plantas se necesitaba que
existiera variabilidad, sin embargo, algunos cultivos como el trigo y el arroz tienen poca
variabilidad genética, por lo que los fitomejoradores inicialmente la desarrollaron realizando
cruzamiento entre plantas emparentadas, luego usando mutaciones con agentes quimicos
o fisicos, y finalmente con la insercidon de genes por ingenieria genética de plantas. Las

plantas GM fueron obtenidas a partir de modificacion de su ADN mediante métodos de
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ingenieria genética con el objetivo de introducir nuevas caracteristicas a la planta a través

de la insercion de uno mas genes foraneos (Herrera-Estrella et al., 1983) (Figura 2-2).

3.SELECCION

ALTERNATIVA 2,
Agrobacterium

tumefaciens
ALTERNATIVA 1.

BIOBALISTICA

= .Z.TRANSFORMACION

.1.GEN FORANEO

Figura 2-2. Esquema del proceso de transformacion genética de plantas. Un gen es
insertado en el genoma vegetal por medio de biobalistica o la bacteria Agrobacterium

tumefaciens, para posteriormente seleccionar los eventos GM.

Los primeros protocolos de transformacion plantas GM, o transgénicas, se realizaron en
1983, por el ingeniero bioquimico Luis Herrera-Estrella y su equipo de trabajo (Herrera-
Estrella et al., 1983), y posteriormente lograron transformar frijol para resistencia a toxinas,
con desarrollo de protocolos para transformacion genética de tomatillo, papaya, maiz
criollo y esparrago (Herrera-Estrella & Simpson, 1995; Assad-Garcia et al., 1992). En 1994
se introduce la primera planta de algodén GM resistente a insectos (Malacarne & Reynolds
, 2015).

Las plantas GM han favorecido el desarrollo de diversas actividades para fortalecer
sectores como la agricultura, la industria farmacéutica, entre otros. En agricultura se ha

logrado incrementar productividad al proteger los cultivos contra plagas, enfermedades,
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malezas, sequias y salinidad en suelos, o con regeneracion de suelos contaminados con
metales pesados, retraso de la maduracién de los frutos para reducir el tiempo de
almacenamiento, y mejora nutricional de frutos (ISAAA, 2021). Dentro de algunos

desarrollos relevantes en plantas GM para el sector agricola se encuentran:

- Tomate GM con maduracion tardia y mayor contenido de sélidos, reduciendo
expresion de genes codificantes de proteinas involucradas en degradacion de
la pared celular y biosintesis de etileno, ha sido desarrollado a partir de la
tecnologia antisentido, el cual consiste en introducir un ARNm complementario
al ARNm del gen de interés, estos dos genes forman una estructura de dos
hebras de tal forma que se “silencia” la sintesis de la proteina (Smith, et al.,
1999).

- El mejoramiento de los componentes nutricionales en cereales y leguminosas
se ha logrado en tabaco y canola GM que sintetizan proteinas con mayor
contenido de metionina (Altenbach, 1989), ademas se obtuvo soya y canola GM
gque poseen un mayor contenido de lisina mediante modificacion de las enzimas
involucradas en su sintesis (Falco, et al., 1995). De igual forma, en la papa se
ha logrado aumentar el contenido de aminoacidos esenciales mediante
insercion de un gen del amaranto que codifica una proteina no alergénica
(AmAL1) (Chakraborty, 2000). El arroz es uno de los alimentos mas consumidos
en Asia, es por ello que se han insertado en arroz GM, denominado arroz
dorado, tres genes codificantes de las proteinas para sintesis de B-caroteno
(Pro-vitamina A), expresando en el endospermo de la semilla la vitamina A,
importante en regiones asiaticas donde hay deficiencia de alimentos ricos en
esta vitamina (Ye, X et al., 2000).

- Introduccion de genes codificantes de proteinas Cry de la bacteria Bacillus
thuringiensis (Bt) que tienen actividad insecticida sobre insectos del orden
Coledptera, Lepidoptera y Diptera para mejorar resistencia a plagas. Hasta la
fecha se han logrado plantas GM resistentes a insectos de algodén, papa, maiz,
canola, soya y arroz. Hoy en dia se comercializan plantas GM de maiz Bt
resistentes al barrenador del maiz, papas Bt resistentes al escarabajo colorado,
algodon Bt resistente al gusano rosado. Se ha desarrollado arroz Bt hibrido con
resistencia al bordeador de hojas y barrenador amarillo del tallo, sin embargo,

aun no ha obtenido aprobacion para su liberacién comercial (Abbas, 2018).
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Desarrollo de plantas GM resistentes a virus, bajo el concepto de resistencia
derivada de patogénos (RDP), que consiste en la insercion de genes del
patdgeno en la planta. El tabaco resistente al virus del mosaico del tabaco
(TMV) fue la primera planta GM desarrollada por RDP. Posteriormente, fueron
desarrolladas plantas de calabaza amarilla GM resistente al virus del mosaico
amarillo; papa resistente al virus X (PVX) y virus Y (PVY) pepinos GM
resistentes al virus del mosaico del pepino (CMV), y papaya GM resistente a la
mancha anular de la papaya (PRSV). Actualmente la calabaza GM resistente al
virus del mosaico amarillo y papaya GM resistente a (PRSV) son
comercializados (Zhao et al., 2019).

La tolerancia a herbicidas de cultivos es una estrategia para aumentar la
productividad de cultivos, al permitir un control de las malezas que inhiben el
crecimiento y desarrollo adecuado de cultivos por la liberacion de sustancias
guimicas, 0 por competir por recursos naturales esenciales para crecimiento.
En este sentido, se han desarrollado plantas GM tolerantes a glifosato y
glufosinato. Se ha logrado resistencias a glifosato en soya, tabaco, tomate,
canola, algodén y remolacha azucarera. La resistencia a glufosinato se ha
obtenido en cafia de azlcar, arroz, maiz, canola y algodén. De igual forma se
han desarrollado plantas de colza resistentes al herbicida boximil (Mall et al.,
2019).

Plantas GM tolerantes a estrés abiotico es una estrategia para contrarestar los
efectos del cambio climatico en cultivos agricolas, a través de la insercion de
genes asociados con la produccion de osmolitos y de factores de transcripcion
(Carvajal-Campos & Jiménez, 2021). La Glicina-Betaina es un carbohidrato
establizador de la membrana citoplasmatica en condiciones de estrés abiético,
este carbohidrato es sintetizado a partir de colina y glicina, mediante las
enzimas monooxigenasa Yy la betaina aldehido deshidrogenasa; los genes
codificantes de estas enzimas han sido transferidas a plantasn GM de papa y
tomate para confirer tolerancia a la sequia (Goel et al., 2011; Li et al., 2014. La
trehalosa es un osmolito usado como osmoprotector por microorganismos
cuando estan en condiciones de estrés abidtico y en las denominadas plantas
de resurreccion (Myrothamus flabellifolius) caracterizadas por su resistencia a
la sequia. Los genes implicados en la sintesis de trehalosa trehalosa-6- fosfato

sintasa (TPS) y trehalosa-6- fosfato fosfatasa (TPP) han sido transferidos a



Capitulo 2: Marco Teorico 43

plantas GM de maiz y tomate con el fin de conferir tolerancia a la sequia (Lyu
et al., 2013).

Factores de transcripcion como MYB, WRKY, NAC, DREB, estan implicados en
la regulacion de genes de respuesta a estrés abidticos han sido usados para la
transformacion genética de papa y tomate tolerantes a la salinidad, mani y maiz

tolerante a la sequia (Aydin et al., 2014; Kiranmai et al., 2018; Gao et al., 2020).

2.2.1. Componentes requeridos en el desarrollo de
una planta genéticamente modificada

Para el desarrollo de una planta GM se requiere de un casete de expresion conformado
por un promotor, secuencia codificante y secuencia terminadora. Se requiere vector de
transformacion, un método de transformacién, y establecimiento de un cultivo de tejidos
vegetales que permita la seleccién y regeneracion de los explantes transformados. Se

describen brevemente a continuacion:

- Promotor es la regién de ADN ubicada aguas arriba en el extremo 5” que regula en
cis la expresion de genes adyacentes. Los promotores estan conformados por una
region central (50-100 pb) contiguo al sitio de iniciacién que posee una caja TATA
y un elemento iniciador. Regiones de regulaciones proximales (compuesta de cajas
CAAT y CG) y secuencias reguladoras distales que regulan la actividad del nacleo
del promotor como intensificadores que potencian la y silenciadores que inhiben
activadores y reducen la transcripcion. De acuerdo con el funcionamiento, tipo y
nivel de expresion, los promotores usados en la ingenieria genética vegetal son
clasificados en: constitutivos, tejido-especificos, inducibles y sintéticos. El promotor
constitutivo regula la expresion de genes ubicados en aguas abajo en todos los
tejidos, independiente de las condiciones ambientales o del estadio de desarrollo.
Los niveles de expresion de los genes regulados bajo este promotor varian entre
los tejidos a pesar de actuar en todos los tejidos. Un promotor tejido-especifico
genera expresion del gen en un tejido en especial, por ejemplo hojas o raices. El
promotor inducible, es activado cuando existe estimulos quimicos o fisicos
enddégenos o0 externos, permitiendo controlar la expresion espacial y
temporalmente, actian en tejidos especificos 0 en una etapa determinada de

desarrollo de la planta (De Guglielmo, 2016).
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Terminador es la secuencia terminadora comprende unos 40 pares bases ricas en
regiones GC, seguido de 6 0 mas A, la region rica en GC forma una estructura en
horquilla por complementariedad de bases, esta horquilla junto con las 6 0 mas A,
son una sefial para la separacion de la ARN polimerasa del ADN y dar por
terminada la transcripcion (Shabani, 2019).

El vector de transformacion contiene genes marcadores que permiten seleccionar
las células transformadas, estos genes estan regulados por un promotor fuerte que
funciona bien en las plantas. Los genes de seleccién codifican proteinas que
generan resistencia a antibiéticos o tolerancia a herbicidas, en la mayoria de los
casos estos genes son de origen microbiano. Para que la seleccién sea efectiva la
célula vegetal sin transformar debe ser susceptible al agente de seleccion. Los
vectores de transformacion ademas contienen un sitio de multiclonacion,
conformado por enzimas de restriccion donde se introduce el gen deseado, un
origen de replicacion bacteriano y si se usa el método de transformacioén con A.
tumefaciens una region T-ADN que es transferida a la planta (Low et al., 2018).
Existen métodos de transformacioén directos capaces de transferir ADN a cualquier
célula o tejido a través de un procedimiento fisico como la biobalistica, que
transfiere el ADN a partir del bombardeo de las células con microproyectiles de oro
0 tungsteno recubiertos de ADN, este método es frecuentemente usado en
especies recalcitrantes a la transformacion. Otro de los métodos directos es la
transfecciéon de protoplastos a través de la electroporacion en donde se produce la
apertura transitoria de poros a través de una descarga eléctrica, la formacion de
poros permite el intercambio entre el exterior e interior celular y el ingreso del ADN
(Low et al., 2018). La transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens es
un método indirecto basado en el modelo de infecciébn que genera la bacteria en
plantas dicotiledoneas y en algunas monocotiledéneas. La bacteria genera tumores
en las plantas infectadas debido a que transfiere un pequefio fragmento de su ADN
(T-ADN) proveniente de un plasmido denominado Ti. ElI T-ADN es transferido e
integrado al genoma vegetal gracias a los bordes derecho e izquierdo que lo
conforman y de los genes de virulencia (vir) que se encargan de la escision,
transferencia e integracion del T-ADN. El ADN transferido a la planta contiene
genes codificantes de opinas que A. tumefaciens usa como fuente de Ny C, y la
formacion de los tumores se genera por genes que afectan la sintesis de hormonas

de crecimiento vegetal. Las cepas usadas para transformacién genética de plantas
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poseen mutaciones para en la region vir de tal forma que no se genere la formacion
de tumores y eliminacién del T-ADN en donde se encuentran los genes codificantes
de las opinas. A estas cepas se les insertan vectores que contienen un T-ADN
donde se introduce el gen de interés que se desea transferir. La integracion en el
genoma aun no es conocida, sin embargo, existen hipétesis que sefialan que el
ADN ingresa de cadena sencilla, y cuando se integra es convertido en cadena
doble. Otra posibilidad sefiala que ingresa y se integra como ADN de cadena doble,
0 que ingresa de circularizado y se integra lineal. El sitio exacto de integracion es
desconocido y es aleatorio en todo el genoma con un numero variable de copias (1
- 3 copias) (Lacroix & Citovsky, 2019).

2.2.2. Tabaco genéticamente modificado como biofabrica

La produccion de proteinas en plantas GM (granja de genes) es una estrategia segura y
barata, en comparacién a biorreactores microbianos, ya que el proceso es sencillo
partiendo de la base de usar plantas con gran biomasa vegetal, cuyo genoma exprese el
transgén en altos niveles, y se puede usar tierras de cultivo que no son aptas para
alimentacion humana (Clark, 2020). La produccion de proteinas recombinantes en plantas
permitiria obtener medicamentos, fibras, plasticos, entre otros. La sintesis de proteinas
recombinantes en plantas GM tiene ventajas como: obtener proteinas a menor costo
porque los sistemas vegetales requieren menos infraestructura que los sistemas de
fermentacion, existen cultivos que proporcionan biomasa suficiente para cosechar a escala
industrial, la sintesis de proteinas se pueden dirigir a determinados compartimientos
intracelulares, o se puede dirigir la expresiéon del transgen en algun compartimiento
especifico. Finalmente, la contaminaciéon con patdgenos humanos, que se puede generar
en la produccién de las proteinas recombinantes es minima (Moon et al., 2020). Algunos

ejemplos son:

- Arroz GM que expresa proteinas humanas lactoferrina y lisozima, ha sido una
de las biofabrica mas conocidas, estas proteinas son usadas para tratar infantes
que sufren deshidratacion y diarrea (Humphrey et al., 2002).

- En soya GM se produjo un anticuerpo contra el virus del herpes (HSV), eficaz

en la prevencioén de la infeccion vaginal por HSV en ratén (Gomez, 2002).
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- En trigo y arroz se han producido anticuerpos IgG (ScFvT84.66) contra el
antigeno carcinoembriénico como tratamiento para cancer (Gomez, 2002).

- En maiz GM se produjo la bioencapsulacién de la subunidad B de la toxina labil
de Escherichia coli, la cual indujo una fuerte respuesta inmune en ratones
(Streatfield et al., 2001).

- En papa GM se obtuvo la proteina B de la toxina sensible a calor de Vibrio
célera, y la proteina VP60 del virus hemorragico de conejos, las proteinas
fueron probadas en ratones demostrando ser protectoras por administracion via
oral 45 (Kim M. Y., 2017).

- Entomate GM se ha producido una glicoproteina del virus de la rabia, probada
en ratones, a través de su administracion via oral (Giddings, 2001).

- En Arabidopsis GM, se ha sintetizado la glicoproteina S del coronavirus
transmisible de la gastroenteritis en cerdos, la proteina fue probada en ratones
a través de administracion parental (Gomez, 2002).

El tabaco es idéneo para produccion de diverso tipo de proteinas de interés, siendo en el
campo farmaceutico donde se obtenido la mayor cantidad de evidencia de su viabilidad,
ya que para la produccion de medicamentos el tabaco tiene ventajas como la generacion
de mucha biomasa a partir de la cual se puede obtener la proteina de interés. Desde 1990
se han realizado estudios de produccién de farmacos humanos en tabaco, como
glucocerebrosidasa, eritropoyetina humana, anticuerpo Fv de cadena Unica (para Linfoma
No-Hodgkin), la proteina CaroRx (para caries) (ChileBIO, 2020; Kittur et al., 2013;
Holaskova et al., 2018; Limkul et al., 2016). Entre algunas experiencias destacadas se

encuentran:

- En tabaco se sintetizO un anticuerpo secretor quimérico IgG/IgA contra un
antigeno de superficie de Streptococcus mutans, el agente causal de caries
dental (Daniell et al., 2001). El anticuerpo fue probado en un ungiiento topico
en dientes de varios voluntarios, demostrd ser tan eficaz como el anticuerpo
producido en un hibridoma de raton.

- Entabaco GM se ha insertado el gen codificante de la proteina superficial de la
cubierta del virus de la hepatitis B, y el gen codificante de la capside del virus

Norwalk, con eficacia por administracion oral en ratones (Cramer et al., 1996).
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- La Universidad de Queensland esta realizando la produccion de ciclétidos, un
péptido que no se descompone en tubo digestivo, adecuado para uso en
farmacos orales como algunos anticancerigenos, usando tabaco australiano
(modelo para farmacos), esto es de vanguardia para paises en desarrollo ya
que podrian cultivar medicamentos a bajo costo, y con mejor acceso y
estabilidad del producto (Queensland, 2018).

- La Universitat Politécnica de Valéncia (2018) y el Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (Espafia) desarrollan el proyecto 40 NEWCOTIANA,
financiado por la Unién Europea, entre 19 industrias y universidades de ocho
paises europeos mas Australia, para transgénesis de tabaco para produccién
de medicamentos (Universitat Politécnica de Valéncia, U., 2018).

- El tabaco ha sido usado para productos nocivos para salud, especialmente
cigarrillos, el proyecto NEWCOTIANA busca convertir a N. tabacum y N.
benthamiana en biofdbricas de farmacos humanos como antiinflamatorios,
vacunas y anticuerpos, bajo la economia del conocimiento. En el afio 2020, se
produjeron antigenos de Covid-19 en tabaco GM, estos antigenos fueron
evaluados con éxito sobre ratones, y actualmente se han iniciado pruebas
clinicas en humanos (ChileBIO, 2020).

2.3. Derechos de Propiedad Intelectual sobre plantas
transgénicas

Los Derechos de Propiedad Intelectual (DPI) son conferidos a las personas que crean a
partir de ideas gestionadas en su mente, estos derechos le proporcionan propiedad sobre
la utilizacion por parte de otras personas de su creacién por un plazo especifico. Los DPI
se dividen en dos ejes principales: derechos de autores de obras literarias y artisticas, que
tiene como fin fomentar y recompensar la labor creativa; propiedad industrial, el cual se
divide en dos clases de proteccion, el primero de ellos es la protecciébn de marcas e
indicaciones geograficas cuyo objetivo es estimular y garantizar la competencia leal entre
empresas y proteger a los consumidores para que puedan elegir. El segundo constituye
un grupo de derechos que estimula la innovacion, la invencién y la creacion de tecnologia,
a este grupo pertenecen las patentes, los secretos comerciales y los modelos industriales
(OMPI, 2022).
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La liberacion comercial de lineas de plantas GM debe tener en cuenta aspectos como los
DPI, que cubren los elementos usados en su proceso de mejoramiento genético, tales
como vectores de transformacion, genes, regiones reguladoras, proteinas, cepas,
genotipos de plantas y protocolos de transformacion, puesto que en caso de estar
protegidos se requiere pagar licencias o acuerdos de transferencia de tecnologia con el fin
de evitar infringir derechos a terceros (Carroll, 2016). Dentro de los DPI que protegen lineas
GM de plantas se encuentran las patentes, modelo de utilidad y titulos de obtentor de

variedades vegetales (Heikkila & Lorenz, 2017).

2.3.1. Aspectos relevantes de las patentes

Las patentes son el derecho que se le otorga a su creador sobre su invencion de explotarla,
o impedir que sea comercializada por terceros, y en compensacion por este derecho su
propietario emite un documento publico que constituye la patente, en dénde suministra la

informacion técnica de la invencién (OMPI, 2022).

Las patentes son jurisdiccionales, es decir que son aprobadas por cada pais, por lo tanto,
es necesario realizar la solicitud de patente en el pais o paises en donde se esté interesado
en proteger la invencion, la cual tiene una proteccion maxima de 20 afios en el territorio
donde fue otorgada, después de este tiempo la patente pasa a ser de dominio publico y

puede ser explotada comercialmente por terceros (OMPI, 2022; SIC, 2022).

Las invenciones genéticas pueden ser controversiales, puesto que los genes y proteinas
pueden tener una utilidad inventiva, existen paises en donde se pueden patentar como se
encuentran en la naturaleza, sin embargo, en otros paises los genes no pueden ser objeto
de patentamiento, pero sus productos pueden ser causa de proteccion siempre y cuando
sean modificados para que posean una caracteristica diferenciadora con respecto a como

se encuentra en la naturaleza (OMPI, 2022).

El documento de la patente se divide en tres secciones (Figura 2-3):

- La primera seccion es la portada en donde se identifica los inventores y los

solicitantes, numero de publicacion, cédigo de clasificacion, titulo de la
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invencion, fecha de presentaciéon y resumen de la invencion (Universidad
Politécnica de Madrid, 2011; Lens, 2022).

La segunda seccién es la caracterizacion de la patente que incluye el titulo, el
sector técnico que delimita el campo de aplicaciébn en el que se ajusta la
invencion, el estado de la técnica que resalta el conocimiento que existe sobre
el tema, el problema y la solucion propuesta que deben ser inventiva y una
descripcion de las caracteristicas generales de la invencion que delimita el
alcance de las reivindicaciones, en esta descripcion se incluye descripcion de
los dibujos, y la exposicion de como se desarrolla la invenciéon y su aplicacién
industrial (Universidad Politécnica de Madrid, 2011; Lens, 2022).

La tercera seccion incluye las reivindicaciones (claims), estas constituyen la
parte mas importante de la patente, en esta seccién se define el objeto para el
gue se solicita la proteccién, es decir el alcance de la proteccion. En esta
seccion se define juridicamente la proteccion y determina la frontera de
explotacion conferida por la patente. Estas reivindicaciones deben ser claras y
concisas, fundamentadas en la descripcion de la invencién (Universidad
Politécnica de Madrid, 2011; Lens, 2022).

2013033
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Las reivindicaciones estan constituidas por dos secciones; un preambulo que sefala el
objeto y campo de aplicacién de la invencion, y la parte caracterizada que especifica las
caracteristicas de la técnica propia de la invencidn que la diferencia del estado de la técnica
(Lens, 2022). Existen dos tipos de reivindicaciones, independientes y dependientes. Las
reivindicaciones independientes hacen referencia a aquellas en donde se indica todas las
caracteristicas técnicas que conforman el objeto de la invencién y de la proteccién sin
mencionar la reivindicacion o reivindicaciones anteriores, estas reivindicaciones pueden
solicitar proteger un producto, un procedimiento para fabricar un producto, el uso de ese
producto, o un dispositivo para la realizacién de un procedimiento. Las reivindicaciones
dependientes hacen referencia a todas las caracteristicas de los objetos protegidas en las
reivindicaciones anteriores, es decir que dependen de una reivindicacion anterior que
puede ser dependiente o independiente (Lens, 2022). Las reivindicaciones independientes
extienden el objeto de proteccion de la patente, mientras que las reivindicaciones
dependientes limitan su alcance de la que son dependiente (Universidad Politécnica de
Madrid, 2011).

La concesion de una patente depende de la novedad, nivel inventivo y su aplicacion
industrial. Una invencion se considera novedosa cuando no existe informacion de ella en
el estado de la técnica, es decir, no hay conocimiento en el mundo sobre lo propuesto. El
nivel inventivo hace referencia a que la técnica no sea obvia y evidente para una persona
versada en el tema que después de verificar el estado del arte pueda determinar su
proceder. Por ultimo, la invencion debe tener una aplicacion industrial, es decir que se
pueda utilizar para fabricar o desarrollar algan producto en cualquier industria (OMPI,
2022).

Una patente puede ser protegida en varios paises con una sola solicitud a través del
Tratado de Cooperacion en materia de Patente (PCT). El PCT es administrado por la
Organizaciéon Mundial de la Propiedad Intelectual (OMPI), al que estan suscritos 140
paises. Una vez se realiza la primera solicitud por PCT en alguna de las oficinas de
patentes de los paises miembro, o en la OMPI, se lleva a cabo una blsqueda internacional
sobre el estado de la técnica para determinar si la invencién que se desea proteger es o
no patentable. En caso de ser favorable su patentabilidad la OMPI publica la solicitud
internacional después de los 18 meses de haberse realizado la solicitud. Después de 30
meses los solicitantes pueden presentar su solicitud de patente en la oficina nacional o

regional en la que quieran proteger su invencion, pero el documento debe estar traducido
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al idioma de la oficina nacional o regional, cumplir con las especificaciones exigidas en
cada regién donde desea proteger su invencion y pagar los impuestos exigidos (PCT-The

International Patent System, 2019).

2.3.2. Titulos de obtentor

El Titulo de Obtentor (PBR del inglés Plant Breeder Rights) es un recurso de DPI sui
generis creado para proteger variedades vegetales desarrolladas por mejoramiento
genético, la persona que obtiene estas nuevas variedades se denomina obtentor (UPQV,
2022). El otorgamiento de un PBR le concede al titular a propiedad de esa variedad y toda
persona que desee comercializarla debe ser autorizada por el titular (obtentor). Esta
autorizacidon generalmente se otorga en forma de un acuerdo de licencia. Una variedad
puede ser protegida por PBR si cumple con los siguientes criterios: novedad, distincion,
uniformidad y estabilidad; también se le debe dar una denominacién apropiada. El PBR
tiene una vigencia de 25 afios a partir de la fecha de concesién, en el caso de arboles
frutales, arboles forestales y vides, y de 20 afios para las demas especies; su validez es
jurisdiccional, es decir, estara vigente en el pais donde se otorgd, sin embargo, si se solicita
a través de organizaciones intergubernamentales el derecho es valido en todos los estados

miembros de la organizacion (Instituto Colombiano Agropecuario, 2017).

La organizacion intergubernamental Union Internacional para la Proteccion de Nuevas
Obtenciones Vegetales (UPOV del inglés International Union for the Protection of New
Varieties of Plants) es un organismo internacional que promueve un sistema efectivo de
proteccion de variedades vegetales, y cuenta con una base de datos (PLUTO) que permite
la busqueda de titulos de obtentor solicitados en paises miembros de la UPOV para
diferentes especies de plantas. Los miembros de la UPOV son elegibles para la exencién
del obtentor, que permite a todos los obtentores utilizar variedades protegidas para otras
actividades de mejoramiento (UPOV, 2022).

2.3.3. Libertad de operacion

Antes de desarrollar una planta GM con fines comerciales se requiere un analisis de DPI

para verificar si los elementos como secuencias codificantes de genes, secuencias
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reguladoras, genotipos y técnicas que se utilizan en su creacién estan protegidos, y de ser
asi, el término y los paises en los que su desarrollo, aplicacion y comercializacién no
infringen los derechos de terceros. El nUmero de patentes que protegen esta tecnologia
puede incrementar los costos asociados al desarrollo, debido al pago de regalias o
licencias (Alandete-Saez et al., 2015). El andlisis de los DPI que estan involucrados en el
disefio de una planta GM requiere de un conocimiento legal y cientifico minucioso para
interpretar adecuadamente los elementos protegidos (promotor, terminador, secuencia

codificante del gen, variedad vegetal, método y vector de transformacion).

Una alternativa para facilitar la liberacion comercial y reducir costos en la creacién de una
planta GM es realizar un andlisis del estado de propiedad intelectual de cada uno de los
elementos que se desean utilizar en el proceso (Figura 2-4). Un Estudio de Libertad de
Operacion (ELO) es un andlisis legal que permite determinar si un desarrollo biotecnoldgico
se puede ejecutar con elementos libres de DPI, o con la menor carga de DPI, para reducir
el pago de regalias o licencias por usar los elementos requeridos para su desarrollo (Nagori
& Mathur, 2009). EI ELO requiere de la definicion del objeto del desarrollo tecnoldgico para
realizar una busqueda de patentes, o solicitudes de patentes, relacionadas con el objeto
de estudio. La busqueda de patentes implica un conocimiento técnico del tema relacionado
con el desarrollo biotecnol6gico, para determinar las palabras clave que describan la
tecnologia, asi como los codigos de clasificacion que delimiten las areas de aplicacion del
objeto del desarrollo biotecnoldgico, incluyendo secuencias bioldgicas que pueden ser

identificadas en reivindicaciones (Ortiz & Escorsa, 2010).

Las patentes que son identificadas en la basqueda para el ELO deben ser analizadas en
dos etapas. El primer andlisis consiste en determinar de acuerdo con el objeto del
desarrollo biotecnolégico si se puede eliminar patentes cuyo objeto sea diferente al que se
esta buscando. En el segundo analisis, las patentes que no fueron eliminadas son
evaluadas a detalle, teniendo en cuenta las reivindicaciones dependientes e
independientes con el fin de determinar el alcance de la proteccién para definir si protege
0 no alguno de los elementos que hacen parte del objeto del desarrollo biotecnolégico
(Hincapié & Chaparro-Giraldo, 2014). De igual forma es necesario hacer el analisis de las
patentes teniendo en cuenta los siguientes aspectos: las patentes se rigen de acuerdo con
la legislacion del pais en donde fueron solicitadas y otorgadas, se debe tener en cuenta

gue las patentes pierden su vigencia después de 20 afios, y su proteccidon cesa cuando no
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se paga la tasa anual de mantenimiento, en los dos casos las patentes se vuelven de
dominio publico. La conclusion de un determinado ELO permite identificar elementos que
pueden estar libres de patentes o de titulos de obtentor, y en caso de ser protegidos por
patentes, facilita la posibilidad de negociacion con los propietarios de las patentes antes
de desarrollar el producto biotecnoldgico, y asi favorecer su futura comercializacion
(Heikkila & Lorenz, 2017).
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Figura 2-4. Disefio del ELO en desarrollo de plantas GM. El esquema indica el analisis
basico de bases de datos de patentes y elementos del producto biotecnoldgico a tener en

cuenta.

2.4. Generalidades de los polihidroxialcanoatos

Los polihidroxialcanoatos (PHASs) son poliésteres producidos naturalmente en forma de
granulos por un amplio rango de microrganismos; se caracterizan por ser termoestables,
insolubles en agua, no toxicos, biocompatibles y biodegradables (Stuart, et al., 1998);
(Muneer et al., 2020). Los PHAs estan conformados por cadenas lineales de &4cidos R-3
hidroxicarboxilicos (R-HA) producidos por bacterias cuando existe un desequilibrio
nutricional, con altas concentraciones de fuente de carbono y limitacion de los elementos
esenciales N, azufre (S), oxigeno (O), fosforo (P) y magnesio (Mg), entre otros. Son
acumulados en forma de granulos intracelulares representando hasta el 80 % del peso

seco de la célula, usado como estrategia de supervivencia por parte de las bacterias al
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usarlas como fuente de energia cuando las condiciones del ambiente son adversas
(Sruamsiri et al., 2020)

En bacterias como Azotobacter sp. y Bacillus sp. y en bacterias fijadoras de N, los granulos
de PHAs actian como fuente de carbono para el proceso de enquistamiento y en la
esporulacién para la proteccién del complejo nitogenasa (Mohanrasu et al., 2020; Shze
Mok et al., 2021). El primer PHA en ser estudiado fue el 3R-polihidroxibutirato (PHB)
aislado en B. megaterium por el bacteriblogo Francés Maurice Lemoigne, quien

inicialmente lo describié como un material lipidico (Lemoigne et al., 1945).

En el afio de 1950 se logré determinar la naturaleza poliéster de este compuesto, en 1958
fue identificada la funcion del PHB por Macrae y Wikilson (Macrae & Wilkinson, 1958). En
el afo de 1974, Wallen y Rohwdder aislaron tres nuevos PHAS, 3Rhidroxivalerato, 3R-
hidroxihexanoato y 3R-hidroxiheptanoico en aguas residuales a partir de la extraccion de
compuesto por cloroformo (Wallen & Rohwedder, 1974). En 1983 se evalué la produccién
de 3R-hidroxioctanoato y 3Rhidrohexanoato en un culltivo de P. olevorans sobre n-octano
(De Smet et al., 1983).

Hasta la fecha se han descrito mas de 160 PHAs saturados, insaturados, halégenos,
aromaticos entre otros en mas de 300 especies de microorganismos, principalmente en
bacterias y Archeas (Taguchi & Matsumoto, 2021). Entre las bacterias Gram negativas
productoras de PHAS se encuentran Cupriavidus necéator (antes Ralstonia eutropha),
Alcaligenes eutrophus, A. latus, Paracoccus denitrificans, P. acidophila, P. oleovorans y A.
vinelandii, Acinetobacter spp., entre otras, siendo estudiadas con respecto a las rutas
metabdlicas y los genes codificantes de las enzimas involucradas en su biosintesis (Aremu
et al., 2021; Semeniuk et al., 2020; Gupta et al., 2021). En las bacterias Gram positivas, se
han encontrado varias especies productoras de PHAs en el género Bacillus (Chang et al.,
2021; Mohanrasu et al., 2020).

Debido a que estos PHAs pueden ser sintetizados a partir de diferentes fuentes de carbono
como acidos grasos, alcoholes, carbohidratos y proteina, esta caracteristica permite que
este material sea producido a partir de compuestos renovables y pueda ser degradado
completamente por procesos metabodlicos mediados por los mismos microorganismos,

siendo estas propiedades importantes para el desarrollo de aplicaciones de estos
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biomateriales en industrias altamente contaminantes como la produccién de plasticos y de

combustibles (Muneer et al., 2020).

2.4.1. Caracteristicas fisicoquimicas de los
polihidroxialcanoatos

Las propiedades fisicas que caracterizan un PHA como termoestabilidad, rigidez,
fragilidad, cristalinidad, elasticidad, punto de fusion, temperatura de transicion vitrea, entre
otros, son determinadas por la longitud de las cadenas laterales de los monémeros que
conforman la cadena del polimero y la proporcion final en la que se encuentre un
mondmero en el polimero (Volova et al., 2013). Estos polimeros pueden estar conformados
por mondémeros de igual naturaleza (homopolimeros), o estar constituidos por mas de una
clase de mondémero (heteropolimero o copolimero) (Volova et al., 2021). De acuerdo con
la longitud de las cadenas laterales, los PHAs se han clasificado en:

- mondémeros de cadena de corta (scl-PHA) conformados por cadenas de
mondmeros que contienen de 4 a 5 atomos de carbono.

- Polimeros de cadena media (mcl-PHA) conformadas por cadenas de
mondmeros que contienen de 6 a 14 atomos de carbono.

- Polimeros conformados por cadenas de mondmeros que contienen mas de 16

atomos de carbono.

Los polimeros scl-PHA se caracterizan por formar plasticos rigidos con porcentajes de
elongacion bajos 5 %, altamente cristalinos, con temperaturas de transicion vitrea de 97°C;
mientras que los polimeros de mcl-PHA, se caracterizan por formar plasticos altamente
elasticos, con porcentajes de elongacion de 300 %, bajas temperaturas de transicion vitrea
de -37°C, y cristalinidad baja (Tabla 2-1) (Sharma et al., 2021; Volova et al., 2013).

Tabla 2-1. Propiedades fisicas de PHAs. Modificado de (Rehm, 2007).

Propiedades PHA scl PHAmMcI PoliPropileno
Temperatura cristalizacion 177 61 176
Temperatura de transicion vitrea 2 -36 -10
Cristalinidad % 70 30 60

Elongacion % 5 300 400
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Por otro lado, la composicion quimica de las cadenas laterales de los PHAS con presencia
de grupos halogenados, carboxil, hidroxil, cianofenoxin, 6 fenoxim metilester, determinan
la naturaleza de cadenas saturadas, insaturadas, aromaticas, halogénicas, esto influye en
la manipulacion y modificacién de los biopolimeros producidos (Tabla 2-2) (Sharma et al.,
2021; Laycock et al., 2013).

Tabla 2-2. Clasificacion de PHA dependiendo de la longitud de la cadena lateral (Rehm,
2007).

Clase de

PHA Longitud Tipos Abreviacion
SCl-PHA 3-hidro_xiprqpio!1ato o] B-h?drox?pro_pionato 3HP o HP
(cadena 3-5 atomos 3—h|dro>§|but|rato o} B—h!drox!butlrato 3HB o BHB

corta) de carbono 3-hidroxivalerato o B-hidroxivalerato 3HV o BHV

4-hidroxibutirato 4HB
mcl-PHA . 3-hidroxihexanoato o 3-hidroxihexanoato 3HH o BHH
(cadena 6-14 atomos ' . . '
media) de carbono 3-hidroxioctoato o B-hidroxioctoato 3HO o BHO
(Ig;gg'ng >C14 ﬁ'-gidrqxioctadecanoato o B- 3HD o BHD
larga) idroxioctadecanoato

2.4.2. Sintesis y degradacion de los polihidroxialcanoatos

Para la sintesis de PHAs se requiere de intermediarios enzimaticos que hidrolizan,
catabolizan y descondensan los sustratos empleados para su biosintesis, entre las que se
encuentran enzimas implicadas en la degradacion de acetil-CoA como [-cetotiolasa
(PhaA), acetoacetil-CoA reductasa dependiente de NADPH (PhaB), PHA sintasa (PhaC),
enzimas implicadas en sintesis de &cidos grasos como 3HA-ACP:CoA transacilasa
(PhaG), enoil-CoA hidratasa (Phad), 3-cetoacil-CoA tiolasa (FadA), 3HA-CoA
dehidrogenasa (FadB), acil-CoA sintetasa (FadD) y acil-CoA dehidrogenasa (FadE),
enzimas involucradas en la sintesis de novo de acidos grasos como: B-cetotoacil-ACP
reductasa (FadB), acil-CoA sintetasa (FadD) y acil-CoA dehidrogenasa (FadE); enzimas
involucradas en la degradacion de PHAs como depolimerasa (Phaz), y proteinas
asociadas a la formacién de granulos de PHA (PhaF, Phal, PhaP, PhaM) (Mezzina &
Pettinari, 2016; Mozejko-Ciesielska et al., 2018; Choi et al., 2020).
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Las enzimas PhaA, PhaB y PhaC sintasa, son las enzimas mejor descritas y estudiadas
en la bacteria C. necator. La estructura de la enzima PhaA esta conformada por un
tetrdmero, el cual contiene dos dominios, un dominio principal y un dominio en forma de
bucle (Figura 2-5). El dominio principal se divide en un extremo N-terminal y C-terminal, en
medio de sus extremos se encuentra el dominio del bucle (L-dominio). El extremo N y C-
terminal contienen una combinacion de a hélices y hojas B, plegamientos tipicos de la
familia de las enzimas tiolasas. El L-dominio estd compuesto por cuatro a hélices y tres
hojas B corta, las cuales forman un triangulo (Kim & Kim, 2014). El sitio catalitico de la
enzima esta formado por residuos Cys88, Cys379 e His349, este sitio se encuentra
ubicado entre el extremo N y C-terminal del dominio principal. Las Cys funcionan como
catalizador covalente y la cercania de His349 con Cys88 indica que su funcién podria ser
un segundo nucledfilo (Kim & Kim, 2014). La reaccién inicial para la biosintesis de PHB,
involucra la actividad de la enzima B-cetotiolasa para condensacion de dos moléculas de
acetil-CoA. Este proceso se realiza en dos pasos, el primero es una catdlisis covalente,
gue se genera cuando la primera molécula de acetil-CoA ingresa al sitio activo, en dénde
el grupo tiol de Cys88 rompe el puente éster del acetil-CoA formando un enlace tioester
entre Cys88'y el grupo acetilo. El segundo paso es la condensacion que se produce cuando
Cys379 rompe el enlace tioester acetilado y se condensa el grupo acetilo del primer
sustrato al segundo sustrato acetil-CoA formando acetoacetil-CoA (Figura 2-5 (Kim & Kim,
2014; Sagong H.-Y et al., 2018).

Sitio catalitico

Figura 2-5. Estructura de la enzima PhaA. El tetramero de la enzima contiene cuatro

polipéptidos (morado, azul, amarillo y violeta). Las flechas azules indican el sitio de unién
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de la molécula de CoA. Las flechas amarillas indican el sitio catalitico de la enzima.
Modificado de (Kim & Kim, 2014).

C. necator la bacteria mas conocida y estudiada en la biosintesis de PHAs posee dos
tiolosas que median la misma reaccion sobre acetil-CoA, la B-cetotiolosa (PhaA) y la
enzima B-cetotiolasa B (BktB). La enzima PhaA solo puede catalizar la condensacion de
dos acetil-CoA, mientras que BktB cataliza la condensacion de la reaccion de acetil-CoA 'y
acil-CoAs de cadenas de carbono de diferentes longitudes (Sagong et al.,, 2018). La
estructura de la enzima BktB es tetrdmerica, esta conformada por tres dominios, dos
dominios principales y un dominio en forma de bucle. Los dos dominios principales,
contienen un extremo N y C- terminal y el dominio en forma de bucle esta localizado entre
los dos dominios principales (L-dominio). El extremo N-terminal esta conformado por seis
laminas B y cuatro hélices que cubren las laminas . El extremo C-terminal esta compuesto
por cuatro ldminas  cubiertas por cuatro a-hélices. El dominio en bucle fue compuesto de
cuatro a-hélices y tres laminas-f (Kim et al., 2014). La enzima BktB, al igual que la enzima
PhaA, contiene un sitio catalitico conformado por los residuos Cys90 ubicado en el extremo
N- terminal de uno de los dominios principales, Cys380 ubicado en el extremo C-terminal
y un residuo His348 cerca de Cys90. BktB tiene un sitio activo con amplio que la enzima
PhaA que le permite condensar cadenas carbonadas de diferentes longitudes como grupos

propionilo y butirilo (Kim et al., 2014; Sagong et al., 2018).

La estructura de la enzima PhaB esta compuesta por un pliegue de Rossman y un dominio
pinza (Figura 2-6). El pliegue de Rosman esta constituido por una hoja f torcida, cubierta
por siete hebras 8 flanqueadas por ocho a-hélices. El dominio pinza esta conformado por
cinco a-hélices. Esta enzima es dependiente de NADPHA como cofactor, el cual se
encuentra unido al pliegue Rossman en una regién que contiene cinco bucles formados
por la interaccion entre laminas  y a-hélices. El sitio catalitico de la enzima PhaB, esta
compuesto por residuos Asnl112, Tyr153y Lys157. Lys157 reduce el pKa de Tyr153 y este
proton es transferido al grupo carbonil de acetotacetil-CoA y el hidruro es transferido del
anillo nicotinamida al carbonilo de acetoacetil-CoA, y el protdbn de nuevo se transfiere
desde la ribosa 20-OH de NADPH, Lys157 reduciendo el sustrato a (R)-3-HB-CoA (Kim et
al., 2014). Posteriormente el protdbn de nuevo se transfiere desde la ribosa 20-OH de

NADPH, Lys157 y agua, mientras que los residuos cataliticos regresan a su estado natural.
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El residuo Asnl112 favorece el posicionamiento de Lys157 y permite estabilizar el agua
participando en la transferencia de protdén, mientras Serl40 estabiliza el acetoacetilo
sobrante (Filling et al., 2002; Sagong et al., 2018).

Dominio /‘d
pliegue de R )
Rossmann d

NADH

acetoacetil-CoA

Sitio catalitico Dominio pinzas

Figura 2-6. Estructura de PhaB. Estructura tetramérica conformado por cuatro polipetidos
diferenciado por colores (Azul, amarillo, verde y morado). La flecha roja indica la simulacion
del sitio de unién con acetoacetil-CoA. Flecha gris indica el sitio activo de la enzima. La
flecha azul sefala la simulaciéon del sitio de unién con NADH. Modificado de (Filling et al.,
2002).

La enzima PhaC es la enzima fundamental para la polimerizacién de PHASs, es la enzima
mas importante en su biosintesis, su actividad de polimerizacion depende de su afinidad
por la longitud de la cadena carbonada que conforman los monémeros. La estructura de la
enzima PhaC aun no ha sido definida con exactitud, sin embargo, se han realizado algunas
aproximaciones para delucidar su estructura secundaria en C. necator. La enzima esta
conformada por dos subdominios principales con un pliegue hidrolasa convencional y un
subdominio de dimerizacion. Los subdominios principales estan conformados por dos
dominios N-terminal (Met1-Arg192) y un dominio C-terminal (Gly193-Ala589) (Wittenborn
et al., 2016; Kim et al., 2017). El sitio catalitico se encuentra en uno de los subdominios
principales y esta conformado por Cys319, Asp480 y His508, estos residuos funcionan
como un nucledfilo covalente, una base y un donador de electrones, respectivamente
(Figura 2-7).
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Figura 2-7. Estructura de PhaC. Estructura tetramérica conformado por cuatro polipétidos
diferenciado por colores (rojo, morado, verde y amarillo). La flecha azul indica el sitio activo
de la enzima. Modificado de (Wittenborn et al., 2016).

Se han descrito diversas propuestas sobre el mecanismo de polimerizacién de los
monomeros de R-3-hidroxiacil butirato (R-3-HB). Una de ellas indica que la polimerizacion
se produce cuando R-3-HB-CoA ingresa al sitio activo y es degradado por el residuo
Cys319, el cual es previamente desprotonado por His508, formando el primer intermediario
tetrahedral, esto genera una union covalente de R-3-HB con el sitio activo. El segundo
sustrato R-3-HB-CoA ingresa al sitio activo y su grupo hidroxilo terminal es desprotonado
por la carga generada entre Asp480, His508 y el grupo hidroxilo terminal. El grupo hidroxilo
desprotonado degrada el grupo carbonilo del 3-HB, formando el segundo intermediario
tetrahedral, el 3-HB-2-CoA que se forma con el segundo intermediario sale del sitio activo
y se repite el ciclo cuando ingresa un nuevo R-3-HB-CoA, para producir 3-HB-Cys, pero
esta vez el residuo 3-HB-2-CoA también ingresa al sitio activo para producir 3-HB-3-CoA.
Este ciclo se repite 10 veces; en la décima reaccion de polimerizacion el PHBn ingresa al
sitio de activo como un sustrato secundario para degradar los 3-HB-3-Cys y producir
PHBn+1 (Wittenborn et al., 2016).

Otra de las propuestas del mecanismo de polimerizacion de la enzima PhaC sugiere que

el sustrato R-3-HB-CoA ingresa al sitio activo y el polimero en crecimiento es elongado a
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través de una ruta de salida separada hacia la superficie de la proteina. La formacién inicial
de la union covalente del R-3-HB-CoOA es igual a la descrita en la propuesta descrita
previamente, una vez ingresa el segundo sustrato y empuja al primer intermediario 3-HB-
Cys acercandolo hacia el tunel de salida. El grupo hidroxilo de R-3-HB-CoA rompe el
enlace tidester Cys de 3-HB, y junto con el grupo hidroxilo del resto de 3-HB se genera la
liberacion del Cys y el intermedio 3-HB-2-CoA, el cual es desagradado por el Cys libre para
producir 3-HB-2-Cys. El ciclo se repite 10 veces y en la décima reaccion de polimerizacion,
el polimero PHBnN se une por un enlace covalente al residuo Cys. El grupo hidroxilo del R3-
HB-CoA que ingresa rompe el enlace tioester del polimero PHBNn-Cys y el Cys libre rompe
el enlace tioester del PHBn+1-CoA para producir PHBn+1-Cys (Kim et al., 2016; Sagong
et al., 2018).

Debido a que los mondmeros que conforman los PHAs son hidrofébicos y poco solubles
en soluciones acuosas, se forman granulos para favorecen la solubilidad en medios
acuosos. Aunqgue el modelo sobre la formacion del granulo aun no es claro, se ha sugerido
gue las cadenas de mondmeros que se van formando se aglomeran y forman estructuras
similares a micelas en el citoplasma y las proteinas PhaC se unen a la superficie de estas
micelas; cuando se genera esta interaccién participan enzimas asociadas a granulos de
PHA que se unen al granulo en crecimiento (Jendrossek & Pfeiffer, 2013). Dentro de las
proteinas asociadas a granulos de PHA se encuentra la enzima PhaM que funciona como
activador de la enzima PhaC; esta proteina se encuentra unida en su extremo C-terminal
con PhaC formando un complejo PhaC/PhaM. Las fasinas son proteinas asociadas a
granulos de PHA, encargadas de regular el nimero, tamafio y distribucion de los granulos
de PHA y promueve la acumulacion de PHAs. Se ha descrito la estructura de una fasina
de Aeromonas hydrophila, la cual esta conformada por un tetrAmero compuesto por 8 a-
hélices formando una estructura de boina enrollada. Las hélices son anfipaticas,
caracteristica que puede estar asociada con la interaccién con polimeros y otras proteinas

asociadas a granulos (Pfeiffer & Jendrossek, 2014) .

Otra enzima importante en la sintesis de PHAs es la enzima depolimerasa PhaZ que tiene
como funcién degradar los PHAs. Las PhaZ son de la familia de las a/f hidrolasas. Su
estructura esta conformada por un sitio activo con tres o cuatro subsitios para la union de
mondmero. El sitio catalitico estd compuesto por residuos de Ser, Asp e His; en este sitio

se une el PHA una vez se genera esta union el residuo de Ser es desprotonado y degrada
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el grupo carbonilo del PHA, formando una enzima acyl tetrahedral covalente. Esta enzima

es hidrolizada por una molécula de agua activada por His (Sagong et al., 2018).

Los granulos de PHAs estan conformados por una capa lipidica donde se encuentran
ancladas proteinas implicadas en la biosintesis de PHAs denominados proteinas
asociadas a los granulos (GAP) (Sagong et al.,2018; Mezzina & Pettinari , 2016). En la
biosintesis del PHAs de cadena corta y media se han identificado dos proteinas
pertenecientes a la familia de las GAP: polimerasas y despolimerasas de PHA implicadas
en la sintesis y degradacion de los biopolimeros. La enzima polimerasa facilita el
acoplamiento de los mondmeros que conforman el PHA, y es esencial en la determinacion
de la longitud de la cadena lateral del polimero resultante debido a la especificidad que
tiene por el nimero de carbonos del sustrato usado para la sintesis de PHAs (Chek et al.,
2019).

De acuerdo con la especificidad de la polimerasa por la fuente de carbono usada para la
sintesis de los PHAs se han clasificado en cuatro clases:

- Las PHAs polimerasas clase | compuestas por una sola subunidad y actian
sobre tioésteres CoA de sustratos conformados por 4 — 5 atomos de C para la
sintesis de scl-PHAs. La PHA sintasa codificada por el gen phaC de C. necator
pertenece a esta familia (Jia et al., 2016; Priyadarshi et al., 2014).

- Las PHAs polimerasas clase Il estan conformadas por una sola subunidad y
presentan actividad sobre tioésteres CoA de sustratos con 6 -14 atomos de
carbonos para la sintesis de mcl-pha. A esta clase pertenecen los PHAs
sintasas codificadas por los genes phaCl y phaC2 de bacterias del género
Pseudomonas (Jia et al., 2016).

- Los PHAs polimerasas clase lll estan conformados por dos subunidades,
presentando actividad sobre tioesteres CoA de sustratos con 4-5 atomos de
carbonos para la sintesis de scl-PHA. La PHA sintasa codificado por los genes
phac y phae de Chromatium vinosum (Jia et al.,2016).

- Las PHAs polimerasas clase IV estan conformados por dos subunidades y se
caracterizan por presentar actividad sobre tioesteres CoA para la sintesis de
sclPHA. A esta clase pertenecen los PHAs sintasas codificadas por los genes

phaC y phaR de B. megatherium (Tsuge, Hyakutake, & Mizuno, 2015).
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Por otro lado las despolimerasas involucradas en la degradacién de PHAs, pueden ser
sintetizadas por el mismo microorganismo productor de PHAs o por otros
microorganismos, estas enzimas son carboxilesterasas e hidrolasas encargadas de
romper los enlaces de los mondmeros que conforman los PHAs y liberar energia a partir
de la hidrdlisis de los PHAs a oligbmeros solubles en agua que posteriormente son
transformados en agua, dioxido o metano (Martinez-Tobon et al., 2018; Amara & Moawad,
2011). Dentro de las despolimerasas més estudiadas se encuentran PhaAz,sde Alcaliginus
faecalis, Phazl, Phaz2 and PhaZ3 caracterizados en C. necétor. Las depolimerasas son
estables a pH y temperaturas altas, tiene un peso menor a 70 kDa y contienen enlaces
disulfuro de Ser hidrolasa, posee tres amino&cidos conservados: Ser, Asp e His. El
aminoacido Ser es esencial en la actividad biol6gica de las despolimerasas, hace parte de
la caja lipasa pentapeptido Gly-Xaal-Ser-Xaa2-Gly; en esta region se genera la hidrolisis
de los puentes éster de los PHAs (Martinez-Tobén et al., 2018).

2.4.3. Rutas para la sintesis de los polihidroxialcanoatos

La variedad de PHAs depende del tipo de sustrato que se suministre para su produccion,
la especificidad de polimerizacién y las diferentes rutas metabdlicas que conllevan a la
formacion de los mondmeros. Se han descrito tres rutas metabdélicas principales, asociadas
en la sintesis de PHAs que son: la degradacion de azlcares, degradacion de acidos grasos

(B-oxidacion) y la biosintesis de novo de 4cidos grasos (Chek et al., 2019).

A partir de la via de la glicolisis y la degradacion de acidos grasos, microorganismos como
C. necator sintetizan polimeros de SCL como PHB. En la biosintesis de PHB estan
involucradas tres enzimas encargadas de catalizar las reacciones. Estas enzimas estan
codificadas por genes organizados en un operén conocido como phaCBA (Gupta et al.,
2021; Jeon et al., 2014).

En este proceso dos moléculas de Acetil-CoA producidas a partir de la degradacion de la
fuente de carbono suministrada son condensadas a acetoacil-CoA por la accion de la B-
tiolasa codificada por el gen phaA. Posteriormente la molécula de acetoacil-CoA es
reducida en la posicion 3 por la acetoacil-CoA reductasa NADH dependiente, codificada

por el gen phaB produciendo R-3-hidroxibutiril CoA, y finalmente son polimerizados los
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monomeros de R3-hidroxibutiril-CoA por la enzima PHA sintasa codificada por el gen phaC

como se describe en la Figura 2-8 (Gupta et al., 2021).

A través de la via de degradacion de acidos grasos (B-oxidacion), bacterias como A. caviae
poseen la capacidad de sintetizar polihidroxihexanoatos (PHH), clasificados como PHAs
mCL. La biosintesis de PHH es mediada por las enzimas enoil CoA hidratasa codificada
por el gen phaJ y PHA sintasa codificada por el gen phaC. La enzima enoil- CoA hidratasa
media la hidratacion del intermediario 2- trans-enoil CoA de la p-oxidacion, a monémeros
de 3-R-hidroacil CoA. La enzima PHA sintasa, polimeriza los monémeros a PHH (Arai et
al., 2002).
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Figura 2-8. Rutas metabdlicas usadas para la biosintesis de PHAs en plantas. Modificado
de (Sagong et al., 2018).

Los PHAs mSCL pueden ser sintetizado a partir del uso de sustratos intermediarios de la
biosintesis de novo de &cidos grasos y degradacion de &cidos grasos, obteniendo PHAs
con un numero de carbonos similar al de los acidos grasos usados como sustrato (Aremu
et al., 2021; Rai et al., 2011).

En la via de la biosintesis de novo de &cidos grasos, bacterias como P. oleovorans
sintetizan PHAs a partir del intermediario Malonil-CoA, el cual es convertido a Maloti ACP
por medio de la enzima de P. oleovornas malonil-CoA-ACP transacilasa codificada por el

gen fabD. El malonil-CoA-ACP es hidrolizado a 3 R-hidroxiacil por la enzima 3-hidroxi- acil
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AA-ACP transferasa codificada por el gen phaG y finalmente es polimerizado por la enzima
PHA polimerasa tipo Il (Aremu et al., 2021). Para la via de la degradacién de acidos grasos,
la enzima PHA polimerasa tipo Il de P. olevorans, debe competir por el sustrato con otras
enzimas involucradas en la degradacion de 4cidos grasos y para obtener estos sustratos
se requiere de tres enzimas presentes en la B-oxidacién de acidos grasos: la enoil-CoA
hidratasa codificada por el gen phaj selectiva para isémeros de tipo R, la enoil-epimerasa
codificada por el gen fadb que media la conversién reversible de S-isomero a R-isomeroy
finalmente la enzima 3-cetoacil-CoA reductasa codificada por el gen fad, la cual media la
reduccion de los intermediarios 3-cetoacil-CoA de la B-oxidacion a compuestos de tipo R-
3 hidroxiacil CoA (Figura 2-9) (Rai et al., 2011).
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Figura 2-9. Biosintesis de PHAs por la via de la B-oxidacién. Modificado de (Park, Park, &
Lee, 2002).

2.4.4. Aeromonas caviae y polihidroxialcanoatos

A. caviae es una bacteria Gram negativa pertenece a la familia de Aeromonadaceae
pertenece al grupo de las Aeromonas mesofilas moévil, anaerobio facultatitvo, oxidasa e
indol positivos. Se encuentra adaptada a ambientes de agua salada, dulce y en el suelo,
es la especie mas predominante aislada en estuarios. Es considerado un patégeno
oportunista causante de infecciones en humanos y peces (Sekizuka et al., 2019). Las
afecciones en humanos ocasionadas por A. caviae son infecciones gastrointestinales y
bacteriemias en pacientes inmunocomprometidos con tumores malignos, cirrosis hepatica

y neoplasias hemorragicas (Kimura et al., 2013). Afecta peces de agua dulce como el bagre
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africano, la trucha arcoiris, tambaqui y bagre plateado, causando hepatoesplenomegalia,
lesiones cutaneas y el deterioro del metabolismo energético hepatico, infecciones renales

y septicemia hemorragica (Baldissera et al., 2018).

Se ha identificado la capacidad de A. caviae para sintetizar PHAs cuando es cultivada en
acidos grasos, o en medios con fuente de carbono a base de aceite. La enzima PHA
sintasa de A. caviae es una polimerasa tipo | que posee una especificidad para polimerizar
un amplio rango de sustratos que contienen mondémeros de 4 a 7 carbonos (Mifune et al.,
2010). Se ha evidenciado que debido a la capacidad de la enzima PHA sintasa esta
bacteria produce copolimeros de poli-hidroxibutirato-co-hidroxihexanoato P(3HB-co-
3HHX) a partir de monémeros derivados de aceite, que tiene mayor versatilidad para el
desarrollo de plasticos de diversos usos, sin embargo, su eficiencia en la sintesis de PHAs
no es superior a otras bacterias (Harada et al., 2021). A través de ADN recombinante se
ha insertado el gen phaCa. codificante de la enzima PHA sintasa en C. necator para
mejorar la produccion de P(3HB-co-3HHX) (Kahar et al., 2004). Asi mismo se han evaluado
estrategias para mejorar la sintesis de P-3HHX que conforma el copolimero como
aumentar la expresion de la enzima enoil-CoA hidratasa que provee precursores de R-3-
hidroxiacil-CoA para la sintesis de PHA a partir del ciclo de la B-oxidacion (Arikawa et al.,
2016). Otro de los enfoques consiste en suprimir el suministro del monémero 3HB a través
de la eliminacion del gen phaB (Budde et al., 2011). De igual forma se han realizado
mutaciones (Aspl49, Aspl7l, Val2l4 y Pheb518), para mejorar la capacidad de
polimerizacién de 3HHx (Tsuge et al., 2009).

2.5. Polihidroxialcanoatos en plantas

La produccion de PHAs en plantas es menos costosa que en bacterias o levaduras, debido
a que solo se requiere de agua, nutrientes del suelo, CO, atmosférico y luz solar, ademas
la produccién de PHA permite dar un valor adicional a los cultivos. En las plantas la sintesis
de PHA puede ser metabolizada en diferentes compartimentos subcelulares, debido a la
sintesis acetyl CoA en las diferentes vias metabdlicas llevadas a cabo en el citosol,
plastidios, mitocondrias y peroxisomas (Baidurah, 2022; Manoj et al., 2022). En algunas
plantas se ha logrado sintetizar PHAS, tal es el caso de la produccion de PHB en el citosol
de A. thaliana (Poirier et al., 1992) en plastidios de N. tabacum (L&ssl, et al., 2005) y en

peroxisomas de Saccharum officinarum (McQualter et al., 2015).
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2.5.1. Sintesis de de los polihidroxialcanoatos en el citosol

La primera aproximacion en la produccion de biopolimeros en plantas fue realizada en
1992 mediante insercidn de los genes codificantes de las enzimas acetil-CoA cetotiolasa
(phaA), acetil-CoA reductasa (phaB) y acetil-CoA sintasa (phaC) de C. necéator bajo el
control del promotor constitutivo 35S del virus del mosaico de la coliflor (CAMV) en A.
thaliana. La produccion de PHB en la planta causé una fuerte reduccion en el crecimiento
y retraso en el desarrollo de la semilla (Poirier et al., 1992). Entre los afios 1994 a 2002 se
continud realizando la transformacién de tabaco con los genes phaA, phaB y phaC de C.
necator y el gen phaC de A. caviae en algoddn (Gossypium herbaceum), B. rapa, Z. mays
y N. tabacum evidenciandose efectos deletéreos en las plantas (Hahn et al., 1997,
Nakashita et al., 1999). La expresion de PHA sintasa se perdia con el tiempo afectando la
sintesis del biopolimero. Estos resultados permitieron concluir que la biosintesis de PHB
en el citosol producia el secuestro total de acetil-CoA afectando la biosintesis de hormonas
de crecimiento por deficiencia de este sustrato, ademas los niveles de expresion de PHBs
estaban asociados a la baja concentracion de acetil-CoA presente en el citosol (Nawrath
et al., 1994; Hahn et al.,1997; Nakashita et al.,1999).

Entre los afios 2005 a 2015 se realizaron transformaciones genéticas en varias especies
de plantas para producir PHB usando diferentes estrategias para mejorar la expresion y la
salud de las plantas. Una de las estrategias usada fue insertar en A. thaliana, un gen phaC
de A. caviae mutado N149S y D171G, esta condicién aumentd de ocho a diez veces la
sintesis del copolimero poli (3- hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (Matsumoto et al.,
2005). A través de biobalistica, fueron introducidos en palma de aceite los tres genes
involucrados en la biosintesis de PHB de C. necétor (phaA, phaB y phaC) y el gen
codificante treonina dehidratasa de E. coli. La expresion de la enzima treonina dehidratasa
favorecid la sintesis de PHB en la planta, sin embargo, la produccion fue menor a la

reportada en otros ensayos (Paveez et al., 2008; Ismail et al., 2010; Parveez et al., 2008).

2.5.2. Sintesis de los polihidroxialcanoatos en plastidios

A partir de los primeros resultados obtenidos en la produccion de PHB en el citosol de A.
thaliana, en 1994 se desarrollaron nuevas aproximaciones dirigiendo la expresion de PHB
en plastidios, partiendo de la disponibilidad de altas concentraciones de acetil-CoA

existentes en este compartimento subcelular, producto de la biosintesis de acidos grasos
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gue permitiria un suministro adecuado para la biosintesis de PHAs. En este primer ensayo,
los genes fueron insertados individualmente en el genoma vegetal, lo cual afect6 la co-
segregacion y su estabilidad en las siguientes generaciones (Nawrath et al., 1994). Entre
los afios 2000 y 2005 se realizaron ensayos en A. thaliana, Z. mays, alfalfa (Medicago
sativa), remolacha azucarera (Beta vulgaris) y N. tabacum, insertando los genes en
construcciones poliscistronicas y dirigiendo su expresiébn hacia los cloroplastos,
leucoplastos y amiloplastos (Mittendorf et al., 1998; Slater et al., 1999; Poirier Yves, 2002;
Lossl et al., 2003; Lossl et al., 2005). En 2009 fueron introducidos en plastididos de A.
thaliana los genes phaA y phaB de Pseudomonas sp. y dos genes mutados, el primero
codificante de la enzima 3- cetoacil-acil ACP sintasa Il (FabH) y el gen phaCl1, los genes
fabH y phaCl1 favorecieron la sintesis de copolimeros y no se reportaron efectos deletéreos
(Matsumoto et al., 2009). Posteriormente se determind que en plastidios se mejoraban los
niveles de expresion de los PHBs, aunque los efectos deletéreos persistian debido al
secuestro del acetil-CoA requerido para la biosintesis de novo de acidos grasos esenciales
para los procesos metabdlicos de la planta (Bohmert-Tatarev et al., 2011).

2.5.3. Sintesis de los polihidroxialcanoatos en peroxisomas

En los glioxisomas existe un alto contenido de acetil-CoA y acil-CoA, y contiene
compuestos intermediarios de R-3-hidroxibutiril-CoA, R-3-hidroxivaleril-CoA, acetil CoA 'y
enzimas que también se encuentran presentes microorganismos, implicados en la
biosintesis de PHAs como 2-enoil-CoA hidratasa y 2-enoli-CoA epimerasa, que pueden ser
usados como precursores y mediadores de la sintesis de PHAs en este compartimento
subcelular por lo tanto solo con la insercién del gen phaC de las bacterias productoras de
PHAs se pueden producir en los peroxisomas de plantas. En este contexto, en 1998, se
llevé a cabo la primera transformacion y sintesis de PHAS en los peroxisomas y glioxisomas
de de A. thaliana a través de la insercion del gen phaC1l de P. aeruginosa y dirigiendo la
enzima hacia peroxisomas con un péptido de transito, no se observaron efectos adversos
en el crecimiento. Los peroxisomas fueron sustancialmente mas grandes en tamafio en las
plantas GM y los PHAs acumulados en ellos se componian de 14 diferentes monémeros
saturados e insaturados de 6 a 16 atomos de carbono. Estos mondmeros podrian estar
claramente relacionados con el correspondiente 3-hydroxyacyl-CoA generado por la B-
oxidacion de acidos grasos (Mittendorf et al., 1998). En 1999, se logré6 sintetizar PHB en

maiz negro a partir de la insercién de los tres genes phaA, phaB y phaC, dirigiendo las
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enzimas hacia peroxisomas por medio de un péptido de transito, obteniendo niveles de
produccion de 2 % en peso fresco (Hahn et al., 1999). En el afio 2002 se insertd en A.
thaliana el gen phaC de A. caviae, dirigiendo la proteina hacia peroxisomas logrando
producir el copolimero HB-co-HHX y sin generar efectos adversos en el desarrollo de la
planta (Arai et al., 2002). En el afio 2015, se insertaron en cafia de azUucar los genes npht7,
codificante de la enzima acetoacetil-CoA sintasa en Streptomyces sp., phaB y phaC, y a
estos genes se les realiz6 una optimizacion de uso codoénico para incrementar el
rendimiento de PHB en células mesdfilas de la cafia de azlcar. La enzima acetoacetil-Coa
sintasa de Streptomyces sp fue méas efectiva para capturar el acetil-CoA que la enzima
cetotiolasa de C. necator (PhaA) (McQualter et al., 2015)
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3.Materiales y métodos

3.1. Andlisis del estado de propiedad intelectual para
Colombia de una linea genéticamente modificada de
tabaco productora de polihidroxialcanoatos

Se realiz6 una busqueda en bases de datos de patentes de acceso publico con el objetivo
de identificar patentes que protegen elementos utilizados en el disefio de una linea de
tabaco GM que expresa el gen phaCacde A. caviae, para realizar un analisis del estado
de patente de esta tecnologia. Se utilizaron las bases de datos The Lens (The Lens-Free
and Open Patent and Scholarly search, 2021), Espacenet (Oficina Europea de Patentes,
2021) y Google Patent (Google Patent). También se tomaron en consideracion las patentes
solicitadas a través del PCT, dirigido por la OMPI. Asimismo, se realizé una busqueda de
titulos de obtentor de variedades de N. tabacum en la base de datos PLUTO de la UPOV

(https://lwww.upov.int/pluto/en/).

Para llevar a cabo el objetivo se realizdé una busqueda utilizando los siguientes términos
para identificar los simbolos de clasificacién apropiados del cddigo internacional de
patentes (IPC): "phaA gene", "phaB gene", "phaCA.c gene", "PHAC synthase from
Aeromonas caviae", "CaMV35S promoter’, "CaMV35 promoter enhancer”, "T-Nos
terminator’, "Target in malate synthase signal', "Transgenic producer of
polyhydroxyalkanoates”,  "Production of polyhydroxyalkanoates in tobacco",
"Polyhydroxyalkanoates" and "PHA Copolymer". Los datos de solicitudes de patente
recopilados consistieron en familias de solicitudes de patentes, donde una familia
corresponde a documentos de patente solicitados en varios paises que protegen la misma
invencién. Se considerd su estatus legal, fecha de prioridad, cobertura geogréafica y

reivindicaciones. La busqueda se realizé desde abril de 2019 hasta diciembre de 2021.
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3.2. Disefio in silico de casetes de expresion codificantes
de PHA sintasa para la sintesis de
polihidroxialcanoatos

Se disefiaron dos casetes de expresion. El primer casete esta regulado por el promotor
35S del virus del mosaico de la coliflor (CAMV), la secuencia codificante del gen phaC de
A. caviae (accesion D88825.1), una secuencia sefial (péptido de transito) para translocar
la enzima phaC sintasa hacia peroxisomas, este péptido de transito codifica los 10 Ultimos
aminodcidos del extremo carboxilo terminal de la enzima glicolato oxidasa de espinaca y
un terminador T-nos, gen codificante de nopalin sintasa de A. tumefaciens (Arai, et al.,
2002). El segundo casete de expresion esta regulado por el p35S de CAMV duplicado, el
marco abierto de lectura del gen phaC de A.caviae con ajuste de uso cododnico, y la
secuencias del péptido de transito y terminador descritos en el primer casete de expresion
disefnado.

A la secuencia codificante del gen phaC, se le realiz6 una optimizacion del uso codénico
teniendo en cuenta la preferencia de codones de N. tabacum obtenida de la base de datos
de Kazusa (Nakamura et al., 2000), en el proceso se us6 el software Visual Gene
Developer (VGD) 1.3 (Jung & McDonald, 2011) que permite realizar esta optimizacion del
uso cododnico basado en el algoritmo de Monte Carlo, donde la escogencia de cada codén
es un evento probabilistico independiente. Para escoger la mejor version del gen se tuvo
en cuenta el valor CAl y % GC que mas se acerque a la preferencia codénica de N.
tabacum de acuerdo con la base de datos de Kazusa. Adicionalmente, se realizaron
modificaciones silenciosas del gen para eliminar secuencias potenciales de poliadenilacién
y sitios de corte y empalme criticos que pueden afectar la expresion en el genoma vegetal,
usando el software VDG. A cada uno de los constructos se les introdujo sitios de restriccion
en los extremos 5’y 3’ para permitir su manipulacion. Se realizé6 un mapa de restriccion de
los constructos con el fin de seleccionar sitios de restriccion que no se encuentren dentro

de las secuencias y que se encuentren dentro del sitio de multiclonacion.

Los casetes de expresion fueron clonados en el vector de transformacion pCAMBIA2301
gue contiene un gen nptll que confiere resistencia a kanamicina para la seleccion de

colonias de A. tumefaciens y para la seleccién de las plantas GM. La sintesis de los
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constructos de expresion disefiados se contraté con la empresa Shangai Generay Biotech
Co. Ltda (China).

3.3. Cultivo de tejidos y transfCAormacion de
Nicotiana tabacum con casete sde expresion
codificantes de PHA sintasa

Se evaluaron cuatro protocolos de regeneracion para la transformacion genética de N.
tabacum (Tabla 3-1jError! No se encuentra el origen de la referencia.), con el fin de
stablecer el mejor protocolo para la regeneracion de las variedades que se usaran en este
trabajo.

Tabla 3-1. Protocolos para la regeneracion de brotes de N. tabacum

Protocolo Composicion Referencia
PO Sales Ms+Vit B5+ Sacarosa 30 Control
g/L+ Bacto
Sales MS+Vit B5+ Sacarosa 30
P1 g/L+ Bacto agar 8g/L + BAP (Gubis et al., 2007)
1mg/mi
Sales MS+Vit B5+ sacarosa 30
P2 g/L+ Bacto agar 8g/L + BAP 1,0  (Joshi, 2009)

mg/ml + ANA 0,2 mg/ml
Sales MS+Vit B5+ Sacarosa 30
P3 g/L+ Bactoagar 8g/L + BAP 2,0 (Teixeira da Silva, 2005)
mg/ml + ANA 0,5 mg/ml
Sales Ms+Vit B5+ sacarosa 30

P4 g/L+ Bacto (Mohan et al., 2013) modificado

Ms: Murashige & Skooge, Vit: vitaminas, BAP: Benzil-amino purina, ANA: &acido

naftalenoacetico, AlA: acido indol acético.

Se evaluaron cuatro concentraciones de antibiético (50, 100, 150 y 200 mg/mL) con el fin
de determinar la concentracion adecuada para realizar la seleccién de las plantulas

potencialmente transgénicas.

En los ensayos de regeneracion y de seleccién se escogieron hojas verdes de semillas

germinadas in vitro, evitando las hojas jévenes y senescentes, se realizaron cortes de 0.6
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-0.8 cm sin bordes y nervadura central. Los explantes fueron sembrados con el lado adaxial
en contacto con el medio sélido de regeneracion y fueron incubados a temperatura de 28°C
y fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h de oscuridad y humedad relativa de 60 %. Para los ensayos
de regeneracion y seleccion se usaron en total 35 explantes por protocolo con dos réplicas
en el tiempo y en los ensayos de transformacion se usaron 50 explantes en total.

Para la transformacién genética se realizd la induccion de A. tumefaciens en 10 mL de
medi6 LB suplementado con 500 puL de sacarosa al 10 % y 10 uL de kanamicina (stock
50mg/mL), la cepa LBA4404 de A. tumefaciens transformadas con los vectores que
contienen los casetes de expresion a 28°C y en agitacibn constante a 150 rpm,
posteriormente las bacterias fueron centrifugadas y resuspendidas en 20 mL de medio LB
suplementado con 1000 pL de sacarosa 10 % y 20 pL de kanamicina y 20 pL de
acetosiringona (stock 20mg/mL), se incubaron a 28°C y agitacion constante hasta alcanzar
una DO de 0.7 a 1 a 600 nm.

La transformacién genética se realiz6 con la induccién de A. tumefaciens LBA4404 en 10
mL de medio LB suplementado con 500 pL de sacarosa 10 % y 10 L de kanamicina (stock
50 mg/mL). Las células electrocompetentes se lograron con lavados en glicerol estéril al
10 % en frio, que fueron alicuotadas por 50 uL y conservadas a -80°C. La transformacién
se hizo por electroporacién con MicroPulserTM (BioRad) con 1 pulso de 2,20 kV. Las
células electrotransformadas se cultivaron en LB con kanamicina (50 mg/ml) por tres dias
al cabo de lo cual se individualizaron para verificacion. La cepa de A. tumefaciens LBA4404
transformada con los vectores que contienen los casetes de expresion se crecieron a 28°C
y agitacion a 150 rpm, posteriormente las bacterias fueron centrifugadas y resuspendidas
en 20 mL de medio LB suplementado con 1000 pL de sacarosa 10 %, 20 uL de kanamicina
y 20 pL de acetosiringona (stock 20 mg/mL), y se incubaron a 28°C y agitacion constante
hasta alcanzar D.O. de 0.7 a 1.0 a 600 nm.

Cortes de 0.6-0.8 cm sin bordes y nervadura central de hojas 4-5 de semanas fueron
sumergidas dentro de la suspension bacteriana durante 30 min (cocultivo), posteriormente
los explantes fueron secados con toallas absorbentes y transferidos a medio de co-cultivo
solido que contiene 200 uM de acetosiringona, se incubaron a 28°C durante dos dias en

oscuridad. Los explantes fueron lavados cinco veces en medio liquido de regeneracion
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(Sales MS+Vit B5+ Sacarosa 30 g/L+ Bactoagar 8g/L + BAP 2,0 mg/ml + ANA 0,5 mg/ml
+ 400 mg/mL de cefotaxime para eliminar la bacteria), finalmente los explantes se secaron
con papel absorbente estéril y sembrados en medio de regeneracion suplementados con
kanamicina.400 mg/ml de cefotaxime y 250 mg/ml de carbenicilina, y fueron mantenidas
bajo las condiciones controladas de temperatura, humedad relativo y fotoperiodo, descritas
anteriormente. Cada dos semanas se realizaron cambios de medio. Después de seis
semanas los explantes regenerados que tienen brotes con longitudes entre 20-30 mm,
fueron cortados y transferidos a un medio de elongacion (sales MS 1X, vitaminas B5 1X,
sacarosa 30 g/L, cefotaxima 400 mg/ml y 250 mg/ml de carbenicilina). De los explantes
gue regeneraron en medio de seleccién se seleccioné un brote por explante para transferir
a medio de elongacion (sales MS 1X, vitaminas B5 1X, sacarosa 30 g/L y cefotaxima 400

mg/mL y 250 mg/mL de carbenicilina) (Figura 3-1)

Co-cultivo solido

Explantes foliares = Lavado con antibiético

Co-cultivo liquido

N

Figura 3-1. Esquema de proceso de transformacién. Los explantes fueron transferidos a
medio co-cultivo liquido, después de 15 min fueron transferidos a medio co-cultivo sélido,
después de tres dias los explantes fueron lavados en medio liquido de regeneracion mas
cefotaxime para eliminar rastros de A. tumefaciens y fueron sembrados en medio de
seleccién, una vez los explantes regeneraron brotes, un brote por explante fue transferido
a medio de elongacion, una vez los explantes elongaron y produjeron raices fueron

aclimatados.

En todos los ensayos de transformacion se usaron como control absoluto explantes sin

transformar sobre medio de regeneracion y como control negativo explantes sin
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transformar, sobre medio de seleccion y como control de transformacion se usaron

explantes sometidos a transformacién con el vector pCAMBIA sin los casetes de expresion.

3.4. Caracterizacion de los eventos de transformacion
obtenidos en Nicotiana tabacum con el casete de
expresion codificante de PHA sintasa

Las plantas potencialmente transgénicas que regeneraron en medio de seleccion se les
realizé la extraccion de ADN con el kit DNesasy® plant mini kit (Qiagen) y fueron
analizadas con reacciones de PCR con el fin de determinar la presencia o ausencia del
transgen. Para ello se usaron oligonuclettidos disefiados con el programa Primer3Plus
(Rozen y Skaletsky, 2000), tanto para el transgén con uso codénico modificado y para el
gen sin uso codoénico modificado, el amplicon esperado fue de 613 pb, y las plantas
transformadas con el vector sin el transgén fueron analizadas por PCR usando
oligonucledtidos que amplifican un fragmento de 300 pb del p35S de CAMV. Las
reacciones se realizaron en el equipo MyCycler-ThermalCycler (BIORAD), el programa de
amplificacién comprendié una desnaturalizacién inicial a 95°C por 3 min, seguido de 35
ciclos de desnaturalizacién a 95°C por 20 seg, hibridacién a 56°C por 15 seg y extensiéon
a 72°C por 30 seg. Al final se hizo una extra-extension a 72°C durante 5 min. Los productos
se analizaron en geles de agarosa 1 % tefiidos con bromuro de etidio y usando el
GeneRuler 1 kb DNA Ladder (ThermoFisher-Scientific). Se realiz6 el andlisis cuantitativo
de expresion de genes en plantas PCR y GUS positivas a través de RT-qPCR. ARN total
fue extraido con el kit de extraccion Plant/Fungi RNA extraction (Norgen Biotek). Un 1 pg
de ARN extraido de cada planta fue tratado con DNasa | (Thermo Scientific). La sintesis
de ADNCc se realiz6 con el kit First Strand cDNA synthesis (ThermoFisher Scientific),
usando 1 ug de ARN y 100 uM de primers oligoD. La reaccién se incubé a 65°C por 5 min
y se agreg6 buffer de reaccion 5X (250 mM Tris-HCI (pH 8,3), 250 mM KCI, 20 mM MgCl2,
50 mM DTT), 20X de RiboLock inhibidor de RNasa, 10 mM de dNTP mix, y 2 U/uL de M-
MulV transcriptasa reversa. Para la reaccion de qPCR se us6 el kit Luna® Universal gPCR
Mix (New England Biolabs) en el equipo LightCycler® 96 (Roche). La reaccion de gPCR
fue llevada a cabo bajo las siguientes condiciones: denaturacion inicial a 95°C por 1 min,
40 ciclos de 95°C por 15 seg, 62°C por 30 seg, 72°C por 10 seg. Se utilizaron 1.2 yM de
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los oligonucle6tidos para el transgen, que fueron disefiados con primer3
(https://primer3.ut.ee/). Los oligonucledtidos amplifican el transgén con uso codonico
modificado y el transgén con uso coddnico sin modificar, los cuales amplifican un
fragmento de 103 pb y 120 pb respectivamente. La expresion relativa de los genes en las
plantas GM fue normalizada con oligonucle6tidos para medir la expresion del gen
constitutivo factor de elongacion la (ef1a), y para el gen de la proteina auxina
independiente 1 (AXI1) usando el método 222¢ (Livak & Shmittgen, 2001) de la siguiente

manera:
ACt transgen = Ct transgen - (Ct efla — Ct AXI1)
AACt = ACt transgen — ACt control (plantas sin transformar) para los genes

normalizadores

AACt = ACt transgen- ACt control (AX1 de la planta transformada) para los casetes de

expresion
Expresion = 2-AACt
Los datos de la medicion relativa de la expresion fueron realizados por triplicado y la
expresion relativa fue determinada con respecto al gen control, Los oligonucleétidos se

presentan en la Tabla 3-2.

Tabla 3-2. Oligonucleétidos utilizados en las reacciones de PCR convencional y de gPCR.

Longitud
Gen Orientacion Secuencia amplicon
; 5 (pb)
- Directo - GACGCTCGAGAGTGATGGA-3’
phaC modificado  poverso  5-AGCAGCAATAATCGGCTCATG-3' 613
phaC sin Directo 5-ATGAGCCAACCATCTTATGGC-3 613
modificar Reverso 5-TCGAAGGCGGATTCGTCGGT-3
Promotor 35S Directo 5'- CAGAACTCGCCGTAAAGACT-3 300
CAMV Reverso 5-CGAAGGATAGTGGGATTGTG-3'
phaC modificado Directo 5-GTCGACGATCATATAGCTCTTTGGC-3' 103
gqPCR Reverso 5-TTATTTGCTGCGGGTGGGTTAATTA-3’
phaC sin Directo 5 -ATCTTCATCCACGAGCCCATCATAG-3 120
modificar gPCR Reverso 5-GGTAGCTGTCGATGTAGTAGTTCCA-3’
efla Directo 5 -CTGGTAAGGAGATTGAGAAGGAGCC-3’ 67

gPCR Reverso 5-GGTAGCTGTCGATGTAGTAGTTCCA-3’
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AXI1 Directo 5 -ATGAAGAGGAGAAAACAACGC-3’

gPCR Reverso  5- AGGAAGGAGGTGGTGAATAC-3' 108

El ensayo de la expresién GUS se realiz6 con 50 mg de X-Gluc se disuelven en 1 mL de
Dimetil sulféxido (DMSO). Esta mezcla se adicioné a 100 mL de tampén de reaccion
(NaH2PO4 100 mM, Na:EDTA 10 mM, KsFe(CN)s 0,5 mM, Triton X-100 0.1 %, X.Gluc 50
mg/mL 1mM). En esta solucién se sumergieron hojas sanas de plantulas aclimatadas y
permanecieron alli durante 24 h en total oscuridad a 37°C. Transcurrido este tiempo se
sumergieron las hojas en etanol al 70 % durante 24 h. Finalmente, las muestras se lavaron

con agua destilada, se transfirieron a glicerol (50 %) y se visualizaron en un estereoscopio.

La extraccion y caracterizacion del PHA producido se realizé a partir de hojas de plantas
GM, el material vegetal fue congelado con N liquido, se macerd y se liofilizo. Los lipidos se
removieron por lavados con n-hexano a 65°C por 24 h con un minimo de tres cambios del
solvente hasta que quedo claro. El material restante se lavé con metanol al 50 % de a 65°C
por 24 h con un minimo de tres cambios de solvente. El material insoluble en este solvente
fue liofilizado, y posteriormente se realizaron extracciones con cloroformo en 65°C por 48
h. El extracto fue filtrado a través de una fibra de vidrio para eliminar el material vegetal
restante. El extracto incubado con cloroformo fue etanolizado con 250 pL de CHCls, 100
pL de HCly 850 pL de etanol a 100°C por 4 h, las muestras fueron recuperadas en hexano
(Mittendorf et al, 1998). La presencia del PHA fue determinada por espectrometria UV-VIS
(Perkin Elmer lambda 35), operado en el rango de longitud de onda de 250-350 nm. El
polimero fue mezclado con 10 mL de H,SO4 puro y se incubé a 100°C durante 10 min.
Para identificar los grupos funcionales del polimero, se realiz6 una espectroscopia
infrarroja de transformada de Fourier (FT-IR) (Jasco FTIR 615), en un rango espectral de
4000-400 cm-!, empleando 32 escaneos, a una resoluciéon de 4 cm™, corregido con
espectro de fondo de aire. Previamente el polimero fue transesterificado a través de
etandlisis acida, mezclando y calentando 0,25 mL de muestra con 0,85 mL de etanol y 0,1
mL de HCL, a 100°C durante 4 h, transcurrido este tiempo la reaccién se enfrié. Se realizé
un analisis calorimétrico diferencial de barrido (TA DSC Q-2000), purgando con N (80 mL
min~") a una velocidad de calentamiento de 10°C/min. El sistema se equilibré a -30°C por

5 min. Las condiciones de los calentamientos 1-3 desde -30°C hasta 200°C a una velocidad
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de calentamiento de 10°C/min. Primer enfriamiento desde 200 - 30°C a 100°C/min y el
segundo desde 200 - 30°C a 10°C/min.

Se realizé una identificacién de los granulos de PHAs en el tejido vegetal. Las muestras se
fijaron durante 12 h en glutaraldehido 2.5 %. Después de la fijacién, se realizaron cuatro
lavados con agua destilada para posteriormente realizar la post-fijacion en tetroxido de
osmio por 2 h. Luego para la deshidratacion, se sumergi6é la muestra en soluciones de
etanol al 70 %, 90 %, 100 % y 6xido de propileno dejandola por 30 min en cada solucion. A
continuacioén, las muestras deshidratadas fueron puestas en resina (EPON 812+ DDSA)
por 2 h. Laresina se polimeriz6 con DPM-30y se vertié en un molde donde se incorporaron
las muestras. Después de 16 h a 68°C a los bloques de resina endurecida con la muestra
embebida en ella, se le realizaron cortes ultrafinos (100-150 nm) utilizando una hoja de
diamante en un ultramicrotomo (Leica EM UCY7), los cuales se colocaron en rejillas de
cobre y se contrastaron con acetato de uranilo 4 % y con citrato de plomo 3 %. El analisis
de la ultraestructura de las muestras se realizé por medio de un detector de electrones
transmitidos (R-STEM) acoplado a un microscopio de barrido de electrones (SEM marca

Tescan, modelo Lyra 3), a un voltaje de aceleracion de 30kV”.
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4.Resultados y discusion

4.1. Andlisis del estado de propiedad para Colombia de
una linea genéticamente modificada de tabaco
productora de polihidroxialcanoatos

Para el desarrollo de una linea GM de N. tabacum, se debe inicialmente establecer un
protocolo de cultivo de tejidos y un método de transformacién genética. La transformacion
mediada por la cepa LBA4404 de A. tumefaciens se logra utilizando fragmentos de hojas
como explantes que generan nuevas plantulas por organogénesis directa. Se identificaron
seis familias de patentes solicitadas por PCT, que protegen el uso de la cepa LBA4404 de
A. tumefaciens en métodos de transformacién genética dicotiledoneas y monocotiledoneas
de manera estable o transitoria. La solicitud de patente W01999010512 protege
transformacién estable de plantas dicotiledéneas a través de agro-infeccion con la cepa
LBA4404. La solicitud prioritaria de patente W0O2004082368 protege un método optimizado
de transformacion genética basado en transformacion de B. juncea mediada por A.
tumefaciens sin determinar la cepa, fue otorgada en Australia,los USA 'y los paises de la
UE, mientras que la solicitud prioritaria W02013149726 protege un proceso de
transformacion transitoria de hojas por medio de la cepa LBA4404, esta solicitud fue
registrada en Argentina, Australia, Brasil, Canada, China, Japon, México, los USA y los
paises de la UE (Tabla 4-1).
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Tabla 4-1. Patentes relacionadas con el disefio de tabaco GM que expresa en peroxisomas

el gen phaCa. de A. caviae.

Prioridad Publicacién o . L2 - Clafs]flcac
Aplicacion . . Familia de B ion Fecha de Fecha de
Elemento de numero de Propietario Pais . . SN T
. L. . L por PCT patentes internacio aplicacion expiracién
aplicacion aplicacion nal
us
45548203 University AU .
2005050826 2004268434 200:(\)15(3)2368 Rutgers 2004§2224 Ausétbaha CI2N15  17/03/2003  16/03/2023
Pioneer Hi-bred
8 International Inc EP UE
us 1615491
80513504
CA
us us wo Dow 27156 * Canada AO1H1 Lapsed
14196708 8334429 2010078445 ~ Agroscienceslic 4093345 Australia cioni  30/12/2008 2017
Nomad 7 China C12N15
Bioscience EU
CN
102282262
CA
2805263
AU
201128368
9
CcO
6650932
MX
201300119
ClN Brasil
103269577 Cér?iiia
Dow JP Japén
Agrosciences Llc 201353741 EU
us us WO Merlo Donald J 2 Mexico AO1H15
36896510 9617551 2012016222 Russell Sean M KR Corea C12N1 28/07/2010 27/07/2030
Narvva Kenneth 201301324 Chile C12N15
E 05 "
cL Colombla
Cepa LBA4404 201300027 Rusia
Nueva
de A 0 Zelanda
tumefaciens ZA
201300330
RU
201310876
9
Nz
605584
BR
112013002
189
AR
090575
AU
201324304
2
CA
2869336
CN Mexico
104334730 UE
MX Argentina
. Ep wo N g 201421189 gﬁlsil
omal ina
12002402 2834362 2013149726 Bioscience Gmbh JP Japén CI2N15 02/04/2012 01/04/2032
201551264 Espafia
1 Canada
BR EU
112014024 Australia
608
ES
2674674
us
201500526

38
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AU
199809264
7
EP
1009844
CN
1268184 Australia
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%‘zs:gggﬁ)r 97114654 390306 1999010512  Dirks Rob P Japon AOlH1 ~ 24/08/1997  23/08/2017
. Peeters Roger 200151400 Alemania C12N15
Agrobacterium
9 UE
AT
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DE
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CN
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CA
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EP
ZGiing Canada
201400341 Espaiia
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Brasil
DK Rusia
Transformacion 2665818 EU
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mediadapor 112013018
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PT
2665818
ES
2637825
RU
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¢ Russian 1577202 £
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Sciences 2261275
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60042413
ES
2344000
4923?606 73;45766 Ninguno Kaneka Corp Ninguno EU gfzzlt"\lzll 25/07/2006 24/07/2026
AU
201031959
4
EP Canada
2499235 Australia
us us WO Mas_sachusetts KR Core~a
26016409 20130017583 2011060048 Institute 201201036 Espgna C12N1 10/11/2009 01/10/2029
of Technology 21 China
CN Japén
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201351057
2
WO EP Alemania
JP us 2015146195 Kaneka ) 1208208 UE C12P7
201406767 10519473 Corporation, JP Japén C12N9 27/03/2014 26/03/2034
4 202005839
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La solicitud prioritaria de patente W02010078445 protege un método de transformacion y
regeneracion de células vegetales mediada por cepa auxotréficas de A. tumefaciens
(LBA4404, EHA101, C58, EHA105, AGL1, o GV3101) que contienen una mutacion en el

gen thyA, condicién que impide crecimiento en medios de cultivo con ausencia de timidina.

La solicitud prioritaria WO2012098119, protege un método de transformacion transitoria
para N. tabacum a través del uso de la cepa LBA4404 para producir proteinas
recombinantes, el método propuesto para el desarrollo de una linea GM de N. tabacum
gue exprese el gen phaCa. de A. caviae implica un cocultivo de fragmentos de hojas con
A. tumefaciens sin aplicacion de infiltracion por presion de vacio, y la expresion es estable,
no transitoria. Por tanto, la metodologia propuesta para el desarrollo de la linea GM
expuesta en este trabajo no esta protegida en las reivindicaciones de la patente
W02012098119. La solicitud de patente WO2004038023 cubre un método mejorado de
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transformaciéon de A. tumefaciens a través de un intervalo de tiempo entre la etapa de

preparacion, inoculacion y co-cultivo.

La solicitud W0199010512 cumplié su tiempo de proteccion en el afio 2017, mientras que
las solicitudes prioritarias de patente W02004038023, W02004082368, W02012016222
W02012098119 y W02013149726 tienen vigencia hasta 2022, 2023, 2030, 2031, 2032
respectivamente, la solicitud W0O2010078445 segun la fecha de aplicacidén su vigencia es
hasta el 2028 sin embargo, de acuerdo con la informacion recuperada en la base de datos
de Lens, no se ha registrado ningln pago de mantenimiento desde 2016, por lo tanto perdié

vigencia antes de completar 20 afios de proteccion .

Teniendo en cuenta que la solicitud de patente concedida por PCT W02004038023,
W02012098119 y W02013149726, fueron otorgadas en Argentina, Brasil y México;
considerando la importancia de producir plantas GM con baja carga de DPI en América
Latina, es probable que se requieran licencias para la cepa LBA4404 de A. tumefaciens en
Argentina, Brasil y México. No hay solicitudes de patentes en Colombia, Chile y Peru, por

lo tanto las licencias no son necesarias para su uso comercial en estas regiones.

El gen phaC proviene de un huésped procariota por lo tanto, para que se pueda expresar
en un organismo eucariota, se requiere proporcionar un promotor y una region terminadora
adecuada para su expresion en plantas, en este caso el gen phaC requiere ser redisefiado
y ensamblada la secuencia codificante con un promotor constitutivo 35S del virus del
mosaico de la coliflor (35S CAMV) y un terminador de nopalina sintasa de A. tumefaciens
(T-nos), promotor y terminador que han demostrado ser funcionales en la expresion de
genes foraneos introducidos en plantas. De acuerdo con la recuperacion de informacion
de las bases de datos consultadas, fue identificada una familia de patentes que protegen
el promotor 35S CAMV. La solicitud priorizada de patente US5352605A, protege el
promotor 35S CAMV y el promotor 19s CAMV como parte de construcciones de expresion
y vectores de transformacion de plantas en dicotiledoneas usando construcciones
guiméricas. Existe una version del promotor 35S CAMV que tiene una regién duplicada
para potenciar regulacion de la expresion, generando especificamente sobreexpresion del
gen. Una familia de patentes protege esta version, la solicitud prioritaria US5164316

protege una secuencia de inicio de la transcripcién formada por secuencias en tandem del
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promotor 35S CAMV y cubre su uso en transformacion genética de plantas. Las solicitudes
de patentes que cubren uso del promotor 35S de CAMV, cumplieron su periodo de
proteccion de 20 afios en 2013 y 2015; por tanto, este promotor ya es de dominio publico.

La secuencia de terminacion de la construccidén de expresion de T-nos esta protegida por
la solicitud de US5034322 que comprende la proteccibn de genes quiméricos que
contienen el promotor de nopalina sintasa (A. tumefaciens) y la regién 3' no traducida del
gen codificante de la nopalina sintasa como secuencia de terminacién de la transcripcion,

esta patente expir6 en 2003.

Las construcciones de expresion gue contienen la regién codificante del gen phaCa de A.
caviae ensamblada con el promotor 35S CAMV y el terminador T-nos se deben clonar en
un vector de expresion para plantas, en este caso se puede clonar en el vector
pCAMBIA2301. Teniendo en cuenta esto, se identificd la patente US20090075358 en esta
patente, se cubren dos familias de vectores; la primera protege los vectores que contienen
el constructo para expresar el gen reportero GUS y la segunda familia que cubre los
vectores que no contienen el gen GUS, en las dos familias de vectores se protege su uso
en la transformacién de plantas a través de A. tumefaciens. La patente tiene una fecha de
vencimiento en 2029, sin embargo, cabe sefialar que la institucion propietaria de la
innovacién (vector) ha generado un tratado de cédigo abierto en el que su uso no genera
pago de regalias para instituciones con fines de lucro investigativo, académico o no

motivacional, asi como para paises en desarrollo (Tabla 4-1).

Al gen phaCa. de A. caviae lo protegen cuatro familias de patentes asignadas por PCT
(W02000043523, W02011060048, WO2015146195 y W0O2000011188) (Tabla 4-1) y una
solicitud de patente individual (US7384766); La solicitud prioritaria de patente
W02000043523 cubre un método para producir plantas GM productoras de PHA a partir
de la insercion de un gen codificante de la enzima PHA sintasa proveniente de A. caviae,
Comamonas testosteroni y Thiocapsia pfenigii, entre otros. Esta solicitud de patente perdi6
su proteccion en 2017 porque no se evidencio el pago de la tasa de mantenimiento en el

afio anterior.
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La patente W0O2011060048 protege una bacteria recombinante de C. necétor, que alberga
el gen phaCa. de A. caviae para produccion del copolimero de poli-(hidroxibutirato-co-
hidroxihexanoato); esta patente fue concedida en China, Japén, Corea, Australia, los USA
y en los paises de la UE y tiene una vigencia hasta 2033. La solicitud de patente
W02015146195, concedida en los paises de la UE, los USA, Australia y Japdn, cubre un
método para mejorar la produccién de copolimero PHA por medio de la capacidad de
sintesis de Aeromonas que alberga un gen phaC, y un gen que codifica una PHA sintasa
diferente para producir dos o mas PHA con diversos puntos de fusion; esta patente es
valida hasta 2035, en los paises en los que fue solicitada y concedida. La solicitud de
patente W0O200011188 comprende cepas recombinantes de microorganismos que tienen
genes implicados en biosintesis de PHA, donde el gen que codifica la PHA sintasa se

obtuvo de A. caviae; esta patente perdié vigencia en 2018.

La patente US7384766 fue otorgada en los USA, protege una cepa microbiana GM que
contiene un gen que codifica la PHA sintasa de A. caviae, para producir un copolimero de
PHA constituido por unidades monoméricas de acido 3-hidroxibutirico, éacido 3-
hidroxihexanoico, &cido 3-hidroxiheptanoico, acido 3-hidroxiheptanoico, &acido 3-
hidroxidocanoico; esta patente tiene vigencia hasta 2028 en los USA (Tabla 4-1).

Los estudios que se han realizado en N. tabacum para producir PHA, dirigiendo su
biosintesis hacia los cloroplastos y a nivel nuclear, han generado efectos deletéreos en la
planta como clorosis y retraso en el desarrollo (Nakashita et al., 1999; Lossl et al., 2003;
Matsumoto et al., 2011). En experiencias reportadas en otras especies, como Arabidopsis
y cafla de azucar, donde la sintesis de biopolimeros esta dirigida hacia peroxisomas, no
se observaron efectos que afecten el crecimiento y desarrollo de la planta (Matsumoto et
al., 2006; Tilbrook et al., 2011; Anderson et al.,, 2011). Teniendo en cuenta estas
experiencias, al constructo de expresion del gen phaCacde A. caviae en N. tabacum se le
debe insertar una secuencia que codifica un péptido de transito ARL en el extremo C-
terminal para dirigir la enzima hacia peroxisomas. El péptido de transito ARL esta cubierto
por tres familias de patentes asignadas por medio de PCT, W01999035278,
W02000043523 y W02010057271 registradas en Australia, Japén y la UE. Estas
solicitudes cubren la expresion de una enzima PHA sintasa y su orientacion a peroxisomas
de plantas a través de tripéptidos como como ARM, SRM, SKL, ARL, SRL, PSl o PRM. La
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patente W01999035278 perdié su vigencia en 2018, mientras que las patentes
W02000043523 y WO2010057271 son validas hasta 2023 y 2028 respectivamente (Tabla
4-1).

Con el fin de generar una etiqueta, el constructo de expresion se insertd una etiqueta His
tag. Este elemento estd protegido por la solicitud de patente AU087290, el cual fue
concedido en Australia y cumplié su tiempo de proteccion en el afio 2018.

Se identificaron 18 familias de patentes y dos solicitudes de patentes relacionadas con los
elementos que se requieren para el desarrollo de una linea GM de N. tabacum que expresa
el gen phaCa. de A. caviae. Se encuentra que USA es la regién geografica con mayor
registro de patentes (11 patentes vigentes), seguido de Australia y los paises de la UE (7
patentes vigentes), Japon (4 patentes vigentes), Canada (3 patentes vigentes), Brasil,
Argentina, México, Corea del sur (2 patentes vigentes), China y Rusia (1 patente vigente)
(Figura 4-1).
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Figura 4-1. Estado de libertad de operaciéon de los componentes del constructo de
expresion y el método de transformacion para el desarrollo de una linea de tabaco que
expresa el gen phaCA.c de A. caviae para sintesis de PHAs en peroxisomas. Disefiado en
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El andlisis de las diferentes patentes relacionadas con desarrollo de la linea de N. tabacum
GM que expresa el gen phaCac de A. caviae muestra que las patentes ya no protegen
algunos de los elementos. En la mayoria de los casos por vencimiento del plazo de
proteccion (por tanto, son de uso publico). En otros casos los componentes estan
actualmente protegidos por patentes, como el caso del método de transformacion mediado
por A. tumefaciens LBA4404, el péptido de transito y del gen phaCa.c de A. caviae, por lo
gue es necesario llegar a acuerdos con los propietarios de las patentes para hacer uso de
estos elementos, sin embargo, es importante resaltar que el patentamiento es
jurisdiccional, es decir que tiene vigencia en los paises en donde fueron solicitados vy
concedidos. De acuerdo con lo anterior, a la fecha de este analisis, los elementos
requeridos para el desarrollo de esta linea GM, no estan registrados en paises de América
Latina, como Colombia, Chile y Perq, por lo tanto, existe libertad para operar y se sugiere
el uso de estos para desarrollar una linea con baja carga de DPI de tabaco GM que
produzca PHAs con jurisdiccion nacional.

Se identificaron registros de PBR para N. tabacum en los USA, Canada, México, Argentina,
Colombia, los paises de la UE, Rusia, Corea del Sur y China. Los USA y Bulgaria fueron
los paises con mas registros de PBR para esta especie desde 1950 hasta febrero de 2022.
Se identificaron 96 variedades, de las cuales 22 de ellas aun tienen proteccion vigente.
Algunas de las variedades que estan vigentes son: KF109 (Corea del Sur), KB111LC
(Corea del Sur), Wan6513 (China), Guang Yang (China), Vector 21-41 (Canada), Speight
22 (EE.UU.), AOB176 (EE. UU), MB47 (Argentina) y MB411 (Argentina).

4.2. Disefio del modelo de transformacidon genética de
Nicotiana tabacum para producir
polihidroxialcanoatos

De acuerdo al estudio de las patentes relacionadas con los elementos implicados en el
desarrollo de la planta GM de N. tabacum que expresa el gen phaC de A. caviae para
sintesis de PHA y a estudios previos de patentes en el desarrollo de plantas GM tolerantes
a sequiay glifosato (Rojas-Arias et a., 2017; Carrefio-Venegas et al., 2017) existen algunos

elementos genéticos que se encuentran libres de patentes y pueden ser usados en el
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desarrollo de plantas GM sin infringir derechos a terceros, garantizando libertad de
operacion en el desarrollo de lineas GM con baja carga de patentes, disminuir el pago de
regalias para uso de los elementos genéticos, reducir costos y facilitar liberacién al
mercado, para que el tiempo y la capacidad técnica e intelectual invertida en el desarrollo
de la planta GM no tenga complicaciones futuras en la liberacion comercial, como se
evidenci6 con el desarrollo de una linea GM de papa que expresa el gen crylAc, la cual
no se pudo comercializar porque el acuerdo de transferencia del casete de expresion
(suscrito con la Universidad de Ottawa), contenia las clausulas de uso exclusivo para

investigacion y prohibicion de comercializacién (Hincapie & Chaparro-Giraldo, 2014).

En este trabajo se establece un modelo para desarrollar una linea transgénica de N.
tabacum que expresa el gen phaC de A. caviae para sintesis de PHAs, proporcionando
una guia del paso a paso teniendo en cuenta el analisis previo al desarrollo de la linea que
implica el ELO de los elementos genéticos, métodos y variedades vegetales, vy
posteriormente el desarrollo de la linea GM. Este paso a paso que incluye un analisis de
ELO permite generar una planta GM de tabaco productora de PHAs con posibilidades de
comercializacion, bajo una aproximacion al esquema de “genéricos” similar al desarrollo
de medicamentos obtenidos a partir de ingredientes activos que ya no estan protegidos
por DPI (Kal6, 2015).

Teniendo en cuenta el ELO se decidié usar los elementos libres de patentes para el disefio
de los casetes de expresion, como el promotor 35S de CAMV, terminador T-nos y His tag,
cuyas patentes caducaron y son de dominio publico; de igual forma se usé el vector de
clonacion y expresion en plantas pCAMBIA2301 porque la empresa propietaria de estos
vectores, CAMBIA, tiene como fin proporcionar innovacion a la sociedad y el acceso comun
a dicha innovacion a paises en via de desarrollo para promover el desarrollo tecnolégico.
Las patentes solicitadas por CAMBIA tienen la clausula de uso libre de sus invenciones

para académicos y paises en via de desarrollo (CAMBIA, 2022).

La cepa LBA4404 de A. tumefaciens, aunque cuenta con cuatro patentes vigentes
(W02004038023, W02004082368, W0O2012098119 y W02013149726), la patente que
cubre su uso para transformacion estable en plantas (W0199010512) no se encuentra

vigente, por lo cual es posible usar la cepa sin requerir el pago de regalias.
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La variedad de tabaco Samsun no cuentan con titulo de obtentor vigente segun estudio
realizado en la base de datos PLUTO de UPQV (variedad Samsun Canik NLI 10821). Asi
mismo los casetes de expresion fueron sintetizados con una empresa que permite realizar

la transferencia de material sin ninguna restriccion de uso, incluso comercial.

El desarrollo de la linea GM que expresa el gen phaC de A. caviae en N. tabacum para
sintesis de PHAs en peroxisomas, a partir del andlisis de ELO, permite aproximarse a un
producto “agrobiogenerico”, con el propdsito de brindar a la poblacion interesada semillas
con baja carga de patentes (Figura 4-2). Un “agrobiogénerico” se constituiria en un
desarrollo de una planta GM a partir del uso de elementos genéticos, variedades y
tecnologias que ya no se encuentran protegidos por DPI y son de dominio publico. Este
término surgié cuando se vencieron las primeras patentes que cubrian plantas GM en el
afo 2015, abriendo la posibilidad de una industria de “agrobiogenéricos” (Ridelsheim et
al., 2018).
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Figura 4-2. Esquema basado en ELO para desarrollar una linea GM con baja carga de DPI

de tabaco productora de PHAs.

Cuando se desarrolla un producto “agrobiogenérico” el interesado debe enfrentarse al
desafio de la regulacion para obtener aprobacion de liberacién comercial, esta situacion
es compleja debido a que no existe una armonizacion en la regulacion entre paises
(Jefferson et al., 2015a; Jefferson et al., 2015b). La regulacion de plantas GM tiene
variaciones dependiendo si el evento es de primera, segunda o tercera generacion. Los
cultivos de primera generacion tienen propiedades como tolerancia a herbicidas y
resistencia a insectos, los de segunda generacion tiene propiedades de mejora de la

calidad de alimentos y piensos, y los de tercera generacion producen proteinas
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recombinantes de interés industrial (farmacéuticos, plasticos biodegradables; etc) (Spok et
al., 2008; Spok et al., 2008). La regulacién en los paises que aprueban el uso de plantas
GM se basa en el protocolo de Cartagena sobre la bioseguridad de la biotecnologia (Ley
740 de 2002). Se requieren diferentes enfoques normativos para la aprobacion de las
plantas GM segun su destino, como la importacion o exportacion, 6 si es para siembra
destinada a consumo humano o piensos (Turnbull et al.,, 2021). Para plantas GM de
primera y segunda generacion destinada para la siembra de piensos la regulacion exige
estudios de equivalencia sustancial que consiste en una comparacion del GM con su
contraparte convencional, en la que se incluye pruebas de evaluacién agronémica y de
posibles efectos adversos sobre el medio ambiente (McHughen, 2016). Para los cultivos
GM destinados para consumo humano se exigen pruebas que evallen posibles efectos
adversos sobre la salud humano (alérgenos y toxicidad) (NASEM, 2016). Para plantas GM
de tercera generacion se debe ademas de realizar evaluaciones agronémicas, ambientales
y de seguridad para salud humana, se debe proporcionar una estrategia de liberacion
comercial ambiental confinada para garantizar que no exista contaminacion con semillas
destinadas a alimentacién humana y animal (Spok et al., 2008). En algunos paises la
normativa se centra en el cultivo de GM para consumo humano y piensos; mientras que
en otros estd enfocada en la importacién de alimentos derivados de cultivos GM para
alimentacion. En USA se regulan los cultivos GM (USDA APHIS, 2022). En Canada la
normatividad para el cultivo de GM y consumo esta basado en un rasgo novedoso, no en
la forma en que se introdujo, se clasifica la planta con caracteristicas novedosas y no como
GM (CFIA, 2022). En la UE la normatividad esta enfocada en alimentos GM importados
mas que en cultivos GM (Eriksson, et al., 2020). En América Latina la regulacion se esta
intentando armonizar para cultivos y productos GM realizando una evaluacién de caso por
caso en aquellos paises en los que se aprueba su cultivo y uso como Brasil, Argentina,

Colombia, Costa Rica, Honduras, Paraguay y Uruguay (Benitez et al., 2020).

Para que el desarrollo de un “agrobiogenérico” logre la aprobacion de liberacion comercial,
su desarrollador cuenta con dos escenarios posibles. En el primero depende del paquete
de datos globales que contiene las pruebas realizadas por el titular de la patente ya vencida
gue presento para su aprobacion en los paises en los que el titular quiso comercializar su
cultivo o importacion del GM (Ridelsheim et al., 2018). En los Estados Unidos, una vez se

desregula un GM, es considerado un producto de comercializacion libre y no hay necesidad
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de realizar nuevas solicitudes de aprobacion a no ser que sea introducidas nuevas
propiedades, o existan modificaciones en el evento (USDA APHIS, 2022). Sin embargo,
en otros paises como China, los paises de la UE y Corea del Sur, las aprobaciones expiran,
y se debe solicitar una extensién de la aprobacién suministrando datos actualizados y en
algunos casos se exige informes periédicos. En este sentido, si un titular que ya no cuenta
con proteccion de su producto, no desea mantener actualizada su aprobacion, el
desarrollador de un “agrobiogenérico” no podria comercializar su producto en esos paises,
puesto que el titular es el autor de las evaluaciones y en las oficina regulatorias se cuenta
con un acuerdo de confidencialidad que protege esta informacién, la alternativa en este
caso consiste en que el interesado llegue a un acuerdo o licencia con el titular del evento
GM (Rudelsheim et al., 2018). El segundo escenario consiste en que el desarrollador del
“agrobiogenérico” debe iniciar el proceso con datos propios, realizando evaluaciones
adaptadas a la regiones donde desea la liberacion comercial, ademas es importante
resaltar que si el interesado generd un nuevo evento debe suministrar nuevos estudios del
sitio de insercién y su efecto de la insercion en las caracteristicas agronémicas, sin
embargo para reducir costos en las evaluaciones puede llegar acuerdos con los titulares
para tener acceso a informacion general que puede ser valida para varios eventos (origen
del transgén, secuencia de nucledtidos, proteina, rasgo genético, alergenicidad y toxicidad,
etc) (Rudelsheim et al., 2018).

4.3. Aspectos relevantes en el diseiio de un casete de
expresion

Un casete de expresion es una construccion de ADN sintético constituida por una
secuencia reguladora, un marco abierto de lectura y una region 3" no traducida; en
eucariotas esta regioén 3" no traducida contiene un sitio de poliadenilacion. Este casete de
expresion esta disefiado para producir ARN y proteinas en una célula transfectada; el
casete es insertado en un vector de expresion y este se usa para transferir el casete a una
célula huésped. Un casete de expresion puede ser transfectado y expresado en bacterias,
levaduras, plantas y células mamiferas siempre y cuando se usen las secuencias

reguladoras adecuadas para cada organismo (Agarwal et al., 2014).
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Para mejorar la expresion de genes heterélogos se deben tener en cuenta algunos
aspectos en el casete de expresion como: % GC, indice de adaptacion de codones (CAl),
numero efectivo de codones (Nc), abundancia de ARN de transferencia (ARNt), sitios
prematuros de polyA vy sitios cripticos de corte y empalme (Anwara et al., 2021).

El % GC es una caracteristica del genoma Unica de cada organismo, y puede ser utilizado
para clasificar organismos en taxonomia. En organismos procariotas el % GC es mas alto
gue en organismos eucariotas; asi mismo entre plantas monocotiledoneas y
dicotiledéneas, existe una variacion del % GC notoria en la Ultima base de cada codoén,
siendo mayor él % GC en monocotiledéneas que en dicotiledéneas (Zhang et al., 2018).
Por lo tanto, cuando se desea insertar un gen originario de un organismo procariota a uno
eucariota, o entre especies del mismo reino, se puede realizar el ajuste del % GC del gen
al organismo huésped. Lie et al., 2013, modificaron el % GC del gen crylAh desde 37 % a
48, 55y 63 %, mejorando su expresion en tabaco GM y la resistencia de la planta a insectos
(Li et al., 2013). EI CAIl mide el grado en el que se adaptan los codones de un gen a las
frecuencias de uso de codones de un determinado organismo. Esta medicidn se realiza
basada en un conjunto de genes de referencia altamente expresados de un determinado
organismo para evaluar el peso relativo de cada codén y su valor oscila entre 0 y 1.0, un
CAl de 1.0 indica que el gen utiliza, para cada aminoacido, el codon més frecuente en el
conjunto de referencia (Sharp & Li, 1987). ElI CAl predice el nivel de expresién de una
proteina, cuanto mas cercano a 1.0 mejor ser& los niveles de expresion, sin embargo no
es recomendable ajustar el CAl de un gen a 1.0 porque se generara un agotamiento de los
ARNIt frecuentes, ocasionando un patrén de uso codonico sesgado y mayores errores de
traduccién, ademas el uso codénico rigido impide la flexibilidad en la seleccion de codones
generando elementos repetitivos y estructuras de ARNm secundarias en el gen (Sahoo et
al., 2019). De acuerdo con lo expuesto, se evalu6 el efecto de la optimizaciéon de uso
codonico sobre la expresion del gen bar en tabaco y determinaron que porcentajes entre
63.9 a 93.9 % de codones optimizados no generan una ganancia en la expresion del gen,
pero reducen el porcentaje de codones optimizados a 54 % lo que generd una pérdida de
la expresion del gen, por lo que se evidencié que se debe establecer un porcentaje de
codones optimizados suficiente para lograr altos niveles de expresion (Agarwal et al.,
2019).
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Teniendo en cuenta que estan disponibles genomas completos de muchos organismos, se
han creado tablas de preferencia de uso codénico para muchas especies, lo cual ha
permitido realizar las optimizaciones de uso codoénico in silico, acoplando la tabla a un
software especializado, que permite realizar modificaciones sinénimas en la secuencia de
nucledétidos de los genes para mejorar su expresion en sistemas heterélogos. En el 2019,
se optimizd el uso coddnico de genes pat para Hordeum vulgare, Z. mays ssp. mexicana,
un hibrido entre Sorghum bicolor/Oryza sativa y S.bicolor, usando la funcion de
retrotranscripcion de Vector NTI Software Advanced (Invitrogen) que permitié ajustar el
CAl de acuerdo a las tablas de preferencia de uso codoénico para cada especie. Los genes
pat optimizados adicionalmente tenian modificaciones adicionales como presentar
promotores dobles que mejoran la transcripcion, presencia o ausencia de un intron entre
el promotor y la secuencia codificante. Las plantas transformadas con los casetes
optimizados presentaron mejores niveles expresion que los casetes sin optimizar sin
embargo en las plantas transformadas con los casetes optimizados que ademas tenian un
promotor doble y un intron no presentaron diferencias en la exprescion con respecto a las

plantas transformadas con casetes sin optimizar (Sivamani et al., 2019).

El Nc mide el grado de sesgo codoénico, es decir determina la combinacién de codones
posibles para codificar un mismo aminoéacido, este rango va entre 20 a 61, donde 20 indica
un patrén de uso de codones menor entre los codones sinénimos y 61 indica un patron de
uso de codones igual entre los codones sinénimos sin preferencia (Fulgsang, 2004). En
tabaco se ha reportado un Nc de 58.31, esto indica que existe una preferencia codonica
aleatoria con un sesgo codoénico débil, el Nc es inversamente proporcional al % GC y
directamente proporcional a % AT, es decir que cuando hay un Nc alto, el % GC es bajo y
el % AT es alto (Anwara et al., 2021).

La preferencia codonica en cada organismo depende de la abundancia de ARNt y de la
afinidad de los codones con los ARNt. La abundancia de ARNt se determina con
predicciones en los genes de referencia altamente expresados (Deng et al., 2015). Se ha
evidenciado la modificacion de adenosina inosina en la posicion del anticodén de ARNt
(I134) por adenosina deaminasa (ADATS) en organismos eucariotas y esta modificacion
esta asociada con la preferencia de uso de codones y la abundancia de determinado grupo

de ARNLt. En 2020 se realiz6 el silenciamiento de adat2 en Neurospora crassa perjudicando
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los niveles de ARNt relacionados con ADAT, generando una reprogramacion de la
traduccion, cinética y de elongacién de los codones y la induccion de diferentes ARNm
(Lyu et al., 2020).

Existen algunos elementos presentes en los genes de origen procariota que pueden afectar
la transcripcion del ARNm cuando los genes son insertados y expresados en células
eucariotas, estos elementos son: las secuencias ricas en A —T presentes en el gen
procariota pueden causar terminacién prematura de la transcripcién y menos cantidad de
ARNmM en las células eucariotas, por lo que se sugiere realizar una eliminacién de sitios
potenciales de colas polyA en el gen procariota. Asi mismo se requiere eliminar sitios
putativos de corte y empalme que puedan afectar la expresion en el organismo eucariota
al incrementar o reducir el tamafio del ARNm y tamafio de la proteina alterando el marco
abierto de lectura y en algunas ocasiones remover dominios esenciales de la proteina,
afectando su funcién (Watts et al., 2021). Por ejemplo, la proteina verde fluorescente (GFP)
de la medusa Aequorea, es usada como marcador de seleccién en plantas, sin embargo,
su expresion era baja debido a la presencia de una secuencia similar a un intron en plantas
y sus niveles de expresién aumentaron con la eliminacién de sitios criticos de corte y

empalme (Haseloff et al., 1997).

4.3.1. Diseiio in silico casetes de expresion codificante de
PHA sintasa para la sintesis de polihidroxialcanoatos

La versiéon del casete de expresion que contiene la secuencia codificante del gen phaCa.c
sin modificar y la version del casete de expresion con la secuencia codificante del gen
phaCa.c con optimizacion de uso codonico fueron disefiados para mejorar la insercion en

el genoma de N. tabacum, aumentar la probabilidad de eventos transgénicos, garantizar

su expresion y dirigir la enzima hacia peroxisomas.

El casete de expresion que contiene la secuencia codificante del gen phaCa . sin modificar
se denomin6 PHACa, este casete tiene un tamafio de 2642 pb (Tabla 4-2). El casete de
expresion que contiene la secuencia codificante del gen phaCa. con optimizacion del uso
coddnico se denomind PHACAcMOD, este casete tiene un tamafio de 2891 pb (Tabla 4-2

y Figura 4-3).
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Tabla 4-2. Componentes de los casetes de expresion phaC.

Tamaifio de Tadmano
la el
Nombre Promotor  Etiqueta Gen Secuencia sefial Terminador secuencia consdtgucto
codificante expresion
b
phaC de 10 a.a C-terminal Nopalin sintasa
PHACA CAMV35S Histag  Aeromonas  Malato sintasade  Agrobacterium 1839 2642
caviae Cucurbita médxima  tumefaciens
phaC de

10 a.a C-terminal Nopalin sintasa
Malato sintasa de  Agrobacterium 1839 2891
Cucurbita médxima  tumefaciens

PHACxcM  CAMV35S His ta Aeromonas
oD duplicado 9 cavie
optimizado

e e G e

T-borde LACZ MCS T-borde
lzquierdo Derecho
Figura 4-3. Esquema del disefio estandar de los casetes de expresion para los genes phaC

de A. caviae.

El gen phaC es de origen bacteriano por lo tanto el % GC es més alto que el reportado en
genomas vegetales (Sahoo, Satyabrata; Das , Shib Sankar; Rakshit, Ria, 2019), teniendo
en cuenta esto se realiz6 la optimizacion del uso coddnico para el casete de expresion
PHACAcMOD, reduciendo el contenido de GC en el primer codon a 44.725 %, en el
segundo a 57.239 %y en el tercer codon a 35,90 %, en este ultimo fue en el que se generé
un mayor cambio puesto que el gen nativo contenia un 90 % de GC (Tabla 4-3). De acuerdo
con la tabla de uso codénico de Kazusa para N. tabacum el % GC en el primer codén es
de 50.91, en el segundo coddn de 39.69 % y para el tercero de 39,53 % y un indice de
preferencia codonico (CAl) entre 0.5-0.8 (Tabla 4-4). Tras las modificaciones en el % GC,
se logr6 obtener un valor CAl de 0.733 (Tabla 4-4).

Tabla 4-3. Valores de referencia del uso codonico para N. tabacum segun la base de datos
Kazusa Japon. Fuente: (Kazusa, 2020).

% GC codon % GC codon % GC codon
N.tabacum % GC total 1 ) 3 Ref CAI

43.38 50.91 39.69 39.53 0.5-0.8
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Tabla 4-4. Optimizacién uso codonico gen phaC.

% GC % GC % GC % GC
GEN CAl Nc
total Codoén 1 Codén 2 Codén 3
PhaCa. 0.525 25.001 65.824 65.824 41.245 90.404
PHACAcMOD 0.733 49.411 44,725 57.239 41.245 35.690

El valor CAl obtenido se encuentra dentro del rango permitido para N. tabacum, como ha
sido evidenciado en otras aproximaciones en donde se han evaluado de forma exitosa la
optimizacion de la expresion de genes en N. tabacum con un CAI similar al obtenido en
este estudio. Por ejemplo, se demostro la eficiencia de la traduccion del gen codificante
del factor de crecimiento de plaquetas humanas BB en N. tabacum, al gen se le realiz6 un
ajuste de uso codonico logrando un gen optimizado con un CAl de 0.85 (Mohammadzadeh
et al., 2014), y en 2013 fue reportado la alta produccién de la proteina de core del virus de
la hepatitis C en N. tabacum, atribuido a la optimizacion del gen a partir del ajuste de uso
codonico con un CAI entre 0.65-0.80 (Deepa et al., 2013). En otro estudio se reporta la
expresion 6ptima en tabaco de una version del gen proguimosina con optimizacion de uso
coddnico, el valor del CAl del gen fue de 0.929, este gen en su version original presentaba
un valor CAl de 0.628, y no habia logrado expresarse en la planta (Azizi-Dargahlou et al.,
2022).

El Nc de PHACAcMOD es de 49.41 y la version original tenia un Nc muy sesgado de 25,
las modificaciones permitieron aumentar el Nc, esta condiciébn podria generar mayor
flexibilidad al proceso de traduccién. La optimizacién de uso codoénico subiendo el Nc del
gen codificante del péptido Mambalgina-1, molécula con actividad anticancerigena, el %
GC y la eliminacion de sitio cripticos de corte y empalme favorecié el incremento de la

expresion de la proteina de 30.3 a 39.2 (Khezri et al., 2020).

Se madificaron 368 bases nitrogenadas y 123 codones de la secuencia codificante del
constructo phaCa.., producto del ajuste de uso codénico a N. tabacum. Al constructo
PHACAcMOD también se le eliminaron 21 sitios prematuros de poliadenilacion y 23 sitios

criticos de corte y empalme de la secuencia codificante. La Figura 4-4 indica los
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alineamientos de la secuencia nativa de la region codificante del gen phaC y la version
optimizada. Se ha reportado la optimizacion del uso codonico del gen crylAhl para aldmo,
ajustando el % GC y redisefiando regiones ricas de A-T que se asemejan a intrones en
plantas, secuencias potenciales de polyA y secuencias ATTTA que desestabiliza en ARNm
en organismos eucariotas, estas modificaciones fueron realizadas con el software
CodonPoplar  (http://120.79.60.226:8080/u/chen/w/codonpoplar). Esta optimizacién
increment6 la expresion de la proteina CrylAhl, y la resistencia del 4amo GM a

Hyphantria cunea (Xu et al., 2019).

D88825.1 ATGAGCCAACCATCTTATGGCCCGCTGTTCGAGGCCCTGGCCCACTACAATGACAAGCTG 60
PHACACMOD ATGAGTCAACCCTCATATGGGCCACTATTCGAAGCTCTTGCTCATTATAACGATAAGCTT 60

KAXKKAKX KAAKAKX AKeXAXAAKX Kk Kk *AAAXXK*x XKk **k **k **k **k **k **k *kk*k*

D88825.1 CTGGCCATGGCCAAGGCCCAGACAGAGCGCACCGCCCAGGCGCTGCTGCAGACCAATCTG 120
PHACACMOD CTTGCAATGGCAAAAGCTCAAACAGAGCGAACTGCGCAAGCTCTCTTACAGACAAACCTG 120

Kk kk kkkkk kk kk kk kkkkkkkk kk kk kk kk Kkk * kkkkk kk Kk Kk

D88825.1 GACGATCTGGGCCAGGTGCTGGAGCAGGGCAGCCAGCAACCCTGGCAGCTGATCCAGGCC 180
PHACACMOD GATGACCTTGGGCAAGTGCTTGAGCAAGGTTCACAACAGCCATGGCAATTAATCCAGGCT 180
* Kk kk kk kK **.***** *****.** . .**.**.**.*****. *.********
D88825.1 CAGATGAACTGGTGGCAGGATCAGCTCAAGCTGATGCAGCACACCCTGCTCAAAAGCGCA 240
PHACACMOD CAGATGAACTGGTGGCAAGATCAGTTGAAACTTATGCAGCATACTCTTCTTAAATCAGCA 240
*****************.****** * **.** Kkkhkkkhkkkkhkk kk kk kK ***: .***
D88825.1 GGCCAGCCGAGCGAGCCGGTGATCACCCCGGAGCGCAGCGATCGCCGCTTCAAGGCCGAG 300
PHACACMOD GGGCAACCAAGCGAGCCCGTTATTACACCCGAGAGAAGCGATAGACGCTTTAAAGCTGAA 300

Kkk kk kk khkkhkhkkkhkkkhk Kkhk kk kk Kkk Khhkk Kk kkhkkhkk Kk kkkkk Kk Kk kK

D88825.1 GCCTGGAGCGAACAACCCATCTATGACTACCTCAAGCAGTCCTACCTGCTCACCGCCAGG 360
PHACACMOD GCTTGGTCAGAACAGCCTATTTATGACTATCTTAAACAGTCCTACCTCCTAACAGCTAGA 360
Kk kkok e KKKAK KK Ak AXKARKEK KK KK AKKARKERKEAK KK Ak Ax Ak
D88825.1 CACCTGCTGGCCTCGGTGGATGCCCTGGAGGGCGTCCCCCAGAAGAGCCGGGAGCGGCTG 420
PHACACMOD CATTTGTTAGCTTCTGTAGACGCTCTAGAAGGTGTACCGCAGAAATCCAGGGAAAGACTC 420
Kk Kk kKK Kk Kk Kk Kk Kk Kk Ak Kk Kk KkKkkk . ok kkkk kK%
D88825.1 CGTTTCTTCACCCGCCAGTACGTCAACGCCATGGCCCCCAGCAACTTCCTGGCCACCAAC 480
PHACACMOD AGATTTTTTACAAGGCAGTATGTGAATGCTATGGCTCCATCCAATTTTCTAGCTACTAAT 480
Ckekk Kk kok |k kkkkk kk kk kk kkkkk kk s KkKk kk kk _kKk kk koK
D88825.1 CCCGAGCTGCTCAAGCTGACCCTGGAGTCCGACGGCCAGAACCTGGTGCGCGGACTGGCC 540
PHACACMOD CCTGAATTGTTGAAATTGACGCTCGAGAGTGATGGACAAAATCTGGTAAGGGGTTTAGCT 540
Kk Kk kk ok Kk kkkk Kk Kxk. Kk Kk Kk Kk KkKkkKk |k Kk kK%
D88825.1 CTCTTGGCCGAGGATCTGGAGCGCAGCGCCGATCAGCTCAACATCCGCCTGACCGACGAA 600
PHACACMOD TTGTTAGCTGAAGATTTGGAACGTAGCGCCGATCAATTGAACATTAGACTCACTGACGAA 600
Kok Kk kk Kk KAk k Kk kAR KEAKERKE | K kkkKkk Kk Kk Kk KEKKEK
D88825.1 TCCGCCTTCGAGCTCGGGCGGGATCTGGCCCTGACCCCGGGCCGGGTGGTGCAGCGCACC 660
PHACACMOD TCAGCCTTCGAACTTGGTCGCGATCTCGCTCTTACTCCTGGGAGGGTTGTTCAACGGACT 660
Kk KKK KKKKK KK Ak Kk KkKkkk Ak Kk Ak Ak Kk _kKkkk Kk Ak _Ax A%
D88825.1 GAGCTCTATGAGCTCATTCAGTACAGCCCGACTACCGAGACGGTGGGCAAGACACCTGTG 720
PHACACMOD GAACTCTATGAGTTAATACAGTACAGTCCAACTACTGAGACTGTAGGTAAAACACCTGTC 720

Kk kkhkkAhhkAkhkKh Kk hkokhhkAhkhkhk Kkk Khkkhkhkk KAkAhkk KKk Kk kK KAAkAkKKA KK
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D88825.1
PHACACMOD

D88825.1
PHACACMOD

D88825.1
PHACACMOD

D88825.1
PHACACMOD

D88825.1
PHACACMOD

D88825.1
PHACACMOD

D88825.1
PHACACMOD

CTGATAGTGCCGCCCTTCATCAACAAGTACTACATCATGGACATGCGGCCCCAGAACTCC
CTTATAGTTCCACCGTTTATTAACAAATATTATATTATGGATATGCGTCCTCAAAATAGT

Kk KKKk KkK kK kk kKk kk KAk KkKkKk kk kk kk KkkkKk Kkkkk kk Kkk Kk*k

CTGGTCGCCTGGCTGGTCGCCCAGGGCCAGACGGTATTCATGATCTCCTGGCGCAACCCG
CTTGTAGCATGGCTTGTTGCTCAGGGTCAAACAGTTTTTATGATCAGTTGGAGAAATCCA

KKk kK kK KKK KAK Ak Ak AAAAKk Ak Ak Ak ekk AAAKKK . *kKk kK kK kK

GGCGTGGCCCAGGCCCAAATCGATCTCGACGACTACGTGGTGGATGGCGTCATCGCCGCC
GGTGTAGCACAAGCACAGATTGACCTAGATGACTATGTGGTAGATGGAGTTATTGCAGCT

Kk kK kK kK kK kk kk kK kk kK KKk KkKkKk KAk kkKk kkkkk kk Kk kk Kk

CTGGACGGCGTGGAGGCGGCCACCGGCGAGCGGGAGGTGCACGGCATCGGCTACTGCATC
TTGGACGGGGTTGAAGCTGCCACGGGGGAGAGGGAAGTTCACGGCATCGGTTATTGTATC

KAKKAKA KK Kk kk kk KAk KAKkKk kk KAhkk KAhkkk kk KAAKAKAAAAKAkKAk** **k K*k Kkkk

GGCGGCACCGCCCTGTCGCTCGCCATGGGCTGGCTGGCGGCGCGGCGCCAGAAGCAGCGG
GGTGGAACCGCATTGTCATTGGCTATGGGATGGCTCGCCGCCCGGAGACAAAAACAAAGA

* Kk kk  kk Kk kK * % k x *  kk kkkkk kkkhkk kk kk kkk k kk kk kK *

GTGCGCACCGCCACCCTGTTCACTACCCTGCTGGACTTCTCCCAGCCCGGGGAGCTTGGC
GTGCGCACTGCTACTTTATTCACTACACTTTTGGATTTTTCCCAGCCTGGTGAGTTAGGA

*khkkkhkkkkk Kk kK * kkkkkkkKk kK KAk k kk Ak Kk kA hkhkk kk kkk ke kK

ATCTTCATCCACGAGCCCATCATAGCGGCGCTCGAGGCGCAAAATGAGGCCAAGGGCATC
ATTTTTATTCATGAGCCGATTATTGCTGCTTTAGAAGCGCAAAATGAAGCTAAAGGAATT

Kk kk kk kk kkkkk kk kkekk kK Kk kk kkkkkkkkkkk kk kk kk kK
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Figura 4-4. Alineamiento secuencia nativa del gen codificante phaCac y la version

optimizada

Para determinar si las modificaciones en la secuencia codificante del casete de expresion

PHACAcMOD vy el ensamblaje con la regién promotora, el péptido de transito y la region

terminadora no afectaron el marco abierto de lectura del gen phaC original, se usé la

herramienta ORF Finder del NCBI con la cual se evidencié que los casetes de expresion

poseen una secuencia proteica de 612 aminoacidos (Figura 4-5).
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A.PHAC ac
Label Strand Frame Start Stop Length (nt | aa)

MHHHHHHMSQPS YGP LFEALAHYNDKLLAMAKAQTERTAQAL LQTHLDDL ORF2 + ? 545 2383 1839 | 612
GOVLEQGSQQPWOL IQAQMNIWODQLKLMQHT LLKSAGQPSEPVITPERS ORF1 . 2 8 436 429142
DRRFKAEAWSEQPIYDYLKQSYLLTARHLLASVDALEGVPQKSRERLRFF ORFS . 5 wass 570 22173
TRQYVNAMAPSNFLATNPELLKLTLESDGQNLVRGLAL LAEDLERSADQL

NIRLTDESAFELGRDLALTPGRVVORTELYELIQYSPTTETVGKTPVLIV ORFg * 3 1669 1907 29|72
PPFINKYYIMDMRPQNSLVAWLVAQGQTVFMISWRNPGVAQAQIDLDDYY ORFAT 3 1707 1516 192 |63
VDGVIAALDGVEAATGEREVHGIGYCTIGGTALSLAMGHLAARRQKQRVRT ORET . 3 s 1084 177158
ATLFTTLLDFSQPGELGIFIHEPTIAALEAQNEAKGIMDGRQLAVSFSLL .

RENS LYWNYYIDSYLKGOSPVAFDL LHWNSDS TNVAGK THNSLLRRLYLE ORFG . 3 562 37 156 |51
NQLVKGELKIRNTRIDLGKVKTPVLLYSAVDDHI ALWQGTWOGMKLFGGE ORF13 2 307 170 138 |45
QRFLLAESGHIAGIINPPAANKYGFWHNGAEAESPESHLAGATHQGGSHW ORF12 2 250 2234 126 | 41
PEMMGFIQNRDEGSEPVPARVPEEGLAPAPGHYVKVRLNPVFACPTEEDA _

ATTHHPRELARL ORF4 + 3 338 458 123 | 40
B. PHACacMOD

Label Strand Frame Start Stop Length (nt | aa)

MHHHHHHMSQPSYGP LF EALAHYNDK LLAMAKAQTERTAQALLQTNLDDL ORF4 + 2 788 2626 1839 | 612
GOVLEQGSQQPWOL TQAQMNWHQDQLKLMQHT LLKSAGQPSEPVITPERS ORF14 i " 408 470 339 12
DRRFKAEAWSEQPIYDYLKQSYLLTARHLLASVDALEGVPQKSRERLRFF -
TRQYVNAMAPSNFLATNPELLKLTLESDGONLVRGLALLAEDLERSADQL ORF15 : 2 460 143 318|105
NIRLTDESAFELGRDLALTPGRVVQRTELYELIQYSPTTETVGKTPVLIV ORF12 - 1 971 714 25885
PPFINKYYIMDMRPQNSLVAWLVAQGQTVFMISWRNPGVAQAQIDLDDYY ORF1E 5 =70 57 204 |67
VDGVIAALDGVEAATGEREVHGIGYC IGGTALSLAMGWLAARRQKQRVRT N X
ATLFTTLLDFSQPGELGIFIHEPTIAALEAQNEAKGIMDGRQLAVSFSLL ORF7 * 3 6oz 1885 185164
RENSLYWNYYIDSYLKGQSPVAFDLLHWNSDS TNVAGKTHNSLLRRLYLE ORFY + 3 2460 2657 189 |62
NQLVKGELKIRNTRIDLGKVKTPVLLVSAVDDHIALWQGTWOGMKLFGGE ORF13 . 9 2802 2420 174157
QRFLLAESGHIAGIINPPAANKYGEWHNGAEAESPESHLAGATHOGGSHW
PEMMGF IQNRDEGSEPVPARVPEEGLAPAPGHYVKVRLNPVFACPTEEDA ORF8 * 3 825 980 156151
ATTHHPRELARL ORF2 . 2 272 400 138 | 45

Figura 4-5. Traduccion in silico de los casetes de expresion PHACac y PHACAcMOD.

Se realiz6 un alineamiento pareado con el algoritmo de Needleman y Wunsch (1970)
(Needleman & Wunsch, 1970) y se demostré un 95 % de identidad, entre la proteina
original (accesion BAA21815.1) y la proteina esperada de los casetes de expresion,
comprobandose que los casetes de expresion codifican para la enzima PHA sintasa de A
caviae. Las diferencias corresponden a la secuencia His tag en el extremo N-terminal y del
péptido de transito del gen PHac.MOD (Figura 4-6).

BAA21815.1  —-—=-—— MSQPSYGPLFEALAHYNDKLLAMAKAQTERTAQALLQTNLDDLGQVLEQGSQQ 53
PHAcMOD MHHHHHHMSQPSYGPLFEALAHYNDKLLAMAKAQTERTAQALLQTNLDDLGQVLEQGSQQ 60

LRSS S S S EEEE R SRR R EEEEREEEEEEEEEE R R R R EEEEE R R

BAA21815.1 PWOLIQAQMNWWODQLKLMOHTLLKSAGQPSEPVITPERSDRRFKAEAWSEQPIYDYLKQ 113
PHAcMOD PWOLIQAQMNWWODQLKLMQOHTLLKSAGQPSEPVITPERSDRRFKAEAWSEQPIYDYLKQ 120

R

BAA21815.1 SYLLTARHLLASVDALEGVPQKSRERLRFFTRQYVNAMAPSNFLATNPELLKLTLESDGQ 173
PHAcMOD SYLLTARHLLASVDALEGVPQKSRERLRFFTRQYVNAMAPSNFLATNPELLKLTLESDGQ 180

B

BAA21815.1 NLVRGLALLAEDLERSADQLNIRLTDESAFELGRDLALTPGRVVQRTELYELIQYSPTTE 233
PHAcMOD NLVRGLALLAEDLERSADQLNIRLTDESAFELGRDLALTPGRVVQRTELYELIQYSPTTE 240

R IR dE h b b b b b b b b b b b b b E I b E b b h kb h b b I b dh b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b i
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BAA21815.1 TVGKTPVLIVPPFINKYYIMDMRPONSLVAWLVAQGQTVEMISWRNPGVAQAQIDLDDYV 293
PHAcMOD TVGKTPVLIVPPFINKYYIMDMRPONSLVAWLVAQGQTVEMISWRNPGVAQAQIDLDDYV 300
hokkkkkkk kA Ak kkkkkhkkhkhkhk kA Ak kA Ak kkkkhkhkhkhkhk kA Ak kXA Kk kkkhkhkhkkkkk*k %
BAA21815.1 VDGVIAALDGVEAATGEREVHGIGYCIGGTALSLAMGWLAARRQKQRVRTATLFTTLLDFE 353
PHAcMOD VDGVIAALDGVEAATGEREVHGIGYCIGGTALSLAMGWLAARRQKQRVRTATLFTTLLDE 360
hokkkkkkkk kA kkkkkhhkhkhkhkhk kA Ak kA Ak kkkkhhkhkhkhk kA Ak kXA Kk kkkhkhkhkkkkk* %
BAA21815.1 SQPGELGIFIHEPITIAALEAQNEAKGIMDGRQLAVSEFSLLRENSLYWNYYIDSYLKGQSP 413
PHAcMOD SQPGELGIFIHEPITAALEAQNEAKGIMDGRQLAVSFEFSLLRENSLYWNYYIDSYLKGQSP 420
hok ok ok kkkkk kA kkkkkkhhkhkhkhk kA Ak KAk kkkkhhkhhkhk kA Ak kXA Kk kkhkhkhkhkhkhkkk*k %
BAA21815.1 VAFDLLHWNSDSTNVAGKTHNSLLRRLYLENQLVKGELKIRNTRIDLGKVKTPVLLVSAV 473
PHAcMOD VAFDLLHWNSDSTNVAGKTHNSLLRRLYLENQLVKGELKIRNTRIDLGKVKTPVLLVSAV 480
hokkkkkhkk kA Ak kkkkhhkhkhkhk kA Ak kA Ak kkkkhhkhkhkhk kA Ak kXA Kk kkkhkhkhkkkkk* %
BAA21815.1 DDHIALWQGTWQGMKLFGGEQRFLLAESGHIAGI INPPAANKYGFWHNGAEAESPESWLA 533
PHAcMOD DDHIALWQGTWQGMKLFGGEQRFLLAESGHIAGI INPPAANKYGFWHNGAEAESPESWLA 540
Kk hkkhkhhkhkhkhkhkkhhkhkhhkhkhhhkhkhhkhkhhkhkhhhkhkhhkhkdhhkhkhhkhkdhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhhkhhkkkkk
BAA21815.1 GATHQGGSWWPEMMGFIQNRDEGSEPVPARVPEEGLAPAPGHYVKVRLNPVFACPTEEDA 593
PHAcMOD GATHQGGSWWPEMMGFIQNRDEGSEPVPARVPEEGLAPAPGHYVKVRLNPVFACPTEEDA 600
Kk hkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhhkhhkhkhhkhkhkhhkhkhhkhkhhhkhkhhkhkdkhhkhhhkhkdhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhhkkkkk
BAA21815.1 A-—m—mmm———- 594
PHAcMOD AITHHPRELARL 612

Figura 4-6. Alineamiento entre la proteina PHA sintasa (A. caviae) y la proteina
PHAAcMOD.

La enzima PHA sintasa de A. caviae es una enzima polimerasa tipo | de acuerdo a su
conformacion estructural, que tiene afinidad por monémeros de cadena corta, es decir que
es capaz de polimerizar mondémeros con cadenas que poseen entre 2 - 4 carbonos, sin
embargo, de acuerdo con Fukui y Doi, esta enzima cuando esta en contacto con
monomeros provenientes de 4cidos grasos tiene la capacidad de producir copolimeros de
cadena corta y media (C4 - C7), por esta razon esta enzima es de gran interés en la
industria para produccién de biopolimeros (Fukui, 1997). En plantas GM se ha insertado el
gen phaCA.c de A. caviae, dirigiendo la enzima hacia peroxisomas, con el fin de
aprovechar los sustratos de acidos grasos presentes en este compartimento subcelular y
obtener copolimeros, como se ha reportado en cafia de azlcar y A. thaliana (Arai, et al.,
2002; Tilbrook, et al., 2014).

Se ha evidenciado que las modificaciones de las secuencias codificantes de los genes
involucrados en la sintesis de PHAs para mejorar su expresion dentro del genoma vegetal
pueden tener una influencia directa en la produccion de biopolimeros. En 2011 se
insertaron en el genoma de N. tabacum un gen phaB y un gen phaC de C. necétor, con

optimizacion de uso cododnico, y evidenciaron que la expresion del gen phaB optimizado
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generaba un aumento de dos veces el contenido de PHB, mientras que el phaC optimizado
no exhibe un aparente efecto sobre la produccion de PHB en la planta GM, el gen phaC
no tuvo un efecto sobre la produccién de PHB porque su optimizacion no influyé en su
eficiencia transcripcional, es decir que sus niveles de expresion fueron similares al gen
phaC sin optimizacién, sin embargo es importante tener en cuenta que no se evalué el
efecto de posicion en el genoma, factor que puede tener un efecto sobre la expresion
(Matsumoto et al., 2011). El gen phaC de C. necator optimizado contiene un % GC de 45
%, CAl de 0.8 y Nc de 32 regulado por el promotor CAMV 35S y T-nos. El gen nativo tenia
un % GC de 66.54 %, valor CAl de 0.54 y Nc 32, en este caso el Nc no se modifico, aunque
el % GC aumentd. En el gen PHAC,cMOD las modificaciones del uso codonico
aumentaron el Nc al doble que el gen original, a diferencia del phaC optimizado de C.
necator, este pardmetro podria influir en la eficiencia de la traduccion y podria ser una de
las razones por las cuales no se evidenciaron diferencias en la expresion con respecto al
gen original, puesto que se conservo el sesgo codoénico en los dos genes. Como se
menciond previamente en el Nc reportado para N. tabacum para favorecer la eficiencia de
la traduccion es de 58.31 (Anwar et al., 2021). Con respecto al % GC y CAl del gen
PHACAcMOD son similares a los del phaC optimizado de C. necator.

El gen PHACAcMOD fue optimizado de acuerdo con los parametros recomendados para la
expresion de genes heterologos, los resultados de la optimizacién son similares a los
reportados en otras experiencias, este gen contiene ademas un promotor duplicado CAMV
35S gue genera una expresion fuerte de los genes que regula. La capacidad de obtener
un patrén de expresion adecuado es clave para la eficiencia de la transformacion genética
de plantas, este punto puede ser controlado con un promotor que sea efectivo en el sistema
de transformacion. En el caso de N. tabacum promotores constitutivos han sido efectivos
como el 35S de CAMV generando niveles altos de expresion de genes en diferentes tejidos
de la planta (Matsumoto et al., 2011; Bohmert-Tatarev et al., 2011) y el doble promotor 35S
de CAMV potencia la expresion de transgenes en plantas (Varchenko et al., 2021), es
necesario evaluar el efecto de la optimizacion en la expresion y produccion de PHAs en N.

tabacum en futuros experimentos.
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4.4, Cultivo de tejidos y transformacion de Nicotiana
tabacum con el casete de expresidon codificante de
PHA sintasa

4.4.1. Establecimiento del protocolo de regeneracion

Se realizaron los ensayos en la variedad Samsun con el fin establecer un modelo para la
transformacion genética. Para desarrollar una linea GM a través de la transformacion con
A. tumefaciens, es necesario establecer previamente un sistema de regeneracién de
explantes en cultivo de tejidos in vitro, y un sistema de seleccidn que permita caracterizar

fenotipicamente los brotes potencialmente transgénicos (Krishna et al., 2013).

Para el establecimiento de protocolo de regeneracion en la variedad Samsun se determin6
la normalidad de los datos a través del test de Shapiro-Wilk, con valor p de 0.01488, este
valor es menor de a 0.05 % con un intervalo de confianza de 95 %, por lo tanto, no hay
normalidad. Teniendo en cuenta que los datos no se ajustan a la distribucién normal se
procedi6 a analizar los resultados con la prueba no paramétrica Kruskall-Wallis. El andlisis

estadistico se bas6 en la validacion de las siguientes hipétesis para las dos variedades:

HO: no existen diferencias entre protocolos

HA: existen diferencias significativas entre protocolos
HO: PO= P1=P2=P3=P4

HA: PO#P1£P2#P3#P4

Valor a: 0.05

El analisis estadistico mostré que en la variedad Samsun existen diferencias significativas
(p<0.05) entre protocolos con respecto a las variables nimero de explantes con brotes
(p=0.01488) y media de numero de brotes por explante (p=0.02134). De acuerdo con los
resultados en el protocolo P1 todos los explantes evaluados desarrollaron regeneracion de
brotes (100 %), en el protocolo P2, 24 explantes regeneraron brotes (98.9 %), para P3, 26
explantes regeneraron (99 %), y en el protocolo P4 nueve explantes regeneraron (36 %)
(Tabla 4-5). El promedio de brotes por explantes en la variedad Samsun fue de 11.34 con
el protocolo P3, 9.6 con el protocolo P1, 8.6 con el protocolo P2 y 0.89 con el protocolo P4
(Figura 4-7).
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Figura 4-7. Protocolos de regeneracion de N. tabacum variedad Samsun. A: Control PO. B:
protocolo P1. C: protocolo P2. D: protocolo P3. E: protocolo P4.

Con el fin de determinar las diferencias significativas entre los protocolos se realizé el Test
de Nemenyi, una prueba no paramétrica que permite realizar comparaciones entre
tratamientos, y de esta forma definir cuél es el tratamiento adecuado para la variedad
Samsun. De acuerdo con los datos obtenidos se evidencid que para el nidmero de
explantes con brotes el protocolo P1 con un valor p de 0.049 tiene diferencias significativas
con respecto al control y los demas protocolos, en este protocolo el porcentaje de

regeneracion fue del 100 %.

En el andlisis de datos de la variable promedio de explantes con brotes, se determiné que
el protocolo P3 tiene un valor p de 0.029, lo cual demuestra que este tratamiento es
significativamente diferente con respecto al protocolo control y a los demas protocolos y
fue el protocolo en el que se obtuvo un promedio mayor de brotes por explante. Teniendo
en cuenta que en la transformacion genética la regeneracién y el promedio de brotes por
explante favorecen la eficiencia, se determiné que el protocolo P3 es adecuado para

regeneracion de explantes foliares de la variedad Samsun (Tabla 4-5) (Figura 4-8).

Tabla 4-5. Protocolos de regeneracion de N. tabacum variedad Samsun.
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, Ndamero Promedio
Numero .
de de Porcentaje de
Protocolo total de P-valor P-valor -
explantes explantes regeneracion
explantes
con brotes con brotes
PO 25 0 0.15 0 1 0
P1 25 25 0.049 9.6 0.151 100
P2 25 24 0.123 8.6 0.183 98.66
P3 25 25 0.151 11.34 0.029 93.33
P4 25 9 0.924 0.89 0.924 36

Capacidad de regeneracion de N. tabacum varidad Samsun

1401,

10344

BATY

3004

Promedio de brotes/explante

LT+

BC
BC
A
.
FO Pl P2
protocolo

c

AB

Pl oy

Figura 4-8. Regeneracion de N. tabacum variedad Samsun. Letras diferentes indican

diferencias significativas (p<0.05)

Con el fin de usar kanamicina como agente de seleccién, se evalué la capacidad

regenerativa de la variedad Samsun cuando esta expuesta a este agente. En todas las

concentraciones no se evidencio la presencia de brotes, como se observé en el control,

por tal razén se tomd en cuenta como variable respuesta los explantes que después de

cuatro semanas conservaban su pigmentacion verde (Figura 4-9).
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Figura 4-9. Respuesta fenotipica de N. tabacum variedad Samsun al agente de seleccion.
A: Control. B: 50 mg/mL de kanamicina. C: 100 mg/mL de kanamicina. D: 150 mg/mL de

kanamicina. E: 200 mg/mL

El andlisis con la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis determiné que existen diferencias
significativas entre tratamientos (p=0.0159; p<0.05), el tratamiento de 200 mg/mL presenta
diferencias significativas con respecto al control (0 mg/mL de kanamicina) y con respecto
al tratamiento de 50 mg/mL, sin embargo, teniendo en cuenta la presion de seleccion sobre
los explantes con esta concentracion de 200 mg/mL presenta un numero promedio de
explantes verdes de cinco, por lo que se consideré inadecuada para ser usada como
concentracion de seleccion en los explantes transformantes, y se eligié la concentracion
de 100 mg/mL como la concentracion Optima para la seleccion con un promedio de
explantes verdes de 20 (Figura 4-10).
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Respuesta de N. tabacum variedad Samsun a kanamicina
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Figura 4-10. Respuesta de N. tabacum variedad Samsun al agente de seleccion. Letras
diferentes indican diferencias significativas (p<0.05)

El promedio de brotes obtenido en este estudio fue mayor, en comparacién con el protocolo
reportado por Texeira en 2005, quien determind un promedio de brotes de 0.93 a 1.35 en
explantes de la variedad de tabaco Samsun sometidos a transformacién con la cepa A.
tumefaciens LBA4404. Este autor indica que la regeneracion de explantes se ve afectada
por el proceso de transformacién debido al uso de un agente de seleccion y la infeccién
medidada por A. tumefaciens, sin embargo, considera que el éxito requiere de la seleccién
de plantas no quiméricas y su regeneracion efectiva, por lo que considera que un promedio
de brotes bajo después de la transformacion asegura la alta eficiencia. Ademas, Texeira,
2005 reportd que una concentracién de 100 mg/mL no permitid la regeneracion de los
explantes, por lo que indicé que la mejor concentracion para obtener regenerantes y reducir
los escapes es de 50 mg/mL (Teixeira da Silva, 2005). La concentracion de 100 mg/mL de
kanamicina para seleccion de transformantes fue igual a la reportada en el 2006 por Luo
et al. quienes evaluaron el gen nptll que confiere resistencia a la kanamicina y el gen
Knottedl de maiz como marcadores de seleccion de explantes de N. tabacum
transformados. La sobreexpresion de Knottedl genera alteraciones fenotipicas en las
hojas de las plantas, perdida de la dominancia apical y produccién de meristemas
ectopicos en hojas, la eficiencia de transformacion fue tres veces mayor que con el gen
nptll (Luo, et al., 2006).
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4.4.2. Transformacién de Nicotiana tabacum variedad Samsun
con Agrobacterium tumefaciens

La cepa de A. tumefaciens LBA4404 fue transformada con el vector pCAMBIA2301, con el
casete de expresion PHACa..y con el casete de expresion PHACAcMOD. Después de tres
dias se evidenci6 crecimiento de colonias en medio de cultivo LB con 50 mg/mL de
kanamicina y 50 mg/mL de rifampicina. De las células bacterianas que fueron
transformadas, se evidencié crecimiento de 2.1 x 10° UFC, de las cuales al 10 % de UFC
fueron analizadas por PCR evidenciandose un amplificado de 613 pb que corresponde al
tamafio del amplificado para los casetes de expresion, y de 300 pb que corresponde al

tamano del amplificado del promotor 35S presente en el vector (Figura 4-11).
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Figura 4-11. Electroforesis en agarosa 1 % con amplificacion de contructos PHACA.c y
PHAAcMOD y promotor 35S en colonia de A. tumefaciens. M: marcador de peso 1kb ladder
plus Invitrogen. MOD: PHACAcMOD. C-: colonia sin transformar. CRX: Amplificacion solo
reactivos. ColIMOD: Colonia transformada con el casete PHACAcMOD. AC+: casete

PHACA.. ColAC: colonia transformada con el casete PHACa..

Después de siete semanas fueron obtenidas plantulas provenientes de explantes
sometidos a transformacion, regenerados en medio de seleccion y elongacion para la
variedad Samsun, los cuales fueron sometidos a transformacion genética con el vector
pCAMBIA2301 sin ningun casete de expresion, se usaron 64 explantes por repeticion y se
realizaron cuatro repeticiones en el tiempo. De estos explantes sembrados en medio de
seleccion 320 brotes (5 brotes por explante) fueron obtenidos. Solo un brote por explante
fue transferido a medio de elongacioén (64 brotes), a partir de estos 64 brotes elongaron 50

plantulas.
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Al igual que con el vector pPCAMBIA2301, fueron sometidos a transformacion 64 explantes
por repeticion con cuatro repeticiones en el tiempo para los casetes de expresion PHACa.c.
y PHACAcMOD. De los explantes sembrados en medio de seleccién que fueron sometidos
a transformacion con el transgén PHACac se obtuvieron 72 brotes (tres brotes/explante).
Solo un brote por explante fue transferido a medio de elongacién (48 brotes), 12 brotes
lograron elongar. Los explantes foliares sometidos a transformacién con el gen
PHACAcMOD y se obtuvieron 28 brotes (un brote/explante), Solo un brote/explante fue

transferido a medio de elongacion (26 brotes), 12 brotes lograron elongar (Figura 4-12).

Figura 4-12. Explantes de N. tabacum variedad Samsun transformados con los casetes de
expresion PHACa. y PHACAcMOD. A: control absoluto B: Control relativo (Explantes
foliares en medio con 100 mg/mL de kanamicina). C: regeneracion de brotes a partir de
explantes foliares sometidos a transformaciéon con PHACac en medio de selecciéon con
100mg/mL de kanamicina. D: regeneracion de brotes a partir de explantes foliares
sometidos a transformacion con PHACAcMOD en medio de seleccion con 100mg/mL de
kanamicina. E: brotes elongados provenientes de explantes transformados con el gen
PHACAc en medio de elongacion libre de hormonas de crecimiento vegetal y con 100
mg/mL de kanamicina. F: Brotes elongados provenientes de explantes transformados con
el gen PHACAcMOD en medio de elongacion libre de hormonas de crecimiento vegetal y
con 100 mg/mL de kanamicina
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Con el fin de determinar si existen diferencias en la regeneracion de los explantes
transformados con los dos casetes incluidos en el vector pPCAMBIA2301, y los controles
absoluto y relativo, se realizd un andlisis estadistico teniendo en cuenta como variable
respuesta porcentaje de elongacion. Se determiné la normalidad de los datos a través del
test de Shapiro-Wilk (p<0.05), por lo que se determind que los datos no son homogéneos.
Teniendo en cuenta esto se realizé un analisis de los datos con la prueba no paramética
Kruskal Wallis que mostré que en la variedad Samsun existen diferencias significativas
(p<0.05) entre transformacion con los casetes de expresién, el vector pPCAMBIA2301 y los
controles con respecto a la variable porcentaje de elongacién. Para determinar las
diferencias significativas entre los casetes de expresion se realiz6 el test de Dunn, una
prueba no paramétrica que permite realizar comparaciones entre los casetes. De acuerdo
con el analisis se evidencio que los explantes transformados con el casete de expresiéon
PHACA tienen diferencias significativas con respecto a los controles y los explantes
transformados con el vector pPCAMBIA2301, con un porcentaje de elongacion de 9 %. Los
explantes transformados con el casete PHACAcMOD no presentan diferencias
significativas con respecto a explantes transformados con el transgén PHACAa .y el control
relativo, con 5.5 % de explantes elongados, mientras que los explantes transformados con
el vector pPCAMBIA2301 tiene diferencias con respecto a los dos casetes de expresion, y
su porcentaje de elongacion fue de 15 % (Figura 4-13)

Efecto casetes de expresion en la regeneracion de N. tabacum variedad Samsun
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Figura 4-13. Efecto casetes de expresion sobre la regeneracion de explantes en N.
tabacum variedad Samsun.STMSS: plantas sin transformar en medio sin kanamicina.
STMCS: plantas sin transformar con Kanamicina. pCambia2301: plantas transformadas
con el vector vacio. PhaCAc: plantas transformadas con el casete PHACa .. PHACAcMOD:
plantas transformadas con el casete PHACAcMOD. Letras diferentes indican diferencias
significativas (p<0.05).

Se realizaron ensayos de expresion del gen GUS en hojas de las plantulas obtenidas del
proceso de transformacién, cada ensayo se realiz6 por triplicado para las plantas
transformadas con el vector pCAMBIA2301 y los casetes de expresion PHACac y
PHACAcMOD. De los explantes transformados con el vector pCAMBIA2301, 38 fueron
GUS positivo; de las plantulas obtenidas después de la transformacion con el casete de
expresion PHACa 13 fueron GUS positivo; de las plantulas obtenidas después de la
transformacion con el casete de expresion PHAAcMOD, tres fueron positivos para GUS
(Figura 4-14).

Figura 4-14. Expresion gen reportero GUS en hojas de plantas regeneradas de explantes
variedad Samsun transformados con los casetes de expresion PHACA.c. y PHAACMOD.
A: variedad Samsun sin transformar. B-N: plantas variedad Samsun transformadas con el
casete de expresion PHACA: (SA8, SA20, SA21, SA24, SA27, SA28, SA37, SA39, SA41,
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SA43, SA51, SA53, SA55). P-Q: plantas variedad Samsun transformadas con el casete
PHAAcMOD (SB1, SB3, SB5) R: planta variedad Samsun transformada con el vector
pCAMBIA2301.

A las plantulas GUS positivo se les realiz6 amplificacion por PCR de un fragmento de 300
pb para las transformadas con el vector pCAMBIA2301 vacio, y de 613 pb para las
transformadas con cada casete de expresion. Para las plantulas transformadas con el
vector pCAMBIA2301 vacio se obtuvieron 30 resultados de PCR positivo. Para las
plantilas obtenidas después de la transformacién con el casete de expresion PHACa, 10
fueron PCR positivo (SA20, SA21, SA24, SA28, SA37, SA39, SA41, SA43, SA51, SA55)
(Figura 4-15).
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Figura 4-15. Electroforesis en agarosa 1 % de amplificacion de fragmento 613 pb
correspondiente a PHACa . en plantas transformadas de la variedad Samsun. Marcador
de peso 50 pb GeneRuler™ DNA ladder Thermo Scientific. C+: vector pPCAMBIA2301+
PHACAcMOD. CRX: control de reactivos. SAM: planta sin transformar. SA (20-55): plantas
variedad Samsun transformadas con el casete PHACh.

Para las plantulas obtenidas después de la transformacion con el casete de expresion
PHACAcMOD, dos fueron PCR positivo (SB3 y SB5) (Figura 4-16).
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Figura 4-16. Electroforesis en agarosa 1 % para amplificacién de fragmento de 613 pb
correspondiente a PHACAcMOD en plantas transformadas de la variedad Samsun. M:
Marcador de peso GeneRuler'™ 1 kb Thermo Scientific. C+: vector pCAMBIA2301+
PHACAcMOD. CRX: control de reactivos. SAM: planta sin transformar. SB (1-5): plantas

variedad Samsun transformadas con el casete PHACacMOD.

Con el fin de comprobar que los amplificados provenian de la planta y no de contaminacién
con A. tumefaciens se realizé PCR para amplificar el gen Ach5FtsZ de A. tumefaciens con

ADN de las plantas (Figura 4-17).
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Figura 4-17. Electroforesis en agarosa 1 % de amplificacion de fragmento 369 pb
correspondiente al gen Ach5FtsZ de A. tumefaciens en plantas transformadas de la
variedad Samsun. A. Plantas transformadas con el casete PHACac B: Plantas
transformadas con el casete PHACAcMOD. M: marcador de peso 1lkb ladder plus
Invitrogen. C+: Colonia A. tumefaciens. CRX: control de reactivos. SAM: planta sin

transformar.
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La frecuencia de transformacion de la variedad Samsun con los transgenes se determiné

de acuerdo con la siguiente ecuacion:

BT — No, de plantas PCR positivas

= X 100
No, de explantes transformados

La frecuencia de transformacion de los explantes de Samsun con el transgén PHACa . fue
de 3.9 %; con el transgén PHACAcMOD la frecuencia de transformacion fue de 0.78 % y
con el vector pCAMBIA2301 fue de 11.78 %.

La infeccibn mediada por A. tumefaciens es uno de los métodos mas utilizado en la
transformacion genética de plantas, este método favorece la expresién estable de los
genes insertados con menor nimero de copias (Basso et al,. 2020). La Frecuencia de
transformacion se puede reducir por el sistema de seleccibn empleado, la capacidad de
virulencia de la cepa de A. tumefaciens y el genotipo vegetal. La cepa A. tumefaciens
LBA4404 usada en este estudio es una de las cepas mas virulentas, y ha funcionado en la
transformacion de N. tabacum, Bahsh et al. confirmaron la eficiencia de A. tumefaciens
LBA4404 en la transformacion de N. tabacum, tras evaluar cinco cepas de la bacteria
(LBA4404, GV2260, EHA105, C58C1 y AGL1) en explantes de N. tabacum (Bakshsh et
al., 2014), demostrando que la mayor frecuencia de transformacion se logré con la cepa A.
tumefaciens LBA440 (20 %) seguido de EHA105, GV2260, C58C1 y AGL1. Se ha
reportado alta Frecuencia de transformacion de N. benthamiana (72.80 %), N. tabacum
var. Samsun (84.57 %) y N. tabacum var. Xanti (93.33 %) (Japelaghi, 2018). De acuerdo
con experiencias previas, la frecuencia de transformacion obtenida en este estudio fue
menor, uno de los factores que pudo afectar fue la presion de seleccion ejercida y los
antibidticos adicionales, tales como timentina y cefotaxime, que pudieron afectar el
desarrollo de los explantes en el medio de regeneracion y elongacién. La mayor pérdida
de material vegetal se gener0 en la etapa de elongacién, es posible que al ejercer una
presion continua de seleccién a 100 mg/mL con los otros dos antibi6ticos impidio el
desarrollo adecuado de muchos brotes, de acuerdo con Texeira, 2005 en la fase inicial de
regeneracion es necesario reducir la presion de seleccion y aumentarla en fases

posteriores hasta 50 mg/mL (Teixeira da Silva, 2005).
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El analisis de expresién por RT-gPCR, indic6 que de las 10 plantas PCR positivas
transformadas con el casete PHACa., dos expresan el transgén (lineas SA21 y SA28). De
las tres plantas transformadas con el casete PHACAacMOD con PCR positiva, dos expresan
el transgén (eventos SB3 y SB5) (Figura 4-18). La expresion normalizada de los
transgenes no presentd variaciones entre estas a excepcion de la linea SA21 donde se
observa menor expresion que en las demas con un 95 % de confianza estadistica (p
valor=0,075) (Figura 4-19).
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Figura 4-19. A.Expresion de las lineas GM de N. tabacum variedad Samsun que portan los

constructos PHACAcMOD y PHACac.B-A. Plantas N. tabacum variedad Samsun sin
transformar; B-B. SB3; B-C. SB5; B-D.SA21; B-E. SA28

La expresion de un transgen en una planta GM depende de varios factores: disefio de la
secuencia codificante, numero de copias, tipo y numero de promotores, sitios de unién de
factores de transcripcion, potenciadores, elementos cis silenciadores, regiones de fijacion
escalonadas (SAR) que se unen a la matriz nuclear del cromosoma, regiones 5’y 3’ UTR,
intrones, factores de transcripcion, metilacion o acetilacion de ADN, entre otros
(Bandopadhyay, 2010). En el caso de este trabajo, con los resultados obtenidos no se
puede concluir cuales serian los factores asociados a la expresion. En un estudio similar
en la que se realizé la comparacion del gen phaC de C. necétor con el gen con ajuste
codonico para N. tabacum var Samsun, se obtuvieron expresiones relativas en un rango
de 0,38 a 33 del gen con ajuste codonico con respecto al gen sin modificacion, los
resultados sugirieron que la modificacion del uso codonico no influencié la eficiencia

transcripcional (149).
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4.4.3. Caracterizacion polimero

En el tejido vegetal de algunas plantas GM se identificd, a través de la espectrometria UV-
VIS a una absorcién maxima representada a través de un pico a longitud de onda (Amax)
de 240 nm, lo cual sugiere que el polimero es un poli (R-hidroxibutirato) (Shah, 2014)
producido por la planta en concentraciones aproximadas de 0.36 mg por peso seco (Figura
4-20).

Figura 4-20. Caracterizacion de PHA. A: espectrometria UV-VIS, rango entre 250-350 nm.
B: Termograma de DSC homopolimeros. C: Espectro FT-IR, en rango espectral de 4000-
400 cm planta transgénica de tabaco transformada transgen PHACMOD.D: Espectro FT-
IR, en rango espectral de 4000-400 cm™ en una planta sin transformar (Control).
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El polimero presenta una temperatura de fusion baja (tm: 51.51°C), una entalpia de fusion
(AHm: 29.15 J/g) y una temperatura de transicion vitrea (Tg) de 57.6°C, estas propiedades
sefialan que el polimero producido es muy elastico y poco cristalino, lo cual le confiere
versatilidad para la fabricaciébn de diversos elementos plasticos (Utsunomia, Ren, &
Manfred, 2020; Keridou et al., 2019).

El espectro FTIR se caracterizd por presentar las absorciones descritas a continuacion: a
2933 cmfue evidente la presencia de tres picos de baja intensidad que son atribuidos a
los grupos funcionales CH3, CH2 y CH; a 1720 cm™, se identificé un pico de alta intensidad
caracteristico de enlaces éster —C=0; a 1260 cm™, se observdé un pico intenso que
corresponde a tioéter (CH2-S); a 1162 cm™ un pico de intensidad media indicativas de
enlaces éter C-O. Los espectros FTIR del extracto puro obtenido de las plantas GM de N.
tabacum, confirmaron la presencia de PHA que de acuerdo con el patron de absorciones
corresponderia a unidades monoméricas de polihidroxibutirato (PHB) (Barbosa et al.,
2005; Gumel , Annuar, & Chisti, 2012).

A partir de la caracterizacion del PHA por espectrometria UV se identific6 un pico a 240
nm similar al reportado en 2014 por Shah, quien identifico la presencia de un pico entre
230- 240 nm correspondiente a un PHB, producido por una cepa bacteriana de B. subtilis
G1S1 (Shah, 2014), y en este mismo afio Kdmpf et al. quienes lo identificaron en una cepa
recombinante de E. coli (K&mpf et al., 2014). Esto sugiere que el PHA sintetizado por N.
tabacum es un PHB y su concentracién en el tejido vegetal fue de 0.36 mg de peso seco,
menor que en la bacteria B. subtilis G1S, que fue de 1.4 g. La insercién de los genes phaA,
phaB y phaC de C. necator y A. caviae en el genoma de G. herbaceum, B. rapa, Z. mays
y N. tabacum evidencio efectos deletéreos en las plantas que producian diferentes niveles
de PHB (0.15-2.5 % de peso fresco), probablemente la biosintesis de PHB en el citosol
lleva a secuestro total de acetil-CoA afectando la biosintesis de hormonas de crecimiento
(Nawrath et al., 1994; Hahn et al., 1997; Nakashita et al., 1999). En otra experiencia, el uso
de promotores inducibles para conducir la expresion en las etapas tardias del desarrollo
de la planta permitié incrementar la sintesis de PHB hasta 14.3 % de peso seco (Kourtz et
al., 2007). En el caso de la expresion de genes codificantes de las enzimas para sintesis

de PHB en plastidios, aprovechando las altas concentraciones de acetil-CoA en este
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compartimento subcelular producto de la biosintesis de acidos grasos, logrando hasta 14
% en peso fresco, aunque los individuos presentaban enanismo y clorosis en su tejido foliar
(Nawrath et al., 1994). Para el caso de A. thaliana, maiz, alfalfa, remolacha y N. tabacum,
dirigiendo la expresion de este tipo de genes hacia los cloroplastos, leucoplastos y
amiloplastos se obtuvo concentraciéon de PHBs y PHB-co-PHV entre 0.4-40 % de peso
fresco, pero las plantas transformadas presentaban enanismo, clorosis o esterilidad
(Mittendorf et al.,1998; Slater et al., 1999; Poirier Y, 2002; Lossl et al., 2003; Lossl et al.,
2005). La expresion en plastidios, estabilizando la expresion con un operon psbA,
conformado por los tres genes codificantes de las enzimas que participan en la biosintesis
del PHB, un gen de seleccion, con uso codonico y % GC similar al plastoma de tabaco, se
logré mejoria significativa (18 % peso fresco) con respecto a los estudios previos y plantas
de mayor biomasa de tejido foliar (Bohmert-Tatarev et al., 2011). Con la transformacion y
sintesis de PHASs en peroxisomas y glioxisomas de de A. thaliana a través de insercion del
gen phaC1 de P. aeruginosa, y dirigiendo la enzima hacia peroxisomas con un péptido de
trnsito, se alcanzé niveles de produccion de 0.4 % de peso fresco en peroxisomas, y no
se observaron efectos adversos en el crecimiento (Mittendorf et al.,1998). Ademas, se ha
descrito sintesis de PHB en maiz negro a partir de la inserciéon de los tres genes phaA,
phaB y phaC, dirigiendo las enzimas hacia peroxisomas por medio de un péptido de
trnsito, obteniendo niveles de produccién de 2 % en peso fresco (Hahn J et al.,1999).
También se ha descrito la produccién de 0.2 mg de PHAs en hojas de tabaco que sintetizan
estos polimeros en cloroplastos (Matsumoto et al., 2011), mientras que en peroxisomas se
han reportado una acumulacién de hasta 2.5 % (Anderson et al., 2011). En este estudio se
puede notar que la concentracion del polimero en N. tabacum es baja, ademas puede
variar de acuerdo con la etapa de crecimiento de la planta, en este proyecto la
caracterizacion se realiz6 en hojas jévenes en dénde aun existe una actividad metabdlica
activa de sintesis de 4cidos grasos, por lo cual la presencia de acidos grasos libres para

ser empleados como sustrato para la sintesis de PHA es menor (Saruul et al., 2002).

La temperatura de fusién del PHA de 51.51°C y entalpia de 29.15 J/g, estas propiedades,
fueron similares a las obtenidos por Wang et al.,, 2010 (Wang et al., 2010) quienes
determinaron las propiedades térmicas de PHB, P4HB, PHV, PHHx, PHHp, producidas por
cepas transformadas de P. putida, registrando una temperatura de fusion de 50.12° C y

una entalpia de 29 J/g para el polimero P4HB y fueron similares a las reportadas en
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Cupriavidus spp. en la sintesis de un copolimero P(3HB-co-4HB), en donde el 80 % era
constituido por P4HB con una temperatura de fusion de 43°C pero con temperatura vitrea
menor (27°C) por la combinacion con el P3HB (Huong et al., 2017) (Tabla 4-6). Las
caracteristicas térmicas del P4HB sefalan que este material es elastico y poco cristalino,
es decir que es maleable y versatil para el desarrollo de diversos utensilios plasticos,
ademds por su baja cristalinidad este biopolimero tiene mayor velocidad de hidrolisis que
PHB y puede ser reabsorbido como acido 4- hidroxibutanoico por el cuerpo humano por lo
cual es considerado biocompatible, por lo que tiene perspectivas como material para

aplicaciones médicas (Williams et al., 2013).

Tabla 4-6. Caracteristicas térmicas del P4AHB.

Parametro Medida Caracteristica
Transicion vitrea (Tg) 56.26° C Baja cristalinidad
Temperatura de fusién (Tm) 51.51°C Elasticidad
Entalpia (Hm) 29.15 J/g Hidrolisis

En el espectro FTIR se identificaron absorciones a 2933 cm™, 1720 cm™, 1260 cm™y 1162
cm™? como se ha descrito en otros estudios, que describen las absorciones tipicas de
grupos funcionales como metilos CH3, enlaces éter C-O-C, enlaces éster C=0, que son
caracteristicos de la estructura lineal de un PHB [-O-CH-CHs-CH,-(C=0)-],, los picos
registrados Los picos registrados en 1162, 1260 y 1720 cm™, corresponden a un estado

amorfo que confirman la naturaleza del P4HB (Shah, 2014; Seoane et al., 2018).

4.4.4. Identificacién de granulos de polihidroxialcanoatos en
peroxisomas de Nicotiana tabacum variedad Samsun
A través de microscopia de barrido de electrones se identificaron granulos de PHAS en
secciones de hojas de las lineas SA28 (transgén PHAC..) y SB3 (transgén PHAAcMOD)
de N. tabacum variedad Samsun que crecieron en medio de seleccion con kanamicina 100
mg/ml y que fueron positivas para el test de GUS, se aclimataron en invernadero y se
llevaron a T1 por autofecundacion. En material vegetal de estos individuos se identificaron
estructuras esferoides bordeadas por una membrana y un tamafio que oscilaba entre 1-2

um de diametro, algunas contenian inclusiones amorfas o paracristalinas rodeadas por una
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membrana delgada. En las hojas de la planta sin transformar no se evidenciaron estas
inclusiones (Figura 4-21).

Figura 4-21. Microscopia electronica de barrido de transmision (STEM) para identificacion
de granulos asociados con produccion de PHAs. A: planta variedad Samsun sin
transformar. B: Linea SA20. C: Linea SB1. D: Vacuola de la linea SB1. La letra P indica
peroxisoma, la letra V indica vacuola. Las flechas verdes sefalan los granulos de PHAs

Las caracteristicas esferoides y el diametro de las estructuras identificadas sefialan la
morfologia caracteristica de los peroxisomas (Huang et al., 1983). Los granulos
observados son similares a los reportados en 2011 por Anderson et al. y Tilbrook et al. en
cafia de azUcar GM, quienes indican que estos granulos son tipicos de PHAs que
contienen una membrana delgada y transparente, densa en electrones, con un diametro
de 0.1-0.2 ym, rodeada por fosfolipidos (Anderson et al., 2011; Tilbrook et al., 2011). Los
granulos fueron observados tanto en la vaina del haz como en el mesdfilo, lo cual esta de
acuerdo con otros reportes, mientras que en 1990 Petrasovis et al. y en 2007 Purnell et al.
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reportan la presencia de granulos solo en la vaina del haz (Petrasovits et al., s/f ; Purnell
et al., 2007).

4.5. Consideraciones de la transformacion de Nicotiana
tabacum con casetes de expresion codificantes de
PHA sintasa basado en DPI

Dentro de los resultados de este trabajo se considera el aporte de un modelo de desarrollo
de plantas GM para sintesis de PHAs basado en DPI, con las siguientes consideraciones:

- Andlisis ELO para el disefio de un modelo basado en DPI para el desarrollo de
plantas de tabaco GM variedad Samsun que expresen el gen codificante de
PHA sintasa en peroxisomas, donde se contextualizan los elementos relevantes
del proceso y las estrategias para obtener un producto de baja carga de DPI sin
infringir derechos de terceros.

- Disefio de casetes de expresion, con y sin modificacion de uso codonico
adaptado a tabaco, que contienen el gen codificante de PHA sintasa de A.
caviae, con adaptacion de un péptido sefial en las construcciones para su
direccionamiento a peroxisomas.

- Estrategia de cultivo de tejidos y transformacién con A. tumefaciens LBA4404,
y posterior caracterizaciébn molecular, bioquimica y microscépica de las lineas

obtenidas y del polimero resultante.
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5.Perspectivas

5.1. Aplicacion del modelo basado en Derechos de
Propiedad Intelectual en desarrollo de tabaco
genéticamente modificado para sintesis de
polihidroxialcanoatos usando la variedad Virginia
k326

5.1.1. Introduccioén

Se han generado variedades de N. tabacum clasificadas por la técnica de secado que se
aplica segun contenido de nicotina, N y azucares en hojas (Finagro, 2018). La variedad
comun que se conoce en el grupo Flue-cured se denomina Virginia, es la mas cultivada en
el mundo, su proceso de secado se produce en un recinto cerrado en el que se distribuye
el calor generado por una estufa a través de chimeneas o tuberias, este curado dura
aproximadamente una semana. La variedad Virginia fue obtenida en Virginia (USA), posee
hojas con matices verdes mezclados con amarillo, su sabor es suave y un olor poco
intenso, sus hojas tienen mayor contenido de azlUcar y menor contenido de nicotina. Por
fitomejoramiento, se han obtenido variedades Virginia resistentes a diferentes
enfermedades por hongos vy virus, y mejores rendimientos, algunas de ellas son: CC13,
CC143, Virginia K326, K399, NC291, Speight 210, VA119 (Finagro, 2018; McMurtrey,
2017).

Las variedades curadas por aire son secadas en estructuras techadas pero con laterales
abiertos de tal forma que se genere la circulacion libre del aire, las hojas son colgadas en
el techo y su secado dura dos meses. La variedad representativa en este grupo es Burley
el cual se subdivide en ligero y negro. Esta variedad es la segunda mas cultivada en el

mundo; fue obtenida en Kentucky (USA), sus hojas cuando estan en el proceso se curado
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obtienen un color entre marrén suave a un tono oscuro o negro, su olor es fuerte parecido
al chocolate oscuro, posee un alto contenido de nicotina y un bajo contenido de azlcar.
Algunas variedades de Burley son: KY160, KY171, HBO4PLC, TN9OLC, KT215LC, NC7LC
(Finagro, 2018; McMurtrey, 2017).

Las variedades curadas por fuego son exhibidas a fogones de lefia para secar sus hojas,
este tipo de curado se usa en mezclas de tabaco para pipa, rapé y tabaco para mascar. A
este grupo pertenece el tabaco negro cubano, su sabor es fuerte, sus hojas poseen un alto
contenido de nicotina y no contiene azlcares. Algunas variedades del tabaco negro son:
Tom Rossom, DF 911, TN D950, KT D6LC (Finagro, 2018; McMurtrey, 2017).

El curado al sol de hojas de tabaco les proporciona a las variedades sometidas a este
proceso robustez en su sabor, las variedades que hacen parte de este grupo son cultivadas
en paises desérticos, por las condiciones climaticas sus hojas son pequefas y poseen
poco contenido de nicotina y mayor contenido de azlcares, sin embargo, el contenido de
azucar es menor que la variedad Virginia. Los paises en donde se siembra estas
variedades orientales son Turquia, Grecia, Chipre y Macedonia. Las principales variedades
de este grupo son: Izmir, Yenidje y samsoun (Finagro, 2018; McMurtrey, 2017).

Teniendo en cuenta las caracteristicas particulares de las diferentes variedades de N.
tabacum, se consideré relevante establecer la posibilidad de aplicar el modelo de
generaciéon de tabaco GM de este estudio basado en DPI a una variedad diferente a N.
tabacum Samsun. Bajo esta premisa se procedi6 a la insercion de los casetes de expresion
PHACAac Yy PHACAcMOD en la variedad Virginia k326, iniciando con ELO para determinar
los DPI asociados a la variedad, protocolo de regeneracion con pruebas de sensibilidad a
antibidticos para la seleccion, y pruebas de confirmacion de la insercion de los transgenes.
Se concluye que todo el ELO desarrollado para la variedad de tabaco Samsun cubre a la
variedad Virginia k326, con el diferencial de establecer si existia algin PBR vigente que la

protegiera.

5.1.1.Metodologia

Los materiales y métodos descritos en el caso desarrollado para la variedad Samsun se

aplicaron de la misma forma para la variedad Virginia k326.
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5.1.2.Resultados y discusion

La variedad Virginia k326 fue lanzada por Novartis Seeds, Inc, en 1982, esta se obtuvo a
partir de las lineas cruzadas entre Coker 139 con Coker 319 y McNair 30 y NC 95. La
variedad tiene una menor resistencia a la cafia negra y Granville Marchito que a los
nematodos del nudo de la raiz, es susceptible al mosaico. Esta variedad no cuenta con un
PBR vigente (grant 8300070/25 de febrero de 1983), puesto que perdio su vigencia en el
2002, por lo que su uso es de dominio publico, segun lo determinado en la base de datos
PLUTO (UPQV, 2022).

La variedad Virginia k326 es una variedad comercial adaptada a las condiciones climéticas
y edaficas del Departamento del Huila, y no ha sido previamente micropropagada in vitro
para transformacion genética, era relevante evaluar protocolos aplicados a variedades de
laboratorio como Samsun y Havana petit documentados en la literatura, con el propésito
de establecer un medio de regeneracion adecuado para transformar la variedad Virginia
k326.

Una vez se establecio el modelo de transformacion en la variedad Samsun se validé el
procedimiento en la variedad cultivada en el Departamento del Huila Virginia k326. Se
realizé el test Shapiro-Wilk para determinar la normalidad de los datos, obteniendo un valor
p 0,02134 para la variedad Virginia k326. El valor p de los datos son menores a 0.05 %
con un intervalo de confianza de 95 %, por lo tanto, no son normales. De acuerdo con el
andlisis estadistico existen diferencias significativas entre los protocolos con respecto a las
variables nimero de explantes con brotes (p= 0.03802) y promedio de numero de brotes
por explante (p=0.01469) (p<0.05) en la variedad k326.

Teniendo en cuenta que los datos no son normales se procedid a analizar los resultados
con la prueba no paramétrica Kruskall-Wallis, con las hipotesis analizadas para la variedad
Samsun. De acuerdo con el andlisis estadistico existen diferencias significativas entre los
protocolos con respecto a las variables nimero de explantes con brotes (p=0.03802) y

promedio de numero de brotes por explante (p=0.01469) en la variedad Virginia k326. El
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porcentaje de regeneracion fue del 100 % con el protocolo P1, en el protocolo P2, fue de

96 % con una regeneracion de brotes en 24 explantes, en el protocolo P3 fue de 72 %, con

la regeneracion de brotes en 18 explantes, mientras que en el protocolo P4, solo dos

explantes regeneraron brotes (Tabla 5-1).

Tabla 5-1. Protocolos de regeneracion de N. tabacum variedad Virginia k326

, Ndmero Promedio .
Numero de de Porcentaje
Protocolo total de P-valor P-valor de
explantes explantes C
explantes regeneracion
con brotes con brotes
PO 25 0 0.11 0 1 0
P1 25 23 0.15 8.07 0.029 94.66
P2 25 24 0.18 4.53 0.413 96
P3 25 18 0.41 3.41 0.470 72
P4 25 2 0.038 0,27 1 13.33

El nimero promedio de brotes por explantes en la variedad Virginia K326 fue de 8.07 con

el protocolo P1, 4.53 con el protocolo P2, 3.41 con el protocolo P3 y 0.27 con el protocolo

P4 (Figura 5-1).

Figura 5-1. Protocolos de regeneracion N. tabacum variedad Virginia k326.A: Control PO.

B: protocolo P1. C: protocolo P2. D: protocolo P3. E: protocolo P4.
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Con el fin de determinar las diferencias significativas entre los protocolos para la variedad
Virginia k326 se realizo el Test de Nemenyi. De acuerdo a los datos obtenidos se evidenci6
que, para el numero de explantes con brotes, el protocolo P4 es significativamente
diferente con respecto al control y los demés protocolos, con dos explantes regenerados y
un porcentaje de regeneracion de 13.33 %, los tres protocolos restantes presentan
diferencias significativas con respecto al control, pero no entre ellos (Tabla 5-2).

Tabla 5-2. Protocolo de regeneracion de N. tabacum variedad Virginia k326

Numero Numero de Promedio de Porcentaje
Protocolo total de explantes ) explantes P-valor de
valor L.
explantes con brotes con brotes regeneracion
PO 25 0 0.11 0 1 0
P1 25 23 0.15 8.07 0.029 94.66
P2 25 24 0.18 4.53 0.413 96
P3 25 18 0.41 3.41 0.470 72
P4 25 2 0.038 0.27 1 13.33

En la variable del promedio de explantes con brotes el andlisis de los datos determin6 que
el protocolo P1 tiene un valor p=0.029, lo cual demuestra que este tratamiento es
significativamente diferente con respecto al protocolo control y a los demas tratamientos
con un promedio de explantes por brote de 8.07. Teniendo en cuenta estos resultados se
escogié el protocolo P1 como el medio de regeneracién 6ptimo para la variedad Virginia
k326 (Figura 5-2)

Capacidad de regeneracion variedad Virginia K326

AB
AB

1.8

Promedio de brotes/explante

. [ ||

P P P2 P3 [T

Protocolo
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Figura 5-2. Capacidad de regeneracion de N. tabacum variedad k326.Letras diferentes
indican diferencias significativas (p<0.05)

Al igual que en la variedad Samsun, en la variedad Virginia k326 no se evidencio la
regeneracion de brotes en todas las concentraciones evaluadas de kanamicina como si se
observo en el control, por tal razon se tomo en cuenta como variable respuesta, los
explantes que después de 4 semanas conservaban su pigmentacién verde (Figura 5-

3iError! No se encuentra el origen de la referencia.).

Figura 5-3. Respuesta de N. tabacum variedad Virginia K326 al agente de seleccion.

El andlisis con la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis determind que no existen
diferencias significativas entre los tratamientos (p>0,05), aunque el nimero de explantes
verdes fue mayor en la concentraciéon de 12, 5 mg/mL de kanamicina con un promedio de
18 explantes verdes (Figura 5-4). Segun (Gubi$ et al., 2007; Krishna et al., 2013; Ghaffar
et al., 2016), las variedades de N. tabacum como Petit havana, M15, Bel B y turkish con
concentraciones mayores a 50 mg/mL se tornan blancos por la clorosis, en el caso de
Virginia K326 este efecto se evidencié en concentraciones mayores a 12,5 mg/mL (Figura
5-4), esto sefala que la variedad tiene una alta sensibilidad al antibiético y puede ser
considerado para la seleccion de plantulas transformadas. Teniendo en cuenta que las
concentraciones de kanamicina de 100 y 200 mg/mL pueden ejercer una presion de
selecciébn muy alta, se decidié escoger la concentracion de 50 mg/mL como agente de
seleccion para la variedad Virginia k326.
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Respuesta N. tabacum variedad Virginia K326 a la kanamicina
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Figura 5-4. Respuesta de N. tabacum variedad Virginia K326 al agente de seleccion

kanamicina. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05).

La cepa de A. tumefaciens LBA4404 fue transformada con el vector pCAMBIA2301, el
vector pCAMBIA2301 con el casete de expresion PHACacy con el casete de expresion
PHACAcMOD. Después de tres dias se evidencio crecimiento de colonias en medio de
cultivo LB con 50 mg/mL de Kanamicina y 50 mg/mL de rimfampicina. Después de siete
semanas fueron obtenidas plantulas provenientes de explantes sometidos a
transformacion, regenerados en medio de seleccion y elongacion para la variedad Samsun.
Fueron sometidos a transformacion genética con el vector pCAMBIA2301 sin ningun
casete de expresion, 64 explantes por repeticion y se realizaron cuatro repeticiones en el
tiempo, de estos explantes sembrados en medio de seleccién 320 brotes (6 brotes por
explante) fueron obtenidos. Solo un brote por explante fue transferido a medio de

elongacion (64 brotes), de estos 64 brotes elongaron 50 plantulas.

Para los casetes de expresion PHACa .. y PHACAcMOD fueron sometidos a transformacion
64 explantes por repeticibn con cuatro repeticiones en el tiempo. De los explantes
sembrados en medio de seleccién que fueron sometidos a transformacion con el transgen

PHACAa... Se obtuvieron 53 brotes (2 brotes por explante). Solo un brote por explante fue
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transferido a medio de elongacion (40 brotes), 12 brotes lograron elongar. Los explantes
foliares sometidos a transformacion con el gen PHACAcMOD se obtuvieron 28 brotes (1
brote por explante), Solo un brote por explante fue transferido a medio de elongacion (26

brotes), 12 brotes lograron elongar (Figura 5-5).

Figura 5-5. Explantes de N. tabacum variedad Virginia k326 transformados con los casetes
de expresion PHACa:. y PHACAcMOD.A: control absoluto B: Control relativo (Explantes
foliares en medio con 50 mg/ml de kanamicina) C: regeneracion de brotes a partir de
explantes foliares sometidos a transformaciéon con PHACac en medio de seleccion con
100mg/ml de Kanamicina .D: regeneracion de brotes a partir de explantes foliares
sometidos a transformacion con PHACAcMOD en medio de seleccién con 100mg/ml de
kanamicina. E: brotes elongados provenientes de explantes transformados con el gen
PHACA . en medio de elongacion libre de hormonas de crecimiento vegetal y con 100 mg/ml
de kanamicina. F: Brotes elongados provenientes de explantes transformados con el gen
PHACAcMOD en medio de elongacion libre de hormonas de crecimiento vegetal y con 50

mg/mL de kanamicina

Se determinaron las diferencias en la regeneracion de los explantes transformados con los
dos casetes, el vector pPCAMBIA2301 sin casete de expresion, y el control absoluto y se
realiz6 un analisis estadistico teniendo en cuenta como variable respuesta porcentaje de

elongacién. La normalidad de los datos a través del test de Shapiro-Wilk (p<0.05) indicé
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gue los datos no son homogéneos. Teniendo en cuenta esto se realizd un andlisis de los
datos con la prueba no paramética Kruskal Wallis que mostr6 que en la variedad Samsun
si existen diferencias significativas (p<0.05) entre la transformacion con los casetes de
expresion, el vector pPCAMBIA2301 y los controles con respecto a la variable porcentaje de
elongacién. Para determinar las diferencias significativas entre los casetes de expresién
se realiz6 el Test de Dunn que es una prueba no paramétrica la cual permite realizar
comparaciones entre los casetes. De acuerdo al andlisis se evidencié que los explantes
transformados con el casete de expresion PHACa . no presentan diferencias significativas
con respecto a los explantes transformados con el casete de expresion PHACAcMOD vy el
vector pCAMBIA2301 (9.875 % en todos los casos) y el control relativo (4.875 %) (Figura
5-6).

Efecto de los casetes de expresion en la regeneracion de explantes de N. tabacum variedad K326
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Figura 5-6. Efecto casetes de expresion sobre la regeneracion de explantes de N.
tabacum variedad Virginia k326. STMSS: plantas sin transformar en medio sin
kanamicina. STMCS: plantas sin transformar con Kanamicina. pCambia2301: plantas
transformadas con el vector vacio. PhaCAc: plantas transformadas con el casete
PHACA . PHACACMOD: plantas transformadas con el casete PHACAcMOD. Letras
diferentes indican diferencias significativas (p<0.05). Letras diferentes indican diferencias
significativas (p<0.05).
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Se realizaron ensayos de expresion del gen GUS en hojas de las plantulas obtenidas del
proceso de transformacion, cada ensayo se realiz6 por triplicado para las plantas
transformadas con el vector pCAMBIA2301 y los casetes de expresion PHACac Yy
PHACAcMOD. De los explantes transformados con el vector pCAMBIA2301, 33 fueron
GUS positivo; de las plantulas obtenidas después de la transformacion con el casete de
expresion PHACa., 14 fueron GUS positivo; de las plantulas obtenidas después de la
transformacion con el casete de expresion PHAC,cMOD, cuatro fueron GUS positivo
(Figura 5-7).

Figura 5-7. Expresion del gen reportero GUS en hojas de plantas regeneradas de explantes
variedad Virginia k326 transformados con los casetes de expresion PHACA.c. y
PHACACMOD.A: variedad Virginia k326 sin transformar. B-M: variedad Virginia k326
transformada con el casete de expresion PHACa. (KALl, KA2, KA8, KA12, KA14, KA15,
KA21, KA26, KA28, KA32, KA36, KA38). N-Q: variedad Virginia k326 transformada con el
casete de expresion PHACAcMOD (KB9, KB29, KB30, KB41). R: variedad Virginia k326
transformada con el vector pPCAMBIA2301

Para las plantulas GUS positivo se les realiz6 PCR para obtener un fragmento de 300 pb
en las transformadas con el vector pPCAMBIA2301 y de 613 pb para las transformadas con
cada casete de expresion. Para las plantulas transformadas con el vector pCAMBIA2301

se obtuvieron 24 PCR positivas, para las plantulas obtenidas después de la transformacion
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con el casete de expresion PHACxc, 11 fueron PCR positivo (KA1, KA2, KA12, KA14, KA15,
KA21, KA26, KA28, KA32, KA36, KA38) (Figura 5-8).

;
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Figura 5-8. Electroforesis en 1 % de amplificacion de fragmento 613 pb correspondiente a
PHACA.. en plantas transformadas de la variedad Virginia k326.Marcador de peso 1kb
ladder plus Invitrogen. C+: vector pCAMBIA2301+ PHACac. CRX: control de reactivos.
Virginia k326: planta sin transformar. KA (1-38): plantas variedad Virginia k326
transformadas con el casete PHACa..

Para las plantilas obtenidas después de la transformacion con el casete de expresion
PHACAcMOD, 4 fueron PCR positivo (KB9, KB29, KB30, KB41) (Figura 5-9).
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Figura 5-9 Electroforesis en 1 % de amplificacion fragmento 613 pb correspondiente a
PHACACMOD en plantas putativamente transformadas de la variedad Virginia
k326.Marcador de peso 1kb ladder plus Invitrogen. C+: vector pCAMBIA2301+
PHACAcMOD. CRX: control de reactivos. Virginia k326: planta sin transformar. KB (9, 29,
30, 41): plantas variedad Virginia k326 transformadas con el casete PHACAcMOD

Se comprobd que los amplificados provenian de la planta y no de contaminacién con A.
tumefaciens mediante la amplificacion por PCR del gen Ach5FtsZ de A. tumefaciens

desde el ADN de las plantas (Figura 5-10).

™ Moo o CRX k326 KB9  KB29  KB30 KB41

Figura 5-10. Electroforesis en gel de agarosa (1 %) amplificacion fragmento 369 pb
correspondiente al gen Ach5FtsZ de A. tumefaciens en plantas putativamente
transformadas de la variedad samsun. A. Plantas transformadas con el casete PHACa ¢ B:
Plantas transformadas con el casete PHACAacMOD. M: marcador de peso 1kb ladder plus
Invitrogen. C+: Colonia A. tumefaciens. CRX: control de reactivos. K326: planta sin

transformar.
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La frecuencia de transformacion para la variedad Virginia k326 con el transgén PHACa ¢
fue de 4.29 %; con el transgén PHACAcMOD la frecuencia de transformacion fue de 1.56
% y con el vector pPCAMBIA2301 fue de 9.87 %. Aunque el porcentaje regeneracion de la
variedad Virginia k326 sin transformar en medio sin seleccién era mayor al 80 % (control
absoluto), una vez realizada la transformacién este porcentaje se redujo. Este porcentaje
de regeneracion fue menor al reportado por Gubis et al (2007), en las variedades de N.
tabacum M15 (12.5 %) y Bel B (37.5 %) quienes usaron, el mismo medio de regeneracion
(Gubis et al., 2007). La baja frecuencia de regeneracion de la variedad Virginia k326 puede
ser generada por la alta presiéon de seleccion de la kanamicina, que como se habia
evidenciado previamente, la variedad es sensible a este agente de seleccion. El efecto de
la seleccion se evidencié en fuertemente en la etapa de elongacién en donde se generd la

mayor pérdida de material vegetal.

El analisis de la expresion por RT-gPCR, indicé que de las 11 plantas PCR positivas
transformadas con el casete PHACa., dos expresan el transgén (KA32 Y KA36). De las
cuatro plantas PCR positivas que fueron transformadas con el casete PHACAcMOD, una
expresa el transgén (KB41). La expresion del gen normalizador de la RT-gPCR effay AXI1
no presentaron variaciones entre las lineas GM vy el control (Figura 5-11). La expresion
relativa de los transgenes presentd variaciones con respecto al control sin transformar y
entre los casetes; las lineas KA32, KA36 y KB41 expresan los transgenes de forma similar
(Figura 5-12). La expresion de los constructos es similar a lo observado para la variedad

de tabaco Samsun.
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Figura 5-11. Expresion de los genes de referencia efla y AXI1 en las lineas transgénicas
de la variedad Virginia K326. A: Expresion gen de referencia efla. B: Expresion gen de

referencia AXI1.
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Figura 5-12. Expresion de los transgenes PHACAcMOD y PHACac en los eventos
transgénicos de la variedad Virginia k326.
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5.2 Aplicacion del modelo basado en Derechos de
Propiedad Intelectual en el desarrollo de tabaco
transgénico para la produccion de proteinas
anticancerigenas de Bacillus thuringiensis

5.2.1 Introduccioén

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria cosmopolita que se ha aislado de suelo, insectos,
productos almacenados, y filoplano entre otros. Su principal caracteristica corresponde a
su letalidad hacia insectos plaga de los 6rdenes LepidGptera, Coledptera y Diptera, que
afectan cultivos comerciales. Su actividad bioldgica se atribuye principalmente a proteinas
de entre 60 a 120 kDa denominadas Cry, de las cuales se han descrito mas de 700 clases,
agrupadas en mas de 70 grupos (Soberon et al., 2018). Se ha sugerido que la actividad
insecticida de la bacteria se debe a una coevolucién con el insecto, pero en los proyectos
de aislamiento de cepas de Bt alrededor del mundo se ha encontrado que son muchos
mas los aislamientos sin actividad evidente hacia insectos. En el afio 1999 fue publicado
un estudio realizado por cientificos japoneses describiendo la evaluacién de 1744 cepas
de Bt, 1700 cepas japonesas y 44 cepas de referencia, sobre células leucémicas T,
encontrando 42 que pertenecian a lo serotipos Bt dakota, Bt neoleonensis, Bt
shandongiensis, Bt coreanensis, Bt 90-F-45-14 (relacionada a Bt dakota), Bt 84-HS-1-11y
Bt 89-T-26-17; las dos ultimas presentaron la mas alta actividad hacia células deleucemia

T, sin afectar linfocitos T normales (Mizuki et al., 1999).

En afios posteriores, se determind que existian un tipo de proteinas causantes de la
actividad citotéxica de las cepas de Bt anticancerigenas, que se denominaron parasporinas
(PS). La primera PS se denomin6 como Cry31Aal, segun el actual modelo de clasificacion
de toxinas Cry de Bt, pero debido a importantes diferencias en homologia de las PS con
sus contrapartes Cry, se decidié realizar una clasificacion paralela, donde se ha
determinado hasta el momento seis clases de PS (PS1-PS6). Las PS1 a PS4 han sido mas
estudiadas. PS1Aal tiene una estructura de tres dominios, con menos de 25 % de
homologia con proteinas Cry. PS2Aal es homologa a toxinas mosquitocidas. PS3Aal
contiene tres dominios. PS4Aal no posee bloques conservados o estructura de tres

dominios. PS1Aal es probablemente un agente de induccion de apoptosis, Ps2Aal forma
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poros liticos en células cancerosas, PS3Aal seria una toxina formadora de poros, y en el
caso de PS4Aal se desconoce el receptor de membrana plasmatica, pero su mecanismo
de accion estaria relacionado a su estructura tipo B-aerolisina formadora de poros
(Okumura et al., 2011). La proteina PS PS6Aal, es una proteina formadora de poros con
actividad anticancerigena contra células cancerigenas de hepatocitos humanos y células
de cancer de utero (Nagamatsu et al., 2010; Okassov et al., 2015). Se ha evaluado el
efecto litico de estas proteinas PS, a nivel in vitro, en diferentes tipos de cancer como
células T leucémicas, cancer hepatocelular, cancer de cuello uterino (como en el caso de
PS1Aal), adenocarcinoma de pulmén, cancer colorectal y de rifién (Akiba & Okumura ,
2017).

La produccion de proteinas en plantas GM (molecular pharming) es una opcién practica,
gue cumple con estandares de bioseguridad, y barata si se compara con los fermentadores
microbianos que necesitan alimentacién constante de nutrientes costosos, equipos
especializados, operarios calificados, y sistemas complejos de purificacién del agente
activo. Las plantas permiten produccion de bajo costo porque no se requieren equipos y
sistemas especializados, y la parte operativa del proceso es mucho mas sencilla una vez
se ha logrado obtener material vegetal transgénico susceptible de llevarse a campo para
produccién en masa. La primera proteina de interés médico, que se sintetizo en 1990 en
tabaco y papa, fue la albimina sérica humana, y a partir de alli se han logrado productos
farmacéuticos (eritropoyetina, péptidos humanos, anticuerpos) desde plantas transgénicas
en paises como Cuba y Estados Unidos (Kittur et al., 2013 ; ChileBIO, 2020). El tabaco es
una opcion para la produccion de medicamentos debido a que es un vegetal que produce
mucha biomasa a partir de la cual se puede obtener la proteina de interés, se han realizado
varios estudios de produccion de proteinas terapéuticas en tabaco (Limkul et al., 2016).
Por esto vale la pena evaluar la posible produccién de proteinas PS en tabaco a través de
la insercion de un gen semi-sintético codificante de una proteina PS6Aal bajo el modelo
basado en DPI establecido en este trabajo, que consiste en ELO para establecer patentes
asociadas a la tecnologia, disefio de un casete de expresion que contienen el gen de
interés (que puede ajustarse al uso codonico de la planta) protocolo de cultivo de tejidos
bajo pruebas de sensibilidad a antibiéticos para la seleccion, regeneracion de explantes y

pruebas de confirmacion de la transformacion.



Capitulo 5: Perspectivas 141

5.2.2 Metodologia

Los materiales y métodos descritos en el caso desarrollado para la variedad Samsun y
Virginia k326 se aplicaron a la transformacién con un casete de expresion conteniendo el
gen ps6Aal. El ELO se realiz6 mediante busqueda en bases de datos de patentes de
acceso publico en forma similar al enfoque con la variedad de tabaco GM Samsun para
sintesis de PHAs: The Lens (The Lens-Free and Open Patent and Scholarly search, 2021),
Espacenet (Oficina Europea de Patentes, 2021) y Google Patent (Google Patent), ademas
de patentes solicitadas a través del PCT.

5.2.3. Resultados y discusién

Se realiz6 una busqueda en bases de datos de patentes de acceso publico con el objetivo
de identificar patentes que protegen las parasporinas de B. thuringiensis. Se utilizaron las
bases de datos The Lens (The Lens-Free and Open Patent and Scholarly search, 2021),
Espacenet (Oficina Europea de Patentes, 2021) y Google Patent (Google Patent). También
se tomaron en consideracion las patentes solicitadas a través del Tratado de Cooperacion
en materia de Patentes (PCT), dirigido por la Organizacion Mundial de la Propiedad
Intelectual (OMPI) y se realizé una busqueda en la base de datos de la superintendencia

de Industria y Comercio en Colombia.

Para la busqueda se usaron las siguientes palabras claves: “Protein anticancer Bacillus

” o« ”

thuringiensis”, “Bacillus thuringiensis anticancer”,

”

Protein Cry Anticancer”, “Parasporin”.
Los datos de solicitudes de patente recopilados consistieron en familias de solicitudes de
patentes y solicitudes individuales sin familia de patentes. Se consider6 su estatus legal,
fecha de prioridad, cobertura geogréfica y reivindicaciones. La busqueda se realiz6 desde
enero de 2021 hasta enero de 2022.

Las patentes seleccionadas fueron aquellas que protegian el uso de parasporinas en
tratamientos anticancerigenos, teniendo en cuenta criterios como genes que codifican
estas proteinas, cepas que las producen, recpetores implicados en el mecanismo de accién
y métodos para la administracion terapéutica de las parasporinas. Se identificaron 9

patentes que protegen parasporinas relacionadas con tratamientos anticancerigénos,
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registradas en oficinas de patentes de Estados Unidos, China, Japon, Europa, Canada y

México (Tabla 5-3).

Tabla 5-3 Patentes relacionadas con PS con actividad anticancerigenas

Publicaciéon o

Aplicacién por

Fecha de

Fecha de

Elemento numero de PCT Propietario Pais NS L
R aplicacion expiracion
aplicacion
Ctde
MX investigacion
2011000894 WO Cientifica y de Mexico
PS us 2012080985 Educacion EU 17122010 17/12/2030
20140073582 Superior de
Ensenada
Canada
us
Polonia
Israel
China
Mexico
Filipinas
PS-2 0140057216 WO2013008755  Adamed Spzoo  SU9A@ 210082013 2000812033
Ucrania
Dinamarca
Portugal
Croacia
Lituania
Hungria
Noruega
Cry62Aal Lorsya0g - U”"f;'glﬁﬁg]”a“ China 20/11/2011 20/11/2031
Canada
Australia
Sudéfrica
Bt subs Us Res Dev China
thurlnglen 5824636 W01996038477 foundation Mex[co 31/05/1995 30/05/2015
sis Japon
Rusia
Alemania
Espafia
Fufuoka UE
Receptor us WQ02009123145 prefectural Japén
PS1Aa 20110038880 Government EU 31/05/2008 31/05/2028
Re';:gp_);or— 20113)28568 - Univ Kyushu Japén 24/09/2009 Retirada
Nant Inst of Adv
Ind y Tecnol,
Mizushiro
Hidekazu,
PS-1 JO0EIEET28 . é;?;”;;‘g: . Japén 19/03/2004  19/03/2024
Akao Tetsuyuki,
Nakamura
Osamu, Oba
Michio
Cepa B. . . .
thuringien 102;:1'\;228 - U”"f;%iﬁg}”a” China 29/11/2011 28/11/2031

sis ST7
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Agriculture
Agroalimentaire Canada 05/12/2005 04/12/2025
CA

CA

Cry3l 2410153

La patente US20140073582 protege genes de la familia cry con actividad citotoxica contra
células cancerigenas y no afectan las células normales. La patente solicitada por PCT
W02013098755 protege una proteina de fusibn PS2 que se usa para tratamientos
anticancerigenos. La patente CN102517228 cubre la secuencia de nucledtidos y la
proteina Cry62Aal que tiene actividad anticancerigena y protege su uso en medicamentos.
La patente solicitada por PCT W01996038477 protege las proteinas derivadas de la cepa
Bt thuringiensis que tienen un efecto citotoxico sobre células tumorales y su uso como
componente farmacéutico. La patente W02009123145 cubre un método para determinar
la sensibilidad de células que sobreexpresan el receptor beclina-1 a la PS1. La union de
PS1 al receptor beclina-1 induce la apoptosis celular y su uso como componente
farmacéutico para el tratamiento del cancer. La patente JP2011068568 cubre el suministro
del receptor Hep27 para la uniébn de PS2 como un componente candidato para
medicamentes anticarigenos o para diagndstico. La patente JP2005263728 protege un
método para producir el cristal de la PS1 y proporciona su estructura tridimensional de la
cadena lateral de amino&cidos por cristalografia de rayos X. La patente CN102517228
protege la cepa Bt ST7 que contiene el gen cry62Aal que tienen una alta actividad toxica
sobre células de cancer de mama. La patente CA2410153 protege una nueva cepa de Bt
gue contiene una protoxina, toxina y secuencia de nucleétidos que codifica Cry31 con

actividad anticancerigena.

El andlisis de las patentes relacionadas con las PS con actividad anticancerigenas indica
gue, de las nueve patentes identificadas, dos patentes no estan vigentes, tal es el caso de
la solicitud JP2011068568 que fue retirada de la oficina de patentes porque no se realizé
la solicitud de examinacion y la patente WO1996038477 venci6 en el 2015 por lo tanto es
de uso publico. En otros casos, los componentes estan aun protegidos sin embargo dos
de ellas se encuentran préximas a vencer; la patente JP2005263728 tiene vigencia hasta
2024 y la patente CA2410153 tiene vigencia hasta 2025. Hasta la fecha no se registran
solicitudes de patentes para la PS6Aal. Teniendo en cuenta que las patentes son
jurisdiccionales, estas patentes no han sido solicitadas en paises de Latinoamérica a

excepcion de México que cuenta con una solicitud de patente vigente, por lo tanto, es
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posible usar estos genes en el desarrollo de lineas GM genéricas que produzcan proteinas
recombinantes como principios activos para terapias anticancerigenas con jurisdiccion

nacional.

El casete esta regulado por el promotor 35S CAMV, la region codificante “CDS” del gen
ps6Aal para la toxina activa y un terminador T-nos, gen codificante de nopalin sintasa de
A. tumefaciens y dos enzimas de restriccion insertados en los extremos del casete con el
fin de mejorar su manipulacion, el tamafio del casete de expresion es de 2834 pb, el casete

de expresion fue denominada Ps6A (Tabla 5-4).

Tabla 5-4 Componentes casete de expresion PS6A

Tamarfio de la Tamafio del
Nombre Promotor Gen Terminador secuencia constructo de
codificante (pb)  expresion (pb)
CDS Nopalin sintasa
Ps6A CAMV35S toxina Agrobacterium 2179 pb 2834 pb
activa tumefaciens

La cepa de A. tumefaciens LBA4404 fue transformada con el vector pCAMBIA2300, vy el
vector pCAMBIA2300 con el casete de expresion Ps6A. Después de tres dias se evidencio
crecimiento de colonias en medio de cultivo LB con 50 mg/ml de kanamicina y 50 mg/ml
de rimfampicina. De las células bacterianas que fueron transformadas, se evidencié
crecimiento de 3.1x10% UFC, de las cuales al 10 % de las UFC se las analizé por reaccion
de PCR con los primers disefiados en primer3 (PF 5 -GAACCGTAATTCCAGGAGGA-3'y
PR 5-GTTCAACGGTTCCAGCAAAT-3"), evidenciandose un amplificado de 900 pb que

corresponde al tamafio del amplificado para el casete de expresion Ps6A (Figura 5-13)
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500 pb

Figura 5-13. Electroforesis en agarosa 1 % de amplificacion fragmento 900 pb
correspondiente al transgen Ps6A en colonia de A. tumefaciens. M: M: marcador de peso
1kb ladder plus Invitrogen.PS6+: pCAMBIA2300 + Ps6A. PS6-: colonia sin transformar,
CRX: controles reactivos, COL: colonia de A. tumefaciens transformada con el casete de

expresion

Fueron sometidos a transformacion con el casete de expresion 30 explantes de la variedad
Samsun y 30 explantes de la variedad Virginia k326 por repeticién con cuatro repeticiones
en el tiempo. De los explantes de la variedad Samsun sembrados en medio de seleccién
gue fueron sometidos a transformacién con el transgén Ps6A se obtuvieron 150 brotes (5
brotes por explante). Solo un brote por explante fue transferido a medio de elongacion (30
brotes), 16 brotes lograron elongar (Figura 5-14).

Figura 5-14 Proceso de transformacion variedad Samsun con el casete de expresion Ps6A
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Las plantulas de Samsun que regeneraron se las evalué por PCR, en 15 plantas se
evidenci6 la amplificacion de un fragmento de 900 pb correspondiente a una regién del
transgén Ps6A (Figura 5-15).

_SAM_SP1_SP10_SP1] P12 SP

h

Figura 5-15. Electroforesis en agarosa 1 % de amplificacion fragmento 900 pb
correspondiente a Ps6A en plantas transformadas de la variedad Samsun.Marcador de
peso 1kb ladder plus Invitrogen. C+: vector pCAMBIA2301+ Ps6A. CRX: control de
reactivos. SAM: planta sin transformar. SP (1-61): plantas variedad Samsun transformadas
con el casete Ps6A.

De los explantes de la variedad Virginia k326 sembrados en medio de seleccién que fueron
sometidos a transformacién con el transgén Ps6A se obtuvieron 99 brotes (tres
brotes/explante). Solo un brote por explante fue transferido a medio de elongacién (30
brotes), 16 brotes lograron elongar (Figura 5-16).
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Figura 5-16. Proceso de transformacion variedad K326 con el casete de expresion Ps6A.

Las plantulas de la variedad Virginia k326 que regeneraron se les realizé PCR, donde 13

presentaban un amplicon de 900 pb que corresponde a un fragmento del transgén Ps6A

(Figura 5-17).

] o+ H20 CRX k3286 KP1 KP2 KP3 KP4 KPS  KP11 KP12
T
S—
1mo——- - ™ - - - - -— ' - 900 pb

Figura 5-17. Electroforesis en agarosa 1 % de amplificacion fragmento 900 pb
correspondiente a Ps6A en plantas transformadas de la variedad Virginia k326. M:
Marcador de peso 1kb ladder plus Invitrogen. C+: vector pCAMBIA2301+ Ps6A. CRX:
control de reactivos. Virginia k326: planta sin transformar. KP (1-19): plantas variedad

Virginia k326 transformadas con el casete Ps6A



148 Desarrollo de tabaco genéticamente modificado portador del gen phaC de Aeromonas

caviae para sintesis de polihidroxialcanoatos en un marco de propiedad intelectual

Con el fin de comprobar que los amplificados provenian de la planta y no de contaminacién
con A. tumefaciens se realiz6 PCR para amplificar el gen Ach5FtsZ de la bacteria desde el
ADN de las plantas (Figura 5-18).

M+ c- KPIKP2 KP3 KP4 KPS KP11KP12

10000-3
1000—7;:
=
M =

—400pb

Figura 5-18. Electroforesis en agarosa 1 % de amplificacion fragmento 369 pb
correspondiente al gen Ach5FtsZ de A. tumefaciens en plantas transformadas de la
variedad Samsun. A: Plantas variedad Samsun transformadas con el casete Ps6A. B:
Plantas variedad k326 transformadas con el casete Ps6A. M: marcador de peso 1kb ladder

plus Invitrogen. C+: Colonia A. tumefaciens. SP: plantas Samsun. KP: plantas k326.

Bt ha sido ampliamente estudiado por su capacidad de sintetizar proteina con actividad
insecticida (Cry), gracias a estos avances se han insertado los genes codificantes de las
proteinas Cry en plantas con el fin de proveer cultivos resistentes a insectos. La primera
planta transformada para generar resistencia a insectos con genes cry fue una planta de
tabaco (Dong & Ronald, 2019), a partir de esta primera modificaciébn en tabaco se
desarrollaron cultivos modificados para la resistencia a insectos y tolerancia a herbicidas

gue dieron cavida al planteamiento de biofabricas vegetales (Shanmugaraj et al., 2020).

El cancer es una enfermedad cuya base es la alteracion del material genético generando
un fenotipo celular de proliferaciéon anormal e invasion de tejidos externos y 6rganos por
parte de un grupo celular que pueden causar la muerte. Existen 100 clases de cancer que
han generado millones de muertes (Rahib et al., 2021). El tratamiento en la mayoria de los

casos se basa en la extirpacion, la histerectomia, radio y quimioterapia en donde se expone
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en muchas ocasiones a citotoxicidad de los farmacos no solo las células cancerosas, sino
también a las células normales ocasionando importantes efectos colaterales y en donde
cada posibilidad de remisién o curacion depende de la extension de la malignidad (Hanna
et al., 2020).

Para evaluar nuevas opciones terapéuticas como las PS de Bt en células cancerigenas y
posteriormente producirla como medicamento, es necesario garantizar la disponibilidad de
grandes cantidades de la proteina, por lo tanto, se requiere un sistema biolégico que
permita la fabricacién masiva de la proteina. En este sentido, la produccion de proteinas
en un sistema de biofabrica como las plantas GM (molecular pharming) es una opcién
practica, que cumple con estandares de bioseguridad, y barata si se compara con los
fermentadores microbianos que necesitan alimentacién constante de nutrientes costosos,
equipos especializados, operarios calificados, y sistemas complejos de purificacién del
agente activo. Las plantas permiten produccion de bajo costo porque no se requieren
equipos y sistemas especializados, y la parte operativa del proceso es mucho mas sencilla
una vez se ha logrado obtener material vegetal transgénico susceptible de llevarse a
campo para produccion en masa (Holaskova et al., 2018). Este modelo de ingenieria
genética favorece la produccion de proteinas recombinantes de interés industrial,
aumentando su disponiblidad para estudios futuros y disponiblidad de materia prima para
nuevos desarrollos (Goldstein & Thomas, 2004).
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6.Conclusiones y recomendaciones
6.1. Conclusiones

- EI ELO para determinar los DPI sobre la tecnologia de produccién de PHAs en N. tabacum
variedad Samsun permitié determinar la presencia de patentes en paises desarrollados, y
algunos en vias de desarrollo. Se identificaron 16 patentes relacionadas con los elementos
relevantes para el desarrollo de una linea GM de tabaco productora de PHAs: secuencia
promotora, codificante y terminadora, vector de transformacién, cepa de A. tumefaciens
para transformacion, y péptido de transito, de las cuales 11 se encuentran vigentes, cinco
protegen la cepa de transformacion, tres protegen el gen phaC de A.caviae, dos protegen
el péptido de transito y una protege el vector CAMBIA. Este analisis permitié determinar
los elementos relevantes en terminos de DPI, y usar alternativas como vectores pCAMBIA,
cepas estandar de A. tumefaciens, protocolos de amplio uso descritos en la literatura, o

casetes sinteticos para uso comercial entre otros.

- Se aplicaron protocolos de cultivo de tejidos y de transformacién que permitié obtener
regenerantes que fueron seleccionados usando kanamicina a 100 y a 50 mg/ml tras la
transformacion con A. tumefaciens LBA4404 con dos casetes de expresion disefiados en
base al gen codificante de la PHA sintasa de A. caviae. Las dos versiones de casetes,
incluyendo una con uso codonico adaptado a tabaco, demostraron ser funcionales segun
los resultados de caracterizacion mediante pruebas de GUS, PCR, y RT-gPCR. La
obtencion y caracterizacion del polimero resultante en individuos GM permitié determinar
presencia de PHB a concentracion de 0.36 mg por peso seco. Se logré encontrar granulos
asociados a produccién de PHAs en material vegetal de individuos transformados. Esta
aproximacion experimental permitié obtener exitosamente eventos GM de tabaco para

sintesis de PHAs.
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- Este modelo basado en DPI fue aplicado a la variedad Virgina k326 con lo cual se logré
obtener transformantes positivos para la insercion de los casetes en el genoma, esta
variedad no tiene PBR vigente. Adicionalmente, el modelo aqui planteado se aplico a la
obtencién de plantulas transformadas con un casete de expresion para un gen codificante
de la proteina anticancerigena parasporina 6 de Bt, varias patentes tienen relacion con
esta proteina segun el ELO respectivo. Estas son dos experiencias que constatan que el
modelo planteado en este estudio es valido para generar variedades GM de tabaco para

apicaciones diferentes a la produccién de cigarrillos.
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7.2. ANEXO B: Articulo Aceptado publicaciéon
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a phaC gene for peroxisomal biosynthesis of polyhydroxyalkanoates
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