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1. L’ARROS

1.1 Descripcio botanica

Les plantes d’arros pertanyen al génere botanic Oryza, que inclou 23 especies
classificades en dos grans grups: Latifolia, amb les espécies salvatges, i Sativa, amb les
dues espécies cultivades, Oryza sativa i Oryza glaberrima. Les dues espécies son
diploids, amb 2n=24, anuals 1 principalment autogames, a diferéncia de les especies

salvatges que poden ser anuals o perennes, al-logames o autogames (Arraudeau, 1998).

- Oryza glaberrima, d’origen africa, es cultiva des del delta central del Niger fins al

Senegal.

- Oryza sativa, d’origen asiatic, present en la majoria de paisos orizicoles, és 1’espécie
més cultivada, amb més de 100.000 varietats descrites, 65.000 registrades al banc de
germoplasma de I’IRRI (Internacional Rice Research Institut, Filipines). Hi ha dos
grans grups geneétics dins I’espécie Oryza sativa; el tipus indica i el tipus japonica, sent
el primer originari del Sud-Oest d’Himalaia i el segon, de I’Est de I’Himalaia i inclou
diferents tipus morfologics com el japonica i el tropical o javanica (Jacquot et al.,
1995).

La morfologia de la planta d’arros varia en funcid de 1’estadi de desenvolupament,
caracteritzat en fase vegetativa per la formacio de fillols que es disposen en tofes.
L’al¢ada de les plantes oscil-la de 0,5 a 1,5 m en la majoria d’espécies, tot i que alguna
varietat flotant pot arribar als 6 metres. En estadi reproductiu s’inicia la formacio6 de la

inflorescéncia, una panicula que es pot compondre d’entre 50 1 300 flors o espiguetes.

El gra d’arros, és un fruit del tipus cariopsi (Figura 1), format per diverses capes
de teixits 1 I’embrid se situa a la part inferior del gra, parcialment en contacte directe
amb la capa de I’aleurona, per sobre de la qual es troben el tegument i el pericarp

(Figura 2).
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Figura 1. A. Esquema d’una planta d’arrds en estadi reproductiu, en el que es mostra un detall de la
panicula. B. Esquema d’una flor o espigueta en la que es detallen cadascuna de les parts que la componen.
http://www.training.irri.org/courseware/online/hybridrice/PDF%20Files/Manual. PDF
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Figura 2 A. Esquema d’una secci6 longitudinal de la llavor d’arros. Es descriuen les principals parts

constituents del cariopsi. B. Esquema de les diferents parts d’una plantula d’arrds germinada.
(http://www .riceweb.org/PLANT.HTM)
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1.2 Importancia del cultiu d’arros

L’arros ¢€s el cereal que més es consumeix al mén després del blat. Tot 1 que la
produccio6 d’arros ¢€s la tercera per darrera del blat 1 del blat de moro, la importancia de
I’arros rau en qué practicament tot es destina a 1’alimentacié humana. En aquest sentit,
I’arros aporta a més de la meitat de la poblacié més de la meitat de les calories de la

seva alimentacio.

A la Taula I es mostra la distribucio global de la produccié d’arros, que en el
darrer any se n’ha produit unes 608 TM (tones métriques d’arrds sencer), ocupant una

area total de 153 milions hectarees (FAOSTAT, 2005; www.fao.org/rice2004).

Produccio Superficie Rendiment
MT (milions tones) Ha T/ Ha

ASIA 549,461 134.544.391 4,084

Xina 186,730 29.420.000 6,347

India 124,400 42.500.000 2,927
Indoneésia 53,100 11.752.651 4,518

AFRICA 19,223 10.220.371 1,881
AMERICA CENTRAL 2,477 676.452 3,663

SUD AMERICA 23,168 5.799.001 3,995

NORT AMERICA 10,227 1.349.240 7,581

EUROPA 3,381 593.850 5,694

Espanya 0,902 121.100 7,448
OCEANIA 0,556 73.300 7,580 i
MON 608,496 153.256.605 3,970 -h
S:;Z%Sviru\éf;gr?t 582,123 149.379.115 3,807 -
Paisos desenvolupats 26,373 3.877.490 6,101

Taula I. Dades globals de la produccié d’arrds (en milions de tones), de ’area cultivada (en hectarees) i
del rendiment del cultiu (en tones per hectarea). Font: FAOSTAT/FAO, 2005

El rendiment de I’arrds, amb una mitjana mundial de 3,9 tones/hectarea, pot
oscil-lar de les 0,75 T/Ha en paisos com el Congo, on el cultiu d’arros ¢€s de seca, a les
9,5 T/Ha d’Australia, on es cultiva per irrigaci6. A més, en funci6 del clima i del cicle
de cada varietat es poden obtenir entre 1 i 4 collites a I’any. En climes temperats o
tropicals freds (de montanya) només es recull un cop a 1’any, durant setembre i octubre

a I’hemisferi Nord i durant els mesos de marg i abril a I’hemisferi Sud.
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1.3 L’arros a nivell europeu

La produccio d’arros a I’Europa Occidental, d’aproximadament 2,7 MT anuals,
ocupa una area cultivada de 405.100 hectarees, principalment situades a la conca
mediterrania. Els majors paisos productors d’arros a Europa son Italia (50,3%), Espanya
(33,6%), Grecia (6,6%), Portugal (5,2%) 1 Franca (4,4%). Curiosament un 83% del gra
que produeix és rodd o mitja (tipus japonica), en contraposicio a la produccié mundial

que majoritariament és de gra llarg (tipus indica) (Faure, et al., 1995).

Tanmateix, la principal caracteristica del cultiu d’arros a Europa és que la majoria
dels arrossars es localitzen en la proximitat de zones protegides i espais naturals de gran
interes ecologic. Al Delta de I’Ebre, I’ Albufera de Valéncia i planes del Guadalquivir, a
la Peninsula, al Delta del Po a Italia i a la Camarga a Franga. Actualment existeixen
legislacions adaptades a les zones arrosseres protegides d’Europa, per tal d’evitar la
contaminacio dels ecosistemes limitrofs. Tanmateix hi ha alguna diferéncia en criteris

de permissibilitat entre els diferents paisos.

A Catalunya s’apliquen des de 1998 els métodes de produccid agraria compatibles
amb la proteccid medioambiental de zones humides incloses en el llistat de la convencio
de RAMSAR (www.ramsar.org). Aixi es prioritza la substitucid i1 reduccio de
tractaments quimics en la lluita contra plagues, amb la finalitat de protegir les aus i les

especies aquatiques (DARP, 2005).

Els arrossars europeus es veuen afectats per diverses plagues i malalties de les que
destaquen el barrinador d’arros (Chilo suppressalis) i la piriculariosi o cremat de 1’arros
(Magnaporthe grisea). El cremat de I’arros és la malaltia més devastadora i extesa en
I’arros a nivell mundial. L’obtencié de linies d’arrds amb gens de resisténcia a aquesta
malaltia fingica va ser ’objectiu del treball de recerca pertanyent a aquest mateix
periode de formacio doctoral (Pefias, 2003). El barrinador d’arros, Chilo supressalis,
d’origen asiatic, és una de les plagues més extenses en els arrossars del sud d’Europa
causant perdues de produccid que oscil-len entre el 15-20% en paisos com Franga i
Espanya. La solucio d’aquest problema s’ha dirigit a tractaments quimics amb piretrines
aixi com amb insecticides formulats amb Bacillus turingensis (Bt). A part que els
tractaments quimics s6n massa agressius pel medi ambient, en general esdevenen poc
eficacos donada la baixa persisténcia que representen per la larva donat que aquesta es

desenvolupa integrament a I’interior de les tiges de l’arrds. Una alternativa és el
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desenvolupament de cultius d’arros modificats genéticament, adaptats a les condicions
de creixement local, portadores d’un o diversos gens que codifiquin per proteines

insecticides.

Els gens insecticides més ampliament utilitzats son els gens Cry del bacteri del sol
Bacillus turingensis, que codifiquen per endotoxines actives contra insectes. Estudis
anteriors havien demostrat que ’expressio constitutiva del gen CrylB de Bacillus
turingensis en plantes d’arros confereix proteccido enfront al barrinador de 1’arros
(Breitler et al., 2000). Posteriorment, es va poder comprovar que 1’expressi6 d’aquest
mateix gen sota el control d’un promotor induible per ferida del gen mpi de blat de moro
(maize proteinase inhibitor), també confereix protecci6 enfront al barrinador (Breitler et

al., 2001).

1.4 Lacienciai l’arros

La gran importancia mundial del cultiu d’arrds I’ha convertit en una especie
vegetal especialment tractada per la ciéncia. A més, 1’arros és la planta model de recerca
genética en cereals donada la petita mida del seu genoma (450 Mb, el més petit dels
cereals). Organismes d’investigacio publics com privats han treballat conjuntament per

determinar-ne la seqiiéncia completa del genoma (www.riceweb.org).

La constant millora varietal de 1’arros inclou aspectes com augmentar la qualitat
del gra, la resisténcia a insectes i malalties, aixi com una major tolerancia a 1’estres
causat per factors com la sequera, la salinitat, el fred i la deficiéncia de nutrients. En

aquest sentit, la biotecnologia es considera una gran eina per aconseguir-ho.

La biotecnologia en 1’arros passa per la utilitzacié de técniques de cultiu de teixits
1 de biologia molecular. Dos tipus de cultius de teixits, el rescat d’embrions i el cultiu
d’anteres permeten als milloradors ampliar els encreuaments varietals, i1 estabilitzar més
rapidament les noves linies. Per altra banda, la utilitzacié de marcadors moleculars

ajuden a accelerar els programes tradicionals de millora genética.

Una altra de les recents contribucions en el camp de la biotecnologia es basa en
I’addici6 de gens aliens al genoma de l’arrds per enginyeria genctica; que també

contempla la reintroduccié de patrimoni genétic historicament perdut, perd guardat en
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bancs de germoplasma (IRRI). Aquesta transferéncia de gens, esdevindria impossible
per metodes convencionals de millora, a més, s’elimina la necessitat dels retro-

encreuaments per evitar gens no desitjats tipics de la hibridacié convencional.

2. TRANSFORMACIO GENETICA

Una de les conseqiiéncies més importants dels avencos en el camp de la biologia
molecular ha estat I’accés al patrimoni genétic dels organismes. Aixd ha portat al
desenvolupament de la transgénia, que consisteix en transferir un o varis gens, forans o
propis a un organisme, per introduir noves caracteristiques o bé modificar-ne de propies.
Es distingeixen dues etapes en la produccid d’una planta transgenica, la insercio del
DNA que es pretén introduir en el genoma de la cel-lula vegetal, i la regeneraci6 de la

cel-lula transformada a una planta adulta i fertil.

2.1 Meétodes de transformacio genética de plantes

Per introduir els transgens en el genoma de les cellules vegetals, s’han
desenvolupat diferents métodes, biologics com 1’ts d’Agrobacterium tumefaciens o
mecanics com el bombardeig de microparticules (biolistica), 1’electroporacié de
protoplasts o la microinjeccid. Les dues teécniques més freqilients en transformaciod
vegetal son la transferéncia de DNA per Agrobacterium tumefaciens i la transferéncia

directe per bombardeig de microparticules.

2.1.1 Transformacié genética per Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens i Agrobacterium rhizogenes son bacteris Gram

negatiu del sol que pertanyen a la familia Rhizobiaceae, causants de tumors vegetals.

Els teixits que proliferen en els tumors proveeixen al bacteri amb aminoacids
inusuals (opines), font de carboni i1 nitrogen pel bacteri a expenses de la cel-lula vegetal.

Els gens necessaris per induir la formaci6 de tumors aixi com els gens responsables de
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la biosintesi de les opines es troben en el T-DNA, fragment de DNA del plasmid Ti
(Tumor inducing) que es transfereix als cromosomes de la cel-lula vegetal, delimitat per
dues seqiiéncies flanquejants (“right” 1 “left borders™), que sén repeticions directes
imperfectes de 25 bp. La substitucié dels gens del T-DNA per gens objectes d’estudi no
altera I’habilitat de transferéncia de DNA per part d’Agrobacterium pero si evita la

formaci6 de tumors vegetals, donant lloc al terme de soca desarmada.

El plasmid Ti conté fora del T-DNA una regié amb els gens de viruléncia vir,
I’acci6 combinada dels quals €s responsable de la transferéncia del T-DNA al nucli de la
cel-lula vegetal. Els dos components principals implicats en la transferéncia de gens per
Agrobacterium, el T-DNA i la regio vir, poden estar en plasmids separats, anomenats
vectors binaris Ti. La majoria de laboratoris utilitzen soques d’Agrobacterium
portadores d’un sistema binari de plasmids, un amb les seqiiéncies dels operons Vir, que
codifiquen pels factors que actuen en trans per la transferéncia del T-DNA, que es

localitza per separat en 1’altre plasmid (Hoekama et al., 1983).

Sistema d’integracid del T-DNA al genoma hoste

Al produir-se una lesi6 tisular en una planta, els teixits ferits alliberen compostos
fenolics de baix pes molecular, sucres i acids organics pels quals Agrobacterium és
atret. La resposta a aquesta atraccidé quimica és el reconeixement de les cel-lules
productores dels senyals i la posterior uni6 bacteri-planta per un mecanisme polar
(Tzfira et al. 2002; Winans, et al. 1992). En aquesta uni6 s’inicia I’expressio coordinada
d’operons determinants per la transferéncia genctica (Stachel et al., 1985). Aquests
operons, VirB, virC, virD, VirE i virG, anomenats col-lectivament “vir-regulon”, estan
coordinadament regulats per un sistema receptor i transductor de senyals format per dos
components, VirA i virG. Els compostos fenolics i monosacarids causen directa o
indirectament 1’autofosforilacio dels receptors tipus quinases transmembranals VirA, que
activen el factor transcripcional soluble citoplasmatic virG per un altra reaccié de
fosforilaci6. Subseqiientment el factor virG activa la transcripcido de cadascun dels
operons Vir per la unié d’elements cis reguladors de la transcripcié (Zupan et al., 2000;
Winans, et al. 1992). Els productes generats per la transcripcié dels operons vir,
realitzen funcions critiques per la transferéncia del fragment del T-DNA, essent els

productes dels operons virD1 i virD2 responsables de 1’escissio de la cadena-T,
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delimitada per la presencia de les seqiiencies flanquejants (LB 1 RB) (Stachel et al.,
1985). La proteina virD2 s’uneix covalentment a I’extrem 5° de la cadena-T, que amb la
proteina d’uni6 a cadena simple VIrE2 passa a ser el complexe-T. Aquest pas pot ocorrer
tant en bactéria com en planta. El complexe-T, és exportat per un sistema de secrecio
bacteriana (tipus 4) codificat pels operons VirB i virD4 (Vergunst, et al. 2000). Tant
virD2 com VIrE2 contenen seqiiencies de localitzacidé nuclear que interactuen amb
components de la planta com a-importines, fosfatases del tipus 2C, i tres ciclofilines
(factors d’interaccio virD2), i vip-1, vip-2 (factors d’interaccio VirE2), responsables de
dirigir el complexe-T cap al nucli de la cél-lula vegetal (Tzfira et al. 2002, Schilton et
al., 1977). Un cop dins del nucli la cadena-T s’integra en el genoma vegetal per
recombinacio no homologa mediada per proteines codificades que probablement formen
part de processos de recombinaci6 i/o reparaciod en plantes (Ziemienowicz et al., 2000;

Van Attikum et al., 2001).

Tot 1 que es desconeix el procés detallat d’integracié del T-DNA en el genoma
vegetal, esta ampliament descrit i acceptat que el procés d’integracid s’inicia en
I’extrem dret del T-DNA (Herrera-Estrella et al., 1988; De Buck et al., 2000; Kim et al.,
2003; Gelvin, 2003). També¢ hi ha qui suggereix un inici de la transferéncia del T-DNA
des de ’extrem esquerra del mateix cap a I’extrem dret (Ramanathan, et al., 1995; Van
der Graaff et al., 1996; Lu et al., 2001). A la Figura 3 es representa esquematicament el
procés de transferéncia del T-DNA d’Agrobacterium a la cél-lula vegetal. Diverses
tecniques de biologia molecular permeten 1’escissio dels oncogens del T-DNA i la seva

substitucid per gens d’interes.
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Figura 3. Representacié esquematica de la cascada d’esdeveniments en el procés de transferéncia del T-
DNA d’Agrobacterium al genoma vegetal. Es resumeixen els processos seqiiencials que tenen lloc en la
infeccié en nou passos. Pas 1: Unié d’Agrobacterium a la superficie receptora de la cél-lula vegetal; Pas
2: reconeixement directe o indirecte dels senyals moleculars de la planta per part dels factors VirA i virG,
dos components bacterians amb sistema sensor-transduccio; Pas 3: inducci6é dels gens bacterians vir
situats al plasmid Ti; Pas 4: formaci6 de la cadena-T; Pas 5: Formacié i transport del complexe-T a la
cel'lula hoste vegetal pel pilus-T; Pas 6: reconeixement i interaccid del complexe-T amb proteines
citoplasmatiques de la céllula hoste; Pas 7: transport del complexe-T al nucli; Pas 8: integracié del T-
DNA i secrecié d’opines; Pas 9: activacid dels gens bacterians responsables del catabolisme d’opines i
transferéncia conjugal de gens del plasmid Ti. acvB, att, chvA, chvB, chvE, chvG, chvl i exoC sén gens de
viruléncia codificats pel cromosoma bacteria. “?” indica que en cara no s’han establert els passos
especifics. OM és la membrana externa, IM és la membrana interna, PP és el periplasma i la linia

discontinua fa referéncia a la composicié peptidoglicana de la paret cel-lular. (Veluthambi, et al., 2003)
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El sistema de transformacio genética per Agrobacterium té avantatges respecte la
resta de sistemes de transformacio i és considerada la primera opcid en la transformacio
genctica vegetal (Herrera-Estrella, et al., 2005; Veluthambi et al., 2003). Aquests

avantatges inclouen aspectes com:

e Percentatge significatiu d’events de transformacié amb integracido d’una sola
copia del T-DNA en el cromosoma de la ce¢l-lula transformada (Crouzet, et al

2002)

e Disponibilitat comercial de nombrosos vectors amb les seqiiencies flanquejants
del T-DNA corresponents, possibilitant 1’s de diferents gens marcadors i gens
de seleccio permetent als investigadors triar les combinacions més apropiades

en cada cas.

e Possibilitat de transferir DNA a diferents organismes susceptibles d’infecci6 per
Agrobacterium, incloent moltes espécies vegetals tant dicotiledonies com
monocotiledonies. 1 fora del regne vegetal s’ha descrit en llevats, fongs

ascomicets 1 algun basidiomicet, i darrerament en cél-lules humanes (Gelvin,

2003; Kunik et al., 2001).

El sistema de transformacié per Agrobacterium permet la introduccié definida
d’un fragment limitat per les seqiiéncies flanquejants del T-DNA. Tot i que es descriuen
escapaments amb integracié de seqiiencies externes del T-DNA que pertanyen al
plasmid. Tot i aix0, 1’agroinfeccid resulta una tecnologia més “neta” d’insercidé de
transgens respecte la biolistica, en qué normalment es treballa amb plasmids sencers que

s’integren al genoma vegetal.

Recentment Jefferson i col-laboradors han publicat a la revista Nature, la
transferéncia de gens en tabac, arros i Arabidopsis utilitzant soques bacterianes fora del
génere Agrobacterium. A [D’article es descriu com modifiquen introduint a algunes
soques dels geéneres Rhizobium, Sinorhizobium i Mesorhizobium un plasmid Ti i el
vector binari corresponent capacitant-los per agrotransformar les plantes. Aquest
descobriment obre novament més portes en el camp de la biotecnologia vegetal, tot i
que les eficiéncies de transformacid i regeneracié resultaren baixes (Broothaerts et al.,

2005).
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2.1.2 Transformacio genética per biolistica

El desenvolupament d’aquesta técnica de transformacié va sorgir de la necessitat
de transformar espécies que originariament no eren susceptibles d’infeccid per

Agrobacterium, entre les quals es trobaven espécies de cereals de gran interés economic.

El meétode de transformaci6 genetica per biolistica consisteix en la introducci6 de
DNA a la cel'lula receptora mitjangant la utilitzacid6 de microparticules accelerades,
normalment d’or o tungsté, que previament s’han recobert del DNA a introduir. El
revestiment de les particules es realitza per precipitacié del DNA amb clorur calcic i
espermidina. Un cop en el nucli de les cel-lules, el DNA se separa i pot expressar-se de

forma transitoria o es pot incorporar establement en els cromosomes hostes.

L’aparell més ampliament utilitzat per la transformacié de plantes és el Biolistic®
PDS-1000/He Particle Delivery System (Kikkert, 1993) comercialitzat per Bio-Rad
(Figura 4). S’utilitza 1’alta pressié d’Heli comprimit alliberat per un disc de ruptura per
repel-lir una membrana portadora de milions de particules recobertes de DNA cap a les
cel-lules diana (Figura 4). Una reixeta metal-lica d’intercepcié situada entre la
membrana portadora i el teixit diana atura les restes de la membrana portadora

permetent que només les particules recobertes de DNA es dirigeixin cap a les cél-lules.

Donada la naturalesa fisica i la metodologia senzilla de la biolistica, es poden
transferir DNAs a tipus cel-lulars i teixits molt diferents i d’una gran diversitat
d’organismes. En la recerca en biologia vegetal, les aplicacions més comunes de la
biolistica han estat dirigides a estudis d’expressid transitoria, a 1’obtencié de plantes
transgeéniques, 1 a la inoculacid de patogens virals a plantes (Sanford et al., 2000;

Southgate et al., 1995; Taylor et al., 2002).

El disseny de vectors per la transformacié mitjangant biolistica sovint esdevé més
simple que en el cas dels vectors binaris d’Agrobacterium. No és imprescindible clonar
en el mateix vector el gen de seleccid i el gen d’intereés ja que dos plasmidis (un
portador del gen d’interés i Ialtre del gen de seleccid es barregen en el moment de

revestir les microparticules. La co-transformacio sol ser del 80% (Vila, 2003).
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Figura 4. Biolistic® PDS-1000/He Particle Delivery System (Bio-Rad Laboratories). Esquema del procés
biolistic. S’omple el tub d’acceleracié de gas amb heli fins el maxim que resisteix el disc de ruptura.
Quan aquest es trenca, [’ona expansiva del gas empeny la membrana de plastic on s’han adherit per
assecat les microparticules revestides de DNA. Aquesta membrana es dirigeix cap avall fins que topa amb
el filtre metal-lic. En I’impacte la membrana portadora queda retinguda mentre que les particules
continuen viatjant a gran velocitat cap al teixit diana on s’incrustaran. La velocitat de la membrana
portadora depén de la pressio de I’heli en el tub d’acceleracio de gasos, de la distancia entre el disc de
ruptura i la membrana portadora, el trajecte que recorre la membrana portadora fins a la reixeta metal-lica,
la distancia entre la reixeta i el teixit diana i el buit que es realitzi a la cambra de bombardeig.

En alguns casos la biolistica és la Unica técnica de transformacié viable. La

modificacié genética de mitocondris i plastidis fins ara només s ha descrit per biolistica.

Algun dels desavantatges de la biolistica és una sovint menor eficiéncia
transformacio que no pas per Agrobacterium. La integracio de seqiiéncies del vector de
transformacid que no so6n necessaries €s un dels inconvenients més importants d’aquesta
metodologia. Molts investigadors han abandonat aquest técnica degut a la tendéncia de
patrons complexes d’integracio del DNA, sovint de multiples copies, que poden causar
fenomens de silenciament aixi com la integracido de copies truncades. També s’han
descrit en nombrosos casos que les diferents copies tendeixen a integrar-se en el mateix

locus, seguint posteriorment patrons de segregacido mendeliana. (Kohli et al., 1998).
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2.2 Regeneracio de plantes transgeniques

Quan la cel'lula vegetal ha incorporat el DNA de manera estable (integrat en el
genoma hoste) el segiient pas és regenerar la planta transgénica. Les dues vies principals
de regeneracid descrites son 1’organogenesi 1 I’embriogeénesi somatica (Dandekar,
1994). L’organogenesi implica la regeneracié d’arrels o tiges adventicies a partir de
teixits meristematics organitzats mentre que l’embriogénesi, implica la formacid

d’embrions o teixits embriogenics a partir de teixits somatics.

Tanmateix, les baixes eficiencies en que les cellules vegetals incorporen
funcionalment el DNA forani, sumat al fet que aquestes es veuen afectades
negativament per la propia transformacio genetica respecte la gran quantitat de cel-lules
no transformades que les envolten, és necessari 1’establiment de sistemes eficients per la

seleccid d’aquestes cel-lules.

En aquest sentit, els gens de seleccid que confereixen resisténcia a diversos
antibiotics i herbicides son habitualment utilitzats als laboratoris de recerca vegetal.
Codifiquen per proteines que detoxifiquen els corresponents agents de seleccio
permetent el creixement preferent de les cél-lules transformades inhibint el creixement o
matant les no transformades. Els gens de seleccio més habituals en la transformacio

vegetal son:

e EI nptll codifica per I’enzim neomicina fosfotransferasa II, que transfereix el
grup y-fosfat d’una molécula d’ATP a un grup 3’hidroxil de 1I’aminohexosa
d’antibiotics aminoglicossidics que conseqiientment queden inactivats (Bevan et
al., 1983; Fraley et al., 1983). Un dels antibiotics usats com agent de seleccid

quan es transforma amb el gen nptll és la kanamicina.

e El gen hpt codifica per I’enzim higromicina fosfotransferasa o aminoglicosid 4'-
fosfotransferasa, i es va aillar d’E.coli i confereix resisténcia a 1’antibiotic

higromicina B (van den Elzen et al., 1985);

e El gen bar, clonat d’Streptomyces higroscopicus (Thomson et al., 1987; White et
al., 1990), és el responsable de la conversi6 de la fosfinotricina, principi actiu de
diversos herbicides com el Bialaphos, el Finale i el Basta, en una forma acetilada
no toxica que permet el creixement de les cel-lules que 1’hagin incorporat

funcionalment i que estiguin creixent en medi amb fosfinotricina (Murakami et

13
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al., 1986). La fosfinotricina és un tripéptid composat per dos residus L-Ala i un
analeg de I’acid glutamic. La toxicitat en plantes i bacteries de la fosfinotricina
rau en que les peptidases intracel-lulars tallen els residus d’Alanina activant la
fosfinotricina, que €és un inhibidor de la Glutamina sintetasa. La inhibicio de la
Gln sintetasa per la fosfonotricina causa un rapid increment dels nivells d’amoni
intracel-lulars, provocant una disrupci6 de I’estructura dels cloroplasts que
resulta en una inhibici6 de la fotosintesi i mort de la cél-lula vegetal (Tachibana

et al., 1986).

La utilitzacié de gens de seleccio permet que només regenerin les cel-lules que han

incorporat funcionalment el gen de resisténcia al seu genoma, i per inferéncia seran les

portadores del DNA d’intergs.

Opcionalment es poden utilitzar els gens marcadors o reporters. Tot i que els gens

marcadors no confereixen propietats selectives a les cél-lules transformades, resulten

una eina molt util en estudis concrets (per exemple promotors i seqiiéncies reguladores

d’expressid), a banda de permetre un analisi rapid previ a la caracteritzacié molecular

de les plantes transgeniques. Alguns dels gens marcadors més habituals son:

El gen uidA codifica per 1’enzim B-glucuronidasa o GUS i es va aillar d’E.coli
(Jefferson et al., 1986). Aquest enzim hidrolitza el substrat incolor 5-bromo-
clor-3-indol B-D-glucuronid (X-GLU) en un compost que forma precipitats
cristal-lins blaus, el diXH-indigo. La determinacié histo-quimica de la seva
activitat té caracter destructiu pel teixit avaluat donada la toxicitat citologica del

substrat.

El gen gfp, aillat de la medusa Aequorea victoria, codifica per una proteina que
posseeix un cromofor que per transduccido de 1’energia d’excitacid a energia
d’emissid, emet immediatament llum verda fluorescent al ser il-luminada o
exposada a llum de la franja del blau al ultraviolat (Ormo et al., 1996). Donat
que la seva visualitzacid en cap cas malmet el teixit, permet un seguiment no
invasiu de 1’expressio al llarg del desenvolupament de la planta (Chalfie et al.,

1994).

El desenvolupament de la tecnologia de cultiu de teixits permet en cada

experiment establir un protocol més o menys eficient de regeneracio. Tot 1 que en
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algunes espécies vegetals la transformaci6 genctica ha esdevingut una eina de treball
gairebé rutinaria, en d’altres especies, el factor limitant no és la transformacié del

material genétic en si, sind la manca d’un protocol eficient de regeneracio.

2.3 Transformaci6 genetica de I’arros

Mentre es van establir sistemes de transformacid genética per Agrobacterium en
moltes especies dicotiledonies, les monocotiledonies, especialment els cereals quedaven

fora del rang d’hostes del bacteri.

Per aquesta ra6 les temptatives inicials de transformar genéticament 1’arros, es van
focalitzar en tecniques de transferéncia directe de DNA com 1’electroporacio de
protoplasts o el bombardeig de microparticules (Toriyama et al., 1988; Zhang et al.,
1988 (a,b); Abdullah et al., 1989; Shimamoto et al., 1989; Datta et al., 1990, 1992;
Hayashimoto et al., 1990; Li et al., 1990; Tada et al., 1990; Christou et al., 1991, 1992;
Ayres et al., 1994; Ghosh-Biswas et al., 1994; Wu et al 1995; Peng et al., 1995).

Posteriorment, es va veure que un dels factors limitants derivava del fet de que les
plantes monocotiledonies no produeixen els compostos fenolics d’atraccio, o almenys
no en suficient quantitat per activar els sistemes de reconeixement que desencadenen el
procés de transferéncia del T-DNA (Smith et al 1995). També degut a que moltes
especies monocotiledonies, a diferéncia de les dicotiledonies, tendeixen a lignificar la

zona de ferida sense que es produeixin divisions cel-lulars aparents (Kahl et al., 1982).

Hiei 1 els seus col-laboradors (1994) van descriure amb ¢xit la transferéncia de
DNA d’Agrobacterium a cel-lules d’arros afegint durant el co-cultiu, una concentracid
de 100 uM d’acetosiringona (4-acetil-2,6-dimetoxifenol), compost fenolic que activa els
gens vir. El mateix equip va establir el cultiu de calls derivats de ’escutel de llavors
madures, teixit que es troben en constant divisio cel-lular, com una bona font de
cel-lules per la produccié de plantes transgéniques d’arros. Altres autors de seguida ho
corroboraren i actualment és un dels millors sistemes de transformacio i regeneracio per
arros (Dong et al., 1996; Hiei et al., 1994; Rashid et al., 1996). L’any 1993, Chan i
col-laboradors havien obtingut les primeres plantes d’arros (tipus japonica)

transformades genéticament inoculant embrions immadurs amb Agrobacterium, pero
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I’eficiéncia de transformacid i regeneracié no van ser gaire bones comparant amb les

que posteriorment Hiei i col-laboradors (1994) van descriure.

Des d’aleshores fins ara s’han realitzat centenars de transformacions genétiques
d’arros amb Agrobacterium tumefaciens, fent servir majoritariament varietats model

(Nipponbare i Taipei) d’alta capacitat proliferativa i regenerativa.

Aixi pero, estudis realitzats al nostre laboratori van permetre establir els protocols
de transformacid genética tant per Agrobacterium tumefaciens com per biolistica, de
tres varietats comercials mediterranies d’arros tipus japonica, (Sénia, Bahia i Tebre)
(Pons et al., 2000). Aquests protocols s’han utilitzat amb exit per obtenir linies d’arros
resistents a insectes (Breitler et al., 2000, 2004; Marfa et al., 2002; Vila et al., 2005) i a
malalties fingiques (Coca et al., 2004, 2005; Moreno et al., 2005).

2.4 Percepcio de la transgenia

La transgénia s’hauria d’entendre com una eina més que ens aporta la ciéncia i,
que juntament amb la millora classica i altres técniques ja acceptades ens haurien
d’ajudar a la recerca de noves varietats més adaptades a les nostres necessitats i gustos.
Cal tenir en compte perd, que sempre que s’introdueix una nova tecnologia s’ha
d’emprar amb les precaucions i la prudencia adequades per reduir al minim les

desavantatges i riscos potencialment associats.

2.4.1 Aportacions de la transgénia

Fa vint anys es van publicar els primers resultats amb éxit de transferéncia i
expressio de gens forans en plantes (Herrera-Estrella et al., 1983; De Block et al., 1984).
Des de llavors, les plantes transgéniques han esdevingut una eina essencial de la

genética molecular, fonamental en estudis de genomica funcional.

En aquest sentit, s’utilitzen extensivament les plantes transgeniques per 1’analisi
funcional de promotors. En aquest sentit es transformen plantes amb construccions en

les que gens marcadors estan sota el control del promotor del gen d’estudi. La
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funcionalitat de dit promotor es pot aixi determinar sota un gran ventall d’estimuls
ambientals, incloent la llum, ferides, temperatura i hormones entre d’altres, i en

diferents teixits vegetals.

La transformaci6 genctica també ha demostrat ser una eina de treball fonamental
per determinar la funci6 de gens concrets, i en relacio a processos fisiologics especifics
de la planta. En aquest sentit, les estratégies que es fan servir poden ser la
sobreexpressio del gen d’estudi o el silenciament de I’expressido del gen (seqiiéncies

antisentit; RNA1).

Darrerament s’ha estés 1’Gs de plantes transformades com a eines per la
mutagenesi d’insercio, tant directament per T-DNA com indirectament per mobilitzacid
de transposons (Sallaud et al., 2004). Les col-leccions de mutants poden ser facilment
crivades per caracters fenotipics podent-se identificar i aillar els gens responsables del
caracter amb certa facilitat. Es troben diversos treballs d’interés en els que s’ha seguit
aquesta estratégia d’estudi funcional en Arabidopsis, tomaquet i arros (Meinke et al.,
1998; Jeon et al., 2000; Gidoni et al. 2003) alhora que apareixen noves técniques com el

TILLING (McCallum et al., 2000) per estudiar genética funcional (Liu et al., 2005).

Amb el desenvolupament dels metodes de transformacio i el coneixement que se’n
deriva, s’han posat a I’abast eines amb les que es poden sobrepassar les limitacions de la
millora classica. En aquest sentit s’ha avangat en la cursa de I’obtenci6 de millors
plantes transgéniques amb importants aplicacions en I’agricultura, la industria i la
medicina. Des de I’obtencid de les primeres plantes transgéniques, s’han desenvolupat

noves varietats que han estat cultivades extensament en algunes regions del mon.

Alguna de les modificacions introduides a noves varietats fan referéncia a aspectes
tan diversos com la qualitat de fruits i llavors, la resisténcia a virus, insectes, fongs i
bacteries fitopatogenes, fotosintesi 1 metabolisme dels sucres, tolerancia a estres abiotic.
També ha permes I’s de plantes com a bioreactors, o la producciéo de compostos amb

aplicacions cliniques en plantes transgéniques (rev. Herrera-Estrella et al., 2005)

Tot 1 que en termes de producci6 agricola, I’impacte de la tecnologia transgénica,
no ha assolit el seu potencial donades les controvérsies que aquesta nova tecnologia ha
generat, 1 als estrictes sistemes reguladors que s’han adoptat en alguns paisos, la

superficie de cultius transgenics s’ha anat incrementant a nivell mundial des de la
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comercialitzacié del tomaquet transgénic, el 1994. Segons dades del “International
Service for the Acquision of Agri-biotech Applications” (ISAAA, 2004) 80 milions
d’Ha es varen cultivar amb plantes transgeniques durant el 2004, distribuides en 17
paisos. Aquesta superficie €s més gran que tota la peninsula Ibérica. Aixi pero, el 99%
d’aquesta producci6 estava localitzada en sis paisos (Estats Units, Argentina, Canada,
Brasil, Xina i Sud-Africa). Aquests cultius eren principalment de soja, blat de moro,
cotd 1 colza tots ells, resistents a herbicides 1/o0 a ’atac d’insectes. En el cas de la Unid
Europea, abans de 1’adhesi6 de Polonia (2004), I’tnic pais on es cultivaven plantes
transgeniques a nivell comercial era Espanya, amb una superficie conreada durant I’any
2004 de 58 000 Ha, exclusivament de blat de moro, I’inica especie autoritzada pel

cultiu.

2.4.2. Limitacions de la transgenia

Les limitacions de les plantes transgéniques, deriven del desconeixement de
possibles riscos que poden comportar en aspectes de seguretat alimentaria aixi com

d’impacte ambiental d’aquest tipus de cultius.

Una de les preocupacions en seguretat alimentaria fan referéncia a la preséncia
dels gens de seleccid que confereixen resisténcies a antibiotics. Una d’aquestes
preocupacions es basa en la possible reduccio de 1’eficacia dels antibiotics en humans i
animals a través de possibles transferéncies d’aquests gens a les bacteries presents en els
aparells digestius o a les bacteries presents en ’ambient. Aquest aspecte ha estat
ampliament estudiat per un grup de cientifics de la “British Society for Antimicrobial
Chemotherapy” i els resultats de 1’estudi s’han publicat recentment (Bennett et al.,
2004; Netherwood et al. 2004). Les conclusions d’aquests estudis indicaren que no hi ha
proves cientifiques objectives que facin creure que els gens de resisténcia a antibiotics
puguin migrar als bacteris per crear nous problemes clinics. També s’han portat a terme
diversos estudis amb la proteina Bt, en els que no es descriu cap evidéncia de receptors
especifics d’aquestes proteina en teixits de mamifers, ni hi ha indicacions d’homologia
en la seqiliencia aminoacidica a cap proteina al-lergénica alimentaria coneguda. Tampoc

es van identificar problemes de toxicitat (Kuiper et al., 2001).
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Malgrat tot aixo, tenint en compte el principi de precauci6 i donat que el risc zero
no existeix, es recomana el minim us dels gens que codifiquen resisténcies a antibiotics
aixi com I’establiment de noves estratégies de transformacié per evitar, en un futur, el
seu us. En aquesta tesi es desenvolupa un estudi comparatiu de diferents estratégies per

eliminar els gens de seleccid en plantes transgeniques de varietats comercials d’arros.

Un altre dels riscos que s’atribueixen a les plantes transgéniques és que d’alguna
manera podrien danyar el medi ambient o contribuir a la pérdua de biodiversitat natural.
La desaparicid d’especies locals deguda a la introduccié de nous conreus ja ha estat
ampliament descrita en el cas de cultius no transgenics (Ellstrand et al., 1999; Ellstrand
2001). Aquest és un factor de risc que no es pot atribuir exclusivament a les plantes

transgeniques.

Una altra preocupacié mediambiental dels cultius transgeénics és la probabilitat i
possibles conseqliencies de la transferéncia dels gens introduits a través de la dispersio
del pol-len cap a parents salvatges o a cultius no transgeénics. Referent a la introduccio
de gens de resisténcia a insectes, malalties o a herbicides, I’efecte que tindra sobre el
medi ambient dependra del caracter introduit. Aixi per exemple, si el que s ha introduit
es un gen de resisténcia a insectes, cultivar plantes que produeixen substancies
insecticides tindra probablement el mateix efecte que [’aplicacié continuada
d’insecticides quimics, es a dir, I’aparicid6 de poblacions d’insectes resistents als
insecticides. Per tant, en aquest cas, tampoc les plantes transgeéniques creen nous
problemes respecte els cultius tradicionals —que requereixen 1’as d’insecticides quimics
per combatre les plagues- i per tant, s’han d’establir les mateixes estratégies de control.
S’han realitzat estudis sobre I’aparicié de poblacions d’insectes resistents a Bt en cultius
de blat de moro Bt en els que no es van detectar dites poblacions resistents després de
cinc anys consecutius de mostreig per diferents zones d’Espanya (Farinds et al., 2004).
Si el que s’ha introduit és una resisténcia a herbicida 1 aquest gen passa a males herbes
compatibles, la conseqiiéncia més clara és que les males herbes esdevindran resistents a

I’herbicida i aquest producte ja no es podra fer servir per eliminar-les dins del conreu.

Perdo a la natura, aquesta resisténcia puntual no té per que representar una
avantatge, ja que no es fan servir herbicides, i per tant, la mala herba resistent no té per
que convertir-se en una “super mala herba”. O el cas de la papallona monarca, on

conclusions erronies per 1’extrapol-lacié de les condicions de laboratori a les condicions
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de camp, van generar una gran polémica (Losey et al., 1999; Shelton et al., 2001). Aixi

doncs, I’impacte ambiental dels gens que s’introdueixen s’ha d’avaluar en cada cas.

Aquesta tecnologia té un gran potencial per contribuir al desenvolupament d’una
agricultura sostenible. L’anomenada primera generacid de plantes transgeniques,
(resistents a herbicides i/0 a insectes) esta sent adoptada per diversos paisos com
demostra I’increment d’aquests cultius a nivell mundial esmentat abans. Com exemple
podem citar el cas de la Xina que ha adoptat el cotd Bt resistent a insectes. Aquesta
opcid s’ha traduit en una major produccid i1 sobre tot en una reduccio significativa del
nimero d’agricultors intoxicats per I’s indiscriminat d’insecticides quimics (Hossain et
al., 2004). A més, les autoritats xineses han decidit potenciar al maxim la produccié de
varietats d’arros transgenic resistents a malalties per disminuir I’impacte ecologic dels
pesticides que actualment es fan servir i també per a augmentar la produccié d’aquest
aliment basic per la seva poblaci6. Fan aquesta aposta de futur perqué consideren que

les avantatges que per a ells comporta aquesta tecnologia justifica plenament el seu us.

Per altra banda, comencen a aparcixer estudis seriosos, basats en dades
economiques, com per exemple el de Phipps i col-laboradors (2002) on es demostra
clarament que el cultiu de plantes transgeniques resistents a herbicides i/o insectes es
tradueix en un augment de produccid, en una disminucié en I’aplicacio d’herbicides i en
un estalvi de combustible i per tant d’alliberament de CO; al medi ambient. Recentment
el govern de la India ha autoritzat el conreu d’una patata transgénica amb una
composicid proteica més equilibrada (Chakraborty et al., 2000) per ajudar a pal-liar els

problemes de malnutricio del pais.
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3. ELS GENS DE SELECCIO

3.1 Problematica dels gens de seleccid

Tal com s’ha descrit a I’apartat 2.2 de la introduccid, les baixes eficiéncies dels
metodes de transformacid requereixen 1’Gs de gens de seleccid per identificar les
cel-lules que hagin incorporat funcionalment el DNA transferit. Per aixo classicament
s’introdueix un gen que codifica per una resisténcia a antibiotic o a herbicida amb el gen
d’interes, es cultiven les cel-lules transformades en un medi amb 1’agent de seleccid
corresponent permetent el creixement exclusiu de les cél-lules que hagin incorporat el
DNA forani. Després del procés d’obtencid de les plantes transgéniques no es requereix

més de la presencia dels gens de selecci6 a la planta.

Per altra banda els mateixos agents de seleccid, herbicides 1 antibiotics,
disminueixen I’habilitat de les cel-lules transgeéniques a proliferar i diferenciar-se a
plantes transgeéniques ja que les cel-lules que moren per accio dels agents de seleccio, i
els compostos toxics que se’n deriven, inhibeixen el subministrament de nutrients a

cel-lules transformades (Ebinuma et al., 2001(a)).

A més, si s’incrementa el nimero de caracters transgénics per encreuaments
sexuals, el nimero de copies del gen de seleccid es multiplica, incrementant la
possibilitat de silenciament génic depenent d’homologia per 1’elevada expressié de gens
homolegs (Ebinuma et al., 2001(a)). I si enlloc d’encreuaments sexuals es re-
transformen les plantes transgeéniques per incorporar nous caracters, el gen de seleccid
del segon caracter haura de ser diferent al primer, i el nimero de gens de seleccio
disponibles que siguin aptes per moltes espécies ¢s actualment limitat. El numero de
promotors usats habitualment per expressar constitutivament els gens de seleccio és
tamb¢ limitat, i la seva repetida introducci6 podria activar mecanismes de silenciament

amb efectes negatius en 1’expressié d’'un més gens d’interés (Puchta, 2003 (a)).

El manteniment dels gens de seleccid en plantes transgeéniques no té més
repercussions a nivell de laboratori ni bioassaigs, perod la seva preséncia a nivell de

camp si té repercussions d’ambit public i social (Hohn et al., 2001).
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A nivell europeu aquestes raons han portat ’adopcié de mesures preventives com
I’aparicio6 de directives com la EU 2001/18/EC en la que es fa referéncia a la prohibicio
de la preséncia dels gens de seleccio que confereixin resisténcia a antibiotics d’us clinic
(huma 1 animal) en camps comercials a partir de 2005 1 a partir del 2009 per camps

experimentals.

Per totes aquestes raons seria interessant des del punt de vista cientific 1 social,
trobar una estratégia de transformacid genctica que prescindis de gens de seleccid basats
en la resisténcia a antibiotics. Tanmateix fins avui es desconeix i, fins que no aparegui
I’Gs de d’una nova tecnologia que ho permeti, molts autors han dedicat grans esforcos
en trobar estratégies que permetin 1’eliminacié eficient dels gens de seleccid un cop
realitzada la transformacid genética, entenent que anomenem gen de seleccio o d’interes

referint-nos als cassettes per 1’expressié dels mateixos, promotor:gen:terminador.

3.2 Estrategies per eliminar els gens de seleccio basats en resistencia a
antibiotic

Fins ara es podrien definir quatre grans linies d’actuacio per la resolucio de la
problematica amb els gens que confereixen resisténcia a antibiotics en plantes

transgeéniques.

3.2.1 Prescindir dels gens de seleccid

Millorant les eficiéncies de transformaci6, hauria de ser possible la identificacid
de les cel-lules modificades genéticament per metodes moleculars en estadis immediats
a la transformacio6 genética. En algunes plantes model en que s’han establert métodes de
transformacidé amb una gran eficiéncia regenerativa, es poden portar a terme
modificacions genétiques sense 1’4s de gens de seleccid. El grup de De Vetten (2003),
seleccionen per PCR les cél-lules de patata transformades, amb una eficiencia del 1-5%.
També el grup d’Aziz (2003) descriu I’obtencié de plantes transgéniques de tabac
inoculant linies germinals masculines (concretament microspores uninucleades) sense
gens de selecci6 amb una eficiéncia que permet prescindir dels gens de seleccio.
Tanmateix son necessaries moltes altres aproximacions a aquest tipus de técniques a fi

que es pogués prescindir dels gens de seleccio en la producci6 de plantes transgeéniques.
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3.2.2 Eliminacio6 dels gens de seleccio6 per co-transformacio

Les estratégies de co-transformacié es basen en la co-integracioé separada en el
genoma hoste de dos transgens, el d’interes i1 el de seleccio, seguida de la segregacid

dels dos caracters en la subsegiient generaci6 de plantes.

Mitjangant la transformacié genética per Agrobacterium tumefaciens es poden
derivar tres vies de co-transformaci6 en funcio6 de la localitzacié dels 2 T-DNAs en els
que es clonen per una banda el gen d’interés i per altra el gen de seleccid. Tal com es
representa a la Figura 5, els dos T-DNA poden estar localitzats en vectors separats
(Figura 5A,B), podent-se trobar els dos plasmids en dos cultiu bacterians independents
(Figura 5A) o en un mateix cultiu (Figura 5B). Per ultim, els dos T-DNA també poden

estar localitzats en un Unic plasmid (Figura 5C).

(B8] ...
X

B) @ @ * -— Segregacio per encreuament
_.—

a Loci independents

C) Gen d'interes sense gen de seleccié

)

s

0

Figura 5. Generacid de plantes transgéniques lliures de gens de seleccid per métodes de co-
transformacio. Un gen de seleccio (Q)) i un gen d’interés ( * ) clonats entre dos T-DNAs diferents
s’integren a loci independents per co-transformacié. Es representen les tres modalitats a, b i ¢, en funcio
de la localitzacio dels dos T-DNAs. El gen d’interés segrega del de seleccid per encreuament sexual i

s’obtenen les plantes transgeéniques lliures de gen de seleccid a la descendéncia.

A) Transformacié amb dos vectors T-DNA introduits individualment en Agrobacterium

Tal com es mostra a la Figura 5A, la co-transformacio es porta a terme inoculant
el material vegetal amb dos cultius d’una soca d’Agrobacterium, un portador d’un

vector amb el gen de seleccid i1 I’altre portador del vector amb el gen d’interes. El
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material transformat es selecciona amb ’agent de selecci6 corresponent i s’avaluen les
plantes regenerades pel gen d’interés. Les plantes transgéniques lliures de gens de

selecci6 segreguen de les plantes co-transformades per encreuament.

El grup de Depiker (1985), van co-cultivar protoplasts de tabac amb dues soques
d’Agrobacterium, una portadora d’un plasmid Ti amb un T-DNA salvatge (nopalina) i
I’altra portadora d’un vector binari que contenia el gen nptll, que confereix resisténcia a
la kanamicina. Els resultats indicaren que cada c¢l-lula vegetal tenia suficients llocs de
reconeixement o d’inserci6 per diverses cel-lules bacterianes 1 que la transformacio
d’una cel-lula vegetal per dues bacteries representaven fets independents. El 1987,
McKnight i col-laboradors, van repetir un experiment similar en el que treballaren amb
discs de fulla de tabac. La segregaci6 independent dels dos T-DNA en les plantes
descendents indicaven que els dos T-DNA s’havien integrat en diferents loci. Més tard,
De Block i col-laboradors (1991), van co-cultivar segments d’hipocotil de llavors de
colza amb dues soques d’Agrobacterium. Una portava un plasmid que contenia el gen
bar i I’altra un plasmid amb els gens hpt (higromicina fosfotransferasa) i nptll
(neomicina fosfotransferasa). Els resultats, en contrast amb els descrits per Depiker i
col-laboradors (1985), indicaren que la co-transformaci6 no era el resultat de dos fets o

events independents sind que es tractava d’un fenomen més freqiient.

De Neve i collaboradors (1997), ho van provar inoculant amb dues soques
d’Agrobacterium, una amb un plasmid amb el gen hpt i 1’altra soca amb un plasmid
portador del gen nptll. Els experiments els van realitzar amb protoplasts de tabac, i amb
disc i arrels d’Arabidopsis. Els resultats que es van descriure indicaven que els T-DNA
derivats de diferents bactéries eren freqiientment integrats en el mateix locus. Resultats
molt similars van ser obtinguts per 1’equip de Komari (1996), que van treballar amb

arros 1 tabac.
B) Transformacié amb dos vectors introduits conjuntament en Agrobacterium

La co-transformacid es porta a terme per co-cultiu del teixit vegetal amb una soca
bacteriana que conté dos plasmids diferents portadors del gen de seleccid o del gen

d’interes respectivament (Figura 5B).

La primera aproximacié d’aquesta estratégia de co-transformacié es va publicar el

1986 per De Framond i els seus col-laboradors. Van inocular plantules de tabac amb una
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soca bacteriana portadora d’un plasmid amb el genotip salvatge per una octopina i amb
un segon vector en el que es va clonar el gen nos. La segregacié dels dos T-DNA en la
descendéncia d’alguna de les plantes indica que s’havien integrat en loci independents.
M¢s tard, els resultats de Daley i col-laboradors (1998), en qué van inocular tabac 1
colza amb una soca d’Agrobacterium portadora de dos plasmids, un amb el gen UidA

(GUS) i I’altre amb el gen nptll, van coincidir amb 1’anterior.
C) Transformacié amb un vector portador de dos T-DNA

Tal com es mostra a la Figura 5C, la co-transformacié es realitza amb una soca
bacteriana, portadora d’un vector binari en el que s’han clonat dos T-DNAs diferents,
un portador del gen de seleccid i1 I’altre portador del gen d’interés. Posteriorment, a

nivell de descendéncia s’obtindrien plantes lliures de gens de seleccio.

Una de les primeres temptatives d’aquesta estratégia va ser descrita per Depicker i
els seus col-laboradors el 1985. Van inocular protoplast de tabac utilitzant un vector
binari portador de dos T-DNA (un amb T-DNA salvatge i1 I’altre T-DNA amb el gen
nptll). Els resultats indicaren que una sola soca d’Agrobacterium podia transferir i
integrar dos T-DNAs separats en un mateix esdeveniment d’infeccid. A més
conclogueren que les cel-lules vegetals tenien més probabilitat d’adquirir diversos T-
DNA provenint d’un sol tipus bacteria que de diversos. Més tard, Komari, i
col-laboradors (1996), van arribar a les mateixes conclusions treballant amb arros 1
tabac. Nombrosos autors han portat a terme aquesta estratégia de co-transformacié amb
diferents especies vegetals incloent soja, ordi, tabac o blat de moro (Xing et al., 2000;

Matthews et al., 2001; McCormac et al., 2001; Miller et al., 2002)

Recentment, Lu i els seus col-laboradors (2001) van simplificar 1’estratégia del
doble T-DNA construint un T-DNA amb dues seqiiencies flanquejants de I’extrem dret
del T-DNA (DRB, double right border) entre les que es clonava el gen de seleccio. El
gen d’interés se situava entre el segon extrem dret 1 I’extrem de 1’esquerra. Els autors
van descriure 1’obtencid de plantes d’arros amb diversos gens d’interés i sense gens de
selecci6 a nivell de progénie. I I’equip de Gilbertson (2003), posteriorment va
desenvolupar una aproximacié amb un T-DNA tunic portador del gen d’interés. El gen
de seleccid es clonava més enlla de I’extrem esquerra del T-DNA (L-border), en la
propia seqiiéncia del vector binari. Donada la integracié de seqiiencies “no desitjades”

del vector binari més enlla del I’extrem esquerre del T-DNA, la integracié en loci
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independents del T-DNA per una banda i1 del gen de seleccid per una altra, va ser

possible la segregacid de caracters en la progenie.

3.2.3 - Escissi6 dels gens de seleccid

— Per recombinacio de lloc especific

L’habilitat de les recombinases microbianes de lloc especific de tallar el DNA,
adherir-s’hi i enclavar-lo en una segona seqiiéncia diana ha permés un amplia
manipulacié del DNA en eucariotes superiors. Es tracta de sistemes de dos components
en que¢ una recombinasa actua en trans per catalitzar la recombinacidé entre dues
seqiiéncies curtes i especifiques de DNA. Teoricament, qualsevol seqiiéncia de DNA
flanquejada per dues seqiiéncies de reconeixement de I’enzim orientades directament
seran delectades en preséncia de la recombinasa. L’estratégia per eliminar els gens de
seleccid és la produccid de transformants en els que el gen de selecci6 estigui flanquejat
per les seqiiéncies de reconeixement de la recombinasa, i subseqiientment introduir el

gen de la recombinasa per una segona transformacid genética o per encreuament sexual.

En qualsevol cas, es podrien identificar en la progeénie segregant, plantes lliures de
gens de seleccio 1 sense el gen de la recombinasa. Els sistemes de recombinacid
especifica més usats son el sistema Cre/loxP del bacteriofag P1 (Dale et al., 1990;
Odell, 1990; Russell, et al., 1992): el FLP/FRT, de Sacchromyces cereviseae (Lyznik, et
al., 1993; Lloyd et al., 1994); el sistema pSR1, de Zygosacchromyces rouxii (Onouchi et
al., 1991); 1 la recombinasa Gin, del fag Mu (Maeser et al., 1991). A la Figura 6 es
mostra un esquema del procés d’eliminacio del gens de seleccid per recombinases de

lloc especific, concretament del sistema Cre/lox.
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Vector 1
Vector 2 Segregacio per encreuament

—eF—— Loci

Gen d’interés sense gen de seleccio

Escissio

Figura 6. El sistema Cre/lox del bacteriofag P1 és un sistema de recombinaci6 especifica que consisteix
en dos components: la recombinasa (Cre)(R]) i els seus llocs de reconeixement (loxP)@). La recombinasa
Cre media events de recombinacié causant 1’escissio de segments de DNA situats entre dues dianes loxP
directament adjacents (Odell et al., 1990). Se situa el gen de seleccié (@) flanquejat per dues regions
loxP i alhora lligat al gen d’interes *’) Es generen plantes transgéniques que continguin els dos gens, i
el gen cre és aleshores introduit per retro-encreuamnet o per pol-linitzacié creuada. Després de 1’escissio

del gen flanquejat per les dianes loxP del genoma vegetal, ’encreuament pot separa el gen d’interes del

gen cre. Per tant les plantes transgéniques lliures de gens de seleccié s’obtindrien a nivell de T1.

La primera demostracié que un gen de seleccid va poder ser extret del genoma d’una
planta transgénica seguint aquest precepte va ser fa més d’una década. Dale i
col-laboradors (1991) van escindir el gen nptll (kan®), situat entre dues regions lox del
genoma de plantes de tabac per I’expressio de la recombinasa Cre. Més tard, treballant
amb tabac i1 Arabidopsis es va veure que 1’escissio era més eficient en estadis inicials
del desenvolupament quan el gen cre és introduit per re-transformacid que per
encreuament pol-linic (Russell, et al., 1992). Posteriorment es va comprovar en tabac,
que a través de D’expressié transitoria del gen cre, també es podien produir plantes
transgeniques lliures de gens de seleccid sense encreuament sexual (Gleave et al.,

1999).
- Per transposons

Els transposons o elements transposables son seqiiéncies de DNA amb la capacitat
de moure’s d’una localitzacié gendomica cap a una altra. Un dels transposons més
estudiats en genética vegetal és el sistema Ac/Ds de blat de moro (Federoff et al.,

1983). L’estrategia per eliminar el gen de seleccio es basa en clonar el gen d’interes o el
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gen de seleccid a ’abast de seqiiencies transposables de manera que, les dues entitats
puguin ser separades entre elles durant una reacci6 controlada per transposasa, posterior
a la transformacido genética i a la seleccio, obtenint a nivell de progenie plantes

transformades lliures de gens de seleccio.

Les dues estrategies s’han aplicat amb éxit. En la primera, el gen de seleccio es
situa en un element mobil el qual es perd després de la transposicié (Gorbunova et al.,
2000) . La segona temptativa, situant el gen d’interés en 1’element mobil per allunyar-lo
del gen de seleccid, s’ha descrit atil en tomaquet (Goldsbrough et al., 1993; Yoder et al.,
1994). Aquest reposicionament permet 1’expressio dels transgens a diferents posicions
genomiques i conseqiientment a diferents nivells d’expressio, creant una serie de plantes
amb diferents loci transformats a partir d’un sol event de transformacié. Tanmateix, els
transposons tendeixen a saltar a posicions lligades en el genoma, esdevenint una técnica

d’eliminacié de gens de seleccié molt lenta.

A la Figura 7 es mostra un esquema representatiu del procés d’eliminaci6 dels

gens de seleccid mitjangant I’s de tranposons.

Segregacio per encreuament

Loci independents

Gen d'interés sense gen de seleccio

Transposicié

Figura 7.Eliminaci6 del gen de seleccié per elements Ds. El d’interés *} flanquejat per les seqiiencies
Ds ( 3 )s’uneix al gen de seleccio (@ ) i al gen de la transposasa Ac (LTl). Després de la transposicié del

gen d’interés a un locus no lligat, segrega del gen de seleccio per encreuament sexual.

- Per recombinaci6 homologa intracromosomica

Tot 1 que la delacid6 de seqiiéncies situades entre repeticions directes per
recombinacié homologa (HR) en el genoma és molt baixa (Puchta, et al., 1995), ’equip

de Zubco (2000), utilitzant el sistema de seqiiéncies att-P, va obtenir plantes de tabac
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lliures de gens de selecci6 amb una freqiiéncia més alta de 1’esperada. Tot i que s’han
donat diferents interpretacions a diferents resultats, hi ha moltes incognites pendents
(Paques et al., 1998). L’eliminacié de fragments de DNA per recombinacié homologa
intra-cromosomica no requereix I’expressido de recombinases, fet pel qual deixa de ser

necessaria la segregacio de caracters per I’eliminacio del gen que la codifiqui.

3.2.4 Us de gens de seleccio alternatius a les resisténcies a antibiotics

Paral-lelament, 1 en combinaci6 a les estratégies d’eliminaci6 dels gens de
seleccio, es desenvolupen un nou tipus de gens, anomenats gens de seleccid positiva. La
ra6 d’aquests gens €s que I’agent de seleccid no mata les cél-lules no transformades tal
com passa amb els sistemes de seleccid per resisténcies a antibiotics i herbicides

(seleccid negativa).

Hi ha gens de selecci6 positiva que confereixen un avantatge metabolic a la
cel-lula transformada afavorint la seva regeneracid respecte la gran resta de cél-lules no
transformades. El primer exemple de seleccié positiva va ser descrit per Joersbo i
col-laboradors (1996) a I’obtenir plantes transgeniques de tabac utilitzant el gen aillat
d’E.coli que codifica per la B-glucuronidasa com a gen de seleccid. Van substituir la
citoquinina del medi de cultiu per un derivat de la benziladenina (citoquinina

glucuronide) de manera que només les cel-lules que I’expressessin podien regenerar.

Altres gens de seleccid positiva estan relacionats amb el metabolisme de sucres,
com el gen de la xilosa isomerasa, (Haldrup et al., 1998), o el sistema més ben establert,
el gen de la manosa isomerasa, (Joersbo et al., 1998; Negrotto et al., 2000). Donada la
menor agressivitat dels agents de seleccio, en diversos dels treballs citats s’observa un
augment significatiu en la taxa de regeneracio de plantes (Joersbo et al., 1996; Hohn et

al., 2001).

Altres gens de seleccid positiva estan relacionats amb el metabolisme de les
fitohormones, com els vectors MAT (Multi-Auto-Transformacid) (rev. Ebinuma et al,
1997, 2001(b)), en els que es combina la seleccid positiva amb diferents técniques
d’escissio de DNA. S’han descrit dos tipus de vectors MAT. El tipus ipt, que utilitza el
gen de la isopentanil transferasa d’Agrobacterium tumefaciens PO22 (Wabiko et al.,

1989) com a gen de seleccid per regenerar cél-lules transformades. I el tipus rol, que
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utilitza un fragment de 7,6 kb amb els gens rol A,B,C d’A.rhizogenes NIAES 1724
(Kiyokawa et al., 1994). El gen ipt codifica per la isopentanil transferasa que catalitza la
sintesi de citoquinines causant la proliferacié de les cél-lules transgéniques i 1’aparicio
de brots adventicis. Els gens rol, en canvi, son responsables de la proliferacié d’arrels
en cabellera incrementant la sensibilitat a les auxines. Donat que les plantes que
regeneren a partir d’arrels en cabellera presenten fenotips anormals, es va combinar,
pels dos tipus de vectors MAT, amb el transposé de blat de moro Ac o amb el sistema

de recombinacio especifica R/RS, per treure aquests gens després de la transformacio.

Recentment s’ha descrit la utilitzacié del gen gfp com a gen de seleccid visual en
la produccié de civada (Avena sativa) (Kaeppler et al. 2001), ordi (Hordeum vulgare)
(Ahlandsberg et al., 1999), arros (Vain et al 1998) i blat (Jordan 2000).

3.2.5 Altres solucions. Els cloroplasts

La recombinacié homologa entre repeticions directes és una estratégia simple d’escissio
de gens de seleccid després que les cel-lules o brots transgenics hagin estat aillats
(seleccionats). En els plastidis, la recombinacié homologa és un fenomen que es dona
amb més predominancia que en el nucli. Els gens de seleccido es flanquegen per
repeticions directes pre-dissenyades, en les que tant el nimero com la longitud

influeixen en la taxa d’escissio. A la Figura 8 es mostra I’esquema general del procés.

Escissioé per recombinacio

homologa espontania
Pérdua
vector Sense
Seleccid —D—@—
5 )Y S
®
v 1—L-e-Lr—
Sele
LCILT

I—LHT— 1L ®- DL

Transformacié genética plastidial

Gen d'interés sense gen de seleccio

Figura 8. Esquema del procés d’escissio per recombinacié homologa del gen de seleccié () en plastidis.
La interaccié del DNA fora t¢ lloc per recombinacié homologa de seqiiéncies comunes ( [)), quedant
excloses seqiiéncies dels vectors de transformacio plastidial fora d’aquestes regions. La incorporacio
d’aquest DNA és conduida per la seleccié de I’expressio del gen de seleccid. Quan es treu ’agent de
seleccid, el gen que codifica per la resisténcia a la seleccid s’escindeix per recombinacié homologa
espontania entre les dues seqiiéncies que flanquegen el gen de seleccid (XD ), obtenint-se la cél-lula
transformada amb el gen d’interés (*).
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La integracié del DNA forani en cloroplasts té lloc per recombinacié homologa,
entre el DNA extern i el seu lloc diana en planta. Les seqiiéncies homologues
flanquejants dels dos gens, el de seleccid 1 el d’interés, promouen la seva integraciod
excloent la integracio de la resta de vector de transformaci6. La integracié en el genoma
hoste del gen de seleccid permet la seleccio de les cel-lules transformades, que un cop
aillades, es deixen de seleccionar, i per fendmens de recombinaci®é homologa
espontania, s’eliminen les seqiiencies codificants pel gen de seleccid, flanquejades per
repeticions directes. Les primeres cel-lules seran heteroplastidiques en el sentit que
tindran una mescla de plastidis, amb 1 sense gens de seleccio. Quan es troben els dos
tipus de plastidis en una mateixa cel-lula, les repetides divisions cel-lulars donen lloc a
dues poblacions de cél-lules amb continguts homogenis de plastidis, amb i sense gens de

seleccio.

Aquesta estratégia s’ha aplicat amb €xit en plastidis de tabac ja que es van obtenir
plantes transplantomiques sense gens de seleccid (Iamtham et al., 2000). Tanmateix,
aquest procediment només és viable en especies en les que s’hagi posat a punt un

protocol eficient d’obtencid de plantes transplantomiques.

Alguns autors han intentat avaluar conjuntament les estratégies descrites en els
apartats anteriors. Aixi, per exemple, en una revisié de 10 publicacions (Goldsbrough,
2001) en que es descriuen estratégies de co-transformaciod per Agrobacterium (Depicker
et al., 1985; Petit et al., 1986; De Framond et al., 1986; Simpson et al., 1986; McKnight
et al., 1987; De Block et al., 1991; Komari et al., 1996; De Neve et al., 1997; De Buck
et al., 1998; Daley et al., 1998) amb vuit espécies vegetals diferents (tabac, pastanaga,
lotus, Arabidopsis, civada, tomaquet, mostassa i arros), les taxes de co-transformacio
variaven del 14% al 90%. Només en cinc publicacions es presenten dades de segregacio
en les plantes descendents. En els 5 casos, es descriu algun event primari de co-
transformacio en qué els T-DNA es van integrar en loci no lligats, confirmant la
validesa de 1’estratégia de la co-transformacié per eliminar els gens de seleccid de
plantes transgéniques. Tanmateix no hi ha prou dades per treure conclusions a I’hora de
portar a la practica les estratégies, degut a les metodologies de transformacioé usades, a

les soques d’Agrobacterium, als plasmids i a les espécies empleades.

En el treball de Komari (et al., 1996), treballant amb arrds i tabac, va obtenir

eficiéncies de co-transformacié similars experimentant amb les tres variants de
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I’estrategia. Tot i que amb un vector superbinari (amb dos T-DNA) obtenia una co-
transformacio lleugerament superior que usant dos vectors en una soca bacteriana o
dues soques bacterianes, cadascuna portadora d’un plasmid diferent, la freqliéncia de
segregacid independent en la progeénie van ser majors en la mescla de dues soques

bacterianes.

En una revisi6 de 16 treballs referits a la co-transformacido per metodes de
transformacio6 directa (Goldsbrough, 2001) i en la que es van experimentar deu especies
diferents (tabac, pettinia, Arabidopsis, blat de moro, soja, arros, mostassa, ordi, pésol i
blat) es van descriure freqiiéncies de co-transormacié que oscil.laven entre 18-100%.
Les dades de segregacid de la progenie de les plantes co-transformades es van limitar de
nou a cinc publicacions, tanmateix, només en una (Herve et al., 1993) es descriu

segregaci6 independent dels gens, i va ser per electroporacid de protoplast de mostassa.

Els metodes d’escissidé com els transposons o les recombinases de lloc especific
poden presentar diverses limitacions en linies transformants que continguin multiples
copies dels gens, integrades en un o diferents loci, de manera complexa, donat que es
podrien donar fenomens de translocacid, inversions i delecions cromosomiques,
depenent de les estructures 1 de les localitzacions cromosomiques del DNA insertat.
Probablement seria necessari fer una pre-seleccid dels primers transformants, triant els
casos d’integracio simple i preferiblement en un sol locus (Dale et al., 1991; Lyznik

1996).

Amb el proposit d’eliminar els gens de seleccid usualment s’utilitza la
transformacio genética per Agrobacterium donada la major freqiiéncia d’integracio
separada de dos gens que no pas mitjancant la transferéncia directa de DNA. Sobre les
diferents estratégies de co-transformacio s’han donat resultats molt dispars, essent
dificil establir un consens final que permeti dir quin és el millor sistema. A més, en la
literatura se solen provar les estratégies amb plantes models, que poden resultar molt

diferents de les varietats relatives cultivades (comercials).

Fins ara, la co-transformacié continua semblant I’estratégia més simple de totes i
pot ser portada a terme per diferents vies alhora que es pot aplicar per diferents metodes

de transformacio.
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4. EL FLUX DE GENS

Un dels riscos potencials que s’atribueixen a les plantes transgeéniques és que
d’alguna manera podrien danyar el medi ambient degut a la dispersio dels transgens a
través del pol-len ja sigui cap a camps veins o a males herbes compatibles. En base a
poder garantir la coexisténcia entre cultius transgenics, convencionals 1 ecologics, cal
estudiar doncs, per a cada un dels conreus, fins a quin punt la pol-linitzacio creuada pot
donar-se i en cas afirmatiu, quines mesures de seguretat es podrien prendre per

minimitzar-la.

En aquest sentit, la nova normativa europea sobre OMGs defineix la coexisténcia
com el dret que tenen tots els agricultors a poder escollir entre cultius transgénics,
tradicionals o ecologics (Comission Recommendations). En aquesta normativa també
s’estableix un llindar (0.9%) per sobre del qual els productes que continguin una
proporci6 més alta de transgénics s’hauran d’etiquetar com a tal (1829/2003 i
1830/2003). Dins d’aquest marc, la disseminacid dels gens introduits als camps veins
deguda a la pol-linitzaci6 creuada (anomenada flux de gens) adquireix una importancia

economica i social, a més de la que podria tenir des del punt de vista ambiental.

Tot 1 que el flux de gens ha adquirit una major importancia des de 1’aparici6 de les
plantes transgeniques, ’interés en estudiar-lo per exemple en la producci6 de llavors i
linies pures, ha estat patent des de fa molts anys. En les primeres aproximacions a la
mesura del flux de gens s’utilitzaven analisis de marcadors genétics (Slatkin 1985),
proves d’exclusio paternal (Ellstrand et al., 1989; Ellstrand 1992; Friedman et al., 1985;
Adams et al.,, 1990) o per microsatel-lits (Dow et at., 1998). Més recentment, per
estudiar el flux, en i amb plantes transgeniques, es proposen 1’is de marcadors visuals
com la proteina GFP per mesurar, mitjan¢ant I’expressio en planta sencera, el flux génic
en condicions de camp (Stewart, 1996; Leffel et al., 1997; Harper et al., 1999), o el
mateix gen amb promotors especifics de pol-len per fer-ne un seguiment amb trampes

de pol-len (Hudson et al., 2005).

4.1 Flux de gens en arros

L’arros €s una planta autdogama, sent 1’arquitectura floral la que determina en gran

part que s’autopol-linitzi. Aixi I’hora del dia en que s’obra la flor i el temps que roman
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oberta depen de les condicions d’humitat i temperatura. La disseminacié del pol-len
d’arros es considera molt baixa doncs les anteres 1’alliberen abans o quan la lemna i la
palea s’obren, per tant la majoria dels grans de pol-len cauen sobre I’estigma de la

mateixa flor.

A més, la viabilitat del pol-len d’arros és baixa (Yoshida, 1981), i el moviment
horitzontal del pol-len és limitat de tal manera que una distancia de 10 m d’aillament es
considera suficient en la produccié de llavors hibrides per evitar la contaminacid per
pol-len dels camps adjacents (Khush, 1993). Aixi pero, la pol-linitzacid creuada és

possible i té lloc en certa proporcio.

El flux de gens entre les varietats cultivades d’arrdos i/o varietats salvatges
emparentades ha estat recentment revisat per Ellstrand i col-laboradors (1999). El grau
de pol-linitzacio creuada es generalment més alt en les varietats del tipus indica i les
varietats salvatges que en les del tipus japonica (Oka, 1988). Lord (1935) va trobar que
en dos zones climatiques diferents de Sri Lanka la freqiiencia natural d’encreuament
variava entre el 0.34 i el 0.67%, mentre que Brown (1957) va detectar a Malaisia un
0.41% de pol-linitzacié creuada. Srinivasan i col-laboradors (1961) varen trobar valors
entre el 0.04 i el 0.03% a I’India en unes distancies que variaven entre 1.8 i 2.1 m de
I’agent pol-linitzador. Reano i col-laboradors (1998) demostraren que la pol-linitzaci6

creuada pot tenir lloc depenent de la varietat i del sistema de plantacié utilitzat.

M¢és recentment s’han fet servir plantes transgeniques d’arrds resistents a
herbicides per quantificar el flux de gens entre plantes transgeniques i no transgéniques
de la mateixa varietat. Aixi, en un assaig de camp realitzat a ’Estacié Experimental del
Delta de I’Ebre de I'IRTA (Amposta) (Messeguer et al., 2001) es va sembrar un nucli
de plantes transgeniques d’arros de la varietat mediterrania Thaibonet (que tenien el gen
pat (Wohlleben et al., 1988), que confereix resisténcia a 1’herbicida glufosinat d’amoni).
Aquest nucli es va envoltar per dos cercles a 1 1 5 m de distancia de plantes no
transgeniques de la mateixa varietat. Totes les espigues produides per les plantes no
transgeniques es varen collitar planta per planta, anotant la posicid que ocupaven en el
camp. L’analisi de les llavors va permetre detectar un flux genetic lleugerament inferior
al 0.1% a la distancia d’1 m del nucli central. També¢ es va detectar una distribucié molt
asimetrica del flux en aquest cercle, on els valors més alts (0.53%) es detectaren en la

direccio del vent dominant. Un valor significativament més baix (0.01%) de flux es va
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detectar al cercle de 5 m el que era d’esperar tenint en compte les caracteristiques del
pol-len d’arros. Aixi doncs, tots aquests estudis demostren que encara que hi ha un cert
grau de pol-linitzacié creuada entre varietats cultivades i/o silvestres, aquest és forca

baix.

4.2 L arros salvatge

Als camps d’arrds sovint apareix una mala herba compatible amb les varietats
comercials, anomenada arros salvatge o arrds roig degut a que freqlientment presenta
una coloraci6 vermellosa al pericarp. Investigacions basades en isoenzims, RFLP,
RAPD i SSR mostren que les diferents soques d’arros salvatge poden ser diferenciades
en tipus japonica i indica, suggerint un origen comtl amb les varietats cultivades (Cho et
al., 1995; Suh et al 1997; Bres Patry et al., 2001, 2002). Malgrat aixo I’analisi per SSR
ha revelat també la preséncia d’allels que no es troben en la colleccid més

representativa de les varietats cultivades a Asia (Bres Patry et al., 2002).

L’arrds salvatge exhibeix una serie de trets associats al caracter de “mala herba”
com el vigor, la precocitat i la dehiscéncia i dormancia de les llavors, que asseguren la
dispersi6 i la seva permanéncia als camps. Per aquestes raons la preséncia d’arros
salvatge ha esdevingut una qiiestié de gran importancia economica degut a les pérdues

de produccio i sobre tot de qualitat que provoca.

Les rotacions de cultius i els tractaments amb herbicides tenen un efecte limitat
sobre aquesta mala herba. Per aixo, I’s de plantes transgéniques d’arros resistents a un
herbicida podria ser una solucié a aquest problema, sempre i quan no hi hagués o es
pogués minimitzar el flux genétic de 1’arros transgénic a aquestes males herbes. Aixi
doncs, amb 1’aparici6 de la enginyeria genetica, 1’avaluacio del risc de flux genétic cap

a I’arros salvatge ha adquirit més importancia.

Les diverses soques d’arros salvatge es poden creuar amb les varietats cultivades
produint hibrids fertils (Langevin et al., 1990; Noldin et al., 1999). Després d’analitzar
12000 llavors d’arros salvatge collitades en camps de cultiu de 6 varietats diferents es
va estimar que les taxes d’hibridacié natural entre I’arros salvatge i les varietats
cultivades variaven entre el 1.08% i el 52.18% (Langevin et al., 1990). Les diferéncies

trobades entre varietats s’atribuiren a les diferents dates de floraci6. Wheeler 1
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col-laboradors (2000) varen fer un assaig per determinar la freqiiéncia en que el gen pat
(resisténcia a glufosinat d’amoni) es transferia a [’arrdos salvatge, mitjangant
encreuaments amb [’arros transgeénic portador d’aquest gen. Utilitzant tres varietats
transgeéniques resistents a 1’herbicida 1 vuit ecotips d’arros salvatge, varen trobar que les
descendencies de I’arrds salvatge sobrevivien al tractament amb glufosinat en totes les
combinacions assajades. La freqiiéncia d’encreuament variava entre el 0.8 i el 19.7%

depenent dels ecotipus d’arros salvatge i de les varietats d’arros cultivada.

Per altra banda, Oard i col-laboradors (2000) varen estudiar els caracters
fenotipics de la descendencia obtinguda fent encreuaments entre plantes transgéniques
portadores del gen bar (resisténcia al glufosinat d’amoni) i 1’arros salvatge, concloent
que la transferéncia del gen bar a aquesta mala herba no alterava ni el seu vigor ni els
trets de dormancia o dehiscéncia, els quals estan associats a I’aptitud reproductora

d’aquesta mala herba.

En canvi, en un treball similar realitzat per ’equip de Noldin (2004) en I’avaluacio
fenotipica de la generaci6 F, si que es varen trobar, en alguns casos, diferéncies

significatives tant en el vigor com en la dehiscéncia de les llavors.

Per tal d’avaluar el flux de gens en condicions de camp entre 1’arrds transgénic
I’arros salvatge es va realitzar un segon assaig de camp a 1I’Estaci6 Experimental del
Delta de I’Ebre de I'IRTA (Amposta) (Messeguer et al, 2004). Al igual que en el primer
assaig descrit anteriorment, es va fer servir un disseny circular, perd en aquest cas el
cercles conceéntrics estaven situats de dins cap a fora en el segiient ordre: el cercle
interior de 3 m de diametre es va plantar amb plantes de la varietat Sénia no
transgeniques, envoltades per un cercle de plantes d’arros salvatge, les quals estaven
envoltades per dos cercles de plantes transgéniques portadores del gen bar (resisténcia
al glufosinat d’amoni), un altre cercle de plantes transgéniques 1 finalment un cercle de
Sénia no transgenica. A més, per tal de confirmar els resultats obtinguts en el primer
assaig, es varen afegir en les 8 direccions de la rosa dels vents, grups de 8 plantes Sénia
no transgenica situats a 1, 2, 51 10 m de distancia. Amb [’analisi de les descendéncies
obtingudes es varen detectar unes taxes d’encreuament de 0.036 + 0.0006% 1 0.086 +
0.007 % per I’arros salvatge 1 Sénia no transgenica respectivament. Nogensmenys, per
ambdods tipus de plantes es va detectar una clara distribucié asimétrica deguda a la

influéncia del vent dominant. Per altra banda el flux detectat en les plantes situades a 1,
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2, 51 10 m de distancia disminuia a mida que augmentava la distancia, sent la

disminucié menys dramatica en la direcci6 del vent dominant.

Dels estudis descrits anteriorment es dedueix que hi ha una certa taxa
d’encreuament cap a I’arros salvatge que depén de diversos factors com I’ecotipus
d’arros salvatge, la varietat, i les condicions meteorologiques, sobretot la influéncia del
vent. Hi ha pero alguns aspectes en els que cal aprofundir. Els assaigs realitzats fins ara
0 bé es basen en la pol-linitzacié manual o bé en situar les plantes d’arrds salvatge al

costat de les altres.

Cal pero quantificar el flux que s’obtindria si aquestes plantes estiguessin situades
entremig del camp o bé fora del camp (per exemple als marges). Un altre aspecte és
esbrinar fins a quin punt en condicions de camp, es dona una introgressio real dels
transgens en 1’arros salvatge i veure fins a quin punt les técniques culturals que
habitualment es fan servir per controlar aquesta mala herba podrien evitar la

introgressio.

El primer punt és I’objectiu principal de 1’assaig de camp que es presenta en
aquesta tesi mentre que per estudiar la introgressio en funci6 de les técniques culturals
es va iniciar un altre assaig de camp [’estiu de 1’any passat. En aquest assaig, de tres
anys de durada, s’estan utilitzant les linies transgeéniques bar+ i gfp+bar+, descrites en

I’apartat 1.3 de resultats d’aquesta tesi.
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A. Estudi de diferents estratégies de transformacioé que permetin eliminar els gens

de seleccid en plantes d’arros de la varietat comercial Sénia.

Establir una estratégia de transformaci6 d’arrds que permeti incorporar el gens d’interes
i el de seleccio en diferents loci per posteriorment obtenir, per segregacio de caracters,
plantes d’arros que només continguin el gen d’interés. Per fer-ho es provaran diferents
estratégies de co-transformaci6 tant per Agrobacterium tumefaciens com per biolistica,

utilitzant els gens marcadors uidA i gfp.

A.1 Avaluaci6 per transformacié amb Agrobacterium tumefaciens de les segiients

estrategies:

e Inoculaci6 amb dos cultius bacterians, cadascun portador d’un tipus de plasmid
T-DNA i gen marcador (uidA o gfp). Seguint aquesta estratégia també es volia
provar si un decalatge de temps entre una i altra inoculaci6 podria afavorir la

integracio6 separada en el genoma hoste dels dos transgens.

e Inoculacié amb un cultiu bacteria portador d’ambdds plasmids T-DNA, cada

plasmid amb un gen marcador diferent.

e Inoculaci6é amb un cultiu bacteria, amb un unic plasmid, portador de dos T-DNA

(2T-DNA).

A.2 Avaluaci6 de la viabilitat de la transferéncia directe de ‘“cassettes”
d’expressié 1 el possible efecte del decalatge de temps en I’eficiencia de co-
transformacié. Us de dos T-DNA lineals, un amb el gen de seleccié i I’altre amb un gen

marcador.

B. Obtenci6 de plantes d’arros portadores d’un gen d’interes, el gen crylB que

confereix resisténcia al barrinador de 1’arros (Chilo suppressalis).
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C. Determinacio de I’existéncia, i en el seu cas, el grau de flux génic en plantes

d’arros.

C.1. Confirmar I’efecte de la distancia 1 dels vents dominants en 1’encreuament

entre plantes transgeéniques i plantes no transgeniques de la mateixa varietat d’arros.

C.2. Avaluar la taxa d’encreuament amb [’arros salvatge situat entremig del camp
o bé a diferents distancies per tal de poder establir les bases de coexisténcia, evitant o

minimitzant I’encreuament amb plantes situades als camps adjacents o als marges.
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MATERIAL | METODES

A. MATERIALS

1. MATERIAL BIOLOGIC

1.1 Material vegetal

El material vegetal de partida per realitzar els assaigs de transformacio per I’estudi
de diferents estratégies per eliminar el gen de seleccid van ser llavors d’arros (Oryza
sativa L., japonica) de la varietat Sénia. Aquesta varietat, classicament cultivada al
Delta de I’Ebre, va ser obtinguda el 1969 per encreuament de Sequial i Bahia 553 al
“Departamento de Arroz” de I’IVIA. Les llavors utilitzades en cada assaig eren llavors
madures, recollides i certificades durant la campanya de produccié al Delta de I’Ebre de

I’any anterior.

Pels assaigs de camp per I’avaluacio de flux de gens, les plantes no transgeniques
eren llavors certificades de la varietat comercial Sénia. Les plantes d’arros salvatge
s’obtingueren a partir de llavors collitades de plantes seleccionades a I’EEE d’ Amposta
1 que presentaven les caracteristiques propies d’aquesta mala herba: més vigor que les
varietats comercials, dehiscéncia de les llavors i coloracié vermellosa del pericarpi. La
linia de plantes transgéniques es va obtenir al nostre laboratori per transformacid
genctica de la varietat Sénia amb la soca EHA105 portadora del plasmid pCAMBIA
3301 segons la técnica descrita per Pons i col-laboradors (2000). Aquest plasmid conté
els gens UIdA (seqiiencia codificant de la B-glucuronidasa i també el gen bar que
codifica per la fosfinotricina acetil transferasa i que confereix resisténcia a I’herbicida

glufosinat d’amoni. L’expressi6 dels dos gens esta dirigida pel promotor constitutiu

CaMV35S (Figura 12).
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1.2 Bacteris

Per realitzar els diferents assaigs de transformacid geneética en arros es va treballar
amb dues soques desarmades d’Agrobacterium tumefaciens, EHA 105 (Hood et al.,
1993) i LBA 4404 (Hoekema et al., 1983). Tot i que EHA 105 té un fons cromosomic
de la soca C58 1 LBA 4404 el t¢ de la TiAchS, les dues tenen un gen marcador

cromosomic de seleccio de soca, la Rifampicina (Hellens et al., 2000 (a)).

Per 1’amplificacio i obtenci6 de DNA plasmidic es va utilitzar la soca d’E.coli

DH5a.

2. DNAS | PLASMIDS

2.1 Plasmids i construccions

Els vectors utilitzats en els assaigs de transformaci6 amb Agrobacterium
tumefaciens van ser plasmids comercials de CAMBIA (Center for the Application of
Molecular  Biology to International  Agriculture, = Camberra, Australia,

http://www.cambia.org):

e pCAMBIA 1301. ElI T-DNA del vector conté el gen que confereix resisténcia a
la Higromicina per la planta i el gen marcador gus amb el promotor constitutiu

35SCaMV. La seleccio en bacteri és per Kanamicina, el gen nptll es troba fora

del T-DNA (Figura 9A).

e pCAMBIA 1302. El T-DNA cont¢ la resisténcia a la Higromicina per la planta i
el gen marcador gfp amb el promotor constitutiu 35SCaMV. La seleccid en

bacteri €s per Kanamicina (Figura 9B).
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Hin d 111 (11076)

lacZ alpha
CaMV 35S promoter

/Gus first exon

Nco I (1) .
Bgl 11 (3).Catalase intron

Gus second exon

Nhe 1 (2014)
Histidine tag
Bst EII (2050)
% Nospoly-A
. T-Border (right)
Sph 1 (2455)

hygromycin (R)

Xho 1 (8901)
CaMV35S polyA
T-Border (left)

Sac 11 (8383)

kanamycin (R) pVS1 sta

pBR322 ori
pBR322 bom Nhe I (5458)

pVS1rep

Hind III (9788)
Sph 1 (9786) lacZalpha
Pst 1(9780) CaMv35Spromoter . ~coes

Nco I (1)
Bgl II (8) /
Spe 1(15) Histidine tag

Pml’T (339)
/

Nhe. 1 (729)
Pml 1 (752)
Bst EII (762)Nos poly-A

T-Border (right)
Sph 1(1167)

pVSlsta

T-Border (left) |
Sac 1I (7095)

Nhe T (4170)

pVSlrep
pBR322ori

pBR322 bom

Figura 9. A, esquema del vector comercial pPCAMBIA 1301, amb el gen marcador que codifica per
I’enzim GUS. B, esquema del vector comercial pPCAMBIA 1302, amb el gen marcador gfp. A la regio
compresa entre les seqiiencies flanquejants del T-DNA (T-borders) de cada plasmid es troba el gen de
seleccio per planta que confereix resistencia a la Higromicina i les multiples dianes de clonacié que es
detallen en cada cas. Fora del T-DNA es troba el gen de seleccié bacteriana que confereix resisténcia a la

Kanamicina (en els dos casos) i I’origen de replicaci6 de cada plasmid.
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e pCAMBIA 1201. El T-DNA del vector conté la resisténcia a la Higromicina per
la planta i el gen marcador uidA amb el promotor constitutiu 35SCaMV. A
diferéncia dels vectors anteriors la seleccid en bactéria és per 1’antibiotic

Cloramfenicol (Figura 10).

Hind IIT (11228)
Sph I (11226)

Sal I(11210)| ac Z alpha

Xba I (112047 CaMV 35S promoter
/Gus first exon

Nco I (1)

Bgl 11 (8)—

Catalase intron

Gus second exon

Nhe I (2014)
Histidine tag

Nos poly-Al
T-Bora gr (r¥g
Sph 1 (2455)

pVS1 sta

pBR322 ori

pBR322 hom Nhe I (5458)

pVS1rep

Figura 10. Esquema del vector comercial pPCAMBIA 1201. A la regi¢ delimitada pels extrems dret i
esquerre (T-borders) es troba el gen de resisténcia a Higromicina per seleccié de planta, el gen marcador
uidA (GUS). Fora del T-DNA es troba el gen de seleccié bacteriana que confereix resisténcia al

Cloramfenicol.

e pCAMBIA 0380 i pCAMBIA 0390. La diferencia entre els dos vectors radica en
les regions clonatge multiple “polilinkers”. Mentre el del pCAMBIA 0380
derivava del pUCS el del 0390 ho fa del pUC9 (Figura 11). Ambdos plasmids
tenen fora del T-DNA el gen nptll que confereix a la bactéria portadora

resisténcia a la Kanamicina. La mida dels dos vectors és la mateixa (6812pb).
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Spel (6801)

Histidine tag

Nhel (1)
PmIT (24)
BstEIl (37)__NOS POlyA

XmnT (6703 T-border(R)
Sphi(442)

Smal (6745)

kanamycin (R)

pCAMBIA 0380
6812 bp

pBR322 ori pVSL sta

pBR322 bom

A

Nhel(3445)
pVSLrep

Spel (6801)
Bgll1 (6794
Neo 1(6787)

ECORI (6768}

Histidine tag

Nhel (1)
PmIT(24)
BstEII (37)Nos polyA

T-border (R)

Hind 111 (6738)

T-border(L) ~ BstXI(6721
~ A1l (6708
Xmn1(6703)\{

Sacll (6370) Sphl(442)

kanamycin(R)

pCANMBIA0390
6812 bp

pBR322ori
pVSlsta

pBR322 bom

B

pVSlrep Nhe(3445)

Figures 11. A, esquema del vector comercial pPCAMBIA 0380 i B, esquema del vector pPCAMBIA 0390.

Es pot observar com la unica diferéncia entre ells és la situacio de les dianes de restriccio del polilinker.

pCAMBIA 3301. El T-DNA del vector conté¢ el gen que confereix
resisténcia a la fosfinotricina per seleccié de planta (i el gen marcador
uidA amb el promotor constitutiu 35SCaMV. I la seleccid en bactéria és
per I’antibiotic Kanamicina (Figura 12). Amb aquest plasmid es van

obtenir les plantes d’arros utilitzades en els assaigs de flux de gens S1B.
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Tind T (10336}

Psi | (10538) lacZ alpha
Sal 1 (10528)

Xba 1(10522)
BamH 1 (10516) CaMV 355 promoter

Smia 1 (10513) | Gus first exon
Kpn 1(10511)

Sac 1(10505)
EcoR 1(10495)

F Gus second exon
Bar X1 (10252) v s
CaMV35S promoter N s Histidine tag

Xho T (9465) ; Nhe 1 (2014)
phosphinothricin (R)  <,/j w100, '/ Pmi 1 (203T)

3 Bst EIT(2050)
Sac 11 (9025) [ Nos poly-A
Kpn 1(8945) Y i

Xha 1 8901 —1c] pCAMBIA3301 | “T-Border (right)
CaMV35S polyA - |

11307 bp
T-Border (left) \
Sac 11 (8383)
kanamyein (R)

: ‘ / pVS1 sta

pBR322 ori ‘#

PBR322 bom Nihe 1 (5458)

Nea 1(1)

/Bl 11 ®) Catalase intron

pVS1 rep

Figura 12. Plasmid pCAMBIA 3301 utilitzat per transformar arros de la varietat Sénia per portar a terme

els assaigs de flux. En la regié compresa entre els extrems flanquejants del T-DNA es troben els gens de

seleccio per planta, resisténcia a la fosfinotricina i el gen marcador uidA (GUS).
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pX,H. Plasmid derivat del pPCAMBIA 5300, portador de dos T-DNA, cedit pel
departament “Biotrop and Crop Protection Programmes” del CIRAD de
Montpeller. El T-DNA flanquejat pels extrems d’Agrobacterium tumefaciens
porta la resisténcia a la Higromicina per la planta i el gen marcador Sgfp65T
(Heim et al. 1995) sota el control del promotor constitutiu especific per arros

gos2 (de Pater et al., 1992). Figura 13A

pX>-HB. Plasmid portador de dos T-DNA,derivat del plasmid pX2-H, cedit pel
departament “Biotrop and Crop Protection Programmes” del CIRAD de
Montpeller. Un dels T-DNA conté els gens de seleccid hpt i el gen marcador
Sgfp6ST, els dos dirigits per promotors constitutius (35SCaMV i Gos2 resp.) i
esta flanquejat per les zones limitants (L-border i R-border) d’Agrobacterium
tumefaciens. L’altre T-DNA conté el gen bar dirigit pel promotor constitutiu del
gen de la ubiquitina 1 de blat de moro (ubi) (Christiansen et al., 1992) i esta
limitat pels extrems d’Agrobacterium rhizogenes. La seleccio pel bacteri és per

Kanamicina. Figura 13B.
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e pX2-HCryIB, derivat del plasmid pX2-HB, cedit pel departament de Genética
Molecular del CSIC de Barcelona. Conté en un dels T-DNA el gen de la
proteina SQfp65T i el de la resisténcia a Higromicina. L’altre T-DNA conté el

gen CrylB, que codifica per una 6-endotoxina de Bacillus thuringiensis dirigit pel

promotor induible del gen mpi de blat de moro (Cordero et al., 1994). Figura
13C.

CamVass

pX2 - HCryIB
16 Kb

RB (A.thi) on

) 105 c1 q
polyA prom

3500 pb

L 2
L 2

RB(A.thi) = " LB (A.rhi)

smal . Kpn! -, Hindll

3145 pb

Figura 13. Representacio grafica dels plasmids portadors de dos T-DNA utilitzats en aquest treball. A.
Representacio esquematica del vector pX2-H, intermediari en el processament dels plasmids pX2-HB i
pX2-HCryIB. Conté en el T-DNA flanquejat pels extrem d’Agrobacterium tumefaciens el gen hpt de
selecci6 en planta conferint resisténcia a la Higromicina i el gen marcador gfp. La mida total del plasmid
de 12896 pb. B. Plasmids pX2-HB, amb dos T-DNA, el flanquejat pels extrems d’Agrobacterium
tumefaciens és el mateix que en pX2-H, i el flanquejat pels extrems d’Agrobacterium rhizogenes és
portador del cassette d’expressié del gen bar. C. Plasmid pX2-HCryIB, amb dos T-DNA, el portador del
gen de seleccid i el gen marcador comu als anteriors i el segon T-DNA és portador del gen crylB. C1 és el

un fragment de 900 pb corresponent al fragment del gen mpi de blat de moro.
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e Plasmid pUCI19 35S::gfp::itnos cedit per 1’equip d’investigacio dirigit per
Blanca San Segundo del CSIC. La seqiiéncia gfp que esta clonada en aquest
vector prové de la gfp descrita per Haseloff (1997), la m-gfp-5-ER, en la que es
va eliminar la seqliéncia que codifica pels peptids N 1 C terminals per la
translocacié 1 retencid6 de la proteina GFP en el reticle endoplasmatic
respectivament. La correcta localitzacié de la proteina en el citoplasma de

cel-lules vegetals havia estat ja comprovada en el CSIC. Figura 14.

Psth 780 pb 714 pb 300pp EOR!
p-CaMV35S GFP t-nos
pUC19:gfp

Figura 14. Representacié esquematica del plasmid pUC19:gfp. La mida total del plasmid és de 4 Kb.

e Plasmid pILTAB 227 (ILTAB, EEUU) portador del cassette
CaMV35S:hpt:tnos, flanquejat per les dianes dels enzims de restriccié Smal 1

HindIIl, com es pot veure a la Figura 15.

Sma | Hind Il
780 pb 1250 pb 300 pb

p-CaMV35S t-nos

pILTAB 227

Figura 15. Representacié esquematica del plasmid pILTAB 227. La mida total del plasmid és de 5,1 Kb.

2.2. Oligonucleotids

Les seqiiencies dels encebadors per amplificar el diferents fragments de DNA utilitzats

en aquest treball mitjangant la reaccié en cadena de la polimerasa (PCR) van ser:

T-DNA-f 57 CGC GGT CGA CCA GCA ACG CTC TGT CAT CGT TA 3°
T-DNA-r 57 CGC GGT CGA CGC GAC TAA AACACGCGACAAGA ¥
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GFP-f 5’ - GAA GGT GAT GCA ACATACGGAA-3¥
GFP-r 5" - GAT TGT GTG GAC AGG TAATGG - 3’
GUS-f 57 - GGT GGG AAA GCG CGT TAC AAG -3°
GUS-r 5’ - GTT TAC GCG TTG CTT CCG CCA - 3’
BAR-f 57 - GCA GGA ACC GCA GGA GTG GA -3
BAR-r 5’- AGC CCG ATG ACA GCG ACCAC-3

CRYIB-f 5" GCCAGA TCG ATCATATCGTCA ¥’
CRYIB-r 5" GTT GCC GTA CTT GAG CTC GT 3°
HPT-f 5>’ CTGAACTCACCGCGACGTC®
HPT-r 5’ TCT ACA CAG CCATCG GTCC 3’

3. MEDIS DE CULTIU | SOLUCIONS GENERALS

3.1 Bacterians

YEB (Vervliet et al., 1975)
Extracte de bou 0,5%
Extracte de llevat 0,1%

Peptona 0,5%
Sacarosa 0,5%
MgS0O4 0,05%

SOB (Hanahan, 1983)

Bactotriptona 2%
Extracte de llevat 0,5%
NaCl 10 mM
KCl1 2,5 mM

LB (Luria et al. 1960)

Bactotriptona 10%
NaCl 10%
Extracte de llevat 5%

SSC20X
NaCl 3iM
Citrat trisodic deshidratat 0,3 M

TAMPO TE

Tris-HCI pH 8 50 mM
EDTA 5 mM
TAMPO PBS

NacCl 136 mM
KClI 2,7 mM
Na,HPO, 10 mM
KH2P04 10 mM
PH 7,4
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3.2 En I’obtencio de plantes transgeniques d’arros

Composicid general dels medis de cultiu

N6 N60 N6-PR N6-R N6-Cané
Macroelemets (mi/l) 100 100 100 100 100
Microelements (ml/l) 10 10 10 10 10
FeNaEDTA (ml/l) 18,7 18,7 18,7 18,7 18,7
Tiamina (mi/l) 4 4 4 4 4
Myo-inositol (mg/l) 100 100 100 100 100
Hidrolitzat de caseina
(mg/qg) 300 300 300 300 300
Prolina (mg/l) 500 500 500 500 500
Glutamina (mg/l) 500 500 500 500 500
2,4-D (ml/l) 18,2 - - - 18,2
AlA (mi/l) - - 2,85 2,85 -
ABA (mg/l) - - 10 - -
BA (mi/l) - - 13,26 13,26 -
Manitol (g/l) - - - - 72,88
Sorbitol (g/l) - - - - 72,88
Sacarosa (g/l) 30 30 30 30 30
Gelrite (g/l) 2,6 2,6 2,6 2,6 2,6

Composicio especifica dels medis de cultiu

Composicio dels MACROELEMENTS N6 (100ml/1)

Stock (10X)

KH,PO4
CaC12'2H20
MgSO, - 7TH,0
KNO;3
(NH4)2SO4

g/l
4
1,66
1,85
28,3
4,63

Composicio dels MICROELEMENTS MS (Murashige i Skoog, 1962) (10ml/1)

Stock (100X)

MnSO4.-4H,0
ZnS047H,0
H;BO;

KI
NaMoO4-2H20
CuSO4 -5H,0
COCL2'6 Hzo
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Suplements dels medis de cultiu

FeNaEDTA 2,5g/1

Vitamina B1 o Tiamina 1-10* M

2,4-D (2,4-Dicloroferroacétic) 5-10* M (Auxines dissoltes en etanol de 96°)
AIA (Acid 3-indolacétic) 1:10° M (Auxines dissoltes en etanol de 96°)

BA (6-Benzilaminopurina) 1-10 M (Citoquinines dissoltes en HCI 0,5N)
ABA 1mg/ml (Acid abscisic dissolt en NaOH 1N)

Rifampicina (Rif) 100 mg/1
Higromicina (H) 40 mg/l
Kanamicina (Kan) 50 mg/1
Cefotaxima (Cf) 250 mg/1
Acid clavulanic (T) 100 mg/1
Acetosiringona (AC) 19,62 mg/1

B. METODES

1. RELACIONATS AMB ELS ACIDS NUCLEICS

1.1 Extraccio de DNA genomic

L’extraccid6 de DNA utilitzat per realitzat les amplificacions per PCR es va

realitzar adaptant el protocol de Doyle i Doyle (1987).

- Introduir una fulla jove o cotiled6 en un tub eppendorf d’ 1.9 ml

- Triturar la mostra amb N, liquid

- Afegir 600 pl de tampd d’extraccio calent

- Vortex 1 incubar al bany de 60-65° durant 30 min

- Afegir 600 pul de cloroform:isoamil (24:1) i fer un vortex

- Centrifugar 10 min a 13000 rpm i T ambient

- Transferir la fase aquosa a un tub net préviament rotulat

- Afegir 500 ul d’isopropanol (-20°), barrejar suaument invertint els eppendorfs
- Centrifugar 5 min a 10000 rpm i T ambient

- Eliminar el sobrenadant i afegir 500ul de tamp¢ de rentat
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- Vortex suau i deixar reposar minim 20 min a —20°C
- Centrifugar 5 min a 10000 rpm

- Eliminar el sobrenadant i deixar assecar els tubs boca avall sobre paper de filtre durant
30 min

- Resuspendre el DNA amb 25 ul de TE.

Tampo d’extraccio CTAB (pH 8)

NaCl 1,4M
EDTA 20 mM
Tris-HCl 100 mM
CTAB* 2%

2-B-mercaptoetanol  0,2%

*CTAB, Hexadecil Trimethil Ammonium Bromide .

Tampd de rentat
Etanol T76%
NH4AC 10 mM

Tampo6 d’elucié (pH 8)
Tris-HCI (pH 7,4) 10 mM
EDTA 1 mM

L’extraccié de DNA per analitzar per “Southern blot” es va realitzar seguint diferents

protocols:
a) Extraccido de DNA d’arros amb CTAB

- En tubs falcon de 50 ml de capacitat afegir 6 ml del tampd d’extracci6 CTAB 1
escalfar al bany de 65°C

- Triturar aproximadament 2 grams de material vegetal amb nitrogen liquid 1 transferir
la pols seca als tubs que contenen el tamp6 d’extraccid

- Incubar de 60 a 90 min al bany de 65°C 1 amb agitaci6 suau

- Deixar reposar 5 min a temperatura ambient i afegir 4,5 ml de cloroform:alcohol
1soamilic (24:1)

- Agitar suaument a temperatura ambient 10 min

- Centrifugar 10 min a 3000 rpm i temperatura ambient
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- Recuperar la fase aquosa en tubs nous de 50 ml de capacitat
- Repetir I’extraccié amb cloroform:alcohol isoamilic (24:1)

- Transferir la fase aquosa recuperada en tubs de 15 ml de capacitat on préviament s’hi
afegeix RNAsa

- Incubar a temperatura ambient durant 30 min i amb agitaci6 suau

- Afegir 6 ml d’isopropanol fred i agitar els tubs per inversio diverses vegades fins que
es vegi el DNA

- Pescar el DNA amb pipeta Pasteur de vidre i transferir-lo en un tub de 15 ml amb 2ml
de TE

- Deixar resuspendre el DNA tota la nit a temperatura ambient i amb agitacio suau

- Precipitar el DNA amb 159 ul de NaCl 5M i 6 ml d’etanol absolut (barrejar bé per
inversio)

- Recollir el DNA amb noves pipetes Pasteur de vidre i transferir-lo a nous tubs de 15ml
amb 2ml de soluci6 de rentat 1. Deixar DNA 1 pipeta dins els tubs durant 20 min.

- Rentar breument el DNA en soluci6 de rentat 2.

- Transferir el DNA precipitat en un eppendorf esteril amb 100 pl de TE.

- Deixar resuspendre el DNA tota la nit a temperatura ambient i amb agitacio suau.

Tampd d’extraccio CTAB

Tris-HCI pH 7,5 100 mM
NaCl 1,4M
EDTA pH 8 20 mM
CTAB 10%
Sulfit de Sodi 0,5%

Solucid de rentat 1
EtOH 76%
NaOAc 0,2M

Solucio de rentat 2
EtOH 76%
NH40Ac 10 mM
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b) Extracciéo de DNA d’arros amb MATAB (maxipreparacio)

- Prendre 2g de material vegetal i triturar la mostra amb N liquid
- Dipositar la pols vegetal en un tub Falcon de 15 ml

- Afegir 5 ml de tampo d’extraccio MATAB calent

- Vortex i incubar al bany de 74°C durant 35 min

- Deixar temperar a temperatura ambient

- Afegir 6 ml de cloroform: alcohol isoamilic (24:1) i fer un vortex
- Centrifugar 20 min a 4000 rpm i temperatura ambient

- Transferir la fase aquosa en un tub nou préviament rotulat 1 afegir RNAsa
- Incubar 30 min a 37°C

- Afegir 6 ml de cloroform: alcohol isoamilic (24:1)

- Centrifugar 20 min a 4000 rpm i temperatura ambient

- Transferir el sobrenadant a tub Falcon de 50 ml de capacitat

- Afegir 5 ml d’isopropanol i barrejar molt suaument per inversio fins que es visualitzin
els filaments de DNA

- Amb una pipeta Pasteur de vidre a la que préviament hem tapat la punta amb foc,
transferir el DNA a eppendorf

- Resuspendre el DNA amb 50 ul d’H,O

Tampod d’extraccid MATAB

Tris-HCI pH 8 100 mM
NaCl 1,4M
EDTA 20 mM
MATAB* 2%
PEG 6000 1%
Sulfit de Sodi 0,5%

* MATAB, Mixed Alkyltrimethyl Ammonium Bromide
c¢) Extraccié de DNA d’arros amb MATAB (minipreparacio)

- Escalfar el tamp6 d’extracci6 MATAB a 72°C
- Refredar la placa en nitrogen liquid
- Dipositar petits trossos de fulla a cada pou

- Col'locar dues boles de vidre per pou per la trituracid
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- Triturar el material vegetal congelat (0,2 g) en el Mixer Mill MM 300 (Retsch) amb el
programa 1 min 50s, a 30c/s

- Centrifugar les plaques un minut a 4000 rpm per fer baixar el material de les parets
- Afegir 300 pl del tamp¢6 d’extraccid calent

- Homogeneitzar el contingut per inversio

- Afegir 360 pl de cloroform: alcohol isoamilic (24:1)i barrejar per inversio

- Centrifugar 20 min a 4000 rpm

- Prendre 250 pl del sobrenadant i transferir-los a una placa nova

- Afegir 200 pl d’isopropanol

- Centrifugar 60 min a 4000 rpm

- Descartar el sobrenadant i assecar les parets dels tubs amb paper de filtre

- Afegir 300 pl d’etanol al 70% i centrifugar 10 min a 4000 rpm.

- Llencar el sobrenadant i assecar la placa a 1’estufa de 37°C durant una hora
- Resuspendre el DNA durant una nit amb 50 pl de TE+RNAsa

1.2 Obtenci6 de DNA plasmidic

Per extreure el DNA plasmidic de cultius bacterians d’Agrobacterium tumefaciens

o d’Escherichia coli es va utilitzar el segiient protocol de minipreparacié de plasmids,

basat en la metodologia descrita per Maniatis et al., 1982 1 adaptat al laboratori.

- Centrifugar entre 1 1 5 ml del cultiu “overnight” durant 40 segons i descartar per
complert el medi de cultiu

* En Agrobacterium: - afegir 1 ml de STE, vortex i centrifugar un minut per descartar
el sobrenadant.

- Resuspendre el pellet amb 100 pl de la Solucid I 1 I’ajuda del vortex.

- Incubar 5 min a temperatura ambient.

- Afegir 200 pl de la Solucio II 1 invertir els eppendorf diverses vegades (no vortex)
- Incubar 5 min a temperatura ambient

- Afegir 150 pl de la Solucio III 1 invertir de nou

- Incubar 5 min a temperatura ambient

- Centrifugar durant 10 min a 10.000 rpm 1 transferir el sobrenadant a eppendorf nou
préviament identificat

- Afegir 300 pl d’isopropanol i invertir diverses vegades
- Incubar 20 min a temperatura ambient

- Centrifugar 10 min a 10.000 rpm 1 descartar el sobrenadant
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- Rentar el pellet afegint 300 ul d’etanol 70%, centrifugant 5 min a 10.000 rpm i
llengant I’etanol. Deixar evaporar les restes d’alcohol

- Resuspendre el DNA plasmidic amb 50 pl de TE, afegiem 1ul de RNAsa (10 mg/ml) i
ho incubavem 15 min a 37°C

Amb aquest metode s’obtenia prou DNA plasmidic per procedir amb les

comprovacions mitjancant digestions amb enzims de restriccio i seqiienciaciéo de DNA.

Solucid 1 Solucio 11 Solucio 111
50 mM glucosa 0.2 N NaOH Acetat potassic 3M
25 mM TrisHcl pH 8 1% SDS Acétic glacial 3M
10 mM EDTA pH 8

STE

NaCl 0,1 M
Tris pH8 10 mM
EDTApH8 1 mM

També es realitzaren midipreparacié de DNA plasmidic, en aquest cas se seguien

les instruccions de fabricant

Protocol de midipreparacié de DNA plasmidic (Qiagen)

- Repartir un volum de 500 ml de soluci6 saturada de bacteris volum en dues botelletes
de 250 ml, préviament esterilitzades. Centrifugar els bacteris 30 min a 3000 rpm 15°C

- Resuspendre el pellet amb 10 ml tamp6 P1

- Afegir 10 ml tamp6 P2, barrejar 1 deixar 5 min a temperatura ambient
- Afegir 10 ml tampo P3 (fred), barrejar i deixar 20 min en gel

- Centrifugar 30 min a 14000 rpm durant 30 min a 4°C

- Passar el sobrenadant a tub de centrifuga préviament autoclavat

- Centrifugar 15 min a 15000 rpm a 4°C

- Equilibrar les columnes de Quiagen amb 10 ml de tamp6 QBT

- Aplicar el sobrenadant del pas a les columnes i deixar que entri a la resina de la
columna per propia gravetat

- Rentar les columnes amb 2 x 30 ml del tamp6 QC

- Col‘locar les columnes sobre tubs de centrifuga préviament autoclavats
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- Afegir 15 ml del tampo QF a les columnes, fara que el DNA es filtri

- Afegir 0.7 volums d’isopropanol préviament equilibrat a temperatura ambient al tub
de centrifuga on hi ha el DNA amb el QF

- Centrifugar 30 min a 4°C 1 a 8000 rpm

- Llencar el sobrenadant i rentar el DNA amb 5 ml d’alcohol al 70%
- Tornar a centrifugar durant 5 min a 8000 rpm a 4°

- Llencar el sobrenadant i assecar sobre paper de filtre

- Resuspendre amb 50 pl TE

1.3 Subclonatge de fragments de DNA en plasmidis

Tant per aillar inserts a clonar com per fer receptius els vectors, es van digerir amb
enzims de restriccio els DNA plasmidics. Les condicions per totes les reaccions
enzimatiques es van preparar d’acord amb els criteris establerts per les cases comercials

subministradores dels enzims de restriccid corresponents.

Purificacio del DNA a partir de gels d’agarosa

El métode que es va emprar per purificar els DNAs d’interés préviament separats
per electroforesi en gel d’agarosa es basa en la unié del DNA a una reina. Es va utilitzar

el Kit QTAEX II Agarose Gel Extraction (QIAGEN) seguint el protocol del fabricant.

Lligacié dels inserts als vectors receptors

Per totes les lligacions es va usar I’enzim T4 DNA Ligase (Roche). Les reaccions
de Iligaci6 es realitzaven en un volum final de 25ul, amb 40 unitats de lligasa amb una
relacio de DNA vector/DNAinsert de 1:1 (clonacio del cassette 35SCaMV::hpt::tnos en
els vectors pCAMBIA0380 o pCAMBIA0390) o de 1:2 (clonacido del cassette
35SCaMV::gfp::tnos ens els vectors pPCAMBIA0380 o pCAMBIA0390).

Les lligacions es deixaven tota la nit a temperatura ambient. Finalment

s’inactivava I’enzim de lligaci6 a 65°C durant 10 min.
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1.4 Digestions enzimatiques del DNA genomic

El tampo6 1 la temperatura de digestidé van ser les recomanades per la casa
comercial subministradora de 1’enzim. La concentraci6é optima del DNA en una digestio
¢s de 0,1pg. La concentracio Optima de I’enzim és de 1-2 U/pg DNA (quan es tracta de
DNA genomic cal augmentar la concentracié fins a 10 U/ug de DNA). Cal destacar que
el volum de I’enzim afegit, en cap cas ha de sobrepassar el 10% del volum de reaccio
final ja que el glicerol que contenen les solucions de les cases comercials pot inhibir
I’activitat dels enzims. També¢ cal vigilar amb el volum de la soluci6 de DNA afegit a la
reaccio (si el DNA esta resuspes en un tampé amb EDTA s’inhibeix [’activitat

enzimatica).

Es realitzava una precipitacié del DNA en fred i es resuspenia amb un coctail
préviament preparat amb els mateixos elements citats anteriorment i es repetia la

digestié genomica en les mateixes condicions.

1.5 Transformacio de bactéeries

Es van transformar dues espécies bacterianes en aquest treball, E.coli DHS5a i
Agrobacterium tumefaciens. La técnica utilitzada per transformar les soques bacterianes
esta basada en la permeabilitat de la membrana de les c¢l-lules bacterianes sotmeses a
baixes temperatures i en preséncia de cations bivalents, afavoreix la incorporacié de
DNA plasmidic. En les transformacions s’han utilitzat cel-lules competents de bacteries

preparades mitjangant el tractament amb CaCl, 50 mM (Sambrook et al., 1989).

En les transformacions de c¢l-lules competents d’E.coli DHS5a es va utilitzar tot el
volum de les reaccions de lligaci6 (30ul). I les condicions d’incubacid per 1’aparicié de
colonies era d’una nit a 37°C en els condicions de seleccid que venen determinades pel

plasmid utilitzat en la transformacio.

En canvi en el cultiu d’Agrobacterium els volums de transformacio depenien de la
concentracio dels plasmids a introduir. Totes les soques d’Agrobacterium es van
seleccionar amb Rifampicina (100mg/l) a part dels antibiotics corresponents a cada

plasmid.
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El protocol que es va emprar per transformar les soques bacterianes es detalla a

continuacio :

- Descongelar una aliquota de 100 pl de cel-lules bacterianes competents 1 mantenir en
gel

- Afegir el DNA plasmidic agitant suaument i submergir 1I’eppendorf en nitrogen liquid.
- Immediatament incubar 1I’eppendorf en un bany a 37°C durant cinc min

- Deixar I’eppendorf en gel durant 1 0 2 min

- Afegir 800 ul de medi de cultiu (YEB per Agrobacterium i SOB per E.coli)

- Incubar (a 28°C durant 4-5 hores per Agrobacterium i a 37°C durant 45-60 min per
E.coli), sempre en agitacid

- Sembrar en plaques de Petri amb 25 ml de medi LB selectives amb els antibiotics
escaients

1.6 Avaluacio molecular per PCR

La reaccid en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis et al., 1986) és un técnica
ampliament utilitzada per amplificar fragments de DNA (Ausubel et al., 1998). En
aquest treball es va utilitzar la PCR per una banda per confirmar molecularment dades
obtingudes de les avaluacions fenotipiques i per altra banda per caracteritzar plantes
transformades amb gens, de més complexa avaluaci6 fenotipica com el gen CrylB i en

alguns casos el gen gfp.

Totes les PCR realitzades en aquest treball van seguir un mateix procediment, amb
elements comuns com el buffer de reacci6 i el termociclador (GeneAmp ® PCR System
9700 Applied Biosystems), i amb condicions particulars per I’amplificacié del fragment

en qliestio 1 de la seqiliencia dels primers o encebadors.

Buffer de reaccié de la PCR (Quantitats per una sola reaccié de PCR)

Tampo PCR*10X 2.5 ul

dNTPs 10mM 1 ul
MgCI2 25mM 1 ul
Primer F 10uM I ul
Primer R 10uM 1 ul
H,O 17 pl
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Taq polimerasa** 0,5 ul
DNA mostra 1 ul

*Composicio del tampo PCR 10X:

MgCl2 15 mM
CIK 500 mM
Tris-HCI pH 8 100 mM
Gelatina 0,01%

**Taq polimerasa (Ampli Taq, Applera Hispania)

Condicions particulars de les PCR:

Els fragments de DNA amplificats en aquest treball i les condicions empleades en

cada cas han estat:

a) Per amplificar un fragment de 523 bp del gen gfp es van utilitzar els encebadors GFP-
f 1 GFP-r (apartat 2.2 de materials) i les condicions per 1’amplificacié van ser 35 cicles:

94°, Smin; 94°, 30s; 66,5°, 30s; 72°, 30s; 72°, Smin; 4°, .

b) Per amplificar un fragment de 800 bp del gen uidA es van utilitzar els encebadors
Gus-f'i Gus-r (apartat 2.2 de materials) amb unes condicions de 94°, Smin; 94°, 45s; 64°,

30s; 72°, 45s; 72°, Smin; 4°, .

¢) Per amplificar un fragment de 700 bp del gen bar, les condicions d’amplificaciéo amb
els encebadors BAR-f1i BAR-r (apartat 2.2 de materials), van ser de 94°, Smin; 94°, 30s;
66°, 30s; 72°, 40s; 72°, Smin; 4°, .

d) Per amplificar un fragment 1800 bp del gen CrylB. Les condicions d’amplificacio
eren 94°, Smin; 94°, 30s; 62°, 30; 72°, Imin50s; 72°, Smin; 4°, . I els encebadors eren

CRY1B-f, CRY 1B-r (apartat 2.2 de materials).

e) Per amplificar un fragment del gen hpt de 900 bp. HPT-f i HPT-r (apartat 2.2 de
materials). Les condicions van ser 94°, Smin; 94°, 30s; 67°, 30s; 72°, 50s; 72°, Smin;

4°, oo,
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f) A partir de les seqiiencies dels vectors pCAMBIA (http:/ www.CAMBIA.org) es van

dissenyar els encebadors per amplificar el T-DNA per PCR. Es va utilitzar I’Expand
High Fidelity PCR System (Roche) seguint les instruccions del fabricant i les
condicions especifiques d’amplificacié del fragment van ser, 94°, Smin; 94°, 30s; 62°,
30s; 72°, 3min; 72° Smin; 4°, . I els encebadors eren T-DNA-f i T-DNA-r (apartat

2.2 de materials)

Purificacio productes de PCR

Es van seguir dos procediments per purificar productes de PCR. Per una banda es
separava electroforéticament el producte de PCR. Per purificar el DNA es va fer servir
el Kit QIAEX II Agarose Gel Extraction (QIAGEN) seguint el protocol del fabricant.
Per altra banda es purificava el DNA amb un Kit comercial, el High Pure PCR Product
Purification Kit, de Roche.

1.7 Transferéncia i hibridacio d’acids nucléics, “Southern blot™

L’analisi per Southern del DNA de les plantes transformades genéticament es va

portar a terme seguint els seglients passos:

Transferéncia del DNA a la membrana de nilo

- El DNA digerit amb els enzims de restriccio apropiats se separen electroforéticament
Es fotografia per tenir constancia de la referéncia dels marcadors de pes molecular
(habitualment DNA del bacteriofag A digerit amb EcoRI/HindIII)

- Es depurinitza el DNA en HCL 0,25N durant 10 min en agitacié suau
- Es renta el gel amb H,O destil-lada
- Es desnaturalitza incubant en agitaci6é durant 15 min amb NaOH 0,4N

- Transferéncia dels DNA al suport solid, la membrana de nilé durant tota una nit
(Figura 16).
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/

Base de plastic o vidre ¢ Bloc de paper absorbent

}‘Paper Whatman 3MM

Gel d’agarosa | | <«4— Membrana Hybond-N"

(invertit) ¢ )
| \ /I'\ Paper Whatman 3MM

\ Cubeta amb NaOH 0,4N

Figura 16. Esquema detallat dels diferents components en la transferéncia de DNA a un suport solid
“Southern Blot”.

- L’endema es recupera i renta la membrana (5min en una solucié de SSC 2X) i es deixa
assecar sobre paper de filtre convencional

- Es fixa el DNA deixant tres hores les membranes a 80°C i es mantenen a temperatura
ambient fins la pre-hibridacié

1.8 Marcatge radioactiu del DNA

Utilitzant el Kit comercial Megaprime (Amersham-Pharmacia) basat en el
Random priming, seguint indicacions del fabricant. Les cadenes de DNA
complementaries sén sintetitzades a partir dels encebadors per accié de la DNA

polimerasa Klenow en preséncia de a-dCTP*.

- El fragment de DNA a marcar (200-300 ng) es desnaturalitza a 94°C 10 min

- Afegir en fred els hexanucleotids (dAATP, dTTP i dGTP) i la DNA polimerasa Klenow
(5 unitats / marcatge) i per Gltim 3 pl de a-dCTP*

- S’incuba a 37°C dues hores en que els primers hibriden amb cadascuna de les cadenes
cada 100-200 bp

“Per ultim es para la reaccio de marcatge afegint un volum de NaOH i deixant reposar a
temperatura ambient 10 min

Pre-hibridacio i hibridacid

Abans d’hibridar amb les sondes marcades, les membranes es pre-hibridaven
seguint el segiient protocol:
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- Se submergeixen les membranes durant dos min en SSC 2X

- En cubetes de plastic de 14x33x3’5 cm es col-loquen les membranes i s’hi afegeixen
60 ml de la solucié de pre-hibridaci6. S’incuba a 65°C en constant agitacié durant un
minim de 5 hores

Passat aquest temps es procedeix amb la hibridacio:

- Afegir la sonda marcada corresponent a la cubeta que contenia la membrana pre-
hibridada

- La incubaci6 sol ser tota la nit a 65°C 1 en constant agitacio

Els rentats es realitzen segons el segiient procediment:

- S’aboca la soluci6 d’hibridacio en el recipient especial de residus radioactius.
- Dos rentats de 15 min amb la solucié R1 a 65° i en agitacio

- Un rentat amb la solucié R2 de 15 min, a la mateixa temperatura i en agitacio
- Un rentat amb la solucié R3 de 15 min, a la mateixa temperatura i en agitacio

- Finalment s’assequen amb cura les membranes amb paper de filtre convencional 1
s’emboliquen amb film de plastic transparent evitant bombolles d’aire o arrugues del
plastic

Exposicio i revelat dels films

- Es colloca cada membrana en una carpeta Kodack d’exposici6 (X-Ray Films Expure
Holders) juntament amb un film (Medical X-Ray films, Fuji) i una pantalla
intensificadora

- S’embolica amb paper d’alumini convencional les carpetes per evitar I’entrada de llum
1 es deixen durant 5-7 dies a -80°C.

Soluciod de pre-hibridacio (200 ml)

SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) 20% 70 ml
Albiimina de sérum bovi 2g
Tampo fosfat* 100 ml
H,O 30 ml

DNA d’esperma de salmo desnaturalitzat 0,1 mg/ml

* Tampo fosfat (500 ml) Solucions de rentats

Na,HPO,4 56’8 g

NaH,PO, 12g R1 SSC 2 %, SDS 0,5 %
HO 500 ml R2  SSC1 %, SDS 0,5 %
pH 7.2 R3 SSC 0,5 %, SDS 0,5 %
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2. RELACIONATS AMB PROTEINES

2.1 Extracci6 de proteines totals de fulla d’arros

- Es prenen mostres de 2-3 fulles senceres de les plantes d’arrds i es posaven en N,
liquid de seguida

- Es trituren les mostres en morters constantment refredats per 1’addici6 de N, liquid

- S’omple la meitat del volum d’eppendorfs de 2ml de teixit vegetal en pols i s’afegeix 1
ml de tamp6 d’extracci6 de proteines

- Es fa un vortex i es deixen les mostres en un agitador orbital a 4°C durant 15 min per
extreure les proteines solubles

- Seguidament es centrifuguen els eppendorfs 10 min a 13000 rpm en fred

- Es rescata el sobrenadant i es diposita en nous eppendorfs per tornar a centrifugar 15
min a 13000 rpm i a 4°C

- Es torna a rescatar el sobrenadant i es manté en gel
Seguidament es procedeix a determinar-ne la concentracid de cada mostra. Per
quantificar les proteines s’utilitza el metode de Bradford (Bio-Rad Protein Assay,

BioRad) i es realitza d’acord amb les instruccions del fabricant.

Tampd d’extraccid de proteines totals

Tris-HCIL, pHS8 50mM
EDTA, pH 8 ImM
Glicerol 5%
Ditiotreitol (DTT)  1mM
Triton X-100 0,1%

2.2 Electroforesi desnaturalitzant de proteines

El metode utilitzat esta basat en el que Laemmli (1970) ja descrivia. L aparell que
vam emprar per fer i resoldre els gels va ser un Miniprotean (BioRad). Els tampons
utilitzats 1 la composicio dels gels que es van fer en aquest treball es descriuen a

continuacio.

Havent quantificat els extractes de proteina es procedia a preparar les mostres per

carregar en els gels SDS-PAGE.
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Abans de carregar les mostres en el gel calia desnaturalitzar-les incubant-les 3 min

a 100°C en presencia de tamp6 TM contenint 3-mercaptoetanol al 10%. Immediatament

es tornaven a deixar en gel fins que es procedia a carregar el gel.

Composicio dels gels de Bis acrilamida

Els gels de poliacrilamida estan formats per dues parts, el gel de separacio (“lower gel”)

1 el gel de concentracid de les mostres (“stacking gel”):

Volums necessaris per preparar 2 ml de gel concentrador

Gel concentrador (2 ml)

H,O 2,25 ml
Tamp6 del gel concentrador 1ml
Acri:bisacrilamida (30:0,8) 0,5 mi
APS 15% (p/v) 40 pl
Temed 6 ul

Volums necessaris per preparar 10 ml de gels separadors amb diferents % d’ Acrilamida/

bisacrilamida

Gel separador 7,5% 12,5%
H,O 5,63 ml 4,38 ml
Tamp¢ del gel separador 2,5 mi 2,5 mi
Acri:bisacrilamida (30:0,8) 1,88 mi 3,13 ml
APS 15% (p/v) 40 pl 40 ul

Temed 5 ul 5 ul

Tampd del gel concentrador (capa superior):

Tris-HCI pH6,5 0,5M
SDS 0,4 %

Tampd del gel separador (capa inferior):

Tris-HCI1 pHS,8 1,5M
SDS 0,4 %
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Tampd d’electroforesi

Glicina 1,92 M
Tris-HCI, pH 8,8 0,25 M
SDS 10%

pH entre 8,31 8,8

2.3 Immunotransferencia

Per realitzar la transferéncia de proteines del gel a la membrana (Hybond-C extra
(Amersham Biosciences)) s’utilitza el sistema SemyDry (BioRad). Els procediments
que es citen a continuacid estan basats en els protocols que es descriuen a Current

Protocols in Protein Science, Coligan et al., 2002.

- Per equilibrar el gel, els papers GB 004 (Gel-Blotting-Paper Scheicher & Schuell), 1
les membranes se submergeixen durant uns minuts amb el tamp6 de transferéncia a 4°C

- Les condicions de 1’electrotransferéncia son de 12V durant 40 min

- Es desmonta i es tenyeixen les membranes amb “Roig de Ponceau” per confirmar una
correcta transferéncia de proteines. En aquest moment es marca amb llapis convencional
les bandes del patr6é de pesos moleculars que haviem carregat en el gel

- Es renta el colorant amb una solucié de metanol 30% i acétic 10%, i esbandint-les amb
H,O destil-lada i les assequem amb paper de filtre convencional

Tampd de transferéncia

Glicina 39 mM
Tris 48 mM
Metanol 20%
SDS 10%
Immunodeteccid

Les condicions emprades en aquest treball van ser:

- Dos rentats de les membranes amb PBS 1X de 5 min cadascun en agitacio

- Incubaci6 en soluci6 de bloqueig (PBLS + 3% llet en pols desnatada) durant una hora
a temperatura ambient o bé una nit a 4°C, sempre en constant i suau agitacio

- Tres rentats consecutius de 5 min cadascun en solucié PBLS
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- Incubacié amb la diluci6 adequada de I’anticos primari en solucié de bloqueig durant 1
hora a temperatura ambient i en agitacio. En el cas de la detecci6 de la proteina CrylB
la dilucié amb I’antiserum anti-Cry1B va ser de 1:5000. En canvi la dilucié utilitzada en
el cas de I’antisérum anti-GFP va ser de 1:1000

- Eliminar el sérum i fer 3 rentats consecutius de 5 min cadascun en solucio PBLS

- Incubar amb ’anticos secundari anti IgG de conill lligat a una fosfatasa alcalina (Anti-
Rabbit IgG, Alkaline Phosphatase Conjugate, SIGMA) a dilucié 1:5000

- Fer 4 rentats consecutius de 5 min cadascun en soluciéo PBLS
- Equilibrar amb tamp¢ fosfatasa
- Revelar amb substrat colorat NBT/BCIP, mantenint les membranes en foscor

- Parar la reaccié amb PBS 1X + EDTA 0,2M
PBLS
PBS 1X

Tween-20 0,1%

Tampo fosfatasa alcalina

NaCl 100 mM

Tris-HCI pH 9,5 100 mM

MgCl, 5 mM
NBT

NBT (Boheringher) 0,05¢g

Dimetilformamida (DMF) 700 pl

H,O 300 pl
BCIP

BCIP (Duchefa) 0,05¢g

H,O 1 ml
Substrat NBT/BCIP

NBT (50 mg/ml) 66 ul

BCIP (50 mg/ml) 33 ul

Tampo fosfatasa 10 ml
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3. TRANSFORMACIO D’ARROS

3.1 Obtencio del call embriogenic

Introduccid de les llavors in vitro per induir-les a la formaci6 de call.

- Es desproveeixen les llavors de les cobertes exteriors (palea i lemma) per accid

mecanica entre dues superficies de cautxu

- Es desinfecten les llavors mitjancant un bany d’un minut en una soluci6 d’alcohol al
70% en agitacio, es llenca ’alcohol i s’afegeix una solucio de lleixiu comercial diluida
al 16% de clor actiu, 1 una gota de Tween 20 per cada 100 ml de la soluci6. En aquesta

soluci6 el bany és de 30 min i en constant agitacio.
- Finalment en una cambra de flux laminar es fan tres rentats de 10 min en aigua esteril

- Se sembren les llavors desinfectades individualment en tubs de 9 ml de capacitat que

contenen 2 ml de medi N6 (apartat 3.2 de materials) per la induccié de call

- Una setmana més tard es fa un control de germinacié i de contaminacidé en que es
transfereixen les llavors que han germinat a plaques de Petri de 9 cm amb 25 ml de
medi N6, a rad¢ de 8-10 llavors per placa. Les plaques es deixen en condicions de foscor
i temperatura de 28 + 2°C durant dues setmanes. Passat aquest temps 1’escutel dels
embrions forma un call primari de 0,5-1 cm del que es procedeix a la seleccié del call

embriogénic.

Seleccio 1 subcultiu de call embriogénic.

Segons la seva morfologia, es distingeixen dos tipus de call, tal i com diversos
autors han descrit (Nabors et al. 1983, Peterson et al., 1991, Chowdhry et al. 1993; Rueb
etal. 1994).

Amb I’ajuda d’una lupa binocular Wild-Heerbrugg i1 en condicions d’esterilitat se
separen els noduls embriogenics i es transfereixen a plaques de Petri de 9 cm amb 25 ml
de medi N6 a ra6 de 15-20 noduls per placa. Aquest call embriogénic, o unitats
embriogeniques seleccionades han de tenir una serie de caracteristiques que garanteixin
a I’explant un estat fisiologic Optim per la seva transformacio genctica. Els criteris de

seleccio son els segiients:
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- Talla: les unitats o noduls embriogénics han de mesurar entre 0,8 i 1,6 mm.
Calls més grans presenten un estat de diferenciaci6 massa avancat i condueixen a
freqliencies de transformacié inferiors, mentre que calls massa petits no suporten la

desestabilitzaci6 cel-lular que la transformacio genética comporta.

- Forma: les unitats seleccionades han de tenir una forma esférica i una

superficie llisa. Els calls de formes més complexes son diferenciats 1 no son valids.

- Color: les unitats han de ser lleugerament translucides i beige. Els noduls

blancs o grogosos no son valids.

- Textura: els calls han de ser compactes i resistents a ser agafats amb pinces. El
call massa disgregable, no resistent a la manipulaci6 amb les pinces no té capacitat
regenerativa, 1 el call viscos 1 cristal-li no és apte a la transformacid perque esta

diferenciat a formar estructures exclusivament radiculars.

Les plaques es mantenen en condicions de foscor 1 28 + 2°C dues setmanes més, en les
que els noduls embriogénics formen noves unitats embriogeéniques i aquestes
adquireixien la talla necessaria per garantir una bona transformacié genética. Aleshores

té lloc la transformacio genética de les cel-lules.

3.2 Transformacié genetica de I’arros

Es van utilitzar dues técniques de transformacié genética, per Agrobacterium

tumefaciens i per biolistica amb el can6 de gens.

3.2.1 Transformacié per Agrobacterium tumefaciens

-I- Procediment general de la transformacid via Agrobacterium

Totes les agroinfeccions es van realitzar seguint els mateixos procediments
independentment de la soca d’Agrobacterium utilitzada aixi com de I’estratégia de co-

transformacio a assajar.
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Cultiu d’Agrobacterium tumefaciens

- Es fa una sembra en escocés a partir de I’estoc glicerinat del bacteri d’intercs
(Maniatis et al., 1982) en una placa de Petri que conté 25 ml de medi LB solid (apartat
3.1 de materials) amb els antibiotics necessaris en cada cas. S’incuba la placa a la foscor

1a28°C.

- Un o dos dies després, quan apareixen colonies bacterianes aillades, se’n pica una i es
fa créixer en 50 ml de medi LB liquid (apartat 3.1 de materials) amb els corresponents
antibiotics en erlenmeyer de 100 ml de capacitat. La incubaci6 es realitza a 28°C, a la

foscor i amb una agitacié constant de 300 rpm durant una nit.

- Aleshores es fa una lectura espectofotometrica per saber la densitat optica de cultiu
bacteria. Per tenir una bona taxa d’agrotransformacio és necessari que els bacteris es
trobin en fase de creixement exponencial. Aquesta fase de creixement s’assoleix quan la
concentracid bacteriana és de 1-10° bacteris/ml i correspon a una densitat dptica de 0,1

llegida a una longitud d’ona de 600 nm.

Aplicant la segiient formula s’obté la quantitat d’inocul necessaria per fer un
subcultiu en 50 ml, de medi fresc i amb els corresponents antibiotics, per tenir el cultiu

bacteria a 0,1 de densitat Optica per realitzar la transformaci6é genética en un moment

donat.
NH/TD=Y
2Y=7
VC/Z=VI

X = (VI - DOf/ DOi)

NH: ntimero d’hores de creixement del cultiu abans de transformar

TD: temps de duplicacioé del cultiu bacteria, en Agrobacterium és 1,35

VC: volum en ml del cultiu bacteria

VI: volum en ml d’indcul per fer el subcultiu, sense ajustar la densitat optica del cultiu.
DOf : densitat Optica final, en el nostre cas 0,1.

DO:i: valor de la lectura de la DO del cultiu bacteria inicial

X=volum necessari d’inocul en ml per fer el subcultiu.
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- Es feia una segona lectura a I’espectrofotometre dels bacteris crescuts en medi LB per
comprovar la densitat optica. En cas que no s’ajustés al valor esperat calia repetir el

procés anteriorment citat.

Preparacid de 1’indcul per transformar

Amb l’objectiu de concentrar les suspensions bacterianes i tenir-les en medi
N6iiquiatAC (apartat 3.2 de materials) per afavorir D’activaci6 de la maquinaria
agroinfectiva dels mateixos, es centrifuga la solucié bacteriana durant 10 min a 3000
rpm 1 el pellet bacteria es resuspén en 40 ml de medi N6yquietAC. En aquest moment

I’indcul esta preparat per 1’agroinfeccio.

Agroinfeccio del call embriogénic d’arros

- Es disposen 15 ml de I’inocul bacteria en una placa de Petri de 5 cm. Seguidament s’hi

afegeixen els calls embriogénics i s hi deixen entre 15 i 20 min

- Es transfereixen els calls sobre paper de filtre esterilitzat a fi d’assecar-los eliminant

I’excés de bacteri

- Seguidament els calls es passen a plaques Petri de 9 cm amb 25 ml de medi N6+AC de
cocultiu a ra6 de 15-20 calls per placa. Aquestes plaques s’incuben 3 dies en foscor i a

28 £ 2°C. Després es transfereixen a medi de seleccio.

-II- Estratégies de co-transformacio per Agrobacterium tumefaciens

Es varen aplicar les segiients estratégies de co-transformacio:

A. Transformaci6 amb dos vectors T-DNA introduits individualment en

Agrobacterium (dos vectors/ dos cultius bacterians)

La inoculacié amb cadascun dels cultius bacterians es va portar a terme simultaniament
i amb decalatge de temps. Les agroinfeccions es van realitzar amb les soques EHA105
pCAMBIA1301 i EHA 105 pX2-H, una portadora del gen marcador uidA i I’altra del

gen marcador gfp. El procediment de les inoculacions va ser el segiient:

- Es posaven a créixer per separat les soques bacterianes per transformar. Quan les dues

assolien una densitat optica DOssy = 0,1 £0,025 es centrifugaven i resuspenien amb
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No6l+Ac (apartat 3.2 de materials). En el moment de la inoculaci6 es barrejaven 7,5 ml

de cada soluci6 bacteriana a la placa de 5 cm on tenia lloc ’agroinfeccio.

- Per altra banda es transformaven els calls equivalents per dos assaigs amb una de les

soques bacterianes, portadora del gen marcador gfp.

- Dos dies després, el call transformat amb els dos vectors simultaniament i la meitat del
transformat amb un gen marcador es transferien a medi de seleccid. L’altra meitat del
call transformat amb un gen marcador s’inoculava amb la soca portadora de 1’altre gen
marcador (GUS). En aquest assaig hi havia per tant dos dies de decalatge entre una i

altra infecci6 bacteriana.

- Cinc dies després de la primera inoculacio es procedia amb la segona transformacié
del call que restava per co-transformar. Aquesta planificacio pot veure’s esquematitzada

en la segilient Taula II:

Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
TDO |GFP GUS co-cultiu co-cultiu Seleccié
TD2 |GFP co-cultiu GUS Co-cultiu co-cultiu seleccid
TD5 |GFP co-cultiu co-cultiu Co-cultiu co-cultiu GUS

Taula II. Representacio esquematica de les transformacions realitzades en temps de decalatge (TD) de 0,

215 dies. GFP amb el plasmid pC1302 i GUS amb el pC1301.

Els assaigs amb la soca d’Agrobacterium portadora del plasmid pCAMBIA1302 es van

realitzar seguint els mateixos procediments.

B. Transformaci6 amb dos vectors T-DNA introduits conjuntament en
Agrobacterium

Inicialment els assaigs realitzats per estudiar aquesta estratégia de co-transformacio es
va utilitzar la soca LBA 4404 pCAMBIA1201pCAMIA1302. Més tard es van repetir les
inoculacions amb LBA 4404 pCAMBIA1201pX2-H, en el que es va substituir el gen
gfp de la casa comercial CAMBIA.

C. Transformacié amb un vector amb dos T-DNA
Les transformacions realitzades amb aquests tipus de plasmids (pX2-HB i pX2-
HCry1B) van seguir els mateixos procediments generals descrits a 1’apartat 3.2.1 de

metodes.
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3.2.2 Transformacié per bombardeig de microparticules

-I- Procediment general de la transformacio per biolistica

Preparacid del material vegetal pel bombardeig

Quatre hores abans del bombardeig es disposaven els calls embriogénics formant
un anell circular d’un centimetre d’ample i amb un cercle central d’un centimetre de
diametre que quedava buit a cada placa amb medi N6..n (apartat 3.2 de materials). Es
preparaven dues plaques per cada assaig de transformaci6. La disposicio6 circular és la
més adequada perque els calls rebin homogéniament els dispars, el call situat al centre
d’aquest cercle seria susceptible de rebre massa impactes per microparticules disminuint
la viabilitat de les cel-lules transformades i, fora de 1’anell disminuiria el nombre de
microparticules que hi arribaria. La composicio del medi N6, canvia les condicions
osmotiques de les cel-lules afavorint la retraccié del contingut cel-lular reduint els danys

causats pels impactes de les microparticules.

Preparaci6 de les microparticules pel bombardeig

Per cada assaig de transformaci6 pel cand de gens les microparticules es van

preparar tal com consta en el segiient protocol:

- Pesar en un mateix eppendorf 1.5 mg de microparticules d’or d’1 um de diametre i 1.5
mg de microparticules de 1.6 um de diametre

- Afegir 1 ml d’etanol absolut i sonicar les microparticules 30 segons
- Deixar precipitar durant una hora.
- Retirar I’etanol i afegir-hi 0.5ml d’H,O bidestil-lada autoclavada
- Tornar a sonicar 1 deixar precipitar
- Treure I’H,O ajustant el volum a 50 pl i tornar a sonicar les microparticules
- Afegir per ordre i vortexant suaument:
- 10 pl del DNA a una concentracié de 0.5 pg/ ul
- 20 pl d’espermidina 0.1M
- 50 pl de CaCl, 2.5M
- Deixar sedimentar les microparticules mantenint els eppendorfs en gel
- Centrifugar breument i llengar el sobrenadant

- Resuspendre les microparticules d’or, ja portadores del DNA, en 38 pl d’etanol
absolut
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Bombardeig del call d’arros

Per cada assaig de transformacié amb el cand de gens es van realitzar un total de 4
dispars a rad de dos dispars per placa. Un cop tenien lloc els dispars, els calls es

transferien a medi N6+seleccio i seguien el procés de regeneracio.

Per procedir amb els dispars es van seguir els passos contemplats en el segiient

protocol:

- Netejar amb etanol al 96% la cambra de flux laminar on es troba el cand de gens
PDS1000/He (BioRad. USA), i accessoris del mateix (cambra del cané de gens, discs
de ruptura (1100 psi) i membranes portadores del DNA, reixetes de contencid, suports
de les membranes, dels discs de ruptura i de la placa Petri)

- Col'locar les membranes que han de portar el DNA en els suports corresponents,
previament autoclavats

- Comprovar que el volum de I’eppendorf que conté les microparticules d’or amb el
DNA ¢s de 38 ul; en cas que s’hagués evaporat part de 1’alcohol afegir-ne per tenir el
volum desitjat

- Agitar per vortex I’eppendorf per homogeneitzar el contingut i rapidament dispensar
8ul d’aquesta solucid al centre de 4 membranes. Deixar evaporar completament
’alcohol

Per cada dispar:
- Col'locar el disc de ruptura de 1100 psi al suport corresponent i cargolar-lo al cand de
gens

- Col'locar la reixeta de contencid a I’orifici destinat a la mateixa 1, que es troba a la
peca que portara la membrana portadora, vigilant que quedi ben centrada

- Col'locar el suport de la membrana portadora del DNA amb la membrana de manera
que les microparticules quedin per la banda de la reixeta. Assegurar les peces cargolant-
les correctament. Finalment emplagar aquest muntatge dins la cambra del cano, per sota
del suport del disc de ruptura

- Per tltim col-locar la placa que conté el call embriogenic sense la tapa al suport per la
mateixa. [ emplagar el suport a 6 cm per sota de la reixeta de contencid

- Tancar la porta de la cambra del cand 1 procedir al dispar

Procediment del dispar

- S’encén el cand de gens 1 la bomba de buit 1 s’obre la clau de pas de la bombona
d’Heli.

- Es fa el buit a la cambra del cand 1 es manté.
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- Amb un pulsador es deixa entrar el gas fins que la pressié d’aquest arriba a 1100psi i
es trenca el disc de ruptura deixant passar de cop 1’Heli acumulat a la cavitat del darrera
del mateix. Aquest gas empeny de cop les microparticules de la membrana portadora

cap el teixit diana. La membrana portadora queda retinguda per la reixeta de contencio.

- Es torna a la pressi6 normal de la cambra del cand i es retira la placa amb el call, que
si ha de rebre el segon dispar es gira 90° respecte I’orientacid del primer dispar o es

segella amb Parafilm si ja ha rebut els dos dispars.

-I1- Estratégies de co-transformacid per biolistica

Es van realitzar diferents assaigs de transformacio per cand de gens amb el T-
DNA obtingut en I’apartat 2.1 de resultats. Per una banda es van fer assaigs de
transformacio en qué es disparaven simultaniament els dos T-DNA, i per altra banda

amb temps de decalatge de dos i cinc dies.

En la transformacio simultania amb els dos T-DNA es preparaven les
microparticules, tal com es descriu a I’apartat anterior, posant la meitat de DNA
corresponent a un cassette i I’altra meitat corresponent a 1’altre cassette. En canvi, en els
assaigs amb decalatge es disparava seguint el procediment habitual com si es tractés
d’assaigs independents. L’esquema seguit en aquestes transformacions es pot veure a la

Taula III.

Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
TDO GFP HPT seleccio seleccio seleccio seleccio seleccio
TD 2 GFP cano HPT seleccio seleccio seleccio
TD 5 GFP cano cano cano cano HPT

Taula III. Representacié esquematica de les transformacions realitzades en temps de decalatge (TD) de 0,

215 dies on es mostren els medis de cultiu detallats ; seleccid, N6+H; cand, N6 cano.

3.3 Seleccio de les céel-lules transformades

Diversos estudis realitzats en el nostre laboratori van revelar que tant amb la
transformacio per Agrobacterium com per biolistica, I’obtencié de plantes transgéniques

és molt més efectiva utilitzant el gen hpt, que confereix resisténcia a la higromicina
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(Ayres et al., 1994), com a sistema de seleccio que quan es fan servir els gens pat o bar,
que confereixen resisténcia a la fosfinotricina. Per tant, durant el desenvolupament
d’aquest treball es va utilitzar la higromicina com a agent de seleccio a ra6¢ de 40 mg per

litre de medi.

Un cop realitzada la transformacié genética dels calls embriogénics aquests es
transferien a plaques de Petri de 9 cm amb 25 ml de medi N6+H+Cf+T si la
transformacio genética es feia per Agrobacterium per eliminar-ne les restes després de
la inoculaci6 i sense Cf+T si es feia per can6 de gens, a ra¢ de 15-20 calls per placa i 20
plaques per assaig de transformacid. Les plaques es mantenien a la foscor durant 12-15
dies i a 28 = 2°C moment en qu¢ es transferien els calls a medi fresc i se sotmetien a les

mateixes condicions.

3.4 Pre-regeneracio i regeneracio de plantes transformades
geneticament

Passades entre tres i quatre setmanes des de la transformacié genética, els calls
que presentaven un creixement actiu passaven a medi de pre-regeneraci6 N6-PR+H
(apartat 3.2 de materials) amb el que es mantenien a la foscor durant una setmana, mai
més de 10 dies. Aleshores es transferien els calls a medi de regeneraci6 N6-
R+H(+Cf+T) on estaven 48 hores més a la foscor abans d’exposar-los a la llum a la
cambra de cultiu que mantenia un fotoperiode de 16:8. Les plantes que es van obtenir en
tots els assaigs van apareixer entre una i sis setmanes després de 1’exposicio dels calls a

la llum.

A mida que regeneraven noves plantules en placa, aquestes s’individualitzaven 1
es transferien a tubs de vidre de 62 ml de capacitat amb 8 ml de medi N60+H (apartat

3.2 de materials) de afavorint el desenvolupament d’arrels.

L’adaptacié de les condicions per regenerar plantes d’arros de la varietat Sénia a
partir de call embriogenic establertes al nostre laboratori estan descrites a Pons i

col-laboradors 2000.
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3.5 Aclimatacié de les plantes regenerades

Una setmana més tard les plantes arrelades es treien dels tubs, se n’eliminaven les
restes de medi de cultiu de la zona radicular i es transferien a germinadors de 60 alvéols
que contenien substrat adaptat al creixement de I’arros. La composicié del substrat era
de dos volums de torba per un volum de vermiculita, neutralitzat amb CaCO; (1 g
CaCOs; / 1 torba) i enriquit amb Osmocote (tipus 15-11-13-2 MgO, Scotts) a ra¢ d’1g

Osmocote/l substrat.

Per evitar un estrés hidric sever a les plantes per passar d’unes condicions
ambientals controlades i molt favorables del cultiu in vitro a condicions d’hivernacle hi
havia un periode d’aclimatacid. El procés tenia lloc en un tunel d’aclimataci6 on per un
sistema “fog system” programable es podia dissenyar un descens progressiu d’humitat
en 15 dies. En aquest temps les plantes endurien la cuticula protegint-se del xoc hidric.
Finalment les plantes es transferien dels alveols dels germinadors a testos convencionals
de cinc litres de capacitat a rad de tres plantes per test. Aquesta era la ubicacio final de

les plantes per prendre’n mostra per analitzar aixi com per 1’obtencié de llavors.

3.6 Sembra i cultiu en camp de linies transgeniques i no transgeniques
d’arros

En P’assaig de camp que es va portar a terme per ’analisi de flux genic, totes les llavors
es varen sembrar en un substrat de torba i vermiculita als hivernacles de I’empresa Erms
Salats de Sant Jaume d’Amposta. Quan les plantes tenien 2-3 fulles, es varen trasplantar
al camp. El cultiu del camp es va desenvolupar d’acord amb el maneig normal d’un

camp d’arros.
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4. AVALUACIONS DE LES PLANTES TRANSFORMADES
GENETICAMENT

4.1 Analisi histoquimic de I’expressio del gen uidA (enzim GUS)

En el present treball s’han realitzat analisis histoquimics per determinar I’activitat
d’aquest enzim. L’expressié del gen uidA ha estat sempre dirigida pel promotor

constitutiu CaMV35S.

Les mostres de teixit vegetal assajades van ser trossos de fulla d’una mida
aproximada de 0,2 cm®. Les mostres de fulla es prenien quan les plantes assolien un
estadi de 2 fulles in vitro i posteriorment en planta adulta a 1’hivernacle, buscant

aleshores una fulla jove.

Les mostres de fulla es col-locaven individualment i netejant amb etanol els estris
utilitzats per tallar i manipular la mostra —tisores i pinces- cada vegada en els
compartiments de plaques ELISA que contenien 80 ul de la soluci6 X-GLU. A cada
placa s’hi posava una mostra de fulla de Sénia no transformada com a control negatiu
aixi com almenys una mostra de teixit gus+ conegut. Es segellaven les plaques amb
Parafilm i s’incubaven una nit a 28°. Es retirava el substrat i es decoloraven les mostres
afegint 100 pl amb etanol de 70°. Unes hores després es retirava 1’etanol i es repetia el
rentat. Seguint aquesta metodologia es podien visualitzar clarament les zones del teixit

tenyides de color blau.

Preparaci6 de la solucié X-GLU

A) Solucio6 tampé (per 100 ml)
NaH,PO42H,0 11,36 g
Na,HPO4-2H,0 24¢
Na,EDTA-2H,0 372 mg
Thimerosal 25 mg
Triton X-100 0,1 %

Ajustar a pH 7,5 i esterilitzar per filtracié en cambra de flux. Mantenir a 4°C.
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B) Solucié d’ironcyanida (sals potassiques):
Ferricianida 211 mg
Ferrocianida 165 mg

Dissolts en 10 ml H,O i filtrar per esterilitzar, mantenir a 4°C.

C) Solucio6 de Na X-GIcA:
Na X-GIcA 20 mg
Dissolts en 1 ml DMF (Dimetil formamida).

Solucié X-GLU final, en un envas de vidre estéril i mantenir a 4°C:
Tampod A: 40 ml
Solucio B: 40 pl

Solucio6 C: 1 ml

4.2 Analisi de I’expressié del gen gfp per microscopia de fluorescencia

Els diferents DNAs amb els que es va transformar el material vegetal portaven el
gen gfp dirigit per promotors constitutius CaMV35S i gos2 possibilitant el seguiment de
la fluorescencia en qualsevol estadi de desenvolupament de la planta. La proteina GFP
emet fluorescéncia sota una longitud d’ona de 510 nm, per visualitzar-la es va utilitzar
la lupa binocular Leica MZ6 (Leica) amb el filtre GFPplus, d’excitacié a 480/40 nm 1
d’emissi6 a 510 nm LP. La visualitzaci6 de la fluorescéncia no comporta cap tipus
d’afectaci6 negativa pel teixit, permetent-ne 1’observacid repetida sense destruir el

material vegetal.

Es van seguir dos procediments en la visualitzacié de la fluoresceéncia de la

proteina GFP

a) Avaluacio de les plantes TO. Es va fer un seguiment de la fluorescéncia durant tot el
procés de regeneracid dels calls embriogenics transformats a les plantules d’arros. Es
feia una darrera observaci6 de la plantula en el moment que s’havia transferit de placa a

tub.

b) Determinaci6 de I’heretabilitat del caracter a la descendéncia. S’induia la germinacid

en plaques Petri de 9 cm de llavors T1 o T2 préviament declofollades. Se sembraven
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sobre dos discs de paper de filtre convencional humitejats amb aigua corrent un maxim
de 24 llavors per placa. Es segellaven les plaques amb Parafilm i s’incubaven a les
fosques 48 hores. Passat aquest periode es determinava 1’expressi6 del gen gfp per

observaci6 de les plantules a la lupa de fluorescencia.

4.3 Avaluacid de la resistencia a herbicida de les plantes transgéniques

El gen bar, clonat d’Streptomyces higroscopicus confereix resisténcia a
herbicides com el Bialaphos, el Finale i el Basta. La determinacié de la resisténcia d’un
teixit a I’herbicida glufosinat es va fer seguint dues metodologies. En funcié de I’interes
en mantenir viva una planta sensible a I’herbicida I’aplicacié era localitzada o bé

generalitzada.

a) Metodologia per la determinacié de la resisténcia a I’herbicida en planta TO. La
determinacié de la funcionalitat del gen bar en plantes directament obtingudes de la
transformacio genetica (TO0), es va fer d’acord amb els procediments descrits pel grup de
Gordon-Kamm (1990) pintant amb una soluci6 aquosa d’herbicida una area local de les
fulles d’arros. Aquesta metodologia permetia avaluar les plantes in vivo, sense implicar
la mort de les que no haguessin incorporat el gen. El métode d’aplicacié puntual

d’herbicida consistia en:

- Triar dues fulles sanes de la planta a assajar i fer dos talls identificatius en forma de V

invertida a ’extrem de la fulla.

- Amb un cotonet impregnat d’una solucié de glifosat (Finale) equivalent a 800 g de
materia activa per hectarea (3’95 ml de Finale / 1), fregar marcant una linia transversal a

la zona més distal de ’envés de les fulles triades.

- Una setmana més tard es feia el control visual dels simptomes, molt evidents en les

plantes susceptibles mentre que les resistents no presentaven lesions.

b) En canvi, per estudiar 1’heretabilitat del gen bar en les segiients generacions
(T1,T2,T3) el nimero de plantes a assajar augmentava considerablement i al no tenir
interés en mantenir vives les plantes negatives, es va optar per polvoritzar-les amb

I’herbicida. Les plantes de les que es determinava la preséncia del gen bar eren plantes
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que abans eren avaluades per ’expressio del caracter gfp, de manera que eren llavors

induides a germinar, observades a la lupa i aclimatades als hivernacles.

- Quan les plantes havien assolit un estadi de 3-4 fulles es feia un control per descartar

les plantes que morissin durant el procés d’aclimatacio, evitant falsos negatius.

- Procediem a I’aplicaci6 de I’herbicida, a la dosi equivalent a 800 gma/ha, polvoritzant

el més homogeniament possible les safates on es trobaven les plantes d’arros.

- Una setmana més tard es feia el control de les plantes tractades. Els efectes de

I’herbicida en plantes susceptibles era molt evident.

5. AVALUACIO DEL FLUX GENIC D’ARROS EN CAMP

L’assaig es va realitzar a I’Estacio Experimental del Delta de I’Ebre de 'IRTA
(Amposta) durant els mesos de maig a octubre de 2001, un cop havia estat autoritzat per

la “Comision Nacional de Bioseguridad” (assaig de referéncia B/ES/01/07).

5.1 Disseny experimental

Les plantes transgeniques es varen situar en el centre del camp formant 7 cercles
concentrics de 0.25 a 1.75 m de radi, separats entre ells 25 cm. Les plantes no
transgeéniques es varen situar en cercles al voltant del nucli transgeénic,a 1,2, 51 10 m
de distancia del cercle més exterior de les transgéniques. Dins del nucli transgénic es
varen intercalar plantes d’arrds salvatge, a una densitat aproximada de 2 plantes /m*. Per
tal de poder avaluar I’efecte del vent sobre la pol-linitzacié de ’arros salvatge es varen
intercalar plantes d’aquesta mala herba en el cercles de Sénia no transgenica de tal
manera que hi havien dues plantes per sector en els cercles de 112 m i quatre per sector

enels de 5110 m (Figura 17).
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4¢— 235 m —mm»

Distancia dels cercles
exteriors a les plantes
— transgeniques del cercle central

Lloses d’accés

Figura 17. Disseny de I’assaig. Cercle central d’ 1.7 m de radi amb 154 plantes transgéniques i 22 plantes
de arros salvatge intercalades. Els cercles exteriors situats a 1, 2, 51 10 m de distancia sembrats amb
plantes control no transgéniques y plantes de arrds salvatge intercalades distribuides regularment (16 en

els dos cercles interiors y 32 en los exteriors).

El camp es va cultivar seguint les técniques culturals habituals de la zona. Després
de la floracio, les espigues de les plantes d’arros salvatge es varen embolicar amb una

malla per tal d’evitar la caiguda de les llavors al sol, 1 recollir les mostres.

Un cop les llavors estaven madures, es varen recol-lectar a ma, planta per planta,
assenyalant la posicid que ocupaven al camp (cercle i orientacid segons la rosa dels

vents)

5.2 Mesures del vent

Durant el periode de floracid, la direccio i velocitat del vent es varen mesurar amb
un anemometre 1 un potenciometre del tipus Delta-T Type AN1 1 Delta-T Type Wdl
respectivament. Ambdos instruments es varen posar al centre del camp a una alcada just
per sobre de les espigues. Les mesures de la velocitat del vent es varen prendre cada 10
segons i el promig de sis lectures s’enregistrava en un Data logger (Tipus DL33 de la
casa Delta-T Devices LTD, Burwell, Cambridge). La direccid del vent es va enregistrar

cada minut.
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5.3 Analisi de la descendéencia

Les llavors es varen mantenir emmagatzemades al centre de Cabrils (a temperatura
ambient en el cas de les S1 B 1 no transgeniques) i a 4°C en el cas de les d’arros
salvatge, per tal de trencar la dormancia. Al cap de 4 mesos es va avaluar el percentatge
de germinacié de les llavors per determinar el pes que calia sembrar per obtenir

aproximadament 500 plantetes germinades per plata.

Per avaluar les descendéncies, mostres de llavors de cadascuna de les plantes
d’arros salvatge 1 de les Sénia no transgeéniques es va sembrar en plates de Porexpan
(48 x 28 x 7cm) en un substrat d’arrds, en un hivernacle de vidre adaptat al cultiu de
plantes transgéniques. Quan les plantetes tenien 2-3 fulles, es varen tractar amb
I’herbicida Finale, a una dosi equivalent a 800 gma/Ha. Al cap de 15 dies, les plantetes
que havien sobreviscut al tractament a 1’herbicida s’analitzaven amb la prova
histoquimica de I’activitat GUS tal com es descriu als apartats 4.3 i 4.1 respectivament

de métodes.

Donada la disponibilitat d’espai a I’hivernacle, per poder avaluar totes les plantes
de I’assaig es varen fer 3 sembres consecutives. En cadascuna d’elles, es varen sembrar
també¢ una serie de plates amb les descendéncies de les S1B per tal de fer-les servir de
control del tractament amb herbicida. En cadascuna d’aquestes sembres es va avaluar el
percentatge de germinacié obtingut, fent un recompte de les plantetes germinades de 10
plates, a fi i1 efecte de poder estimar el numero total de plantes tractades posteriorment

amb herbicida.

5.4 Estudis de segregacio

Les plantes resistents a 1’herbicida i gus+ es varen cultivar en el substrat descrit
anteriorment per tal d’obtenir la segiient generaci6 i poder esbrinar si eren fruit de la
pol-linitzacié creuada amb el pol-len de les S1B. Aixi, 24 llavors de cadascuna de les
plantes es varen sembrar a I’hivernacle i es varen tractar amb herbicida quan tenien 2-3
fulles. D’aquesta manera, es podia esbrinar si les plantes resistents provenien de la

pol-linitzaci6 creuada (segregacié del caracter de resisténcia) o be eren llavors
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transgeniques (homozigotiques pel caracter de resisténcia) que per algun error en la

recol-leccio de les llavors o en la manipulacio posterior s’havien barrejat amb les altres.

5.5 Analisi estadistic

Per tal de determinar la significaci6 de les diferéncies de flux en funcid de la
distancia es va fer un analisi estadistic mitjancant el procediment SAS GLM. El test de
Watson one-sampleU2 (Watson, 1962) especificament dissenyat per distribucions
circulars es va fer servir per testar la hipotesi nul-la d’uniformitat entre els cercles 1

demostrar la influencia del vent.
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Tots els assaigs de transformacié genetica s’han fet amb call obtingut a partir de
llavors madures d’arros de la varietat Sénia (Oryza sativa cv Sénia). A la Figura 18 es
mostren algunes imatges representatives del procés de transformacio genética de 1’arros.

Introduccié in vitro de llavors
madures d’arros

Selecci6 del call
embriogénic

Formacio de call Cultiu del call embriogénic

Cultiu de les
plantes TO als hivernacles i
obtencié de la generacié T1

Figura 18. Principals esdeveniments que tenen lloc durant el procés de transformaci6 genética d’arros. A
la Figura 18A es mostren les plaques en les que s’introdueixen in vitro les llavors madures d’arros.
Seguidament té lloc la induccio de call embriogenic, la seva seleccié (B) i el posterior subcultiu (C), fins
que el call esta en les millors condicions per ser transformat. Un cop realitzada la transformacié genética,
per Agrobacterium o per biolistica, s’inicia la regeneracio de plantes en medi de seleccio (D), I’arrelament
de les plantules clonades (18E), i I’aspecte que presenten les plantes en condicions d’hivernacle, on es

cultiven per obtenir la segiient generaci6 de plantes (T1) (F).
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1. ESTRATEGIES DE CO-TRANSFORMACIO PER
AGROBACTERIUM TUMEFACIENS

1.1 Transformacio amb dos vectors T-DNA introduits individualment
en Agrobacterium

Es van realitzar diferents assaigs de transformacié utilitzant dos cultius
independents de la soca EHA 105 d’Agrobacterium tumefaciens, cadascun amb un
plasmid portador d’un gen marcador diferent (gfp i uidA), tal com es mostra a la Figura
19. Es van fer inoculacions amb els dos cultius simultaniament i per altra banda amb un

decalatge en el temps de dos 1 cinc dies entre un i altre cultiu.

Agrobacterium Cél-lula vegetal

Co-Transformacié

8]
D

Cultiu 1: LYV a
EHA 105 pCAMBIA 1302 (gfp) * — Segregacio
S | o
—elkOk
. LOCi independents ‘
Cultiu 2:

EHA 105 pCAMBIA 1301 (uidA)

Figura 19. Esquema representatiu de les transformacions genétiques d’arrds amb dos cultius
d’Agrobacterium, cadascun amb un plasmid amb un gen marcador diferent: ({r:}) afp, (*) uidA. Cada

vector conté en el T-DNA el gen que confereix resisténcia a la higromicina en planta (@ ).

1.1.1 Inoculacio6 simultania amb els dos cultius d’ Agrobacterium

Es van utilitzar el cultiu 1 (EHA 105 pCAMBIA 1302 (gfp)) i el cultiu 2 (EHA
105 pCAMBIA 1301 (uidA)) simultaniament. D’aquest assaig de transformacio, que es
va anomenar G1, se’n van obtenir 118 plantes procedents de 35 calls independents. Les
plantes de la generacio TO de ’assaig G1 es van transferir a condicions d’aclimataci6 i

es van cultivar en hivernacle.
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Mitjangant I’analisi histoquimic de 1’activitat GUS es va confirmar 1’expressio del
gen UIdA en les plantes G1 T0. D’aquesta manera es van identificar 39 plantes gus+
(d’un total de 101 plantes avaluades). En canvi els resultats de 1’analisi de 1’expressio
del gen gfp mitjancant fluorescéncia en les plantes G1 TO eren poc fiables. La integracio
del gen gfp es va confirmar per PCR (Figura 20) i per “Southern blot” en 55 plantes G1
TO (dades no mostrades). Tot i que s’havia confirmat la integracié del transgen, no es va
poder observar la fluorescéncia de la proteina GFP de manera concloent en cap

d’aquestes plantes.

Mostres G1 TO

AC->2C+/ X X X ) \
S

| .

Figura 20. Analisis electroforéetic en gel d’agarosa dels productes de la PCR amb els encebadors que
amplifiquen un fragment intern del gen gfp de 523 pb. D’esquerra a dreta trobem el marcador de pes
molecular A pUCmix, i on se senyala de color verd I’al¢ada a la que corresponen els fragment de 523 pb;
DNA de plantes Sénia no transformada de control negatiu (C-); Mescla de la reaccié sense DNA (X),
DNA del plasmid pCAMBIA 1302 de control positiu (C+), i la resta de carrils corresponen a DNA de les

plantes procedents de 1’assaig G1.

En base als resultats obtinguts de D’activitat GUS i d’integracio del gen gfp
(analisis moleculars) es van identificar 19 plantes G1 TO que havien co-integrat ambdos

gens marcadors (sobre 55 plantes que van ser avaluades pels dos caracters).

Es van sembrar un total de 848 llavors procedents de 18 plantes TO co-
transformades. La segregacio del caracter GUS es va poder determinar a la poblaci6 T1
de les 18 linies parentals co-transformades; en canvi, la segregacio del gen gfp no es va
poder determinar mitjancant la deteccio6 d ela fluorescencia de la proteina GFP tot i que

I’analisi molecular de les plantes indicava la preséncia del transgen.

Tot 1 que els vectors CAMBIA estan dissenyats per transformar tant espécies
dicotiledonies com monocotiledonies i estan testats per Agrobacterium i per biolistica

en tabac i arros (www.cambia.org), els nostres resultats indicaven que el gen gfp del

plasmid pCAMBIA 1302 no permetia obtenir la informacid desitjada en plantes d’arros,
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al no permetre un seguiment de I’expressido d’aquest gen marcador mitjancant 1’analisi

de la fluorescéncia de la proteina GFP.

Per aquesta rao, es va decidir avaluar la funcionalitat d’altres versions del gen gfp
abans de continuar amb els estudis de les diferents estratégies de co-transformacio
previstes. Amb aquesta finalitat es va dissenyar un assaig d’expressio transitoria per

biolistica sobre call d’arrdos amb diferents DNAs.

a) Per una banda teniem la versio Sgfp65T (Heim et al., 1995) del gen gfp, 1’expressio
del qual esta controlada pel promotor del gen gos2 d’arros (De Pater et al., 1992) i el
terminador del gen rbcs d’arros (Matsuoka et al., 1988). El cassette gos2:Sgfp65T:rbes

es trobava clonat en diferents plasmids:

e pX2-H. Plasmid portador de dos T-DNAs en un dels quals es troben clonats els
cassettes per I’expressio dels gens gfp i hpt (Figura 13A).

e pX2-HB. Plasmid portador de dos T-DNA (Figura 13B). En un T-DNA hi ha els
gens gfp i hpt (igual que en el vector pX2-H) i en I’altre T-DNA el gen bar.

e pX2-HCryIB. Plasmid amb dos T-DNA, una amb els gens gfp i hpt i ’altre amb
el gen CrylB (Figura 13C). Aquest vector va ser el que posteriorment es va
utilitzar per 1’obtencié de plantes transgéniques amb un gen d’interés (CrylB)

lliures de gens de seleccid (apartat 3 de resultats).

b) Plasmid pCAMBIA 1302, provenint de la collecci6 de vectors pCAMBIA

(www.cambia.org, Australia), amb el que es va portar a terme 1’assaig G1 i que tan

dubtosa expressio es va obtenir (Figura 9B).

Per descartar la possibilitat de que s’hagués rebut un lot defectuds d’aquest

plasmid, es van assajar dues preparacions diferents d’aquest plasmid de lots rebuts per

vies independents (IRTA, CSIC)
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¢) Plasmid pUC19:gfp. Aquest vector contenia una versio del gen gfp derivada del gen
m-gfp-5-ER descrita per Hasseloff (1997) sota el control del promotor CaMV35S
(Figura 14).

e Plasmid pCAMBIA 0390-GFP. Per digestio amb enzims de restriccid es va
obtenir el cassette per I’expressio del gen gfp a partir del plasmid pUC19:gfp.
Aquest DNA es va clonar en el vector pPCAMBIA 0390 (el procés seguit per la

preparaci6 d’aquest plasmid s’indica a ’apartat 2.1 de resultats).

e A més es va obtenir el T-DNA aillat a partir d’aquest mateix plasmid en
experiments de transformacio. La preparacio d’aquest DNA s’indica a I’apartat

2.1 de resultats)

Les plaques es van disparar seguint el protocol descrit a I’apartat 3.2.2 de metodes,
perd se’n va disparar una enlloc de dues plaques ja que 1’objectiu era comprovar la
funcionalitat de les diferents versions del gen gfp i no I’obtencié d’un nimero minim
d’events de transformacié independents i estables. Es van fer observacions dels calls a

les 24 hores 1 cinc dies després de la transformacio. Els resultats es mostren a la Taula

IV:

24 hores 5 dies

a) pX2-HB + +
pX2-H + +
pX2-HcrylB + +

b) pCAMBIA 1302 (IRTA) - -
pCAMBIA 1302 (CSIC) - -

c) pUC19:gfp + +
pCAMBIA 0390-gfp + +
T-DNA-gfp + +

Sénia no transformada - -

Taula IV. Resultats de la visualitzacio amb la lupa de fluorescéncia dels calls transformats; (+) va
aparéixer almenys 1 punt on I’expressio de la GFP era clara; (-) no es va visualitzar cap punt del call
fluorescent.

La intensitat de fluorescencia en els calls de les tres primeres plaques (pX2-H,
pX2-HB, pX2-HCryIB) era molt forta. La fluorescencia de la proteina GFP provenint de
la transformacié amb els plasmids pUC19:gfp, pCAMBIA 0390-GFP, o en el fragment
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de T-DNA-GFP, tot i no ser tan brillant com la primera, era clarament distingible de la
resta de call no transformat. La majoria dels punts visualitzats a les 24 hores del
bombardeig havien incrementat en nombre i en intensitat quan es va tornar a observar el
call 5 dies després. En canvi, no es va veure cap punt fluorescent en les plaques

transformades amb el plasmidi comercial pPCAMBIA 1302.

D’aquest assaig d’expressio transitoria es va concloure que o el gen gfp original
dels plasmidis pCAMBIA utilitzats no era funcional o bé si ho era, calia nivells
d’expressid 1/o acumulacio de la proteina GFP superiors en les cel-lules per poder-la
visualitzar. Simultaniament a aquests experiments, dos representants de la casa
CAMBIA, que es trobaven a Barcelona assistint al Congrés de Biologia Molecular
2003, ens van comunicar a titol personal que el gen gfp del plasmid pPCAMBIA 1302 no
estava funcionant bé en arros; de fet presentaven al congrés noves versions del mateix
gen. Aquests resultats ens van portar a abandonar decididament el plasmid pCAMBIA
1302.

Es va repetir I’experiment de transformacié amb dos vectors T-DNA introduits
individualment en Agrobacterium per inoculacié simultania amb els dos cultius
bacterians (abans assaig G1) perd aquesta vegada utilitzant el plasmid pX2-H, portador

del cassette Gos2-Sgfp65T-trbes i la resisténcia a la higromicina (Figura 13).

En aquest nou assaig de transformacié genetica es va inocular el call d’arros
simultaniament amb els dos cultius d’Agrobacterium (soca EHA 105), el cultiu 1,
portador del vector pX2-H i el cultiu 2, amb el pCAMBIA 1301 (uidA). Aquest assaig
es va anomenar G12 i se’n van fer dues repeticions. Es van obtenir un total de 40
plantes procedents de 22 calls independents (Taula V). En la mateixa taula es mostren
els resultats de I’analisi histoquimic de 1’expressio del gen uidA (GUS) aixi com de les

observacions de les plantes a la lupa de fluorescéncia.
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CODI CODI
PLANTA CALL GUS GFP PLANTA CALL GUS GFP
GI2-1 1 - + Gl12-21 12 ND ND
GIl2-2 2 - + Gl12-22 12 + -
Gl12-3 3 ND ND G12-23 13 - +
Gl2-4 4 ND ND G12-24 13 - +
Gl2-5 5 - + G12-25 14 - +
Gl2-6 5 - + G12-26 14 - +
Gl12-7 6 - + G12-27 14 - -
Gl12-8 7 - + G12-28 15 - -
Gl12-9 8 - + G12-29 16 + +
GI12-10 1 - + G12-30 16 - +
Gl12-11 5 - + G12-31 17 - +
GI2-12 5 - + G12-32 18 ND ND
G12-13 9 + - G12-33 19 + -
Gl12-14 1 - + G12-34 20 - +
Gl12-15 1 - + G12-35 21 - -
Gl2-16 1 - + G12-36 22 + -
GI12-17 10 - + G12-37 18 - +
G12-18 10 - + G12-38 18 - +
G12-19 10 - + G12-39 19 - +
G12-20 11 - + G12-40 19 - +

Taula V. Llistat de plantes obtingudes a 1’assaig G12. A la columna de I’esquerra de cada bloc es mostra
el llistat de les 40 plantes obtingudes en 1’assaig G12. A la segona columna figura el call del que ha
regenerat cada planta. A les altres dues columnes hi consten els resultats de les diferents observacions
realitzades a les plantes, essent + positiu, - negatiu i N.D. no avaluat.

Taxes de transformacié i co-transformacio de les plantes TO de ’assaig G12

El resum global de 1’assaig considerant el nimero de plantes que han integrat un o
altre caracter independentment de ’altre, aixi com el nimero de plantes que han integrat

els dos caracters es mostra a la Taula VI.

a) b)
GUS GFP GUS + GFP + 1(1)
N° plantes + (calls) 5(5) 29 (15) GUS + GFP - 4 (4)
N° plantes - (calls) 31(17) 7(7) GUS - GFP + 28 (15)
Total avaluades (calls) | 36 (19) 36 (19) GUS - GFP - 3(3)

Taula VI. a) Resultats de la co-transformacié amb els plasmids pC1302 i pX2-H. Els valors numérics
corresponen al numero de plantes per cada cas i entre paréntesi el nimero de calls diferents que pertanyen
a la mateixa categoria. b) Resultats expressats en quatre categories en funcié de la integracié dels dos
gens marcadors.
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A partir d’aquest resultats es pot calcular la taxa de transformacié per cada gen
marcador aixi com la taxa de co-transformacié considerant la integracio dels dos gens.
La taxa de transformacio pel gen UidA va ser d’entre un 13,8% i un 26,3%, mentre que
pel gen gfp va ser entre un 78,9% i un 80,5%. La taxa d’integracio dels dos gens, co-
transformacio va quedar entre el 2,7% i el 5,26% en funcié de comptabilitzar les plantes
o els calls dels que venen. La representacié grafica dels resultats es mostra a la Figura

21.

Taxa de cotransformacio: 2,7 - 5,26 (%)
Avaluaci6 gfp: fluorescéncia

Figura 21. Representacié dels resultats obtinguts en 1’assaig de co-transformacio G12, en qué es va
inocular call d’arros amb una solucié 1:1 de dues poblacions bacterianes; una, portadora del plasmid que
conté el gen gfp i Ialtra, amb un plasmid portador del gen uidA. En verd es representen les plantes que
havien integrat establement el gen gfp i en blau les plantes que van incorporar el gen uidA. En vermell es
representa la planta que van integrar els dos gens.

Avaluacid de la segregacio de caracters en la generacid T1

Tot 1 que es van cultivar les 36 plantes als hivernacles, inicialment les Gniques
llavors que estudiariem serien les produides per I’event de transformacié que expressava

els dos gens marcadors (linia G12-29).

Es van sembrar 78 llavors T1 produides per la planta G12-29 (gus+gfp+), de les
que 70 eren gfp+ 1 8 gfp-. La proporcié de plantes gfp+ va ser del 89,7%, ’esperada
considerant que podien haver-se integrat dues copies del gen gfp en el genoma de la
planta G12-29. Mitjangant un analisi per Southern blot del DNA genomic de les plantes
G12 (TO). Es va confirmar la integracio de les dues copies del gen gfp en la linia G12-
29, a la vegada que es va determinar que presentava una sola copia del gen uidA

integrada en el seu genoma (Figura 22)

98



RESULTATS

A)

pCAMBIA 1302 pCAMBIA 1301

RB LB

LB . .
(A. tum.) (A. tum.) Ly (A. tum.)

(A. tum.)

b bl
GFP GUS
B)
Sénia G12 29 Sénia G12 29

Figura 22. A) Esquema parcial dels T-DNA dels vectors pPCAMBIA 1302, 1301 i 1300 en qué s’indica el
fragment amplificat per PCR amb els diferents encebadors. Els DNAs amplificats per PCR es van marcar
radioactivament per random priming per ser posteriorment utilitzats com a sondes d’hibridaci6. B)
Southern realitzat a la planta G12-29 TO i a una planta Sénia no transformada (control negatiu). A
I’esquerra es mostra el resultat de la hibridacié de la membrana amb la sonda pel gen UIdA en qué
s’observa una intensa banda en el carril de la planta transgénica, inexistent a la planta no transformada. A
la dreta es mostra la hibridacié amb la sonda pel gen gfp en la que s’observen les dues bandes d’igual

intensitats presents en el carril de la planta G12-29.

L’analisi histoquimic de I’activitat GUS va indicar que de les 70 plantes T1 gfp+,
41 continuaven expressant el gen UidA, i 17 plantes havien segregat pel mateix caracter
(12 plantes van morir abans de ser analitzades). De les 8 plantes T1 gfp-, 4 van ser gus-

(les altres 4 no es van poder avaluar).

Només es van poder avaluar quatre de les vuit gfp-, les 4 van ser gus-. Considerant
que es van analitzar pels dos caracters 62 plantes, i que 41 mantenien els dos transgens,
17 eren gus-gfp+ i 4 havien perdut els dos gens, es van obtenir els percentatges de

segregacid que es mostren a la Taula VII. Es pot observar que hi ha segregacid pel gen
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uidA, 66,1% de la descendeéncia 1’expressa mentre que un 33,9 % no ho fa, confirmant

que hi havia una sola copia integrada.

Segregacio de caracters en G12-29 T1 | N° plantes %
GUS + GFP + 41 66,1
GUS + GFP - 0 0
GUS - GFP + 17 274
GUS - GFP - 4 6,5
TOTAL 62 100

Taula VII. Percentatges obtinguts per cadascuna de les quatre combinacions possibles amb els dos gens

marcadors en plantes G12-29 T1.

Es van observar diferéncies en 1’expressio del gen gfp en els diferents teixits de les
plantes T1 gfp+ procedents d’una mateixa planta TO. Aixi com totes les plantules
germinades presentaven com a zona de maxima intensitat de fluorescéncia el mesocotil,

només algunes expressaven fluorescencia en I’endosperma (Figura 23).

Figura 23. Imatge de tres llavors germinades G12-29 T1 amb la lupa estereoscopica de fluorescéncia
Leyca MZ6, amb el filtre GFPplus. Es pot observar com es donaren diferents nivells d’expressio del gen
gfp. Les plantules A i C presentaren fluorescéncia a nivell d’endosperm a diferéncia de la plantula B. La

zona de major intensitat de fluorescencia en totes les plantules té lloc al mesocotil.
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La intensitat de fluorescéncia emesa per la proteina GFP esta directament
relacionada amb la concentracié de proteina soluble que ¢€s alhora depenent del
promotor que dirigeix I’expressiod del gen. El promotor que dirigeix 1’expressio del gen
gfp, promotor del gen d’arros gos2 (de Pater et al., 1992) se sap que és actiu en diferents
teixits de la planta d’arros (fulla, arrel, coleoptil). Aquest promotor, tot i que no s’ha
utilitzat tan extensament com els promotors CaMV35S o ubiquitina, presenta les
caracteristiques propies d’un promotor constitutiu en plantes transgeniques d’arros. En
canvi, encara que es tracti de promotors constitutius, existeixen diferéncies en quant al
nivell d’expressi6 d’aquests promotors en diferents teixits d’una planta. En aquest
sentit, els bons resultats obtinguts amb la versidé Sgfp65T (diferent de la versi6 del gen
gfp dels altres vectors utilitzats en aquest treball, el pPCAMBIA 1302 i el pUC19:gfp)
poden ser degudes no sols a les caracteristiques de la gfp del plasmid pX2-H sind també
a que en aquest cas I’expressio del gen esta sota control del promotor del gen gos2

d’arrds (mentre que en els altres casos és el promotor CaMV35S)

Es van sembrar 64 llavors T2 de quatre de les 17 linies que havien perdut el gen
marcador UIdA i mantenien el gfp amb la finalitat d’estudiar-ne la segregacio pel darrer
caracter. Les 256 llavors van ser gfp+. Aquests resultats concorden amb la integracié de

dues copies del gen gfp en la TO, ja observada per “Southern blot” a la Figura 22B.

De les 41 linies que mantenien la co-transformacié en T1 (gus+, gfp+) es van triar
set linies a 1’atzar per sembrar-ne algunes llavors T2 i estudiar la segregacié dels

caracters en la segiient generacid. Els resultats es mostren a la Taula VIII.

Llavors GFP + GFP -

Codi planta T1 | sembrades [ 5 jg + GUS - GUS + GUS -
G12-29 + 3 70 0 70 0 0
G12-29 +4 10 7 3 0 0
G12-29 +5 27 0 18 0 0
G12-29+7 70 0 69 0 0
G12-29 + 11 27 15 7 0 3
G12-29 + 15 70 0 64 0 0
G12-29 + 16 70 46 17 0 7

Taula VIII. Resultats de I’analisi de descendéncies de les plantes T1 gfp+gus+ que figuren a la columna
de I’esquerra, totes elles eren plantes T1 que mantenien els dos trangens que caracteritzaven el seu
parental, la planta G12-29. En les linies G12-29 + 5, G12-29 + 7, G12-29 + 11 1 G12-29 + 15 van morir

9, 1, 2 1 6 plantes respectivament abans d’haver-ne realitzat la prova histoquimica de I’activitat GUS.
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En les linies G12-29+7, G12-29+11 i G12-29+17, la segregacid del gen uidA, en
base als resultats de ’activitat GUS, s’observaren les freqiiéncies esperades d’una sola
copia del gen. En quatre de les set linies procedents de plantes T1 gfp+gus+ (G12-29+3,
G12-29+5, G12-29+7 1 G12-29+15) no hi havia activitat GUS, probablement per un
efecte de silenciament en I’expressid del gen uidA. No es podria associar a un
silenciament per multiples copies del gen UidA ja que sols hi havia una copia integrada

(Figura 22B).

Per altra banda es va observar que en dues de les set linies (G12-29+11 i G12-
29+16), va haver segregacié pel gen gfp, i amb una freqiiéncia acceptada per la
presencia de dues copies independents del gen. Donat que en aquestes dues linies no hi
va haver silenciament del gen uidA es pot afirmar que va haver segregacié dels dos
caracters. Tanmateix i d’acord amb 1’observacio de que la planta TO tenia dues copies
del gen gfp i una del gen uidA, la taxa de segregacio fenotipica pel gen UidA era molt
major a ’obtinguda pel gen gfp, ja que no podem identificar la segregacido de cada
copia, fet pel qual seria necessari avaluar poblacions de plantes descendents
considerablement més grans per localitzar plantes gfp-gus+. Tanmateix es va veure que

era possible la segregacio de dos caracters.

Tot 1 no haver obtingut una bona taxa de co-transformacié en aquest assaig, les
plantes que van regenerar i que havien integrat un o altre gen marcador, mostraven una
expressio molt destacada del nou caracter. Per aquesta rad es van triar sis plantes TO per
seguir la descendeéncia amb 1’objectiu d’obtenir linies homozigotiques per una banda
amb el gen marcador UidA (G-12-13, G-12-22 i G-12-36) i per altra banda linies amb el
gen marcador gfp (G-12-14, G-12-24 i G-12-34). A la Figura 24 es mostren algunes
imatges de plantes avaluades expressant intensament el gen marcador UidA. Per
localitzar linies homozigotiques es van sembrar 24 llavors T1 de cadascuna de les 6
plantes TO escollides, in vitro i en medi N6 amb 1’agent de seleccié higromicina. Es van
aclimatar un maxim de 16 plantes T1 que haguessin sobreviscut en preseéncia de
I’antibiotic amb la finalitat de recollir-ne la segiient generacidé T2. Es van transferir un
minim de 14 plantes T2 de cada linia T1 a medi selectiu per determinar-ne la

homozigosi o hemizigosi del gen marcador, en funcio6 de la segregaci6 de caracters.

En total es van obtenir 6 linies homozigotiques pel gen gfp i 11 pel gen uidA. Tot

i que aquestes linies contenen el gen de resisténcia a antibiotic (hpt), i per tant no eren
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objectiu d’aquest treball, es va decidir tenir-les per utilitzar-les de controls positius per

altres assaigs.

Figura 24. Imatges representatives de plantes G12-29 T2 avaluades amb la reaccié histoquimica de
I’enzim GUS. A I’esquerra es troben les mostres de fulla amb la solucié de reaccid, que ens els casos
positius es veu la coloracio blava del substrat. A la dreta es troben les mostres de fulla avaluades pel gen
uidA rentades amb alcohol. A, diferents intensitats de coloracio del substrat enzimatic. B i C, Detall dues
mostres abans i després dels rentats amb alcohol (B i C resp.). D, s’observa com es tenyeix de color blau
la zona de tall de la fulla degut a la penetracié de precipitats cristal-lins de color blau formats per la
hidrolitzacié del substrat incolor 5-bromo-clor-3-indol B-D-glucuronid (X-GLU). En canvi en les plantes

GUS- no hi ha reaccio6 de coloracio.
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1.1.2 Inoculacio dels dos cultius bacterians amb decalatge de temps

A T’apartat anterior s’han presentat els resultats obtinguts en 1’estratégia de co-
transformacio amb dos vectors T-DNA introduits individualment en Agrobacterium,
quan s’inocula el material a transformar amb els dos cultius bacterians simultaniament.
En aquest treball es va assajar una estratégia similar a I’anterior presentada pero en la
que es van realitzar les agroinfeccions de manera seqiiencial, és a dir amb un decalatge
en el temps en la inoculacié amb cadascun dels dos cultius bacterians, el cultiu portador
del gen marcador uidA (Agrobacterium EHA 105 pCAMBIA 1301) i el cultiu portador
del gen marcador gfp.( (Agrobacterium EHA 105 pX2-H). Es van deixar 2 i 5 dies entre

una 1 altra agroinfeccio.

De I’assaig de transformaci6é genetica en que s’inocula el call d’arrdos amb el
plasmid pX2-H i dos dies després amb el pCAMBIA 1301, anomenat G13, es van
obtenir set plantes procedents de tres calls independents. De 1’assaig G14, amb un
decalatge de cinc dies entre les dues inoculacions no va regenerar cap planta.Cap de les

plantes G13 va ser positiva per la reaccid histoquimica de 1’enzim GUS.

Un cop avaluades les plantes obtingudes en els assaigs G13 1 G14 i no tenir cap
planta co-transformada no es va poder estudiar la segregacié de dos caracters en la seva

descendeéncia.

1.2 Tranformaci6 amb dos vectors introduits conjuntament a
Agrobacterium

Per la realitzacid d’aquesta estratégia es va utilitzar la soca d’Agrobacterium
tumefaciens LBA 4404 enlloc de la soca fins ara emprada EHA 105. En un assaig previ
de resisténcies a antibiotics per bacteris, varem constatar que la soca d’Agrobacterium
tumefaciens EHA 105 creixia perfectament fins a concentracions de 100 mg/l de
Cloramfenicol, en canvi la soca LBA 4404 no creixia a 10 mg/l del mateix antibiotic.
Per aquesta ra¢ es va utilitzar la soca LBA 4404 en I’assaig en que es van introduir dos
plasmids T-DNA diferents, pCAMBIA 1201 i pPCAMBIA 1302, cadascun amb un gen
marcador diferent en el T-DNA 1 cadascun amb un gen de seleccid per bacteri diferent
(uidA-Cloramfenicol, gfp-Kanamicina resp.). L’esquema de 1’estratégia es mostra a la

Figura 25.
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Agrobacterium Ceél-lula vegetal
Co-Transformacié
—.—
-— Segregacio
_.—
-

Loci independents

LBA 4404
pCAMBIA 1302 (gfp)
NnCAMRIA 1301 (idA)

Figura 25. Representacié esquematica de 1’estratégia amb que es va inocular el call d’arros amb un cultiu
d’Agrobacterium al que se li van introduir dos vectors T-DNA, pCAMBIA 1201 i pCAMBIA 1302, el
cultiu bacteria es va seleccionar sempre amb els dos antibiotics.

En I’assaig de transformaci6é genética amb la soca LBA 4404 d’Agrobacterium
tumefaciens, a la que s’hi van introduir dos plasmids, un portador del gen marcador
uidA (pCAMBIA 1201) i I’altre del gen gfp (p)CAMBIA 1302) del que es van fer dues

repeticions i que es va anomenar G5, es van obtenir 67 plantes de 28 calls independents

Igual que en la resta d’assaigs en qué es va transformar el call d’arros amb el
plasmid pCAMBIA 1302 (apartat 1.1 de resultats) la determinacidé de I’expressié del
gen gfp no es va poder portar a terme. En canvi, I’analisi de I’expressié del gen uidA,
del plasmid pCAMBIA 1201 realitzat tant en planta in vitro com en planta aclimatada

va ser negatiu per les 59 plantes TO avaluades.

D’entrada, semblava que el transgen UIdA no s’havia integrat, pero la soca
bacteriana sempre es feia créixer amb els dos antibiotics de seleccid bacteriana. També
va barrejar la hipotesi que basava els resultats negatius pel gen UidA en una no
funcionalitat del gen del vector comercial pPCAMBIA 1201. A P’apartat 1.1 de resultats
es presenta la falta de funcionalitat del gen gfp del vector pPCAMBIA 1302, de la
mateixa casa comercial. Per descartar la possibilitat de que el gen uidA del vector
pCAMBIA 1201 no fos funcional, es va portar a terme un assaig d’expressio transitoria
sobre call d’arros i sobre epiteli de ceba (Allium cepa L.). Els resultats indicaren que el

plasmid era funcional (dades no mostrades).
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Abans de treure cap conclusio, i de la mateixa manera que es van repetir els
assaigs G1, G2 1 G3 amb el vector pX2-H substituint el pPCAMBIA 1302, es va fer amb
el G5, anomenat aleshores G15. Aixi, es va transformar Agrobacterium amb els dos
plasmids simultaniament, pCAMBIA 1201 i pX2-H fent-se créixer en doble seleccid
amb els antibiotics Kanamicina i Cloramfenicol. Aquest cultiu es va utilitzar per portar

a terme 1’agroinfeccio (assaig G15)

De I’assaig G15 van regenerar 50 plantes procedents de 34 calls independents, cap
de les 40 plantes avaluades pel caracter GUS va ser positiva i 37 de les 41 avaluades per

fluorescéncia van ser positives.

Aixi, van haver quatre plantes que no havien integrat cap dels dos plasmids i en
canvi van créixer en seleccid6 amb higromicina. Es podria pensar que es tractava de
falsos positius, descrits a la literatura, o bé events que integraren copies truncades del

gens marcadors.

La taxa de transformacio pel gen gfp en ’assaig G15 es va mantenir alta com en
els assaigs precedents situant-se entre el 89,6 1 el 90,2%. Tanmateix al no tenir plantes
co-transformades no es va poder arribar a cap resultat de co-transformacié mitjangant

aquesta estratégia experimental.

1.3 Inoculacié amb una soca bacteriana portadora d’un vector amb
dos T-DNA

1.3.1 Assaig de transformacio

En aquest assaig de transformacio es va inocular el call d’arros amb la soca EHA
105 d’Agrobacterium tumefaciens, amb el plasmid pX2-HB, portador de dos T-DNA, el
T-DNA-1, flanquejat amb els extrems d’A. tumefaciens amb el gen de seleccio per
planta hpt i el gen marcador gfp i el T-DNA-2 amb extrems d’A.rhizogenes, amb el gen
bar que confereix resisténcia a herbicida. A diferéncia dels assaigs de co-transformacio
fins ara realitzats, en qué es partia de dos gens marcadors (UidA i gfp) cadascun clonat a
continuacio del gen de seleccid hpt de manera que teoricament es podria avaluar la co-

transformacio considerant la integracié independentment cada transgen, en el doble T-
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DNA, només un dels gens marcados (gfp) es troba clonat en el mateix T-DNA on hi ha
el gen de seleccio per planta hpt. Aixi el segon gen marcador, bar en aquest cas i que no
es va utilitzar com a gen de seleccio per regenerar les cel-lules transformades, es troba
sol en el T-DNA-2, que per segregacio de caracters de la planta TO co-transformada es
trobaria en un apart de la descendéncia T1 sense gen de selecci6. Per tant hi ha un factor
direccional en el disseny d’aquesta estratégia en que el gen bar ocuparia el lloc del gen

d’interes. A la Figura 26 es pot veure la representacié esquematica de I’estrategia.

Co-Transformacio

—oR o

—.—

Segregacio

'

EHA 105 Loci independents
pX2-HB

Gen d'interés

sense gen de seleccid

Figura 26. Esquema de I’assaig, en que es va inocular el call d’arros amb el plasmid portador de dos T-
DNA (assaig G9). El T-DNA flanquejat per els extrems d’Agrobacterium tumefaciens, T-DNA-1, conté
el gen de seleccié per planta hpt (@) i el gen marcador gfp (i::i ). En el T-DNA-2, amb els extrems

d’Agrobacterium rhizogenes, es troba el gen bar (*), que confereix resisténcia a la fosfinotricina.

Aquest assaig es va anomenar G9 1 se’n van realitzar dos experiments de
transformacid dels que se’n van obtenir 18 1 29 plantes procedents de set i1 vint calls

independents respectivament.

Durant el procés de regeneracio es va fer el seguiment de la fluorescéncia dels
calls permetent-nos discriminar entre els calls que havien incorporat funcionalment tant
la resisténcia a la Higromicina (hpt) com la proteina fluorescent (gfp); amb I’excepcio
de la planta G9-36, que tot i no ser fluorescent regenera en medi selectiu. A la Figura 27
es mostren unes imatges del seguiment de I’expressio de la proteina gfp en call 1 planta

regenerada en tub.
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Figura 27. Imatges del seguiment de 1’expressi6 del gen gfp en les diferents etapes de la regeneracio de
plantes d’arros transgéniques transformades amb el plasmid portador de dos T-DNAs (pX2-HB). A la part
superior es mostren diferents estadis del call transformat on es diferencien zones que han integrat estable i
funcionalment el gen gfp (A), i zones negatives pel caracter (B). A la part inferior es mostra una planta

gfp+ en tub regenerada a partir del call (C).

Es van transferir les plantes TO als hivernacles. Set linies no van sobreviure al

procés d’aclimatacio (G9-5, G9-14, G9-15, G9-20, G9-26, G9-32 1 G9-39).

Per determinar la incorporacio funcional del gen bar, situat al segon T-DNA, a les
plantes TO, es pintaven fulles adultes amb una solucié aquosa de 1’herbicida (3°95ml de
Finale/litre) tal com es descriu a D’apartat 4.3.de métodes. L’aplicacié puntual de
I’herbicida va permetre determinar la funcionalitat del gen bar in vivo sense implicar la
mort dels individus que no havien incorporat el gen. Tal com es mostra a la Figura 28,

els efectes del glufosinat eren evidents entre un i altre fenotip.
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Figura 28. Plantes d’arros adultes a les que se’ls va determinar la resisténcia a I’herbicida Finale per
aplicacio puntual del producte. A la dreta planta adulta no transformada de la varietat Sénia i a I’esquerra
una planta transgénica portadora del gen bar deu dies després de ’aplicacioé de I’herbicida. Les fletxes
senyalen la localitzaci6 de 1’aplicacio del producte, i a la part central es mostra un detall dels simptomes

de sensibilitat a I’herbicida respecte la inexisténcia de lesions de la planta resistent.

Segons aquesta prova funcional, 25 de les 40 plantes avaluades havien integrat el
gen bar, ja que no van presentar cap simptoma pel tractament amb 1’herbicida i 15

plantes van ser sensibles al tractament. Els resultats poden observar-se a la Taula IX.
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CODI CODI
PLANTA CALL GFP BAR PLANTA CALL GFP BAR
G9 -1 1 + - G9-24 10 + -
G9-2 1 + + G9-25 10 + -
G9-3 1 + - G9-26 11 + ND
G9-4 1 + - G9-27 12 + +
G9-5 2 + ND G9-28 13 + +
G9-6 3 + + G9-29 14 + +
G9-7 1 + + G9-30 14 + -
Go9-8 1 + + G9-31 15 + +
G9-9 1 + + G9-32 15 + ND
G9-10 4 + - G9-33 16 + +
G9-11 4 + - G9-34 16 + +
G9-12 5 + - G9-35 17 + +
G9-13 6 + + G9-36 18 - -
G9-14 6 + ND G9-37 19 + +
G9-15 3 + ND G9-38 19 + +
G9-16 7 + + G9 -39 20 + ND
Go-17 6 + - G9-40 21 + +
G9-18 6 + + G9-41 21 + +
G9-42 22 + +
G9-19 8 + + G9-43 23 + +
G9-20 8 + ND G9-44 24 + -
Go-21 9 + + G9-45 25 + +
G9-22 9 + - G9 -46 26 + -
G9-23 10 + + G9 -47 27 + -

Taula IX. Relaci6 de les 47 plantes TO obtingudes en 1’assaig G9, en qué es va inocular el call amb el
plasmid pX2-HB portador de dos T-DNA. En el primer assaig es van obtenir 18 plantes (G9-1 a G9-18) i
la resta es van obtenir en la repeticié del mateix (G9-19 a G9-47). Els calls es van seleccionar amb
Higromicina, gen que compartia el mateix T-DNA que el gen gfp. El gen del segon T-DNA era el bar,
que conferia resisténcia al glufosinat, i I’avaluacié de les plantes per aquest gen es va portar a terme amb
I’anomenada aplicacié puntual del producte en dues fulles de cada planta. A la segona columna es mostra
I’origen de cada succés de transformacio respecte el call del que provenen. Les plantes avaluades per cada

caracter van ser positives (+), negatives (-) o no van poder ser determinades (ND).

Per determinar la taxa de co-transformacio6 de I’assaig G9 calia con¢ixer el nimero
d’events independents obtinguts. En aquest sentit es van analitzar per Southern les
plantes TO que es cultivaven als hivernacles. A la Figura 29 es mostra un esquema del
vector amb les dianes utilitzades per digerir el DNA aixi com les regions de DNA
utilitzades com a sondes d’hibridaci6é. Cada digestid6 genomica es dividia en tres

aliquotes iguals amb la finalitat de tenir tres membranes réplica separades pero iguales
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per hibridar amb cadascuna de les tres sondes (HIGRO, GFP i BAR). Les sondes es van
obtenir de I’amplificaci6 per PCR de plasmids que contenien el gen en qiiestid
(pCAMBIA 1300, pCAMBIA 1302 i pPCAMBIA 3300, resp.), i es marcaven amb >-P

per random priming (apartat 1.8 de metodes).

LB RB
(A.tum.) = Kpnl = (A.tum.)
Camv3 camv3 Gos 2 tbes T-DNA-1 A. tumefaciens
PEI?'A o Prsosm prom [ ¢ SFF ] polya (6158 bp)
<+ <+
Sonda : Sonda :
HIGRO GFP
Smal Kpnl i : Hindlll
cB <« (3145 bp)
(A.rhi.) | LB
Sonda - (A. rhi)

Figura 29. Esquema dels dos T-DNA del vector pX2-HB, en forma lineal en el qué es posicionen les
dianes utilitzades per digerir el DNA 1 les regions de DNA utilitzades com a sondes d’hibridacio. Les
fletxes de color blau indiquen la posicid dels corresponents parells d’encebadors de cada gen.

A la Figura 30 es mostren els resultats obtinguts per algunes de les plantes
analitzades per “Southern blot” per determinar el niimero de copies i els patrons
d’integracio del gen hpt. Alguna d’aquestes plantes es van identificar com a clons donat
que presentaven el mateix patré d’integracid del transgen. En els Southerns de les
plantes obtingudes en el primer assaig (G9-1 a G9-18) el DNA genomic de cada planta
es va digerir per separat amb dos enzims de restriccié (Smal i HindIII) (Figura 30A). El
DNA de la resta de plantes va ser digerit amb un sol enzim de restriccio, Kpnl (Breitler
et al., 2004) (Figura 30B). Amb [D’analisi molecular per Southern es van poder
determinar els events de transformaci6 independents aixi com 1’aproximacié al nimero

de copies integrades de cada transgen.
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Figura 30. A Analisi “Southern blot” del DNA genomic de plantes transgeéniques procedents de 1’assaig
de transformaci6 amb el vector 2-TDNA, es mostra algun exemple amb algunes plantes G9 T0. El DNA
genomic de cada planta es va digerir per separat amb els enzims de restriccio Smal (S), HindIII (H). La
sonda d’hibridacio utilitzada va ser la Higromicina i es pot observar com plantes G9-1, G9-2, G9-3, G9-4,
G9-7, G9-8 1 G9-9 que provenien del mateix call, en realitat segueixen tres patrons d’integracio diferents.
En aquest sentit les plantes G9-1, G9-3 i G9-4 eren clons d’un mateix event de transformaci6, diferents
del G9-2 i del presentat per les plantes G9-7, G9-8 i G9-9 que també seguien un mateix patrdé. B Analisi
“Southern blot” representatiu de linies G9. La sonda d’hibridacié utilitzada va ser la Higromicina. El
DNA genomic de les plantes es va digerir amb Kpnl. Les plantes analitzades en aquest Southern eren TO
amb I’excepcio de la G9-2, que es va avaluar en TO i T1 (*), es pot observa com continuava mantenint les

dues copies estimades en la TO.

Les plantes G9-1, G9-3 1 G9-4, totes elles originaries del call 1, presentaven el
mateix patrd de bandes pels dos enzims, indicant que es tractava de tres clons d’un
mateix event de transformacié. En canvi, la planta G9-2, que també venia del call 1,

presentava un patr6 de bandes diferents. I les plantes G9-7, G9-8 1 G9-9, procedents
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també del call 1, van presentar el mateix patrd de bandes entre elles pero diferents dels
anteriors. Per tant del call 1 en realitat hi havia tres events de transformacio
independents. Els resultats globals dels analisis per “Southern blot” de les plantes
obtingudes per transformacié amb el vector 2T-DNA (assaig G9) es mostren a la Taula

X.

Codi planta call |- N°de _ copies integrades Determinacié genotipica
GFP HPT BAR
G9-2 1 1 2 1
G9-(1,34) 1 1-2 2-3 0
G9-6 3 3-5 3-5 3-5
G9-9 1 2-4 2-3 1-3
G9-(10,11) 4 1 1 0
G9-13 6 / 2-5 3-5
G9-16 7 2-3 1 1-3
G9-17 6 1-2 1-2 1-2
G9-18 6 2 1-2 1-2
G9-19 8 1 1 1
G9 - 21 9 1 1-2 1
G9-22 9 1-2 1 0
G9-23 10 1 1 1
G9-24 10 / 1 0
G9-25 10 1-2 1 0
G9-27 12 / 1 /
G9-28 13 1 1 1-3
G9-29 14 1-2 2-4 2-4
G9-30 14 1 1 0
G9 - 31 15 1-3 1-3 2-3
G9-33 16 2-3 1-4 3-5
G9-34 16 1 1 1
G9-35 17 / 1 1
G9-36 | 18 0 1 0
G9 - (37,38) 19 1-2 1-2 1-3
G9-40 21 1 1 1-3
G9 - 41 21 1 1 1
G9-42 22 1-2 1-2 1-2
G9-43 23 1-2 2 1-3
G9-44 24 1 1 0
G9-45 25 1-2 1 1
G9 - 46 26 / / /
G9-47 27 1 1 0

Taula X. Resultats globals de transformacié amb el vector 2 T-DNA, assaig G9. Es mostren les dades
obtingudes dels analisi per “Southern blot” detallant 1’estimacié del nimero de copies integrades de cada
gen, la barra (/) indica que no va poder ser avaluat el caracter. A la columna de la dreta es presenten les
determinacions genotipiques que es van fer a partir dels Southerns i de I’avaluacié posterior de la
generacio T1, ressaltant amb colors vermell les plantes co-transformades i amb verd les plantes que
només havien integrat el gen marcador gfp. De color blau cel es mostra I’tnic cas detectat que no tenia ni
un ni altre gen (gfp- bar-).
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Tal com es mostra a la Taula X, no va haver cap cas de fals positiu en les
determinacions fenotipiques in vivo de la resisténcia al glufosinat anteriorment
realitzades. Excepcionalment, La planta G9-17, sensible a 1’aplicacié de 1’herbicida,
havia integrat 1-2 copies del gen bar segons I’avaluacié molecular del Southern, pero

aparentment aquestes copies no eren funcionals.

D’aquesta manera es conclou que la taxa de co-transformacié obtinguda en
I’assaig G9, en que es va inocular call d’arros amb el plasmid pX2-HB, portador de dos
T-DNA, el T-DNA-1 amb els dos cassettes d’expressié 35S::hpt::nos per seleccioé en
planta i el Gos2::5gfp65T::trbcs com a gen marcador, i el T-DNA-2 amb el cassette
ubi::bar::nos, i seleccionant-lo per un dels dos T-DNA (selecci6é per Higromicina), va
ser 69,7% (23 co-transformats / 33 events independents avaluats). Donat que la seleccid
del material transformat es va realitzar amb Higromicina, no €s possible detectar si ha
hagut events d’integraci6 del T-DNA-2 independents. A la Figura 31 queden

representades aquestes dades.

Taxa de co-transformacio 69,7%

Figura 31. Representacié dels resultats de la co-transformacié obtinguda en 1’assaig amb el doble T-
DNA. En verd es representen els events de transformacioé TO independents portadors del T-DNA-1 (amb
els gens gfp i hpt). Encerclades en vermell es representen els casos que integrarien ambdos T-DNAs, dels
quals només podem congixer els events que integren a més del T-DNA-2 alguna copia funcional del gen

hpt present en el T-DNA-1, ja que la seleccid del material transformat va ser amb Higromicina.

1.3.2 Estudis de segregacio

1.3.2.1 Objectius dels estudis de segregacié de la generacio G9-T1

a) L’obtencid de linies d’arros portadores del gen bar (que en estudis posteriors seria
substituit pel gen d’interés) i sense el gen de seleccid hpt (i del gen marcador gfp) que es

perdria per segregacid de caracters en la generaci6 T1.
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b) Obtencid de linies d’arrds portadores dels dos gens marcadors, linies gfp+bar+. La
identificaci6 d’aquestes linies era necessaria per la realitzacio dels assaigs de flux de

gens en arros prevists pel periode 2004-2006.

1.3.2.2 Avaluacio de la generacié T1

Es van cultivar les 33 plantes TO a I’hivernacle amb I’objectiu d’obtenir-ne la
descendencia T1 i avaluar-ne el comportament fenotipic. Aixi, podriem obtenir les taxes
de segregacidé que determinarien la viabilitat de 1’estratégia, a banda de determinar la
relacid d’integracid entre transgens (mateix locus o en loci independents) més probable
en TO. Les linies G9-11 1 G9-35 no van ser avaluades donat que van ser esterils, 1 la

linia G9-36 no tenia incorporat cap dels dos gens d’estudi.

Per tal d’avaluar cadascuna de les linies obtingudes amb més detall, es van
sembrar series de 64 llavors T1 de les 30 linies G9 TO (Taula X). Es va treballar amb
poblacions de 64 llavors per trobar amb gran probabilitat (p=0,98) representants de
cadascun dels quatre fenotips possibles de la combinacié de dos gens dominants. La
probabilitat de que una distribuci6 real de 9:3:3:1 (2 gens dominants independents, cas
teoric més senzill) en una poblacié de 64 individus que no aparegués cap representant

del fenotip minoritari (gfp-bar-) és p=0,016.

El sistema que es va seguir per avaluar la generacioé T1 va ser 1’observacio de les
plantules T1 a la lupa de fluoresceéncia per separar els dos fenotips: plantes que
heretaven el caracter gfp i I’expressaven (fenotip gfp+) i plantes que per segregaciod de
caracters perdien el caracter o el deixaven d’expressar (fenotip gfp-). Posteriorment
s’aclimataven les plantules caracteritzades per la fluorescéncia de la proteina GFP i
quan assolien 1’estadi de 4 fulles es ruixaven amb una solucié aquosa de glufosinat
d’amoni (3,95 ml Finale/ litre). Una setmana més tard els simptomes de les plantes
sensibles ja eren molt visibles. Aquesta metodologia es troba descrita als apartats 4.2 i

4.3 de metodes, 1 a la Figura 32 es mostren algunes imatges dels dos processos.

A la Taula XI es mostren els resultats obtinguts de 1’avaluacié de les

descendencies de les plantes G9 TO.
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Figura 32. Imatges preses durant I’avaluacié de la fluorescéncia de llavors G9 T1 (A, B, C i D) i
posterior comprovacio de la resisténcia a herbicida de les plantules (E, F i G). A, llavors 24 hores després
de posar-les a germinar, es pot observar com des d’estadis primerencs es podien diferenciar les plantes
gfp+ de les gfp-. B i C, observacio de les plantules 72 hores després de la germinaci6. Es poden apreciar
les diferéncies entre les plantes fluorescents de les que no. L’expressioé constitutiva i la intensitat de del
gen gfp permeten observar detalls com les arrels secundaries de les arrels principals (C). D, detall d’una
plantula d’arros gfp+. E, un cop avaluades pel gen gfp, les plantules G9-T1 es cultivaven a I’hivernacle
degudament etiquetades. Quan les plantes assolien un estadi de 4 fulles es ruixaven amb una soluci6
aquosa de Finale. F, aspecte d’una grup de plantes 12 dies després de ser tractades amb herbicida. Es pot
obsrvar com les plantes de la part esquerra van morir mentre que les de la part dreta van resistir sense

presentar lesions. G, imatge corresponent a un grup de poblacions tractades amb Finale.
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llavors illavors | % % % % %
PLANTA GFP+ |GFP+ |GFP- [GFP- |% % % % GFP+ |GFP+ |GFP- |GEP-

T1 T1 .
TO sem. .germ. 9™/ BAR+ | BAR- |BAR+ BAR- |GFP+ |GPF- |BAR+ BAR- | BAR+ |BAR- BAR+ |BAR-
G9 2 63 43 683 |0 0 36 7 0 100 837 163 |0 0 83,72 16,28
G9 4 64 55 859 |0 34 0 21 61,8 1382 |0 100 |0 61,82 10 38,18
G9 6 70 59 843 |0 0 58 1 0 100 1983 (17 0 0 98,31 11,69
G99 189 153 81 117 123 0 13 915 85 765 235 |7647 11503 |0 8,5
G913 |66 59 89,4 |49 0 5 5 831 169 1915 185 83,05 |0 847 1847
G916 |64 60 938 |46 0 0 14 76,7 233 1767 1233 |7667 |0 0 23,33
G917 |64 57 89,1 |0 43 0 14 754 246 |0 100 |0 75,44 |0 24,56
G918 [190 150 789 [114 o 0 36 76 24 76 24 76 0 0 24
G919 [204 [192 941 [133 15 0 54 71,9 1281 1693 1307 |6927 2,6 0 28,13
G921 |64 58 90,6 |35 9 10 4 759 241 776 224 |60,34 1552 17,24 6,9
G922 |68 64 941 |0 52 0 12 812 188 |0 100 |0 8125 |0 18,75
G923 |64 60 938 |32 12 13 3 733 267 .75 25 53,33 |20 2167 5
G924 |65 58 892 |o 38 0 20 655 1345 |0 100 |0 6552 |0 34,48
G925 |61 37 60,7 |0 33 0 4 892 1108 |0 100 |0 89,19 |0 10,81
G927 [192 165 859 |4 0 117 |44 2.4 976 1733 1267 |242 10 70,91 | 26,67
G928 |63 58 921 |44 0 9 5 759 241 1914 86 75,86 0 1552 8,62
G929 |61 52 852 |46 0 0 6 885 1115 885 115 |8846 0 0 11,54
G930 |63 61 9%6,8 |0 46 0 15 754 1246 |0 100 |0 7541 |0 24,59
G931 [131 114 87 106 |7 1 0 991 0,9 939 6,1 9298 614 1088 0
G933 |64 56 875 |37 0 0 19 661 339 661 1339 |66,07 |0 0 33,93
G934 |64 60 938 |48 0 0 12 80 20 80 20 80 0 0 20
G937 |64 60 938 |55 0 0 15 786 (214 (786 1214 |7857 |0 0 21,43
G940 |64 57 89,1 |38 0 0 19 667 333 1667 1333 |6667 |0 0 33,33
G941 |63 55 87,3 |45 0 0 10 81,8 182 81,8 1182 [8182 10 0 18,18
G942 |64 51 797 |35 0 0 16 686 (314 (686 (314 |6863 |0 0 31,37
G943 |63 44 69,8 |30 2 0 12 72,7 1273 1682 318 |6818 455 |0 27,27
G944 |62 58 935 |0 38 0 20 655 1345 |0 100 |0 6552 |0 34,48
G945 |64 56 875 |46 0 0 10 821 17,9 1821 1179 [8214 10 0 17,86
G946 |60 45 75 0 33 0 12 733 1267 |0 100 |0 73,33 |0 26,67
G947 |64 57 891 |0 42 0 15 737 1263 |0 100 |0 73,68 |0 26,32

Taula XI. Estudi de la descendéncia T1 de transformacié amb el vector 2T-DNA. Es mostra el nom de cada linia TO avaluada, el nimero de llavors sembrades i germinades de cadascuna
d’elles, amb el conseqiient percentatge de germinacio. Per altra banda es mostren els resultats de les avaluacions fenotipiques per cadascun dels dos gens (gfp i bar) amb els corresponents
percentatges. I es mostren els percentatges o freqiiéncies en que es van trobar els quatre fenotips esperats de la combinaci6 de dos caracters. Es ressalten en violeta les quatre linies de els
que se seguirien els estudis de segregaci6 en T2.
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En aquest estudi de descendéncies es van sembrar 2502 llavors T1 1 2164 plantes

van ser avaluades per I’expressio dels gens gfp i bar.

Les 30 linies de les que es van estudiar les descendéncies, tot i presentar la gran
heterogeneitat en quant a numero de copies integrades de cada gen, es van poder

agrupar en funcio6 dels patrons de segregacio de caracters en la generaci6 T1.

Cas 1. Les linies G9-21 1 G9-23 (Figura 33), i les linies G9-34 1 G9-41 (no mostrades)
tenien la caracteristica comuna d’haver integrat una unica copia de cadascun dels gens

marcadors segons 1’avaluacié molecular per Southern realitzada a la planta TO.

Suposant el cas més senzill, en que¢ a part d’haver-se integrat una sola copia de
cada T-DNA, s’haguessin insertat els dos T-DNA en locus que es transmetessin
independentment, les freqiiéncies fenotipiques que esperariem en la descendéncia serien

les que es mostren a la Taula XII:

|GB Gb 9B gb FENOTIP Freq.
GB GG BB GGBb Gg BB Gg Bb CERENEARE (o/16)
Gb GG bB GG bb Gg bB Gg bb GFP¥'BARY (3/16)
gB gG BB gG Bb gg BB gg Bb GFP- BAR+ (3/16)
gb gG bB gG bb gg bB gg bb GFP- BAR-  (1/16)

Taula XII. Taula de genotips esperats de 1’encreuament de GgBb amb ella mateixa suposant
independéncia entre dels dos caracters (G i B). Essent G la preséncia d’una copia funcional del gen gfp, i
g I’abséncia, B una copia funcional del gen bar i b el seu defecte. Els quatre fenotips possibles d’aquestes
combinacions s’esperen en les proporcions que es mostren a la dreta de la taula.

Si en canvi els dos T-DNA es trobessin integrats en loci tan propers que es
transmetessin a la descendéncia conjuntament, només es donarien dos fenotips
possibles, o plantes gfp+bar+ amb una freqiiéncia esperada de 3/4 , o bé plantes gfp-bar-

que apareixerien amb freqiiencies d’1/4 (Taula XIII).

|GB Gb FENOTIP Freq.
GB GBGB  GBgb CEEEEARE (3/4)
gb gb GB gbgb GFP- BAR-  (1/4)

Taula XII1. Taula de genotips esperats de 1’encreuament de GgBb amb ella mateixa suposant que els dos
transgens s’haguessin integrat en el mateix locus. Essent G la preséncia d’una copia funcional del gen gfp,
i g I’abséncia, B una copia funcional del gen bar i b el seu defecte, els dos tnics fenotips possibles
d’aquestes combinacions s’esperen en les proporcions que es mostren a la dreta de la taula.
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Tal com es mostra a la Taula XIV, les freqiiéncies fenotipiques observades en
aquestes poblacions semblaven indicar que dues linies havien integrat en loci molt
propers els dos T-DNA (G9-34 i G9-41), dues en canvi havien integrat en loci prou
allunyats els T-DNA de manera que s’heretaren independentment (G9-21 i (G9-23).
L’acceptacio pel test de la y* en cadascun d’aquests casos no permeteren rebutjar les

hipotesis formulades.

GFP+ [GFP+ | GFP- [GFP- |Model P | limit
BAR+ iIBAR- |BAR+ IBAR- |Fenotipic | i acceptacio
G9 — 21 35 |9 10 4 9:3:3:1 10,6 17,81
G9 - 23 32 112 13 '3 9:3:3:1 10,56 17,81
G9 - 34 48 10 0 112 3:1 10,8 3,84
G9 — 41 45 10 0 110 3:1 11,36 13,84

Taula XIV. Resum de les distribucions obtingudes pels possibles fenotips en la generacio T1 de les
quatre linies en qué s’havia detectat per “Southern blot” que tenien integrada una sola copia de cada T-
DNA. El test de la ¥* accepta amb una probabilitat p=0,95 les hipotesis en cada cas. Les freqiiéncies
fenotipiques esperades en la descendéncia T1 en cas de lligament son 3:1 i en cas d’integracié en loci

separats 9:3: 3:1.

Avaluant la descendéncia de plantes co-transformades que havien integrat una
copia de cada T-DNA i sense estar lligades (linies G9-21 1 G9-23), per segregaci6 de
caracters es van obtenir plantes portadores del gen bar sense el gen de seleccio (hpt).
Les linies G9-21 1 G9-23 van seguir aquestes caracteristiques essent els requeriments
per ser linies d’interés per camp. Tot i que altres linies com les G9-28 1 G9-27 també
eren bart+hpt-, al tenir més d’una copia del gen bar, es van descartar davant d’altres
linies de copia tnica. A la Figura 33 es mostra 1’avaluacié per “Southern blot” d’un
grup de plantes G9 TO junt amb algunes descendents T1, algunes amb segregacié de

caracters i d’altres que no.
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Figura 33. Analisis “Southern blot” d’algunes plantes obtingudes a 1’assaig G9. El DNA genomic de
plantes G9-T0 i G9-T1 es va digerir amb 1’enzim de restriccié Kpnl i es va hibridar per separat amb les
tres sondes, per Higromicina (part superior), per bar (part inferior), i per gfp (imatge no mostrada). Cal
observar que en les linies G9-21, G9-23, G9-27 i G9-28 en TO apareixen copies uniques del gen de
seleccié hpt mentre que en T1 no hi sén ja que es va donar segregacié de caracters. En canvi en les linies
G9-2 i G9-18 no va haver segregacio de caracters en T1 i continuaven tenint les copies corresponents al

gen de seleccio.

Cas 2. Respecte a les linies G9-16, G9-18, G9-29, G9-33, G9-37, G9-40, G9-42 i G9-
45, tot 1 que el “Southern blot” va revelar que podia haver més d’una copia d’alguns
dels transgens, el patr6 de comportament de la generacid T1 va ser comu per totes.
Només es van donar dos fenotips, gfptbart o gfp-bar-. La hipotesi que es va formular
per aquest casos era la possible integracié dels dos T-DNA en zones tan properes del
genoma vegetal que es comporten com un sol locus. A la Taula XV es poden veure les
freqiliencies fenotipiques de la generacio T1 d’aquestes linies. Treballant amb un 95%,
el test de la y* en les freqiiéncies observades no es podia rebutjar la hipotesi de lligament
entre els dos T-DNA. La possible integracio de més d’una copia de cada T-DNA podia
fer pensar que estarien en tandem amb la primera, de manera que la freqiiéncia

fenotipica en la descendéncia no es veuria modificada.
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GFP + . GFP+ | GFP- | GFP- Model | xz . limit

BAR+ iBAR - BAR + iBAR - Fenotipic i acceptacio
G9-16 46 | 0 0 | 14 3:1 | 0.009 | 384
G9-18 114 | 0 0 | 36 3:1 | 0,08 | 384
G9-29 46 10 0 i 6 3:1 | 503* | 6,63
G9 - 33 37 10 0 i 19 3:1 | 238 | 384
G9 - 37 5 0 0 . 15 3:1 | 047 | 384
G9 - 40 3 | 0 o ! 19 3:1 | 211 | 384
G9 — 42 351 0 0 | 16 3:1 | 11 1 384
G9 — 45 46 | 0 0 i 10 3:1 | 152 | 384

Taula XV. Analisi de les dades presentades a la Taula 27 en qué es mostren vuit linies i les freqiiéncies
en qué van aparcixer representats dos del quatre fenotips possibles. Aquesta distribucio feia pensar en
I’existéncia de lligament dels dos T-DNA en el genoma vegetal. El test de la x* accepta en tots els casos

aquesta hipotesi amb una p=0,05 , excepte per la linia G9-29* en la qual p=0,01.

Cas 3. A la Taula XVI es mostra I’analisi de la distribuci6 trobada per la descendéncia
T1 de les linies G9-4, G9-17, G9-22, G9-24, G9-25, G9-30, G9-44, G9-46 i G9-47 en
qué cap planta va ser resistent a 1’aplicacié de ’herbicida. Aquests eren els resultats
esperats per totes aquestes linies ja que les plantes TO no havien integrat el gen bar, amb
I’excepcid de la linia G9-17. Aixi, en el cas de la linia G9-17 ’analisi per “Southern
blot” revela la integracio del gen bar en la planta TO (1-2 copies integrades en T0), pero
probablement es tractés de copies no funcionals ja que la prova de 1’aplicacio puntual de

I’herbicida va ser negativa.

Aleshores, considerant un sol gen funcional en cadascuna d’aquestes linies, es va
mirar la freqliencia de plantes fluorescents (gfp+), i es va comparar si s’ajustava el valor
esperat suposant la hipotesi de que les multiples possibles copies del transgen es
trobessin inserides en tandem formant part del mateix grup de Illigament. Totes les linies
es van comportar d’acord amb la hipotesi formulada comportant-se d’acord amb els
patrons esperats per un sol gen amb una sola copia. Només el comportament fenotipic

de la descendéncia de G9-25, s’ajusta més a la possible integracio de dues copies.
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GFP + : GFP + GFP- | GFP- Model ! X2 ! [imit

BAR+ i BAR- | BAR+ | BAR- Fenotipic | i acceptacio
G9-4 0 | 34 0 | 21 3:1 . 509" | 6,63
G9-17 0 | 43 0 | 14 3:1 | 0,06 | 384
G9-22 0 i 52 0o i 12 3:1 | 1,33 | 384
G9-24 0 | 38 0 | 20 3:1 | 278 | 384
G9-25 0 | 33 0o | 4 15:1 | 131 | 384
G9 - 30 0o | 46 o ! 15 3:1 | 0,005 | 384
G9 - 44 0 | 38 0 | 20 3:1 | 278 i 384
G9 - 46 0 | 33 0 i 12 3:1 | 0,007 | 384
G9 - 47 0 | 42 0 | 15 3:1 | 0,005 | 3,84

Taula XVI. Analisi de les dades mostrades a la Taula XI en qué es mostren les linies de les que s’espera
que cap planta sigui resistent a ’herbicida (excepte la linia G9-17), ja que les corresponents plantes TO no
havien integrat el gen bar. * Tot i que el valor de la x* quedava fora del limit d’acceptacié de la hipdtesi

amb p=0,95, amb p=0,99 si ho era.

Cas 4. Les linies G9-2 i G9-6 van ser confirmades per Southern de ser portadores dels
dos T-DNA. A més van ser plantes que regeneraren per doble seleccid, preséncia
d’antibiotic al medi (Higromicina) i seguiment de fluoresceéncia. En canvi, tal com es
mostra la Taula XVII, cap planta T1 que provingués d’aquestes linies expressava el gen
gfp. Es va avaluar per Southern una de les plantes G9-2 T1gfp-bart i es va veure com
mantenien integrades ambdues copies, presents en la planta TO, al hibridar la membrana
amb la sonda gfp (Figura 33). Molt probablement es tractés de dos casos de

silenciament.

Tal com es mostra a la Taula XVII les freqiiéncies en qué van apareixer plantes
bar+ i bar- semblaven indicar que en la linia G9-2 hi havia una sola copia del gen bar

integrada mentre que en la linia G9-6 se’n podien haver integrat dues.

GFP+ | GFP+ | GFP- | GFP- Model | X | Limit
BAR+ | BAR- | BAR+ | BAR- Fenotipic | L acceptacio
| | 3:1 174 1 384
G9-2 0o i 0 B 17 15:1 | 7,38 | 384
| | 3:1 | 17,19 | 384
G9-6 0o ! o 58 1 1 15:1 | 2,089 | 3,84

Taula XVII. Detall de la Taula XI en qué es mostren les freqiiéncies fenotipiques de la descendéncia T1
en les que no es va localitzar cap planta que expressés el gen gfp.
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Cas 5. Laresta de casos presentaren patrons d’heretabilitat forca més complexes. Es van
agrupar les plantes G9-13 1 G9-28 (Taula XVIII) pel fet que en la generacio T1 es van
donar tres fenotips diferents. Fins ara n’esperavem dos o quatre, en funcié del lligament
o no dels dos caracters. En aquests casos van haver plantes T1 amb el fenotip gfp-bar+.
Segons els resultats dels Southern, les tres linies havien integrat més d’una copia del
gen bar. Es podria interpretar que les linies G9-13 i G9-28 havien integrat una copia de
cada T-DNA en regions molt properes del genoma de manera que, la segregacio
s’ajustava al model de lligament i, a més, es va introduir una segona copia del T-DNA
portador del gen bar, pero insertada independent del grup de lligament. Suposant

aquesta hipotesi, esperariem les freqliencies fenotipiques que es mostren a la Taula

XVIII.

lGB)B (GB)b (gb) B (gb) b
(GB)B |(GB)B(GB)B (GB)B(GB)b (GB)B(gb)B (GB)B (gb)b
(GB)b  |(GB)b(GB)B (GB)b(GB)b (GB)b(gh)B (GB)b(gb)b
(gp)B | [GEVBNGENE (GBIBNGEIE (gb)B (gb)B  (gb) B (gb) b
(go)b  |[CENENGENE EEIBNEENE (gb)b(gb)B  (gb) b (gb)b

Taula XVIII. Genotips resultants de la combinacio de parentals portadors de dos gens lligats (GB) i una
copia extra d’un dels dos (B en aquest cas). Les lletres majiascules (G, B) indiquen la preséncia del gen
mentre que les mintscules (g, b) representen 1’abséncia del mateix. A la dreta de la taula s’indiquen les

freqiiéncies esperades de cada fenotip.

Les dades que es presenten a la Taula XIX, descendéncies de les linies G9-13 i

(G9-28 es van ajustar als models de distribucio fenotipica esperats amb la suposicio de
tenir les TO el genotip (GB)B (gb)b. Tot i que els valors de la Xz accepten les hipotesis,

altres suposicions podrien ser igualment valides. Tanmateix, es van obtenir plantes amb

el gen bar i sense els gens de seleccio, un dels objectius d’aquest apartat.

FENOTIP

GFP + BAR -
GFP - BAR +
GFP - BAR -

GFP+ [GFP+ |GFP- |GFP- Model gxz limit
BAR+ IBAR- BAR+ iIBAR- Fenotipic i . acceptacio
G9-13 49 0 5 5 12:3:1 14,3 15,99
G9 - 28 44 10 9 '5 12:3:1 10,85 15,99

Taula XIX. Detall de la Taula XI en que es mostren els casos G9-13 i G9-28. Cap de les dues linies va
tenir cap representant del fenotip gfp+bar-. En canvi van haver gfp-bar+, plantes amb el gen d’interes i

que per segregacio de caracters van eliminar els gens de seleccio.
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* Les freqiliencies fenotipiques que es van obtenir de la linia G9-9 (Taula XX)
indicaven que es tractava del mateix patré d’integracié pero enlloc d’haver-se integrat
una segona copia del T-DNA portador del gen bar, va ser del T-DNA amb els gens gfp i
hpt. Per tant s’havien integrat en el mateix loci una copia de cada T-DNA i
independentment hi havia una copia del gen gfp.

i i i 2
GFP+ {GFP+ | GFP- {GFP- |Model X limit
BAR+ (BAR- |BAR+ |BAR- |Fenotipic i ' acceptacio
G9-9 117 123 0 113 12:3:1 1241 1599

Taula XX. Detall de la Taula XI en qué s’agrupen els resultats de 1’estudi de les descendéncies de la linia
G9-9. Els valors de la y* confirma que les dades es van ajustar al model tedric proposat ((GB)G).

* Les linies que no s’ajustaven a cap dels models teorics proposats es poden veure
agrupades a la Taula XXI.

GFP+ |GFP+ GFP- |GFP-
BAR+ iIBAR- BAR+ IBAR-

G9-19 133 |5 0 | 54
G9 - 43 30 2 0 112
G9 - 31 106 7 1 0
G9 - 27 4 10 117 | 44

Taula XXI. Detall de la Taula XI en qué es mostren les dades obtingudes de 1’avaluaci6 de la generacio
T1 de quatre linies que no s’ajustaren a cap dels models anteriors proposats.

Les plantes G9-19 1 G9-43, s’ajustaven als patrons 3:1 esperats en cas de lligament
dels dos T-DNA en els genomes de les plantes TO, pero les dues van presentar alguna
planta T1 amb un tercer fenotip, gfp+bar-. Si es consideressin mutacions puntuals que
afectessin un dels gens, per probabilitat estadistica podriem estimar quin dels dos

caracters s’inactivaria per ajustar millor al model 3:1 (Figura 34).

Linia G9 - 19 Linia G9 - 43
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Figura 34. Esquemes en els que es mostren els valors de D’estadistic %’ (cercles blau) considerant
cadascun dels tres casos possibles en 1’adjudicacio dels casos fora de fenotip esperat, que se situen per
dalt dels valors que si entren. Considerant que el limit d’acceptacio de la y* per 1 grau de llibertat amb un
95%, és 3,84, tots entren, pero se senyalen en vermell les adjudicacions que més s’ajusten al model 3:1 de
lligament dels dos gens, gfp i bar.
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Acceptant que es tractés de plantes que haguessin integrat lligats els dos T-DNA,
per estadistica, les plantes fora dels fenotips esperats (gfp+bar-), tant podrien haver
silenciat el gen bar (essent en realitat serien plantes gfp+bar+ ), com podien ser gfp-
(gfp-bar-). Tanmateix semblava més probable (Figura 34) que es tractés de plantes

gfptbart i que per alguna rad van inactivar el gen bar.

Si considerem el cas de la linia G9-31, només una llavor, de les 114 avaluades per
la gfp va ser negativa. Es podria formular una hipotesi en que hi hauria multiples copies
integrades del cassette portador del gen gfp, de manera que la probabilitat de trobar una
planta que per recombinacid de caracters no tingui almenys una copia del gen seria molt
baixa. També es podria tractar d’una mutacié puntual que silenciés 1’expressio de la
proteina gfp. O bé, simplement es podria tractar d’error de manipulacié durant
I’avaluaci6. El fet que aquesta planta gfp- fos bar+ reforcaria la idea de la mutacio
puntual. S’hauria d’haver avaluat per Southern per veure si es tractava d’un
silenciament puntual del gen gfp o si realment aquest hauria segregat. Tanmateix es
tractaria d’un cas complex en qué¢ multiples copies dels T-DNAs, algunes lligades i
altres no explicarien aquestes distribucions fenotipiques. El mateix ocorreria amb la

linia G9-27.

Es va avaluar la generacié T1 de 30 linies independents TO de 1’assaig G9. Vuit
d’aquestes linies no havien integrat el gen bar, i els estudis de descendéncia indicaven
que en tots els casos el comportament de la descendéncia obeia a la integracié d’una

unica copia del gen gfp.

Tres linies que geneticament havien integrat els dos T-DNA no expressaven per
un dels dos caracters en la generacio T1. Cap planta T1 de les linies G9-2 1 G9-6 va ser
positiva per I’expressio de la proteina fluorescent i cap planta T1 de la linia G9-17 va
ser resistent a I’aplicacid de I’herbicida. Tanmateix la linia G9-17 en TO ja no

expressava el gen bar.

El comportament fenotipic de deu linies T1 s’ajustava clarament al model de
lligament dels dos gens. En vuit d’aquest casos les proves moleculars havien determinat
multiples copies dels transgens mentre que en dues linies es tractava de copies Uniques.
Es podria pensar en una integracié del vector binari, portador dels dos T-DNA, si bé

potser no complerta, parcial, amb els dos T-DNA en el mateix locus. Per detectar la
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possible integracié de seqiiencies plasmidiques fora dels T-DNAs (vector backbone) en
el genoma hoste, s’hauria pogut analitzar molecularment, per Southern, hibridant les

membranes amb sondes corresponents, tal com descriu Breitler i col-laboradors (2004).

El comportament fenotipic de tres linies indicava la integraci6 lligada dels dos T-
DNA per una banda i a més tenien una segona copia d’un dels T-DNA. En dos casos hi
havia una copia extra del gen bar (Taula XIX) i en un cas es tractava del gen gfp (Taula

XX).

Quatre linies van presentar comportaments fenotipics que no s’ajustaven a cap
dels models proposats. Dues d’aquestes linies (G9-19 i G9-43), semblaven pertanyer al
grup de plantes en que hi havia lligament dels dos T-DNA 1 les altres dues linies (G9-31
1 G9-27) tindrien un patr6é d’integraci6 dels dos T-DNA més complex i no es va arribar
a determinar. I dues linies, G9-21 i G9-23, van integrar independentment en el genoma
una unica copia de cada T-DNA, permetent la segregacidé de caracters pretesos en el
disseny d’aquesta estratégia. Per tant 1’estratégia de co-transformacié amb un plasmid
portador de dos T-DNA va permetre I’obtencié de plantes transgeéniques d’arros lliures

de gens de selecci6 per segregacio de caracters a nivell de la generacio T1.

A la Figura 35 es representen les dades globals de segregacio de les 22 events de
transformacid que havien incorporat almenys una copia de cadascun dels dos T-DNA 1

dels que es va seguir la descendéncia.

G9-16
G9-18
G9-29
G9-33
G9-34
G9-37

Go-21

G9-40

G9 -41

G9-2

G9-42

G9-19

G9-27

G9-13

G9 - 31

G9-23

G9-17

G9-6

G9-45

G9-9

G9-28

G9-43

GB

Gg

Bb

(GB)

(GB)G

(GB)B

Figura 35. Es representen les dades globals de segregacio de les 22 events de co-transformats dels que es

va seguir la descendéncia.
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Per tant, de 22 events de co-transformacidé independents, 6 van segregar caracters
a nivell de descendencia amb representacio del fenotip d’interes, gfp-(hpt-) bar+. De les
sis linies, dues tenien una copia de cada gen integrades independentment I’una de

I’altra. La resta de linies presentaren patrons de segregacié complexes.

El producte de la taxa de co-transformacié per la freqiiéncia observada de
segregacié independent de la progeénie és un indicador de I’eficiéncia global de la co-
transformacid per 1’obtenci6é de plantes transgeéniques lliures de gens de seleccio. En
aquest cas, les dades indiquen que I’eficiéncia global de I’estratégia va ser del 19%
(0.697-0,2727). Resultats que estan en lleugerament per sota que els descrits per altres
autors, per exemple, en el treball del grup de Daley (1998), es descriu una eficiéncia
global aproximada del 25%. També I’equip de Komari (1996) van obtenir dades molt

similars tant en tabac com en arrds usant un plasmid superbinari amb 2 T-DNA.

Per tant es va demostrar que és possible 1’obtenci6 de plantes transgéniques
d’arros sense gens de seleccid seguint I’estratégia de la co-transformacié amb un
plasmid portador de dos T-DNA. Tanmateix la segregacié simple de caracters en la
generacio T1 ocorre en els casos en qué s’integra una sola copia de cada T-DNA i a
distancies géniques suficients perqué per segregacidé de caracters s’heretin

independentment en la descendencia.

1.3.2.3 Avaluacié de la generacio T2 per I’obtencio de linies d’interés ““gfp-bar+"" i

“gfp+bar+”

Obtenir plantes que per segregacid de caracters haguessin perdut el gen de
seleccid 1 només portessin el gen d’interés (bar) era 1’objectiu principal de la tesi. A més
aquestes linies eren d’interés juntament amb les gfp+bar+ per portar a terme els assaigs
de camp per P’estudi de flux de gens. Per identificar linies que a més estiguessin en
homozigosi pels gens d’interes (gg BB, i GG BB), es van considerar les plantes G9-21
T1 1 G9-23 TI1, ja que havien integrat una sola copia de cada gen i a més

independentment una de I’altra.

La identificacido de linies homozigotiques es va fer estudiant la segregacio de

caracters a la generacio T2. Donat que es tractava d’events de transformacié que havien
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integrat una sola copia de cada T-DNA la grandaria de les poblacions T2 va ser de 24

individus. A la Figura 36 es mostra un esquema del procés.

Tractament amb herbicida
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Figura 36. Esquema representatiu del procés d’obtencié de linies ggBB (part superior) i GGBB (part
inferior). Per identificar les linies homozigotiques ggBB, portadores tansols del gen bar, se sembraven
poblacions de 24 llavors T2 i es comprovava que cap fos gfp+, aleshores es cultivaven a I’hivernacle fins
que al assolir I’estadi de 3-4 fulles es ruixaven amb 1’herbicida. Les poblacions majors de 16 plantes en
que totes i cadascuna d’elles resistissin I’herbicida se seleccionaven com a homozigotiques. Per localitzar
les dobles transgéniques GGBB, primer es localitzaven les linies que no segreguessin pel caracter gfp, i

aquests eren les que es ruixaven amb herbicida seguint el procediment esmentat en el cas anterior.

Per I’obtencid de linies ggBB es van avaluar les descendéncies de sis plantes G9-
21 i dotze G9-23 T1 que presentaren el fenotip gfp-bar+. Se sembraren poblacions de 24
llavors T2 de cada linia T1 en plaques de Petri on es portaven a terme les observacions
de I’expressio del gen gfp aproximadament 48 hores després de 1’inici de la germinacio

de les plantules (apartat 4.2 de metodes).

128



RESULTATS

Tal com era d’esperar i es mostra a les Taula XXII, cap de les 459 plantes T2,
procedents de les 18 linies G9-21 1 G9-23 T1 fenotipicament gfp-bar+, van expressar
fluoresceéncia. Seguidament se sembraven les plantes a I’hivernacle on es ruixaven amb
la solucié aquosa d’herbicida (apartat 4.3 de metodes). Una setmana després de la
polvoritzacid del glufosinat es feia en control de superviveéncia dels individus de cada
poblacio. Es consideraren homozigotiques pel gen bar aquelles poblacions en que tots i

cadascun dels individus van resistir I’aplicacié de ’herbicida.

PLANTA llavors llavors llavors GFP- GFP- Genotip
T1 T2 sem. GFP + GFP- BAR+ BAR- estimat
69.21-1 |28 0 28 - PFIE
G9.21-2 24 0 24 16 8 gg Bb
G9.21-3 27 0 27 22 5 gg Bb
G9.21-7 25 0 25 14 11 gg Bb
G9.21-9 26 0 26 22 4 gg Bb
69.21-10 (25 _ _ _O_ . _ __ 25 ... 99 BB
G9.23-1 26 0 26 17 9 gg Bb
G9.23-2 29 0 29 22 7 gg Bb
G9.23-3 23 0 23 14 9 gg Bb
G9.23-5 27 0 27 19 8 gg Bb
G9.23-6 21 0 21 16 5 gg Bb
G9.23-7 26 0 26 22 4 gg Bb
G9.23-8 22 0 22 gg BB
G9.23-9 26 0 26 gg Bb
G9.23-10 |27 0 27 gg BB
G9.23-11 25 0 25 gg Bb
G9.23-12 |27 0 |27 gg BB
G9.23-13 |25 0 25 gg Bb

Taula XXII. Resultats de I’avaluaci6 de les descendencies de 18 linies G9-21 1 G9-23 T1 que presentaren
el fenotip gfp-bar+. En vermell es ressalten les cinc linies homozigotiques pel gen bar (ggBB) que es van

determinar. A la columna de la dreta es mostre n els genotips deduits de 1’estudi de descendéncies.

L’obtencid de cinc linies homozigotiques pel gen bar, objectiu final del treball i
linies per altra banda d’interés pels assaigs de flux, validaren D’estratégia de co-
transformacié6 amb un plasmid portador de dos T-DNA per obtenir plantes

transgeniques d’arros sense gens de seleccio.

129



RESULTATS

* Per obtenir les linies GG BB es van avaluar les descendéncies de les plantes G9-
21 T1 1 G9-23 T1 gfptbar+. Es van observar un total de 1420 plantules a la lupa de
fluorescéncia per determinar-ne 1I’expressio del gen gfp. De les 53 linies avaluades se’n
van aclimatar 15 en qué va ser positiva I’expressio del gen gfp en tots i cadascun dels
individus de la poblacio (Taules XXII i XXIII). Tal i com es descriu a I’apartat 4.3 de
meétodes, quan aquestes plantes arribaven a I’estadi de 4 fulles eren testades pel gen bar
mitjancant la polvoritzacid de 1’herbicida. Aproximadament una setmana més tard es
feia el control de les poblacions i1 els resultats van ser 1’obtencié de 4 linies

homozigotiques pels gens gfp i bar (Taules XXII i XXIII).

A la Figura 37 es mostren els resultats de ’avaluaci6 molecular per “Southern
blot” d’algunes de les linies que es van obtenir GGBB 1 ggBB. Es pot observar com les
plantes TO 1 T1gfp+(hpt+)bar+ tenen els tres transgens mentre que les linies T1 gfp-
(hpt-)bar+ no presenten cap banda en les membranes hibridades amb la sonda GFP i

HIGROMICINA i mantenen la copia del gen bar.

L’analisi d’aquestes poblacions va permetre identificar facilment les linies
homozi-gotiques pels dos gens o només pel gen bar, degut al patr6 d’integracio6 dels T-
DNA senzill. S’havien integrat una copia de cada T-DNA en regions del genoma de

I’arros prou separades com per permetre la recombinacid independent dels caracters.

Es van cultivar convencionalment les plantes als hivernacles i s’ha obtingut

suficient llavors per portar a terme els assaigs de camp prevists.
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Sénia G9-21 G9-23 Sénia  G9-21 G9-23
C- +15 -10 +14  -14

C- +15 -10 +14 -14
H
P
T
A) B)
Sénia G9-21 G9-23
C- +15 -10 +14 -14

> w

Figura 37. Analisis per “Southern Blot” de las linies T2 G9-21(+15) i G9-23(+14), totes dues
homozigotiques pels gens gfp i bar i de les linies G9-21(-10) i G9-23(-14) homozigotiques pel gen bar.
A) determinaci6 del numero de copies integrades del gen hpt, B) del gen marcador gfp, i C) determinacio
del nimero de copies integrades del gen bar. El DNA genomic es va digerir amb 1’enzim de restriccid
Kpnl. Les sondes amb les que es van hibridar les membranes s’obtingueren per la gfp, per digestid
enzimatica del plasmid pGEMT-GFP amb Hind Il i BamHI, dianes que flanquegen el gen gfp, per la
Higromicina, per amplificacio per PCR del plasmid pCAMBIA 1300, i per la sonda bar per amplificacio
d’un fragment intern del gen bar a partir del vector comercial pPCAMBIA 3300.

131



RESULTATS

PLANTA llavors ‘llavors ‘llavors GFP+ GFP+ PLANTA llavors llavors ‘llavors GFP+ GFP+
T1 T2sem. GFP+ GFP- BAR+ BAR- T1 T2sem. GFP+ GFP- BAR+ BAR-
G9.21+2 |24 19 5 G9.23+1 |24 24 0 17 7
G9.21+3 |48 48 0 29 8 G9.23+2 |24 24 0 23 1
G9.21+4 |44 44 0 I [co23+3 |25 15 10

G9.21+5 |24 18 6 G9.23+4 |25 18 7

G9.21+6 |24 24 0 15 7 G9.23+5 |27 19 8

G9.21+7 |24 21 3 G9.23+6 |26 21 5

G9.21+8 |48 48 0 34 9 G9.23+8 |26 21 5

G9.21+9 |24 21 3 G9.23+9 |26 20 6

G9.21+10 |24 16 8 G9.23+10 |20 16 4

G9.21+11 |24 21 3 G9.23+11 |25 20 5

G9.21+13 |24 20 4 G9.23+12 |24 20 4

G9.21+14 |24 21 3 G9.23+13 |24 24 0 -
G9.21+15 |25 25 0 G9.23+14 |24 24 0

G9.21+16 |48 48 0 32 13 G9.23+15 |26 20 6

G9.21+17 |24 15 9 G9.23+16 |26 21 5

G9.21+18 |48 48 0 38 8 G9.23+17 |26 20 6

G9.21+19 |24 18 6 G9.23+20 |24 16 8

G9.21+20 |24 24 0 21 2 G9.23+21 |23 17 6

G9.21+22 |25 20 5 G9.23+22* | 24 24 0 13 6
G9.21+23 |26 19 7 G9.23+23 |26 18 8

G9.21+25 |24 18 6 G9.23+24 |28 21 7

G9.21+26 |28 20 8 G9.23+25 |25 22 3

G9.21+27 |24 21 3 G9.23+26 |24 24 0 20 4
G9.21+28 |24 17 7 G9.23+27 |25 25 0 19 6
G9.21+29 |23 17 6 G9.23+28 |26 18 8

G9.21+31 |26 19 7 G9.23+29 |24 17 7

G9.21+32 |24 17 7

Taules XXII (esquerra) i XXIII (dreta). Resultats de les avaluacions de la descendéncia de les linies G9.21 T1 i G9.23 T1 gfptbar+ per ’obtencié de linies homozigotiques pels dos
gens (GGBB). Es van avaluar totes les llavors pel caracter gfp, només les poblacions en qué tots els components van ser gfp+ (linies ressaltades en verd) es van testar pel gen bar. Es
ressalten en vermell les linies en que tots els individus de la poblacio avaluada van ser bar+ (GGBB).* cinc plantes de la linia G9.23+22 van morir abans de ser ruixades amb
I’herbicida.
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1.3.2.4 Avaluacio de la generacid T2 de linies de patrons de comportament complexes

Es van triar dues linies, G9-9 1 G9-18, que gencticament es van determinar per
haver incorporat els dos T-DNA del plasmid pX2-HB en loci molt propers de manera
que es comportaren com un sol gen. A més la linia G9-9 semblava haver integrat una
segona copia del gen gfp. Avaluant la descendéncia d’un grup de linies representatives
de cada event, s’obtindrien dades que podrien confirmar les hipotesis formulades sobre
els seus patrons d’integracio i per altra banda es provaria d’obtenir les linies d’interes ja

que ambdues linies presentaven molt bona expressio dels gens gfp i bar.

Estudis de segregacio de caracters en la generacid T2 de la linia G9-9

Pels resultats de ’avaluacié de la generacio T1 es va plantejar la hipotesi que la
planta G9-9 TO havia incorporat una copia funcional de cada T-DNA en loci tan propers
que es podien considerar un grup de lligament (GB) i una segona copia del gen gfp en
un locus genéticament independent del primer. Per tant i per definicio de planta

transgenica el genotip suposat per la planta G9-9 TO era (GB)G(gb)g.

Acceptant aquesta hipotesi les plantes G9-9 T1 haurien de presentar qualsevol dels

genotips que es mostren a la Taula XXIV, seguint les freqiiencies que també es

descriuen:
| (GB) G (GB) g (gb) G (gb) g FENOTIP Freq.
GB)G |(GB)G(GB)G (GB)G (GB)g (GB) G (gb) g CERENBARE (12/16)
GB)g |(GB)g(GB)G (GB)g(GB)g (GB)g(gb)G (GB)g(gb)g GFP*BAR: (3/16)
gb) G (GEICNCB)E (GBYCNECBIE (ob) G (gb) G (gb) G (gb) g GFP- BAR+ 0
gb) g GOENEENE [©EOIGNEENE (ob)g(ab)C (gb) g (gb) g GFP - BAR-  (1/16)

Taula XXIV: Possibles genotips obtinguts per recombinaci6 dels caracters gfp i bar en la formaci6 de la
generacio T1

En aquest sentit es va avaluar la descendéncia T2 de 31 plantes G9-9 T1 que van
seguir aquest patro; 24, gfptbar+; 4, gfptbar-; 1 3, gfp-bar-. Aquesta distribucio
fenotipica observada s’ajustava amb esperada de 12:3:1 (¥ (0.05)=1,172, maxim

acceptat 5,99)

Les plantes G9-9 T1, que fenotipicament es caracteritzessin per ser gfp+bar+,

presentarien qualsevol dels genotips ressaltats en vermell a la Taula XXIV. Estudiant la
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descendéncia d’aquestes plantes esperariem 4 comportaments fenotipics en funcié del

genotip T1, tal com es detalla a continuacio:

1. De totes les combinacions de plantes T1 amb un genotip en que el grup de
lligament es trobés en homozigosi s’esperaria una descendéncia T2 amb un sol fenotip,

gfptbar+t, tal com es mostra a la Taula XXV.

| (GB) (GB) FENOTIP Freq.
(GB) [(GB) (GB)  (GB) (GB) GFP + BAR+ (1/1)
(GB) (GB) (GB) (GB) (GB)

Taula XXV. Genotips que s’obtenen de I’encreuament de dues plantes portadores del grup de lligament

(GB) en homozigosi.

La freqliencia esperada de trobar plantes T2 procedents de plantes T1
fenotipicament gfp+bar+ amb aquest patr6 de comportament seria 1/3. Quatre dels
dotze genotips que resultarien en el fenotip gfp+bar+ tindrien en homozigosi el grup de
lligament (GB)(GB),Taula XXIV. I aixi es van comportar 8 de les 24 linies G9-9 T1
gfptbar+. Va haver una novena linia (G9-32) en que 1 planta, de 64, tot i ser gfp+ era
bar-, aquest cas podria tractar-se d’una mutacié puntual que silenciés o inactivés el gen

bar. A la Taula XXIX es mostren les distribucions obtingudes.

Les linies amb aquest patré de segregacio, és a dir que tenien els dos T-DNA
lligats i per recombinacid, en la formaci6 de la descendéncia, en homozigosi, sempre
seguirien essent gfp+bar+. En aquest sentit, es tractaria de linies d’interés pels assaigs

de camp.

La resta de genotips responsables del fenotip gfp+bar+ tindrien en hemizigosi el
grup de lligament, essent (GB) (gb). Per determinar si la segona copia del gen gfp es
trobava en homozigosi, hemizigosi, o hagués segregat, caldria estudiar cadascuna de les

tres combinacions geéniques que es detallen a continuacio.

2. Considerant la copia del gen gfp en homozigosi en el genotip T1. A la Taula
XXVI es mostra els genotips i les freqiiencies fenotipiques esperades en la descendencia

de plantes la combinacié de caracters en el genotip (GB)G (gb)G.
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|(GB)G (gb) G FENOTIP Freq.
(GB)G |(GB)G (GB)G (GB)G (gb)G GFP + BAR + (3/4)
(gb) G |(gb)G (GB)G (gb)G (gh)G GFP + BAR- (1/4)

Taula XXVI. Genotips i les freqiiéncies fenotipiques esperades en la descendéncia de plantes (GB)G
(gb)G.

En aquest sentit esperariem que es comportessin amb aquests patrons 1/6 de les
plantes T1 fenotipicament gfp+bar+. D’acord amb el model tedric proposat, 5 patrons

de distribucio fenotipica van coincidir amb ’esperat (Taula XXIX).

3. Considerant la copia del gen gfp en hemizigosi en el genotip T1, ens trobariem
amb el mateix genotip hipotétic de la planta G9-9 TO, (GB)G (gb)g. Les freqiiencies
fenotipiques esperades en la generacié T2 serien les mateixes que suposades per la T1,
12/16 de plantes gfp+bar+, 3/16 de plantes gfp+bar- 1 1/16 de plantes gfp-bar-, tal com
es mostra a la Taula XXIV.

La freqiliencia esperada de trobar aquests patrons de comportament en un terg de

les linies T1 gfp+bar+ avaluades. I tal com es mostra a la Taula XXX, van ser 8 de 24.

4. Considerant que la segona copia del gen gfp present en TO, per segregacio de
caracters s’hagués perdut. Una sisena part dels casos G9-9 T1 amb fenotip gfp+bar+

presentarien el genotip (GB)g (gb)g.

El comportament fenotipic de la descéndencia T2 en aquest cas seguiria el patro

descrit a la Taula XXVII.

| (GB) g (gb) g FENOTIP Freq.
(GB)g [(GB)g (GB)g (GB)g (gb)g GFP + BAR + (3/4)
(gb)g |(gb)g (GB)g (gb)g (gb)g GFP - BAR - (1/4)

Taula XXVII. Genotips i les freqiiéncies fenotipiques esperades en la descendéncia de plantes (GB)g
(gbe.

Les freqiiéncies fenotipiques observades en la descendéncia T2 de dues de les 24

linies procedents de plantes T1 gfp+bar+ es van ajustar a les distribucions esperades.
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Per altra banda, les plantes G9-9 T1 que fenotipicament es caracteritzessin per ser
gfptbar-, presentarien qualsevol dels genotips ressaltats en verd a la Taula XXIV. Es
tractaria de plantes que haurien perdut per segregacio de caracters el grup de lligament

(GB), essent totes elles (gb) (gb).

La generaci6 T2 d’aquestes plantes podria presentar dues distribucions
fenotipiques en funcié de la homozigosi o hemizigosi de la copia del gen gfp no lligada
al grup de lligament. Els patrons de comportament fenotipic resultants en cada cas es

mostren a la Taula XXVIIL.

(gb) G (gb) G FENOTIP Freq.
(gb)G (gb)G (gb)G (gb)G (gb)G GFP + BAR- (1/1)
(gb) G | (gb)G (gb)G (gb)G (gb)G

(gb) G (gb) g FENOTIP Freq.
(gb)G (gb)G (gb)G (gb)G (gb)g GFP + BAR- (3/4)
(gb)g |(gb)g (gb)G  (gb)g (gb)g GFP - BAR - (1/4)

Taula XXVIII. Genotips i les freqiiéncies fenotipiques esperades en la descendéncia de plantes (gb)G
(gb)G a la part superior i de plantes (gb)G (gb)g a la part inferior.

Les quatre linies T1 gfptbar- es van ajustar a les freqiiéncies esperades pel

genotip (gb)G (gb) g, és a dir que no tenien en homozigosi la segona copia del gen gfp.

Finalment, les plantes T1 fenotipicament gfp-bar-, ressaltades en groc a la Taula XXIV
serien les plantes que per segregacidé de caracters haurien perdut tant el grup de
lligament GB com la segona copia del gen gfp. Per tant s’esperaria que tots els individus

de la les linies gfp-bar- presentessin el mateix fenotip.

A la Taula XXIX es mostren els resultats de les avaluacions de les descendéncies de les
31 linies G9-9 T2. Es van ressaltar de color verd les linies de les que es va determinar
que no segregaven pel gen gfp al avaluar les plantules T2. En vermell es mostren les 8
linies G9-9 T1 que no van segregar per cap dels dos gens (gfp i bar), esdevenint
genotipicament (GB)(GB), per tant homozigotiques pels dos caracters (d’interés per les

linies dels assaigs de flux.)
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Planta T1 |llavors illavors [llavors illavors |GFP+ {GFP+ |GFP- iGFP-
T2sem. T2 GFP+ [GFP- | BAR+ BAR- [BAR+ |BAR-
fgerm. ! !

G99+1 |64 | 60 50 i 10 0 50 0 110
Goor2 [62 155 |55 0 |SoHNNEONEEEO |0
G99+3 |62 144 42 12 0 2
G99+4 |63 | 56 56 ) 0 0
G99+5 |64 1 46 33 113 0 113
G99+6 |65 |57 40 117 0 17
G99+7 |70 | 62 62 ) 0 10
G99+9 |63 | 58 58 0 0 |0
G9 9+10 |65 151 49 12 0 12
G99+11 |65 162 62 0 [0 0
G9 9+12 |66 1 62 49 113 j 0 113
G99+13 |61 | 58 58 |0 [0 |0
G99+14 |64 150 50 10 [0 10
G99+15 |64 |62 62 0 [0 0
G99+16 |65 i 51 51 i0 ; 0 |0
G99+17 |62 1 49 49 0 ; 0 :0
G9 9+18 |64 |47 46 K 35 11 0 K
G99+19 |64 |57 41 116 41 0 0 116
G99+20 |64 59 59 0 [(9 0 o 0
G9 9+21 |64 163 47 116 47 0 0 116
G9 9+22 |61 161 57 4 47 10 0 14
G9 9+23 |64 |62 59 i3 49 10 0 i3
G99+24 |64 56 56 0 [SERE 0 0
G9 9+25 |63 | 55 53 12 47 6 0 12
G99+29 |63 1 60 60 10 56 4 0 10
G9 9+30 |64 | 62 61 1 47 14 0 1
G9 9+31 |66 155 52 '3 40 0 '3
G99+32 |65 165 65 0 64 0 0
G9 9-1 75 61 0 61 0 0 0 61
G9 9-2 75 172 0 172 0 0 0 172
G99-3 |26 115 0 115 0 0 0 115

Taula XXIX. Estudi de descendéncies de la linia G9-9. Es van avaluar 28 linies T1 gfp+bar+t, el codi de

cada planta fa referéncia al nom de 1’assaig (G9), el segiient nimero indica el succés TO, en aquest cas tot

eren plantes T1 procedents de la linia 9 TO, per tant G9 9 (per no prestar a confusiéo donant valor negatiu

al guionet fins ara usat en la nomenclatura de les linies (G9-9), s’ha obviat) i el tercer numero indica el

nom de planta T1, el signe positiu o negatiu entre la segona i tercera xifra dona indica si la planta T1 era

gfp+ o gfp- . En verd es van senyalar les linies que van presentar un 100% de plantes gfp+, i en vermell es

va senyalar les linies que a més van ser 100% resistents a 1’herbicida.

Tot 1 que es van obtenir linies homozigotiques pels dos transgens, en el cas de la linia

G9-9, al trobar-se lligada la tinica copia del gen bar a una de les dues copies del gen gfp,

no seria possible I’obtencid de linies que per segregaci6 fossin gfp-bar+.
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En total es van determinar fenotipicament 1733 plantes, i podent ser acceptat cada grup

genotipic d’acord amb les freqliencies esperades, es van deduir els possibles genotips

per cada linia T1 avaluada. A la Taula XXX es poden observar el resultats dels calculs

estadistics amb que es van tractar les dades i que van permetre identificar el possible

genotip de la plana T1.
GFP+ [GFP+ |GFP- [GFP- [Model % !limit Genotip
BAR+ IBAR- |BAR+ (BAR- [Fenotipic | | acceptacid | Estimat
B |55 0 0 0 1 '/ '/ (GB) - (GB) -
ESSEH | 62 0 0 10 1 L L (GB) - (GB) -
EOEEE | 55 0 0 10 1 '/ '/ (GB) - (GB) -
B8R | S0 0 0 |0 1 i/ H/ (GB) - (GB) -
B8NS |62 0 0 10 1 L L (GB) - (GB) -
EEEE | 4o 0 0 |0 1 '/ '/ (GB) - (GB) -
BSeEaE | 5o 0 0 |0 1 H/ |/ (GB) - (GB) -
o | 56 0 0 10 1 L L (GB) - (GB) -
SR 64 1 0 10 1 |/ '/ (GB) - (GB) -
I BES 6 0 10 3:1 16,09 16,63* (GB)G (gb)G
BEEE |43 19 0 10 3:1 11,05 13,84 (GB)G (gb)G
BEEEE |46 12 0 0 3:1 1057 1384 (GB)G (gh)G
B8N | 46 5 0 |0 3:1 16,28* 16,63* (GB)G (gh)G
E8eEEs | 56 4 0 10 3:1 110,75** 16,63* (GB)G (gh)G
1 B 2 0 2 12:3:1 16,42% 19,21 (GB)G (gb)g
ESEE | 30 10 0 12 12:3:1 10,48 15,99 (GB)G (gb)g
BN | 35 11 0 H1 12:3:1 11,82 15,99 (GB)G (gb)g
=y 10 0 4 12:3:1 1022 15,99 (GB)G (gb)g
EBEeEEs | 40 10 0 i3 12:3:1 10,56 15,99 (GB)G (gh)g
EBEeEEs | 47 6 0 12 12:3:1 13,2 15,99 (GB)G (gb)g
EONE0 | 47 14 0 1 12:3:1 1262 15,99 (GB)G (gh)g
B8R | 40 12 0 i3 12:3:1 10,37 15,99 (GB)G (gh)g
I I 0 0 16 3:1 10,28 3,84 (GB)g (gb)g
o |47 0 0 116 3:1 10,05 1384 (GB)g (gh)g
G99+ |0 50 0 110 3:1 12,22 13,84 (gb)G (gh)g
G99+5 |0 33 0 13 31 1026 3,84 (gb)G (gb)g
G99% |0 40 0 117 3:1 10,71 13,84 (gb)G (gb)g
G99%12 | 0 49 0 113 3:1 1054 13,84 (gb)G (gb)g
G991 |0 0 0 61 1 '/ i/ (gb)g (gb)g
G99-2 |0 10 0 172 1 H H (gb)g (gb)g
G993 [0 |0 0 115 1 !/ !/ (gb)g (gb)g

Taula XXX. Resultats de ’avaluaci6é de la generacio T2 de la linia G9-9, de la que es va suposar el
genotip (GB)G (gb)g. A la columna de I’esquerra es ressalten amb diferents colors els fenotips de les 31
linies T1 de les que es va avaluar la descendéncia T2. En vermell plantes gfp+bar+; en verd, plantes
gfp+bar-; i en groc, les que no eren ni fluorescents no resistents a I’herbicida. En funcié de la distribucio
fenotipica de cada linia, i passant el test de la x* , es van poder agrupar les linies en els diferents patrons
esperats. D’aquesta manera es validava la hipotesi en que se suposava el genotip de la planta G9-9 TO
(GB)G (gb)g. * valors de la y* per sobre del marge d’acceptacié en p=0,05, perd dins del rang
immediatament superior, amb p=0,025. ** valor de la %* per sobre de 1’acceptat tant en p=0,025 com en

p=0,01.
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Estudis de segregacid de caracters en la generacid T2 de la linia G9-18

La distribucié fenotipica que havien presentat les 150 plantes G9-18 T1 avaluades,

es resolia en dos fenotips (gfp+bar+ o gfp-bar-). La proporcid en queé es van donar
aquests fenotips, s’ajustava amb un valor X2 (0,99) de 0,08 obeint a la hipotesi de

lligament dels dos gens (3:1, gfp+bar+:gfp-bar-) (Taula XXXI).

Suposant aquesta hipotesi certa, la planta G9-18 TO tindria el genotip (GB)(gb).
Les plantes T1 presentarien dos possibles fenotips, gfp+bar+ o gfp-bar-. Avaluant la
generacio segilient a les plantes G9-18 T1 gfp+bar+, esperariem trobar dos possibles

patrons de distribuci6 fenotipica:

- Si hi ha segregacié de caracters, en aquest cas del grup de lligament, obtindriem una
proporcid 3:1 de plantes gfp+bar+: gfp-bar-. Aquest patr6 fenotipic adjudicaria a la
planta T1 el genotip (GB) (gb).

- Si no hi ha segregaci6 del grup de lligament (GB), totes les plantes serien gfp+bar+.

En aquest cas el genotip més probable de la planta T1 seria (GB)(GB).

L’altre fenotip possible de trobar en T1 seria gfp-bar-, plantes que per segregacio
de caracters perdessin el grup de lligament portador dels gens gfp i bar. La
descendéncia d’aquests fenotips no podria en cap cas ser positiva en cap d’aquestes

dues determinacions.

Es van cultivar 14 linies G9-18 T1 fenotipicament gfp+bar+ 1 disset linies gfp-bar-
per obtenir les llavors T2. Es va determinar el fenotip pels dos caracters en un total de

1845 plantes T2. Els resultats es mostren a la Taula XXXI.
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| | |
Planta T1 | GFP + | GFP- | Model | limit Genotip
| BAR - | BAR - |Fenotipic | acceptacié | Estimat
G9 18+6 0 0 0 1 I I | (GB) (GB)
BONEERS 63 O o 0 1 TN (GB) (GB)
BONEES | os 1* 0 0 1 ¥ ¥ (GB) (GB)
7 ES 0 0 115 3:1 10,22 13,84 (GB) (gb)
BOEE (35 0 0 115 3:1 1067 13,84 (GB) (gb)
B |42 10 0 114 3:1 10 13,84 (GB) (gb)
BSEEEE |30 10 0 113 3:1 10,63 13,84 (GB) (gb)
BN |43 10 0 115 3:1 10,02 {384 (GB) (gb)
EOEE |36 0 0 24 3:1 17,2 13,84 (GB) (gb)
EoEEEs |44 |0 0 112 3:1 10,38 13,84 (GB) (gb)
EONEEE |40 0 0 14 3:1 1026 {384 (GB) (gb)
EOEER |48 0 0 113 3:1 1044 13,84 (GB) (gb)
GoNg®28 |45 0 0 116 3:1 10,05 3,84 (GB) (gb)
I HEE 1 0 133 3:1 1064 384 (GB) (gb)
G918-2 |0 0 0 38 1 K ¥ (gb) (gb)
G918-4 |0 10 0 1 59 1 '/ L (gb) (gb)
G9188 |0 0 0 153 1 |/ ¥, (gb) (gb)
G9.18-13 |0 0 0 28 1 '/ |/ (gb) (gb)
G9 18-14 |0 10 0 161 1 |/ ¥ (gb) (gb)
G9 18-16 |0 0 0 ' 55 1 '/ i/ (gb) (gb)
G918-18 |0 0 0 73 1 ¥ ¥ (gb) (gb)
G9.18-19 |0 10 0 142 1 | | (gb) (gb)
G9.18-20 |0 0 0 | 54 1 i/ i/ (gb) (gb)
G918-21 |0 0 0 44 1 ¥ ¥ (gb) (gb)
G918-22 |0 0 0 | 58 1 H/ H/ (gb) (gb)
G918-23 |0 0 0 53 1 '/ |/ (gb) (gb)
G9 18-24 |0 0 0 47 1 |/ |/ (gb) (gb)
G9 18-25 |0 10 0 152 1 L 1/ (gb) (gb)
G918-26 |0 ‘0 0 1 59 1 L ¥ (gb) (gb)
G9 1827 |0 o 0 163 1 H/ ¥ (gb) (gb)
G918-28 |0 |0 0 | 59 1 '/ '/ (gb) (gb)

Taula XXXI. Resultats de ’avaluacio de la generacio T2 de la linia G9-9, de la que es va suposar el
genotip (GB) (gb). A la columna de I’esquerra es ressalten amb diferents colors els fenotips de les 31
linies T1 de les que es va avaluar la descendéncia T2. En vermell plantes gfp+bar+; i en groc, les que no
eren ni fluorescents no resistents a 1’herbicida. En funcié de la distribucio fenotipica de cada linia, i
passant el test de la y* , es van poder agrupar les linies en els diferents patrons esperats. D’aquesta manera
es validava la hipotesi del genotip de la planta G9-18 TO. * es va obviar el cas puntual de la planta

gfp+bar-; ** valors de la y* per sobre del marge d’acceptacié en p=0,05.

De les 14 linies G9-18 T1 amb fenotip gfp+bar+, 3 van ser homozigotiques pel

grup de lligament, presentant molt probablement un genotip (GB) (GB). Aquestes linies

serien d’interés en referéncia a la doble homozigosi dels gens gfp i bar, tot i que es

trobessin lligats.
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Podent triar entre plantes homozigotiques pels gens gfp i bar amb copies uniques
integrades independent i linies amb multiples copies integrades, amb o sense lligament,
les primeres sempre resultarien més segures en el sentit de poder preveure amb més

facilitat el comportament d’unes 1 altres.

Una vegada presentats els resultats dels analisis moleculars i fenotipics dels
diferents events de transformacié obtinguts utilitzant el vector 2T-DNA des de la

generacid TO fins la generaci6 T2, s’arriba a les segiients conclusions:

Es van obtenir un total de 47 plantes G9 TO, 8 van morir i sis més van ser
identificades com a clons. 23 dels restants 33 eren co-transformats, 9 havien incorporat
només el T-DNA portador del gen de seleccid 1 un no havia incorporat cap dels dos T-

DNA.

A partir de I’estudi del comportament fenotipic de les plantes T1, es va poder
determinar el patr6 d’integracid6 més probable en TO. En dotze linies, els dos T-DNA
s’haurien integrat en regions molt properes del genoma hoste, comportant-se com un
grup de lligament. En tres linies a més s’hi va incorporar una segona copia d’un dels dos
T-DNA, en tres linies més es va silenciar o inactivar la funcionalitat d’un dels transgens
1 no es va arribar a determinar en dos casos el patré d’integracié de les copies.
Tanmateix, en dues linies es va integrar una copia unica de cada T-DNA 1 en diferents

loci del genoma hoste.

Dels 22 events de co-transformacié independents, 6 van segregar caracters a nivell
de descendéncia obtenint-se linies amb el fenotip d’interes, gfp-(hpt-) bar+. De les sis
linies, dues tenien una copia Unica de cada gen integrades independentment I’una de
I’altra. L avaluacio de la generaci6é T2 d’aquestes dues linies segregants 1 de copia nica
(G9-21 1 G9-23) va permetre identificar facilment les linies homozigotiques pel gen
d’interés (bar) sense gens de seleccié per antibiotic (hpt), aixi com pels dos gens,
acomplint amb els objectius descrits als objectius d’aquest treball. Aquestes linies es
van cultivar convencionalment als hivernacles i1 s’ha obtingut suficient llavors per portar

a terme els assaigs de camp prevists.

L’estudi del comportament fenotipic de la generacié T2 de dues plantes TO amb
patrons d’integracid aparentment complexes (G9-18 i G9-9) es va ajustar a les

prediccions sobre les hipotesis formulades.
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2. ESTRATEGIES DE CO-TRANSFORMACIO PER BIOLISTICA

Aquest treball es va plantejar amb 1’objectiu de determinar la possible obtencié de
plantes d’arrds co-transformades per biolistica, utilitzant “cassettes” per a 1I’expressio de
gens concrets enlloc de plasmids sencers. Aixi, es van preparar fragments de DNA
lineals en els que aquests mateixos cassettes d’expressio (pels gens gfp i hpt) es
trobaven flanquejats per les seqiiencies dels extrems del T-DNA del plasmid Ti

d’Agrobacterium tumefaciens.

2.1 Obtencio dels DNAs a utilitzar en la transformacio per biolistica

En primer lloc es van aillar els cassettes CaMV35S:gfp:nos i CaMV35S:hpt:nos
dels plasmids pUC19-gfp 1 pILTAB227 respectivament (Figures 14 1 15). Per obtenir el
cassette portador del gen gfp es va digerir el plasmid pUC19-gfp amb els enzims Pstl i
EcoRlI, i per obtenir el cassette amb la resisténcia a la higromicina es van utilitzar els

enzims Smal 1 HindIII (Figura 38).

Per I’obtencid d’aquests cassettes flanquejats pels extrems T-DNA es va dissenyar
una estratégia que partia dels plasmids pCAMBIA 0380 i 0390, amb les corresponents
dianes de clonaci6 dels “polilinker”, flanquejats pels extrems dret i esquerre del T-
DNA. Els cassettes 35S::hpt::tnos i 35S::gfp::tnos, amb el gen de seleccid i marcador
respectivament es van clonar en els vectors receptors pPCAMBIA 0380 1 0390. El resum

d’aquest procés s’esquematitza a la Figura 38.
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Vectors receptors

Lefl #RB Lefl #RB
pCAMBIA pCAMBIA pCAMBIA
0380 0380 0390

SmaI/HlndIII Pst/EcoRI

SmaI/Hlndlll

Ll WRrB
pPCAMBIA
0390

PSt/ECORI

B S

pCAMBIA

0380::hph

pCAMBIA
0390::hph

PCR

Aillament dels inserts

P"E'zr?B puC 19:
gfp

l Smal/Hindlll l Pst/EcoRI

LLigacio

pCAMBIA
0380::gfp

pCAMBIA
0390::gfp

PR

Camv
35S

RB

Nos
poliA

LB l RB
C I A,

Figura 38. Representacié esquematica del procés d’obtencio del T-DNA lineals utilitzats en la

transformacio per biolistica. Per clonar els inserts dels vectors pILTAB 227 i pUC19:gfp en els vectors

pCAMBIA 0380 i pCAMBIA 0390, es van utilitzar combinacions d’enzims de restrriccié (Smal i

HindIII, Pstl i EcoRI). Un cop es va comprovar la correcta insercio dels inserts per seqiienciacio, es van

dissenyar els encebadors T-DNA (fletxes blaves) per amplificar les regions corresponents al T-DNA.

Aixi es van preparar els vectors portadors de cadascun dels cassettes d’expressio

CaMV35S:gfp:nos i CaMV35S:hpt:nos flanquejats per les regions T-DNA presents en
els pPCAMBIA 0380 i pPCAMBIA 0390. Cada clonacio es va confirmar tant per digestio

enzimatica com per seqiienciacido de DNA. A la Figura 39 es poden observar els vectors

pCAMBIA linealitzats, i els inserts aillats dels plasmids pCAMBIA per digesti6 amb

enzims de restriccio.
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1 2 3 4
bp
5077 =
2838 =
2560 =

2140 =
1700 d—

1159

Figura 39. Electroforesi d’agarosa en el que trobem d’esquerra a dreta: M, marcador de pes molecular A
Pstl; 1, pCAMBIA 0380 (Pstl/EcoRl); 2, pCAMBIA 0390 (Smal/HindIIl); 3, fragment de DNA
corresponent a la digestio del plasmid pUC19:gfp contenint el cassette CaMV35S:gfp:nos (1700pb) amb
Pstl/EcoRlI; 4, fragment de DNA corresponent a la digestio amb Smal/HindlIII del plasmid pILTAB 227
contenint el cassette CaMV35S:hpt:nos (2500pb).

Per preparar el DNA a utilitzar per la transformacié es va procedir a amplificar
cadascun dels cassettes, incloses les regions flanquejants dels T-DNA, mitjangant PCR.

Es van dissenyar els oligonucleotids encebadors en les regions del vector properes als

T-DNA (Figura 40).

T-DNA f T-DNAT
= &
. CaMVv nos .

35S polyA ]
It RB:
7100 100 2300 400 50
T-DNA f T-D<|\1:,IA r

=

] CI?SMSV GFP polyA

B RB.

7100 100 1800 400 50

Figura 40. Representacio lineal dels dos T-DNA obtinguts per clonaci6 dels cassettes d’expressié dels
gens hpt i gfp respectivament en els vectors pPCAMBIA 0390. Es van dissenyar els encebadors T-DNA f'i
r situats a -100 i -50 pb dels extrems flanquejants d’Agrobacterium tumefaciens. La mida total dels
fragments de DNA amplificats era de 2950 pb (amb el gen hpt) i 2450 bp (amb el gen gfp).
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A la Figura 41 es mostra 1’analisi electroforétic dels T-DNA lineals obtinguts

mitjangcant PCR 1 utilitzats en aquests estudis.

T-DNA:hpt T-DNA:gfp
bp 1 2 3 4

11490

5077 =
2838
2560

2140 =
1700

1169 =

Figura 41. Electroforesi dels productes de I’amplificacié per PCR obtinguts a partir dels plasmids
pCAMBIA portadors dels cassettes per 1’expressié dels gens gfp i hpt. Es va utilitzar el DNA del
bacteriofag A digerit amb Pst I com a marcador de pes molecular (bp). 1 i 2, productes de I’amplificacio
obtinguts amb els plasmids pCAMBIA 0380:hpt i pCAMBIA 0390:hpt com a motlles (3kb); 3 i 4,
productes de I’amplificacié obtinguts amb els plasmids pCAMBIA 0380:gfp i pPCAMBIA 0390:gfp com a

motlles (2,5kb). En cada cas es va analitzar 1/50 del volum total del producte d’amplificacié per PCR.

Aixi doncs es van obtenir els T-DNA que contenien els cassettes a concentracions que
oscil-laven entre els 0,2 1 0,4 pg/ul, amb els que es portarien a terme els assaigs de co-

transformacio per biolistica.

2.2 Assaigs de co-transformacio per biolistica.

El disseny des assaigs per a la co-transformacioé per biolistica amb dos fragments de
DNA lineals és molt similar als assaigs amb Agrobacterium, en cultius bacterians
inoculats conjuntament o amb decalatge en el temps. Les condicions experimentals

utilitzades es detallen a continuacid i es representen esquematicament a la Figura 42.
Dia 0:

e Es van realitzar els dispars sobre dues plaques amb microprojectils portadors

dels cassettes T-DNA:gfp i T-DNA:hpt en proporcio 1:1. El call d’aquestes
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Dia 2:

Dia 5:
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plaques es transferia I’endema a medi de creixement (N6) amb seleccid

(Higromicina), essent 1’assaig anomenat G6.

Sobre 4 plaques més (2 plaques per assaig) es van realitzar els dispars (2 dispars

per placa) amb el T-DNA portador del cassette amb el gen gfp.

Es va procedir amb els dispars amb el T-DNA:hpt sobre dues de les quatre
plaques que van ser disparades amb el T-DNA:gfp (dos dispars per placa). Un
dia més tard d’aquesta segona aplicaci6 es transferia el call a medi de
creixement amb seleccio. Aquest va ser I’assaig G7, el bombardeig de dos T-

DNAs lineals amb dos dies de decalatge entre un i altre.

Es van realitzar els dispars amb el T-DNA:hpt sobre les dues ultimes plaques
(dos dispars per placa), que correspondrien al bombardeig de dos T-DNAs

linelas amb cinc dies de decalatge entre un i altre.

|-_=|a4 | |D|a5 |'| Dia 6 | '

0

= -

T
e e e — = = —
Medi can6 @Medi(ze)lectiu , Disgars amb ﬁDlspGalr:sPamb

Figura 42. Esquema de les estratégies de co-transformacié amb DNA lineals amb diferents temps de
decalatge (TD) (en dies) portades a terme per biolistica.

[u—
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Es van realitzar tres repeticions dels assaigs de co-transformacio per biolistica, i en
tots es van localitzar punts fluorescents en les diverses observacions que es van realitzar
dels calls a la lupa de fluorescencia. El nimero de calls fluorescents era major en
I’assaig G6 que en els assaigs G7 1 GS8, essent 1’assaig G8 el que menys punts
fluorescents presentava. Paral-lelament a les dades objectives de les observacions de
fluorescencia amb la lupa (dades no quantificades), es va veure que 1’aspecte general
dels calls era diferent entre els assaigs. Amés dies de decalatge entre els dispars ed les
microparticules, menor proliferaci6 del call i major enfosquiment del mateix.
Tanmateix, no va arribar a regenerar cap planta ni en la primera ni en la segona série

d’aquests assaigs.

A la tercera repeticio dels assaigs van regenerar 6 plantes G6 que provenien de dos
calls independents. Donat que cap de les sis plantes expressava la proteina GFP es van

descartar per no ser co-transformades.

3. OBTENCIO D’ARROS MODIFICAT GENETICAMENT AMB UN
GEN D’INTERES | SENSE GEN DE SELECCIO

D’acord amb els resultats obtinguts en les diferents estratégies de co-
transformacid d’arrdos per obtenir plantes lliures de gens de seleccio, es va triar la
tecnica del doble T-DNA en un mateix plasmid com la més adequada per obtenir arros

modificat genc¢ticament amb el gen insecticida Cryl1B i sense gen de seleccio.

Al laboratori de la doctora Blanca San Segundo (CID-CSIC, Barcelona), es va
clonar el cassette d’expressi6 del gen CrylB en el T-DNA flanquejat pels extrems
d’A.rhizogenes del vector pX2-H, donant lloc al plasmid pX2-HCryIB. L’expressio del
gen CrylIB es troba regulada pel promotor del gen mpi de blat de moro. En aquest treball
s’ha utilitzat el fragment C1 del gen mpi, el qual comprén 689 bp del promotor i la regi6
5’ no traduida del gen mpi (fragment -689/+197 del gen mpi) (Breitler et al., 2001). El
gen CryIB era un gen sintétic preparat per M.Royer del CIRAD (Montpellier) adaptat a
I’as de codons de la planta d’arros. Aixi en el T-DNA-1 es troben els gens hpt i gfp
(cassettes 35S:hpt:tnos-gos2:gfp:trbes) 1 en el T-DNA-2, el cassette Clmpi:crylB:tnos,
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amb el gen insecticida CrylB regulat per un fragment de 900 pb del promotor induible
per ferida del gen mpi de blat de moro (Figura 43).

PGOS2

Fifi[ Hibp T ) Blatp Zp

PX2-H::C1::Cry1B::NOS

(146000 bp)

- PP E—

Figura 43. Representacié esquematica del plasmid pX2-HCryIB. C1 és el un fragment de 900 pb del
fragment del promotor del mpi de blat de moro. Imatge cedida per Sénia Campo del CSIC de BCN.

Es va portar a terme un assaig de transformacié genética amb la soca EHA 105
d’Agrobacterium tumefaciens amb el plasmid pX2-HCryIB, assaig R38. El call d’arros
es va seleccionar amb higromicina i només les plantes que regeneraven expressant el
gen gfp es van considerar, obtenint-se’n un total de 45 plantes, procedents de 12 calls
independents. Es van avaluar per immunotransferéncia extractes de proteines totals de
fulles de plantes d’arros sotmeses, o0 no, a ferida mecanica (un total de 27 plantes TO).
D’aquestes, 14, que provenien de 7 calls expressaven en diferents nivells el gen CrylB
mentre que 13 plantes de 9 calls van ser negatives. Els resultats moleculars van ser
obtinguts per Soénia Campo del CSIC de Barcelona i parcialment es mostren a la Figura
44. S’observen diferéncies entre les diferents linies regenerades tant en el nivell basal
d’acumulaci6 de la proteina Cry1B (fulles no ferides) com en 1’acumulaci6 induida per
ferida en aquestes plantes (1’analisi d’acumulaci6 de la proteina Cry1B es va realitzar 24

hores després de realitzar-se el tractament per ferida mecanica).
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R38.2 R38.2 R38.
C- C+ F NF F NF N NF

67 KDa—>

Figura 44. Analisi per immunotransferéncia d’extractes totals de proteina de fulles de plantes TO
transformades amb el plasmid pX2-HCrylB. Es pot observar una banda per sobre de la CrylB que
correspondria a una proteina de més alt pes molecular fruit d’una reaccié creuada amb 1’anticos. Es van

analitzar aliquotes de 50 pg de proteina per mostra.

La taxa de co-transformacié en I’assaig R38 va ser del 51,85%, havent-se
identificat 14 plantes que havien integrat els dos T-DNA de les 27 plantes TO gfp+
avaluades pels dos caracters. Les plantes es van cultivar als hivernacles per obtenir la

segiient generaci6 (T1) 1 avaluar-ne la segregacio de caracters.

Es va estudiar la descendéncia de 13 linies TO co-transformades sembrant
aproximadament 24 llavors T1 de cada linia i se’n determina la segregacio pel gen gfp.
En 10 linies, la segregacio del gen gfp obeia al patrd 3:1 esperat en cas d’una copia del
gen, en canvi, en una linia totes les plantes van ser gfp+ (R38-20), i en dues més (R38-
25 1 R38-26) el comportament igualment suggeria multiples copies integrades del gen;

les tres linies es van descartar.

La transmissi6 del gen Cry1B a la generacio T1 es va determinar per PCR. Es van
analitzar tant les plantes T1 gfp- (de les que identificariem les linies d’interés (gfp-(hpt-)
cry+) com les gfp+ (per poder determinar el genotip TO més probable). Els encebadors
de la reaccio de PCR es van dissenyar a partir de les seqiiencies 3 del promotor i 5’ del
gen CrylB de tal manera que es pogués detectar la integracid6 de dos elements del

cassette d’expressio (Figura 45)
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pX2-HCryIB
LB . RB
(A. rhiz) = (A. rhiz)
C1 T-nos
(900 bp); (300 bp)
=
¢ 1800 bp

Figura 45. Localitzaci6 dels encebadors utilitzats per 1’analisi per PCR de les plantes T1 descendents de
plantes co-transformades gfp+cry+. En blau es representen les fletxes en el sentit d’amplificacio dels
encebadors aixi com el fragment final de 1’8 Kb.

De les 46 plantes gfp- analitzades, 10 van ser PCR positives pel gen CrylB i 36
van ser PCR negatives. Aixi, es van obtenir deu plantes gfp-CrylB+ que provenien de
tres de les tretze linies avaluades (R38-12, R38-29, R38-35) derivant un 23,1% de

segregacid independent de les 168 plantes gfp+, 1 totes resultaren cry+.

La linia R38-23 al no segregar pel gen gfp es va descartar sense haver avaluat la
segregacio pel gen Cry1B. En les nou linies restants (R38-11, R38-13, R38-19, R38-24,
R38-25, R38-26, R38-27, R38-30 i R38-41) els dos T-DNA probablement es van
integrar lligats en el genoma hoste de la planta TO. Les dades d’aquests estudis de

segregaci6 de caracters es mostra a la Taula XXXII.

Plantes T1

PlantaTO | GFP+ GFP-| CRY+ CRY - | GFP+|GFP+ | GFP- | GFP-

CRY+ | CRY - | CRY+ | CRY -
R38 - 11 15 5 12 4 12 0 0 4
R38 - 12 16 | 4 15 0 14 0 1 0
R38 - 13 15 5 13 3 13 0 0 3
R38 - 19 18 | 2 15 0 15 0 0 0
R38 - 23 20 | 0 / / / / / /
R38 - 24 19 5 16 4 16 0 0 4
R38 - 25 23 | 2 16 2 16 0 0 2
R38 - 26 23 1 15 1 15 0 0 1
R38 - 27 16 9 16 9 16 0 0 9
R38 - 29 17 7 19 2 14 0 5 2
R38 - 30 16 | 4 15 4 15 0 0 4
R38 - 35 19 5 12 2 8 0 4 2
R38 - 41 19 6 14 5 14 0 0 5

Taula XXXII. Estudi de segregacié de caracters gfp i CrylB en la generacié T1 d’onze linies TO
gfpt+cry-. Es va determinar la funcionalitat del gen gfp per determinacio de la fluorescéncia amb lupa. La
presencia del gen CrylB, es va comprovar molecularment, per PCR. Donat que no totes les plantules
observades a la lupa superaven 1’aclimatacié a condicions d’hivernacle, pot ser menor el nimero de
plantes T1 avaluades pel gen Cry1B que pel gfp. En verd se senyalen les plantes gfp-cry+ d’interés.
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Es van avaluar per “Southern blot” alguna de les plantes T1 dels tres calls segregants aixi
com de les seves predecessores TO co-transformades (R38-12, R38-29, R38-35). El DNA
genomic es va digerir amb I’enzim de restricciéo HindIll i es va hibridar amb una sonda pel gen
Cry1B. En les tres linies semblava que hi haguessin dues copies integrades del gen Cry1B i una

del gfp (Figura 46).

35 35 35 29 29 29 29 29 12 12
TO 2T1 ggniA 18T TO 1-T1 2-T1 4T1 8T1 To  3-T1

21200 =

5100 =

2000 =
1500 .

900 =

Figura 46. Analisi per “Southern blot” de les plantes T1 gp-cry+ aixi com de les seves plantes mare TO
(gfptcry+). Com a sonda d’hibridacio es va fer servir el DNA del gen Cry1B obtingut amplificacio per
PCR del plasmid pX2-HCryIB. Es pot observar que les plantes procedents tant de la linia R38-29 com
R38-35 presenten aparentment dues copies del gen CrylB amb el mateix perfil d’integracié indicant que
molt possiblement es tracti de clons.

Les plantes R38-29, R38-35, R38-12 TO i descendents segregants (cry+ gfp-)T1 de les
mateixes, van ser també analitzades per detectar la preséncia o abséncia de les proteines Cry1B
o GFP en fulla. En el segon cas es va utilitzar un anticos policlonal produit en conill en front a
la proteina GFP (proteina expressada en E.coli) en el CSIC de Barcelona. A les Figures 47 i 48

es mostren algun dels resultats.

SENIA R38-35-11 R3R-12-3

Control + No Ferida Ferida No Ferida Ferida No Ferida Ferida

Figura 47. Immunodetecci6 de la proteina CRYIB realitzada a les plantes T1 gfp-cry+. Hi ha dos carrils
per cada planta avaluada, el de 1’esquerra correspon a una mostra de fulla no induida per ferida, mentre
que el de la dreta correspon a fulla de la mateixa planta induida a I’expressio del gen per ferida. Sénia
control no expressa la proteina en cap cas, mentre que les diferents mostres avaluades mostren una major
expressio quan hi ha hagut induccié per ferida. Es va utilitzar un anticos policlonal preparat en conill
enfront la proteina Cry1B (cedit per Monique Royer del CIRAD de Montpellier). Com a control positiu es
va utilitzar proteina Cry1B purificada.

151



RESULTATS

R38- R38- R38- R38-  R38-  ggENIA

- R38-
SENIA 35-2 35-7 35-11 35-15 35-18

35

66 KD

45 KD
36 KD

29 KD
24 KD

R38- R38- R38- R38- R38- R38- R38- (f s
20 291 292 294 296 12 T0 123

66 KD

45 KD
36 KD

29 KD
24 KD

Figura 48. Immunodeteccio de la proteina GFP realitzat a les plantes T1 gfp-cry+. Els carrils Sénia son el
control negatiu mentre que les mostres C+35, C+29 1 C+12 so6n les tres plantes mare TO co-transformades
(gfptcrylB+). Les linies T1 segregants pel caracter gfp (gfp-), per a cadascuna d’elles es mostren a

continuacio.

De les 10 plantes T1 gfp-cry+ (R38-29-1, R38-29-2, R38-29-4, R38-29-6, R38-
35-2, R38-35-7, R38-35-11, R38-35-15, R38-35-18, i R38-12-3), es van triar les quatre
que van donar una major acumulacié en fulla en resposta a ferida (R38-29-6, R38-35-7,
R38-35-11 i R38-12-3). En aquests moments s’estan avaluant la descendéncia T2 que
per segregacio del gen CrylB d’aquestes quatre linies amb I’objectiu final d’obtenir

linies homozigotes pel gen d’interes.

Com a conclusié d’aquest estudi, I’estratégia de co-transformacié de dos T-DNA
vectoritzats en el mateix plasmid va resultar eficient per 1’obtencio de linies d’arros de
la varietat Sénia amb el gen codificant de la toxina Cry1B lliure de gens de seleccio (hpt

de resisteéncia a antibiotic).
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4. AVALUACIO DEL FLUX GENETIC EN ARROS

4.1 Dades agronomiques

Totes les operacions agronomiques es varen portar a terme pel personal de la EEE
de 'IRTA d’Amposta. Les llavors es varen sembrar el 24 d’abril i es varen transplantar
manualment al camp el 29 de maig Al cap de 10 dies es varen reposar les plantes que no
havien sobreviscut al trasplantament. Durant tot el cultiu es va mantenir el camp lliure
de males herbes i es varen fer els tractaments d’abonat i fitosanitaris corresponents.
Durant el desenvolupament de les plantes se’n va avaluar 1’al¢ada, el nimero de fillols, i

el nimero d’espigues (Taula XXXIII).

AS | NT | T
Mida de la planta (cm) 706+053 | 7.64+006 | 7.27+033
16 dies ' |
Mida de la planta (cm) | o5 554 053 | 21484004 | 23.18+059
28 dies | i
Mida de la planta (cm) 107407 | 887104 | 902413
Maduraci6 - ! o -
of i i
Ne fillos/planta 1594019 | 1,21+0,04 | 1,41+0,14
28 dies | i
—= i |
N° espigues/planta 308+13 | 232+04 | 10,8407
Maduracio i i

Taula XXXIII. Mida de la planta en cm als 16 i 28 dies despres de la sembra i al final del cultiu (¢época
de maduracio). N° de fillols per planta als 28 dies després de la sembra i N° d’espigues a 1’época de
floracid. AS: arros salvatge; NT Sénia no transgénica; T Sénia transgenica.

Encara que a I’inici del cultiu les diferéncies de vigor entre I’arros salvatge 1 Sénia
no eren evidents, a mida que el cultiu va anar avancgant, i tal com era d’esperar, les
plantes d’arros salvatge varen ser més altes 1 varen produir més espigues que les Sénia.
En assaigs anteriors s’havia comprovat que la linia SIB de Sénia transgenica tenia una
fenologia similar a Sénia convencional. El fet que en aquest assaig aquesta linia hagi
produit menys espigues per planta pot atribuir-se a les caracteristiques inherents de
I’assaig. Aixi, ’arros €s una planta que s’adapta molt bé a les condicions ambientals en
el sentit de que com més espai t€¢, més afilla i produeix més. El fet de que les plantes de

la linia S1B estiguessin concentrades al centre de 1’assaig, on també s’hi varen intercalar
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plantes d’arros salvatge, va disminuir notablement 1’espai del que disposaven per afillar,
en comparacid al que tenien les plantes Sénia no transgéniques. Aquest fet podria
explicar la diferéncia en la produccié de fillols i espigues. A la Figura 49 es pot veure

I’aspecte de I’assaig en el moment de 1’espigat.

Figura 49. Assaig de camp per detectar el flux genétic en arros. Estacio Experimental del Delta de 1’Ebre.

IRTA. Amposta 2001.A, aspecte del camp en fases inicials de creixement de les plantes d’arros. B,
aspecte de 1’assaig en época de maduracio de les espigues, que s’embossaven en cas de plantes d’arros
salvatge amb la finalitat de no perdre la llavor (dehiscent). C, imatge ampliada de I’estacié meteorologica

col-locada en I’assaig.

Segons la normativa internacional, establerta per I'IRRI per a la avaluacio de la
fenologia de I’arros, s’estableix com a data de floracié aquella en que el 50% de les
espigues estan completament visibles. Seguint aquest criteri les dates de floraci6 foren:
24 de juliol per I’arros salvatge, 27 de juliol per la linia S1B i 28 de juliol per la varietat

Sénia. Observant aquestes dades es podria pensar que no hi va haver-hi una suficient
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coincidencia de floracid entre 1’arros salvatge i la linia S1B pero cal tenir en compte que
el periode en que hi pot haver pol-linitzacid es bastant ampli. Aixi, per exemple des del
20 de juliol fins el 3 d’agost, es varen poder trobar espigues de les tres varietats en

I’estadi de desenvolupament adequat per ser pol-linitzades.

4.2 Analisi de les descendéncies

La mitjana de llavors que varen germinar per plata va ser de 456.8 en el cas de la
varietat Sénia 1 de 477.9 en el cas de I’arros salvatge. A la Figura 50 es mostren unes

imatges del procés d’avaluacio de les llavors T1.

Figura 50. Avaluaci6 de les plantes T1 recollides en llavor a I’assaig de flux de gens. A, aspecte de les

plantes en el moment de I’aplicacié de I’herbicida. B, Aspecte de les mateixes plantes dues setmanes
després, se senyalen amb vermell les safates amb plantes control + (S1B) i en blau les plantes que podien

haver incorporat la resisténcia a I’herbicida a través del pol-len.
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Tenint en compte aquests valors, en total es varen analitzar, mitjangant el
tractament amb herbicida Finale a la dosi de 800 gma/ha, un total de 66.992 plantetes
d’arros salvatge 1 259.005 de la varietat Sénia. A la Taula XXXIV consta el % de flux

detectat en funcio de la varietat, del cercle i del numero de plantes analitzades.

TIPUS SITUACIO RESISP'II'_I’EAI\T;SE/?OTAL % FLUX ESTIMAT
AS : Nucli central 13 /8680 0,15
AS : Cercle H (1 m) 31714617 0,041
AS i Cercle | (2 m) 4 /14617 0,027

AS lCercleJ(5m) | 2114617 | 0,01

AS  iCercle K (10m) 0/14161 0
SENIA | Cercle H (1 m) 11/ 45223 0,062
SENIA | Cercle | (2 m) 20 / 63952 0,04
SENIA Cercle J (5 m) 6 /54816 0,01
SENIA | Cercle K (10 m) 0/95014 0

Taula XXXIV. Percentatge de flux detectat a diferents distancies en 1’arros salvatge (AS) i en Sénia no
transgenica.

En general, el flux de gens cap a la varietat Sénia decreix rapidament amb la
distancia el que confirma els resultats obtinguts al nostre laboratori en altres assaigs
(Messeguer et al, 2001, 2004). De fet, a 10 m de distancia ja no s’ha detectat, malgrat el
gran numero de llavors analitzades. La mateixa disminucio del flux s’observa amb
I’arros salvatge 1 el flux detectat en el nucli central (plantes a tocar), €¢s del mateix ordre

de magnitud que el que es va trobar en ’assaig anterior (Messeguer et al, 2004).

En la Figura 51 es mostren els resultats del comportament del vent registrats per
les sondes anemometriques situades al mateix camp d’assaig. Els valors representats per
a cada direccid del vent estan expressats en Km i representen el recorregut horari
(metres recorreguts en una hora) mitja del vent entre els dies 20 de juliol i 10 d’agost, en

els que va tenir lloc la floracié de les plantes de 1’assaig.
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S

Figura 51. Recorregut estimat diari del vent durant I’época de floracié de I’arros de I’assaig. El
recorregut s’obté a partir de la velocitat mitjana i de les freqiiéncies corresponents a cada direcci6 del vent

mesurades per 1’estacié meteorologica instal-lada al centre de 1’assaig.

De cara a la dispersi6 del pol-len el recorregut horari del vent €s el parametre més
indicatiu doncs t€ en compte no solament la velocitat mitjana sin6 també la freqiiencia

relativa del vent en cada direccio considerada.

S’observa clarament una acumulacié de plantes amb llavors hibrides en la part
contraria a la direcci6 dominant del vent tant per la varietat Sénia com per 1’arros
salvatge (Figures 52 i 53). Per avaluar la probabilitat de que aquestes distribucions
asimétriques fossin degudes a I’atzar es va aplicar el test U* de Watson, especial per
distribucions circulars i la hipotesis nul-la (p > 0.001) d’una distribucié homogenia es va
haver de rebutjar tant per les plantes de Sénia com per les d’arros salvatge. Per tant, la
distribuci6 assimatrica detectada, que disminueix rapidament amb la distancia al nucli

transgenic, pot atribuir-se a 1’efecte del vents dominants durant el periode de floracio.
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Figura 52. Situaci6 originaria de les plantes de Sénia en les que es varen detectar les llavors hibrides
resistents al Glufosinat. La distribucié asimétrica esta orientada a favor de la direccié del vent dominant
registrada durant ’época de floracio.
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Figura 53. Situacié en el camp de les plantes d’arros salvatge tal com es varen plantar a ’inici de
I’assaig. En color es representen les plantes en les que es varen detectar llavors hibrides transgéniques.
També, com en el cas de Sénia, es nota clarament la influéncia del vent del sud-est.
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DISCUSSIO

1. SOBRE L’ELIMINACIO DE GENS DE SELECCIO

Fa vint anys, es van publicar els resultats dels primers experiments en que es
descrivia amb &xit la transferéncia i expressié de gens forans en cél-lules vegetals. Des
d’aleshores, les plantes transgéniques han esdevingut una eina essencial en biologia
vegetal aixi com pel desenvolupament de noves varietats de plantes modificades
gencticament que han estat cultivades extensament en algunes regions del mon (EEUU,

Argentina, Méxic, India, Xina, Egipte, etc.).

L’obtencio de plantes transgeéniques passa pel procés de transformacid genctica.
Actualment, la baixa eficiéncia del procés de transformacié en moltes especies d’interes
agronomic requereix 1’0s de gens de seleccié (Hohn et al., 2001; Ebinuma et al.,
2001(a); Puchta, 2003(a); Breitler et al., 2004), que es basa en donar un avantatge
selectiu com la resisténcia a antibiotics o herbicides a les cel-lules transformades,
permetent que només aquestes creixin mentre que les cel-lules no transformades
moriran. La utilitzacié de gens que confereixen resisténcia a antibiotics com a gens de

seleccio esta ampliament extes.

En els darrers anys han incrementat les preocupacions respecte la preséncia de
gens de seleccid amb resisténcia a antibiotics 1 herbicides al medi ambient o en la
cadena alimentaria, al-legant que podrien suposar perills imprevisibles per I’ecosistema
o per la salut humana o animal. Un dels possibles efectes d’incloure gens de resisténcia
a antibiotics en productes alimentaris és la possible transferéncia d’aquestes resisténcies
a través de la flora intestinal a la poblaci®é humana. Tot i que fins ara no hi ha cap
evidéncia que ho confirmi, a nivell europeu aquestes controversies s’han traduit amb
I’aparicio de la directiva UE/18/EC en la que prohibeix 1’alliberaci6é en camp de linies
de plantes amb gens de resisténcia a antibiotics d’us clinic a partir de 2005 per usos

comercials 1 de 2009 per usos experimentals.

Un dels efectes negatius dels gens de seleccid per resisténcia a antibiotics o a
herbicides és que les cel-lules sensibles als agents de seleccid, al morir inhibeixen

I’aportacié de nutrients a les cél-lules transformades, o bé excreten compostos toxics.
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Aquests efectes negatius limiten significativament la capacitat de les cél-lules
transformades a proliferar i diferenciar-se a plantes transgéniques (Ebinuma et al.,

2001(a)).

A més, a nivell de laboratori, el numero de gens de seleccid efectius aixi com de
promotors constitutius utilitzats per expressar-los en una espécie donada, és limitat, i
desafortunadament fins ara, la majoria de gens de selecci6 no s’han eliminat de les
plantes transgeéniques després del procés de transformaci6. Conseqiientment, les plantes
transgeniques no es poden tornar a transformar utilitzant el mateix gen de seleccio pel
segon transgen, i I’encreuament sexual de dues linies portadores del mateix gen de
seleccid, incrementaria el problema de 1’expressioé dels transgens, tant del d’interés com
del de seleccid, donada la redundancia de seqiiéncies en el genoma hoste que podria

afavorir fenomens de silenciament depenent d’homologia (Vaucheret et al., 1998).

Aixi mateix, la incorporacié consecutiva de diferents gens de resisténcia en cada
transgen o conjunt de transgens incrementaria les preocupacions en aspectes de
seguretat alimentaria 1 medioambiental, alhora que encariria i endarreriria el procés
d’obtenci6 d’aquestes linies (Puchta 2003(a); Kuiper et al., 2001; Daniell, 2002; Smyth
et al., 2002).

Per evitar tots aquests inconvenients associats als gens de seleccid 1 més
concretament als que confereixen resisténcia a antibiotics 1 herbicides, s’han descrit

diverses aproximacions que seguidament es discuteixen.

Aixi, s’han desenvolupat sistemes de selecci6 alternatius als gens de resisténcies a
antibiotics i herbicides en els que s’utilitzen gens de seleccid positiva, amb una reducciod
important dels efectes negatius respecte els anteriors. En aquest sentit es substitueix 1’us
de gens de seleccid per antibiotic per gens que, conferint un avantatge metabolic a les
cel-lules transformades com per exemple el gen que codifica per la B-glucuronidasa
(Joersbo et al., 1996) o el gen de la xilosa isomerasa (Haldrup et al., 1998), la
fosfomanosa isomerasa (Joersbo et al., 1998; Negrotto et al., 2000), o la isopentanil
transferasa (Kunze et al., 2001). La utilitzacié d’aquests gens no implica la mort de les
cel-lules no transformades, fet pel qual no se’n deriven compostos toxics. D’entrada
aquests sistemes milloren 1’eficiéncia de transformacié (Joersbo et al., 1996; Hohn et

al., 2001; Wright et al., 2001), incloses algunes especies recalcitrants de regenerar. Pero,
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considerant la reduccio de seqiiéncies transgeéniques innecessaries a un minim absolut
com a objectiu final, caldria, igual que amb els gens de seleccid negativa, eliminar els
gens de seleccid positiva una vegada realitzada la transformaciéo genctica 1 haver
identificat les cel-lules transgéniques (Ebinuma et al., 2001(a, b); Puchta, 2003(a, b)).
Una altra alternativa ha estat la identificacio visual, basada en la utilitzacio del gen gfp

(Kaeppler et al. 2001)

Una possible via d’eliminacio dels gens de seleccid després de la transformacid
genctica es basa en 1’aplicacid de técniques i tecnologies que escindeixen aquestes
seqiiéncies del genoma hoste com la recombinaci6é de lloc especific, els transposons i la
recombinacié homologa. Els sistemes de recombinacid de lloc especific representen una
estrategia d’eliminacid de seqiiéncies donades del genoma (Dale et al., 1991; Gleave et
al., 1999), perod esdevenen molt lentes en algun pas i les eficiéncies d’escissidé per
recombinacio so6n baixes (Ebinuma et al., 2001(a); Breitler et al.,, 2004). M¢s
recentment, han aparegut sistemes de recombinacid de lloc especific per induccid
quimica que obvien els problemes de regulacio de 1’escissio dels transgens tan bon punt
esdevenen prescindibles (Hare et al., 2002). Tot i que el reposicionament de transgens
d’interés mediat per tranposons €s una técnica alternativa per eliminar els gens de
selecci6 (Goldsbrough et al., 1993; Cotsaftis et al., 2002), en general no seria aplicable a
sistemes de transformacio que tendeixin a la integracié de multiples copies en multiples

locus (Goldsbrough et al. 2001).

Amb tot, la co-transformacio, basada en integrar en loci independents el gen de
seleccio i el gen d’interés de manera que per segregacid de caracters s’obtinguin en la
descendencia plantes transgéniques lliures de gens de seleccid, €s aparentment
’estratégia més interessant. Fins ara, en la transformacié genética per Agrobacterium
tumefaciens, el gen de seleccio i d’interés s’han clonat en el mateix T-DNA, de manera
que la probabilitat de segregaci6 independent dels dos transgens a nivell de la

descendencia esdevé gairebé inexistent.

Aix0 ha permés el desenvolupament d’estratégies de co-transformacid per
Agrobacterium en les que s’utilitzen dos T-DNA, en els que es clonen per separat el gen
d’interés 1 el gen de seleccid, podent-se trobar en un mateix plasmid (Depicker et al.,
1985; Komari et al., 1996; Lu et al., 2001; Breitler et al., 2004) o en plasmids separats.

En el darrer cas, els plasmids T-DNA poden haver estat introduits conjuntament en una
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mateixa soca bacteriana (De Framond et al., 1986; Daley et al., 1998) o per separat
(Depicker et al., 1985; McKnight et al., 1987; De Block et al., 1991; Komari et al.,
1996; De Neve et al., 1997). Tot i que s’han descrit amb exit les tres, els diferents
resultats obtinguts fan dificil donar una avaluacio final coherent de les possibles vies de
co-transformaci6 aplicada, de manera que encara roman poc clar quina seria la més
reproduible per 1’obtenci6 de plantes transgéniques sense gens de seleccio sobretot quan
es treballa amb plantes no model (Ebinuma et al., 2001(a); Goldsbrough, 2001; Jaiwal et
al., 2002; Puchta, 2003(a); Gelvin, 2003).

En primer terme la taxa de co-transformacié ve donada per la capacitat
transformativa del teixit en el moment de la transformaci6. Per tant la taxa de co-
transformacid dependra en primer lloc de I’estat fisiologic del material vegetal 1 de les
condicions de cultiu, bacteria i vegetal durant tot el procés de transformacid genctica
fins I’obtenci6 de plantes transgeéniques. En aquest sentit, la diferéncia de resultats en la
taxa de co-transformacié descrita per diferents autors portant a terme una mateixa
estratégia sol associar-se a 1’estat del material vegetal, aixi com de les condicions de
cultiu de teixits durant la infeccido per Agrobacterium i el co-cultiu, ja que influencien
fortament en la competéncia tant de les cellules vegetals com de les bactéries,
incrementant el nimero d’unions entre bacteries i cél-lules vegetals (Ebinuma et al,.
2001(a)). En segon lloc la co-transformaci6 dependra de la capacitat del dos T-DNA a

insertar-se en el genoma hoste.

Altres factors com el de la relaci6 entre les longituds dels diferents T-DNA pot
optimitzar la taxa de co-transformacié dels mateixos (McCormac et al., 2001). També¢ la
intensitat luminica o el fotoperiode podrien tenir un efecte favorable en la transferéncia
de T-DNA. Aixi, altres autors van descriure els beneficiosos efectes de la llum durant el
co-cultiu en la transformaci6 genética per Agrobacterium al transformar dues espécies
vegetals, una de cultiu i una model (Phaseolus actutifolius i Arabidopsis thaliana) amb
diferents tipus de soques bacterianes (nopalina, octopina, succinamopina), ja que van
observar un increment notable de la transferéncia de DNA quan el co-cultiu tenia lloc
amb fotoperiode 16/8 respecte les habituals condicions de foscor. Perd encara van
obtenir millors resultats quan s’exposava ininterrompudament a la llum el co-cultiu

(Zambre et al., 2003).
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L’expressio dels transgens en arros depén fortament de la integritat i organizaciod
del locus transgénic. Estudis previs sobre la caracteritzacio dels patrons d’integracié del
T-DNA en diverses especies han descrit que entre el 30 i el 90% dels T-DNA estan
reorganitzats en repeticions directes o invertides (Jones et al., 1987; Jorgensen et al.,
1987; Grevelding et al., 1993; De Neve et al., 1997; Krizkova et al., 1998; De Buck et
al., 1999). Tot i que alguns autors han suggerit que el tipus de teixit transformat, el tipus
de soca d’Agrobacterium utilitzada, i/o el sistema de vector binari poden influir en la
proporci6 de repeticions en tandem o invertides del T-DNA integrat (Grevelding et al.,
1993; De Neve et al., 1997) no esta clar perque es dona aquesta proporcid d’estructures
repetitives tan freqiient. Es per tant de gran importancia estudiar i aclarir els
mecanismes d’integracidé dels transgens, i com aquests afecten la integritat i la
organitzacid dels transgens, amb 1’objectiu de dissenyar estratégies de transformacio

més eficients (Kholi et al. 1998).

La complexitat d’integraci6 del locus transgénic pot donar lloc als freqiients
fenomens de silenciament o inestabilitat de [’expressio dels transgens al llarg de
diferents generacions. Esta descrit que multiples copies d’un gen en el DNA vegetal
semblen tenir una major susceptibilitat tant de silenciament trancripcional com post-

transcripcional (Meyer et al., 1996; Depicker et al., 1997; Stam et al., 1997).

En aquest treball s’han provat les diferents vies de co-transformacidé per
Agrobacterium en Sénia, una varietat d’arrds comercial representativa de les varietats
cultivades a la conca mediterrania. En les diferents estratégies s’han obtingut resultats

molt diferents.

Cal considerar els principals processos que tenen lloc durant la transformacio
geneética per Agrobacterium, i que poden ser limitants en la co-transformacio, com la
unio de la bactéria a la cél-lula vegetal, la interacci6 entre la bacteria i la cel-lula vegetal,
la transferéncia del T-DNA de la bactéria a la cel-lula vegetal i ’acceptacié del T-DNA
en les cel-lules vegetals (Ebinuma et al., 2001(a); Gelvin, 2003).

Referent a la uni6 de la bactéria a la cel-lula, en la inoculacid del call d’arros amb
dos cultius bacterians (cadascun portador d’un transgen diferent), durant la infeccio
almenys dues cél.lules agrobacterianes provinents de cadascun dels dos cultius s’han

d’unir a una mateixa cel-lula vegetal 1 transferir els T-DNA. En canvi en la resta
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d’estrategies 1’acoblament d’una sola c¢l-lula bacteriana a la cél-lula vegetal pot donar
lloc a una co-transferéncia de T-DNA. Aixi, per la propia competéncia entre bacteries a
interactuar amb una cel-lula vegetal, era d’esperar una taxa de co-transformacié6 més
elevada en 1’assaig en que un sol plasmid és portador dels dos T-DNA (G9 = 697%),
que en els assaigs on s’utilitzaven dos vectors introduits en dos cultius bacterians,

simultaniament 1 amb decalatge de temps (G12 =2,4-5,6% ; G13 =0 %; G14 = 0%).

Per altra banda caldria denotar que, mentre el factor limitant de la interaccid
bacteria-planta en la inoculacié simultania de dos cultius bacterians (G12) vindria donat
per la competéncia entre diferents bactéries a interactuar amb una mateixa cel-lula
vegetal, en les inoculacions bacterianes amb 2 1 5 dies de decalatge (G13 1 G14) podria
ser que la no-susceptibilitat de la cel-lula vegetal la que limités la co-transferéncia dels

dos T-DNA.

Aix0 explicaria perqué no es va obtenir cap planta co-transformada en cap dels
assaigs en qué es deixés un decalatge de temps entre les dues inoculacions amb
Agrobacterium. A més, totes les plantes transformades que regeneraren havien integrat
el gen gfp, inoculat en primer lloc en tots els casos (aparent bloqueig de la integracio del
segon T-DNA). A més el nimero de plantes que regeneraven de cada assaig era
significativament menor a mida que es deixaren dies de decalatge (disminucio de la
viabilitat del call). A la Taula XXXV es mostra el nimero de plantes regenerades en

cada assaig d’inoculacio dels calls d’arros amb dos cultius bacterians.

. . EHA 105 pCAMBIA 1301 EHA 105 pCAMBIA 1301

Soques d'Agrobacterium
EHA 105 pCAMBIA 1302 EHA 105 pX2-H

Temps Decalatge (dies) TD=0 'TD=2 !TD=5 |TD=0 'TD=2 !TD=5
Codi assaig G1 1 G2 1 G3 G12 1G13  1G14
Plantes regenerades 118 | 56 6 40 7 0
Calls 35 112 11 22 13 10
Co-transformacié % 39,1-422* 10 i0 27-526 10 i0

Taula XXXV. Namero de plantes obtingudes en cada assaig de co-transformaci6 en queé es va inocular el
call d’arros amb dos cultius d’Agrobacterium tumefaciens, un amb el plasmid portador del gen marcador
uidA (pCAMBIA 1301) i I’altra amb un plasmid amb el gen gfp (pPCAMBIA 1302 o pX2-H). S’observa
que no hi ha co-transformacio quan hi ha decalatge de temps aixi com una clara disminucié en el nimero
de plantes regenerades a mesura que se separen en el temps les dues infeccions. A la taula s’inclouen els
resultats de transformacio obtinguts en els experiments inicials en els que es va utilitzar el plasmid

pCAMBIA 1302.* Resultat de I’avaluacio de les plantes G1 per PCR del gen gfp.
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L’aparent bloqueig en la integracié del segon T-DNA podria ser el resultat d’un
canvi funcional d’algun dels gens que s’haguessin activat o inactivat durant la primera
infeccio bacteriana, aquests gens serien els responsables de segellar I’entrada de DNA
extern. En aquesta direccio, recentment s’estan identificant gens de plantes aixi com
diversos productes proteics implicats en el procés de transformacié que poden ser
induits o silenciats just després de la infeccio per Agrobacterium (Gelvin et al., 2003) i

que poden estar estretament lligats a respostes de defensa (Veena et al., 2003).

També la disminuci6 de la viabilitat del call entre els assaigs en qué es deixa un
decalatge de temps i les inoculacions simultanies podria ser degut a 1’expressio o
repressio d’algun gen que bloquegés la divisid cel-lular o d’algun derivat proteic
responsable del procés necrotic. S’han descrit efectes similars en casos de plantes
recalcitrants, amb incompatibilitat entre c¢l-lules bacterianes i vegetals com a resultat de
mecanismes de defensa associats a la resposta hipersensible (RH). En molts casos les
bactéries son portadores de gens hpr (reaccido hipersensible i patogenecitat) els
productes dels quals estan implicats en 1’elicitacié de la resposta hipersensible (RH) en
plantes resistents (Baker et al., 1997). En aquesta interaccio una planta no hoste
reconeix els fitopatogens induint la resposta hipersensible (RH) que resulta en la necrosi

localitzada a la zona d’infeccio, confinant posteriors infeccions.

Tot 1 que la millora dels protocols en transformacio6 ha possibilitat la transformacio
genética d’especies recalcitrants com [’arrds, una immediata reinfeccid quedaria
pendent. En la literatura es troben exemples en qué la millora de condicions durant la
infeccid bacteriana permet 1’obtencio de plantes transgéniques d’espécies recalcitrants,
innovacions que eviten 1’activacié de mecanismes de defensa com la HR o que puguin
inhabilitar la transformacio. En pollancre, es va veure que la necrosi induida en el
procés de transformacié genética per Agrobacterium era probablement deguda a
I’acumulacié d’amoni, i afegint gluconat calcic es reduia I’efecte (Block, 1990). En blat
de moro, es va suggerir que un dels efectes de la incompatibilitat entre la bactéria 1 la
cel-lula vegetal radicava en un bloqueig en la integraciéo del T-DNA i1 una manca de
divisio cel-lular (Narasimhulu et al., 1996). I en vinya (Vittis vinifera), una espécie molt
recalcitrant a la transformacié genética, quan s’exposa call embriogénic amb
Agrobacterium, per incompatibilitat el call es necrosa i mor (Perl et al., 1996). S’ha
descrit que aquesta reaccié es correlaciona amb alts nivells de peroxids durant la

transformacio, i la seva prevencié té¢ lloc per addici6 d’antioxidants tal com la
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polivinilpirrolidona o el ditiotreiol (Perl et al., 1996). En arrds, esta descrit que 1’us de
tres compostos antinecrotics (40 mg/L L-cisteina, 5 mg/L nitrat de plata i 15 mg/L
d’acid ascorbic) (Enriquez-Obregon et al., 1999) en el protocol de regeneracio de call
transformat millora considerablement el rendiment de transformacio per Agrobacterium

(Dey et al., 2002).

Sembla molt probable que la resposta hipersensible jugui un rol important en la
capacitat de reinfeccio del call transformat d’arros per Agrobacterium. Caldria seguir la
linia d’investigacid en pro d’identificar els gens vegetals implicats en el procés de
transferéncia de T-DNA (Gelvin, 2003) per con¢ixer els mecanismes responsables de la
sensibilitzaci6 de les cel-lules d’arrdos a una segona inoculacid bacteriana 1 poder
redissenyar aquesta estratégia de co-transformaci6. Caldria provar si dues inoculacions
seguides amb diferents soques bacterianes desencadenarien les mateixes reaccions, per
saber D’especificitat del bloqueig infectiu. També caldria congixer, si es tractés de
fenomens puntuals o definits en el temps, la durada del possible periode d’immunitzaciod
cel-lular per poder re-intentar la inoculaci6 de dos T-DNA en diferents temps per
avaluar la viabilitat de I’estratégia per I’afavoriment de la integracié separada de dos

transgens.

Per comprovar aquestes hipotesis es podria avaluar diversos aspectes com
possibles canvis de pH extracel-lulars, fragmentaci6 del DNA per endonucleases (o
tipiques reaccions en cascada de la proteasa caspasa, relacionada amb mort cel-lular),
considerar el temps de duplicacido de les cellules del call en la recuperacidé post-

inoculativa, abans de I’organitzacié embriogeénica per evitar la formacio de quimeres.

Aixi mateix, el fet d’haver obtingut la meitat i la desena part de plantes
regenerades en 1’assaig en que es van deixar dos dies de decalatge (G13) respecte
I’assaig en que s’inocularen simultaniament els dos cultius bacterians (G1) indicava que
la viabilitat del call al ser reinfectat baixava significativament en el temps. Aquesta
disminucié de la viabilitat del call entre G13 1 G14, podria ser deguda, si més no

acusada, per la prolongaci6 de I’estat de co-cultiu del material vegetal amb bacteri.

Amb I’estratégia de dos plasmids en el mateix cultiu d’Agrobacterium (G15), no
hi jugaria tant la competéncia entre bactéries per unir-se a una mateixa cel-lula vegetal,

donat que en la mateixa bactéria hi hauria els dos plasmids. En aquest cas un factor
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limitant podria ser la competéncia per la transferéncia del T-DNA per part de cada
plasmid. Tanmateix, els resultats de 1’assaig amb dos plasmids en el mateix cultiu
d’Agrobacterium (G15), en qué només es van obtenir plantes que havien integrat un
dels dos T-DNA, amb els gens hpt i gfp, i cap planta amb el segon T-DNA (hpt i uidA)
suggeria que més que la competeéncia entre els dos T-DNA a ser transferits, es tractés

probablement del desplagament d’un dels plasmids per incompatibilitat dels mateixos.

Els dos vectors introduits dins la mateixa soca d’Agrobacterium, pCAMBIA 1201
1 pX2-H (vector també¢ derivat del plasmid pCAMBIA 5300), diferien en dos gens, el de
seleccid bacteriana conferint resisténcia al cloramfenicol i a la kanamicina
respectivament, i situat fora de la regié del T-DNA, i pel gen marcador en planta (uidA i
gfp resp.), que es troba dins del DNA de transferéncia (T-DNA), essent la resta de
vector idéntica. En aquest sentit es podia produir una competéncia pels factors de
replicacié (comuns a ambdos plasmids) o pels factors implicats en la transferéncia dels
fragments T-DNA. Tanmateix el possible desplagcament d’un plasmid per un altre no
hauria anul-lat la preséncia del desafavorit, donat el creixement de la soca bacteriana en
presencia de dos antibiotics als que és sensible (cloramfenicol i kanamicina). La
resisténcia als antibiotics era conferida pels dos plasmids (pCAMBIA 1201 i pX2-H

respectivament).

Tanmateix, per que aquesta estratégia sigui factible, els dos plasmids han de ser
compatibles a compartir la mateixa cel-lula bacteriana (Daley et al., 1998), essent
necessari un equilibri de les dues poblacions de plasmids de manera que no hi ha hagi
desplagaments que afavoreixin la transferéncia d’un tnic tipus de T-DNA.
Probablement el que va succeir degut la competéncia pels mateixos elements de

replicacid per part dels dos plasmids emprats.

Diversos autors que han provat la mateixa estratégia han utilitzat sistemes de
plasmids més adequats per la co-transferéncia de T-DNAs a una mateixa cel-lula vegetal
com: dos plasmids que pertanyien a diferents grups d’incompatibilitat, pel que es podien
replicar-se i mantenir a la mateixa cél-lula, amb dos origens de replicacié diferents, dels
es va assegurar la preséncia seleccionant la soca bacteriana LBA 4404 amb 2
antibiotics, dels que hi havia 10-15 copies d’un dels plasmids per 1-2 de 1’altre en cada
c¢l-lula d’Agrobacterium, un mesurava 27,2 kb i I’altre 15,4 kb (Daley et al., 1998); o
com el grup d’Afolabi (2004), que van utilitzar el sistema de vectors pGreen/pSoup
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(Hellens et al., 2000(b), en el que el plasmid pGreen, que requereix la preséncia del
pSoup per replicar-se en Agrobacterium, és portador del gen d’interés, dins del T-DNA,
1 fora, del gen de seleccid bacteriana que mantindra un equilibri entre els dos plasmids

dins el mateix cultiu; entre d’altres (De Framond et al., 1986).

Tot i que amb els resultats obtinguts en I’assaig amb dos plasmids en el mateix
cultiu d’Agrobacterium (G15) no podem treure conclusions, en la literatura, per altra
banda, esta descrit que la unié d’una sola cel-lula bacteriana pot transferir 1 integrar
diferents T-DNA durant una tnica inoculacio, possibilitant la co-transformaci6 de dos
T-DNA diferents (Ebinuma et al., 2001(a)) i que aquesta estratégia és 1til per 1I’obtencio
de plantes transgeéniques sense gens de seleccid (Afolabi, et al., 2004; DeFramond, et
al., 1986; Daley, et al., 1998). Perd per evitar la perdua o I’aparent desplagament dels
plasmids en el cultiu d’Agrobacterium, descrit en els resultats d’aquest treball, caldria
dissenyar I’estratégia considerant 1’is de dos plasmids portadors de diferents origens de

replicacid.

Amb Destratégia del doble T-DNA, els dos T-DNA s’amplifiquen per igual dins la
cel-lula bacteriana (Ebinuma et al., 2001(a)). La taxa de co-transformaci6 obtinguda en
aquest treball utilitzant el plasmid pX2-HB, portador de dos T-DNA, un amb el gen de
seleccio hpt i el gen marcador gfp en un T-DNA, i ’altre amb el gen bar va ser del
69,7%, considerablement més efectiva que la transferéncia a partir de dos cultius
diferents. Aquest resultats estan d’acord amb els obtinguts per altres autors que han
provat estratégies similars (Depicker et al., 1985; Miller et al., 2002; Xing et al. 2000;
Komari et al., 1996; Breitler et al., 2004). Amb 1’estratégia de co-transformacio, amb el
plasmid portador dels dos T-DNA pX2-HCrylIB, assaig R-38, tot i que la taxa de co-
transformacio va ser lleugerament inferior que amb pX2-HB, 51,85%, es van obtenir

linies de plantes d’arros amb el gen CrylB lliures de gens de seleccio.

En la co-transformacid, els T-DNA poden haver-se integrat genéticament lligats,
en el mateix locus o loci molt propers, o bé poden haver-se integrat independentment,
en loci gencticament separats, pero només si té lloc la darrera opcio, avaluant la
segregaci6 de caracters de la segiient generacio de plantes, resultants d’un encreuament

sexual, s’obtindran les plantes amb el gen d’interes 1 sense el gen de seleccio.
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L’estudi de segregacio de caracters en la descendéncia de la planta co-
transformada, obtinguda en ’assaig G12, en qué es va inocular el call d’arros amb dos
cultius bacterians simultaniament, indicava que s’havien integrat independentment els
dos gens marcadors. Tanmateix s’havien integrat almenys dues copies del gen marcador
gfp 1 una del gen marcador uidA, de manera que aixi com es van obtenir plantes que
havien segregat pel gen marcador UidA (gfp+gus-), no es van localitzar plantes gfp-
gus+. Aixi, aquests primers resultats indicaren que l’estratégia de co-transformacio
podia estar basada en un plantejament senzill sempre i quant s’integri una sola copia de
cada T-DNA, pero si s’inserten més copies dels transgens, encara que segreguin
independentment, impliquen una major grandaria de poblacions d’individus per avaluar

1 poder localitzar les plantes amb el fenotip d’interes.

Referent a I’expressio del gen gfp de les llavors T1 de G12-29, curiosament es va
detectar que moltes llavors que al germinar no expressaven la gfp morien abans
d’arribar a estadis juvenils. També van morir primerencament 12 de les plantes gfp+.
Com si s’hagués insertat una copia del cassette de tal manera en el genoma de 1’event
G12-29, que la descendencia que per recombinacid perdés el caracter en veiés afectada
negativament la seva viabilitat. Podria estar relacionat amb reorganitzacions en locus

transgenics d’estructura complexa.

A TD’assaig en que es van clonar dos T-DNA en el mateix plasmid (G9), a
diferéncia de la resta d’estratégies de co-transformacio assajades per Agrobacterium en
aquest treball, en comptes dels gens marcadors UidA 1 gfp, es van utilitzar els gens gfp i
bar, i en comptes d’estar clonats cada gen marcador amb el gen de seleccio per planta
hpt, només ho estava el gfp. Aixi, en 1’assaig G9 el gen bar figurava com el gen
d’interes, per tant no es va utilitzar com a gen de seleccio, el call transformat es va
seleccionar exclusivament amb higromicina en els medis de cultiu en qué regeneraren
les plantes. Per tant en el disseny del plasmid pX2-HB, portador dels dos T-DNA,
quedava implicit que 1’objectiu de 1’assaig era I’obtencid de linies gfp-bar+. Per altra
banda calia obtenir linies gfp+bar+ pels assaigs de flux genétic a portar a terme durant

aquest any 2005.

A partir dels estudis de segregacid de caracters en la generacié T1, juntament amb
els analisis moleculars per Southern, amb els que es van estimar el nimero de copies

integrades de cada transgen en TO, es va determinar el genotip o patré d’integracido més
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probable en TO. Aixi, en 6 de les 22 linies G9 TO co-transformades (gfp+bar+) va haver
segregacid de caracters en la descendéncia permetent I’obtencié d’almenys un individu
T1 amb el fenotip d’interes gfp-bar+. Per tant I’estratégia del doble T-DNA va resultar
util per 1’obtencid de plantes d’arrds d’una varietat comercial mediterrania sense gen de
seleccid. Tanmateix només dues de les sis linies segregants presentaven un patrd
d’integraci6 dels transgens senzill, amb una sola copia de cada T-DNA 1 a distancies
genetiques que permetien que s’ heretessin independentment en la descendéncia, G9-21 i

G9-23.

Avaluant la segregacio de caracters en la generacidé T2 de linies G9-21 i G9-23
gfp-bar+ aixi com es van localitzar linies homozigotiques pel gen bar (suposat gen
d’interes) 1 sense el gen de seleccid per higromicina, objectiu final d’aquesta part de la
tesi. A més, avaluant la generacid T2 de les plantes T1 gfp+bar+ de les mateixes linies
(G9-21 1 G9-23), es van obtenir les llavors pels assaigs de flux, actualment en marxa a

I’Estacio Experimental del Delta de I’Ebre.

També es va observar que en 15 de les 22 linies co-transformades avaluades hi
havia almenys una copia de cada T-DNA lligades, en tres linies es va silenciar un dels
dos gens, en dues es va integrar una sola copia de cada transgen i de manera
independent, i en dues linies no es va arribar a determinar genotip, segurament complex

1 amb diverses copies de cada transgen.

En un assaig realitzat gairebé en paral-lel per I’equip del CIRAD, es va
transformar una altra varietat mediterrania d’arros, Ariete, amb el mateix plasmid pX2-
HB (Breitler et al., 2004). Es van obtenir resultats tot i que lleugerament superiors, en la
mateixa linia que en I’assaig G9. Tanmateix, en aquest estudi es van analitzar per
Southern la integraci6 de seqiiéncies del plasmid hibridant les membranes amb el DNA

amb dues sondes BP1 i BP2, tal com es mostra a la Figura 54.
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Figura 54. Representacio esquematica del vector pX2-HB, es mostren les sondes utilitzades per revelar la
integracio de seqiiéncies del plasmid fora del T-DNA. BP1 representa la sonda per detectar insercid de
plasmid entre I’extrem dret d’Agrobacterium rhizogenes i I’extrem esquerre d’Agrobacterium
tumefaciens, i BP2 és la sonda que cobreix la seqiiéncia entre 1’extrem dret d’ Agrobacterium tumefaciens

i ’esquerre d’Agrobacterium rhizogenes.

Hibridant les membranes amb les sondes PB1 i PB2, es va detectar que en un
28,7% de les plantes TO s’havien integrat seqiiéncies externes del vector,
predominantment PB2, fet que suggeria que ’eficiéncia d’integracid de la cadena de T-
DNA a I’extrem esquerre d’Agrobacterium rhizogenes, mediada per els operons vir de
la soca EHA 105 Agrobacterium tumefaciens era inferior a la de I’extrem esquerre
d’Agrobacterium tumefaciens del vector binari (Breitler et al., 2004). De fet esta descrit
que les proteines virD1 1 virD2 reconeixen les repeticions dels extrems dels T-DNA
(borders), 1 s’uneixen entre la tercera 1 quarta base del final de cadena de cada extrem o
repeticid (border), essent aquestes unions les que determinen els llocs d’inici i
terminacio del T-DNA en els extrems dret 1 esquerre respectivament (Yanovsky et al.,
1986). Aixi que podria haver un no reconeixement de la seqiiencia terminadora (tot i

que si s’havia reconegut la seqiiéncia iniciadora).

Per altra banda també s’ha reportat que I’extrem LB pot servir com a lloc
d’iniciacio per la transferéncia de DNA, donant lloc a cadenes simples de transferéncia
amb les seqiiéncies del plasmid externes al T-DNA (Ramanathan et al., 1995; Van der
Graaff et al.,, 1996; Kim et al.,, 2003). Aixi, independentment de si el LB
d’Agrobacterium rhizogenes fos mediat per operons Vir propis o de I’altra espécie
d’Agrobacterium, I’eficiéncia de I’extrem esquerra com a terminador de la transferéncia

de T-DNA ja s’ha discutit per altres autors. Les seqliéncies del plasmid que queden per
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fora del T-DNA s’han trobat freqiientment integrades en el genoma hoste de plantes
transgeéniques (Cluster et al., 1996; Kononov et al., 1997; Wenck et al., 1997; Wolters et
al., 1998; De Buck et al., 2000), amb proporcions que oscil-len entre el 15 i el 75% de
les plantes transgeéniques obtingudes en cada assaig. Préviament s havia suggerit que,
durant el procés d’infeccido per Agrobacterium, es produeixen cadenes simples de T-
DNA entre les seqiliencies flanquejants dreta i esquerra (RB i LB), protegides per
xaperones i conduides pels productes dels gens vir cap al nucli de les cel-lules vegetals,
on s’integren al genoma per recombinacid no homologa o il-legitima (Tinland et al.,

1994).

També s’ha descrit que aixi com en qualsevol locus amb T-DNA 1’extrem dret
flanquejant (RB) es conserva de manera precisa, I’extrem esquerre no es comporta aixi
(De Buck et al., 1999). El disseny del doble extrem dret (DRB) de I’equip de Lu
(2001), es basa en 1’assumpcié que es poden generar dos tipus d’insert a partir de la
construccié RB1::hpt::RB2::bar::LB, la que va de RB1 a LB i la que va de RB2 a LB.
Basant-se en que si LB pot funcionar com a iniciador de sintesi de transferéncia de
cadena-T (Horsch et al., 1986), RB2 pot funcionar com a punt terminador. Aquests
autors van obtenir plantes d’arrds que havien integrat independentment els dos tipus
d’inserts (RB1::hpt::RB2::bar::LLB i RB2::bar::LLB) validant aquesta estratégia (Lu et al.,
2001).

Breitler 1 col-laboradors (2004), també van trobar que entre un 10,3 i un 16,6 % de
les plantes havien integrat les dues seqiiéncies (BP1 i BP2), suggerint la integracio del
plasmid sencer o lectures independents de I’extrem LB en els dos T-DNA. Ambdos
fenomens ja estaven descrits; I’equip de Ooms (1982) i el d’Ursic (1983), per exemple
ja havien observat que sovint es trobaven seqiiéncies més enlla del LB en teixits
agroinfectats, i d’altres autors també han descrit insercions del plasmid sencer (De Buck

et al., 2000; Kim et al., 2003).

En I’avaluacié de descendéncies, Breitler 1 col-laboradors (2004) van desestimar
les linies de transformacié que haguessin integrat seqiiéncies dels vectors (fora dels T-
DNA) donat que podien reflectir-se en lligament dels dos T-DNA i que impossibilitaria
la separacio de transgens en la descendéncia. Tanmateix, en el nostre cas, en dinou de
les vint-i-cinc plantes TO de les que van determinar el genotip per estudis de segregacid

1 avaluacions moleculars, hi havia lligament entre copies de T-DNA, i1 en deu d’elles
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almenys una copia de cadascun dels dos T-DNA estaven lligades. Per tant, només una
part dels casos de lligament observats en I’assaig G9 es podrien explicar per insercio del
plasmid sencer o per la integracié de seqiiencies dels vectors entre els extrems RB (A.

rhizogenes) i LB (A. tumefaciens), o RB (A. tumefaciens) i LB (A. rhizogenes).

Diversos autors afirmen haver obtingut més plantes en qué s’haguessin integrat
lligats els dos T-DNA amb I’estratégia de co-transformacié amb el plasmid portador
dels dos T-DNA, que quan es van utilitzar diferents plasmids portadors dels T-DNA
(Goldsbrough, 2001) Pero fins i tot amb 1’estratégia en que s’inocula el material vegetal
amb dos cultius d’Agrobacterium, en qué aparentment es pot pensar que s’afavoriria la
integracid separada en el genoma hoste dels dos T-DNA es descriuen freqiients casos de
lligament entre els dos T-DNA (Gelvin, 2003). Aixi, el fenomen de lligacié de transgens
en el genoma hoste és molt comt, esta ampliament descrit per molts autors i limita la

segregaci6 independent de caracters.

Esta descrit en la literatura que és abans de la insercié del T-DNA al genoma hoste
que es formen es complexes integratius en qué s’uneixen els diferents gens i aixi
s’integren en loci molt propers. Es formen estructures complexes de T-DNA, per
processos semblants a la conjugacio entre plasmids, en que s’uneixen diverses cadenes
T, una darrera 1’altra o invertides, podent ser d’un tipus de T-DNA o de dos si es
transforma amb dos T-DNA diferents (De Neve et al., 1997). En aquest sentit, un
decalatge de temps entre dues inoculacions podria permetre I’estabilitzacid de material
extra-cromosomic d’una primera infeccid, alhora que podria afavorir la integraci6 del
segon T-DNA en un locus genéticament independent del primer. Lamentablement no es
van obtenir plantes als assaigs amb decalatge de temps entre les agroinfeccions,

probablement per mecanismes de defensa que inhabilitaren una immediata reinfeccio

El tipus de soca d’Agrobacterium també t€¢ una gran influéncia en 1’organitzacio
dels transgens durant la transformacié genctica (Jones et al., 1987; Jorgensen et al.,
1987, De Block et al., 1991). Aixi, les soques d’Agrobacterium tipus nopalina
afavoririen la insercid lligada dels T-DNA, mentre que les tipus octopina afavoreixen la
inserci6 independent. Es descriuen taxes per sota del 25% de segregacié utilitzant tipus
nopalina (De Block et al., 1991) i per sobre del 50% inoculant amb soques tipus
octopina (Komari et al., 1996; Daley et al., 1998; Miller et al., 2002). Contrariament, el
grup de De Neve (1997) va obtenir almenys una copia lligada de cada T-DNA en un
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72% de les plantes co-transformades utilitzant soques bacterianes del tipus octopines.
En el present treball es va utilitzar en gairebé tots els assaigs de transformaci6 la soca
EHA 105 d’Agrobacterium tumefaciens, derivada de la soca EHA 101 (Hood et al.,
1993) que és del tipus succcinamanopina amb un fons cromosomic C58, identic al de
les soques tipus nopalina. I es va utilitzar la soca LBA 4404, tipus octopina pels assaigs
en que s’introduiren dos plasmids en una mateix cultiu bacteria. Donat que amb aquest
darrer assaig no es van obtenir plantes co-transformades no es poden establir diferéncies

entre uns 1 altres tipus de soques bacterianes utilitzades per la transformacio geneética.

Ebinuma i col-laboradors (2001(a)) suggeriren que si es baixava el numero de T-
DNA a transferir, es baixaria la probabilitat de co-integracioé en el mateix locus, pero

també baixaria 1’eficiéncia de transformacio.

Tot i que a la literatura es descriuen freqiiencies de co-transformacio al voltant del
50%, tant per transformacié per Agrobacterium com per biolistica, en la transferéncia
directe de DNA ocorre amb més freqiiéncia la integracié dels dos T-DNA en loci
geneticament lligats (Hiei et al.,, 1997; Puchta, 2003(a)). Molts investigadors han
abandonat aquest técnica degut a la tendéncia de patrons d’integraci6 de DNA
complexes, amb multiples copies, que poden causar fenomens de silenciament. Alguns
laboratoris han resolt aquest inconvenient reduint la quantitat de DNA carregat a les

microparticules o bé usant cassettes de DNA lineals (Fu et al., 2000).

Amb tot la biolistica pot oferir altres avantatges, com 1’us de cassettes d’expressid
lineals (anomenada tecnologia de gens neta) eliminant la possibilitat d’integracié de
seqiiéncies externes al T-DNA com pot passar utilitzant plasmids sencers o inclds per
Agrobacterium (Fu et al., 2000). En aquest sentit es van dissenyar tres assaigs de co-
transformacid en que es van aillar dos cassettes lineals de DNA, concretament van ser
dos T-DNA (un amb el gen gfp i I’altre amb el hpt de seleccid). De la mateixa manera
que en G1, G2 i G3, en els assaigs per biolistica es dispararen els dos T-DNA
simultaniament aixi com amb decalatge de temps (2 1 5 dies), en pro d’afavorir la

integracio en loci independent els diferents T-DNA.

Els resultats dels assaigs per biolistica, si bé no va regenerar cap planta co-
transformada indicaren la viabilitat de disparar amb cassettes lineals de DNA ja que es

van localitzar diferents zones del call fluorescents. No haver obtingut plantes co-
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transformades en aquests assaigs podria atribuir-se a diverses raons referents al DNA

amb el que es van portar a terme els dispars aixi com al call sobre el qual es va disparar.

Per una banda es podia pensar que a 1’haver treballat amb concentracions de DNA
per sota de les habituals, podia haver estat causa suficient per no haver obtingut plantes
transformades. Per la transformacid per biolistica amb plasmids sencers al nostre
laboratori normalment s’utilitzen quantitats de DNA plasmidic de ’ordre de 5 pg de
DNA per dispar. En aquests experiments amb T-DNA lineals es van utilitzar quantitats
de 2-4 pg de DNA per dispar. Es va pensar en utilitzar una quantitat menor de DNA ja
que quan es transforma per un plasmid sencer (p)CAMBIA aproximadament 12Kb) sols
una part d’aquest DNA correspon a la regio T-DNA (cassette CaMV35S:gfp:nos, 1,7
Kb; cassette CaMV35S:hptinos, 2,5Kb). Pero el fet d’haver observat calls que
expressaven el gen gfp va constatar que haver treballat a una concentracio per sota de

I’establerta podia haver afectat la taxa de transformacid, pero no la va anul-lar.

Per altra banda haver vist punts fluorescents en els tres assaigs de bombardeig de
cassettes de T-DNA lineals, va provar la funcionalitat del cassette portador del gen gfp.
En canvi es podria contemplar una possible no funcionalitat del cassette
CaMV35S:hpt:nos. De no ser funcional el cassette portador del gen de seleccid, s’hauria
d’acceptar la hipotesi del mosaicisme del call transformat en qué podrien regenerar
brots no transformats en medis selectius (De Buck et al., 1998) per justificar les plantes
de I’assaig en que es van disparar simultaniament els dos T-DNA aillats (G6) que van
regenerar (i eren gfp-). Tanmateix s hauria d’haver comprovat la insercio del gen hpt

per altres técniques com la reaccid en cadena de la polimerasa en aquestes plantes.

Si es comparaven les mides dels cassettes amb els que es va disparar, el fragment
portador del gen hpt era 500 bp més gran que el del gen gfp, pero la distancia entre els
extrems dels cassettes i el final dels fragments era exactament la mateixa, es tractava de
cassettes clonats en el mateix vector i amplificats amb els mateixos primers. La poca
diferéncia en grandaria entre els dos cassettes no semblava justificar la diferéncia de
funcionalitat dels dos. La possible no funcionalitat del cassette portador del gen de

seleccio, CaMV35S:hpt:nos quedaria pendent de demostrar.

De la mateixa manera es podrien formular hipotesis referents a la viabilitat del call

sobre el qual es va disparar. Per una banda els calls dels assaigs amb decalatge de temps
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entre els dispars per biolistica (G7 1 G8) van estar sotmesos a unes condicions
osmotiques donades pel medi N6 durant 72 1 144 hores respectivament, temps
considerablement superiors a les 24 hores que hi va estar el call de I’assaig en que es
dispararen simultaniament les particules (G6). La diferéncia en la composicié del medi
No6cans rau en que aquest porta sorbitol i manitol que canvia les condicions osmotiques
de les cél-lules afavorint la retraccio del contingut cel-lular reduint els danys causats pels

impactes de les microparticules.

Una de les hipotesis que es podrien formular seria que passades certes hores en el
medi N6cans, €l call podria patir una notable davallada en la seva viabilitat per regenerar.
La inicial proteccié organular de les cel-lules del call podria a la llarga comprometre la
propia divisio cel-lular. Per altra banda, caldria considerar que aixi com en 1’assaig en
que es dispararen els dos T-DNA conjuntamnet (G6) les cel-lules del call d’arros rebien
un total de dos dispars, els assaigs en que¢ va haver decalatge entre dispars (G7 1 G8)
rebien el doble d’impactes de microparticules, augmentant greument la probabilitat de

trencament d’organuls cel-lulars impossibilitant la regeneraci6 de call a planta.

Donada la possible validesa de les hipotesis fins ara citades, es podria plantejar un
nou disseny dels assaigs variant algun parametre com: no deixar més de 24 hores el call
en contacte amb el medi N6.,ns, de manera que el call dels assaigs amb decalatge (G7 i
G8) hauria de ser transferit a un altre medi, segurament de creixement (N6) sense
seleccid a no ser que es disparés primer amb el cassette del gen hpt, abans de tornar a
ser disparat, de nou en medi N6..,s. Tampoc es poden comparar assaigs que reben la
meitat d’impactes de microprojectils 1’'un que I’altre, de manera que si es fessin els
assaigs de nou, cada placa rebria la mateixa quantitat de dispars, dos en total enlloc de

quatre.

Pel fet de comprovar la viabilitat d’almenys un dels dos T-DNA disparats al call fa
que no es desestimi aquesta estratégia en 1’obtencio de plantes transgéniques lliures de
gens de seleccid. Tanmateix caldria localitzar-ne les mancances per optimitzar-la. Ja
que com en qualsevol metode de transformacid vegetal, cal optimitzar diversos
parametres per maximitzar ’efectivitat del metode. En el nostre laboratori s’han
optimitzat o ajustat moltes d’aquestes condicions de manera que la biolistica resulta una
eina util per la transformacié de varietats mediterranies d’arros, moltes plantes o linies

d’interés en altres treballs han estat obtingudes per aquesta técnica. Tanmateix, €s
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possible que diversos factors hagin estat involucrats en els resultats d’aquests assaigs de
co-transformacid, potser deguts a canvis en alguns dels parametres que hagin afectat
negativament el call o la seva regeneracio. La relacid de parametres implicats amb la
biolistica es poden dividir en tres grups, fisics, biologics i ambientals. Els fisics
inclouen aspectes com la composicid i mida de les particules, la uni6 del DNA a elles, i
tota una série parametres instrumentals. En els parametres biologics cal atendre
diferents aspectes com la construccié genica, en forma circular, lineal, o en forma de
cassette d’expressio (promotor-gen-terminador); el tipus de teixit i la mida cel-lular,
I’edat del cultiu cel-lular, I’estat mitotic i I’estat general de la cél-lula, la tolerancia del
teixit al buit, la densitat cel-lular i la pressio de turgeéncia de la cél-lula. Tot aixd en
compatibilitat a la regeneracié per obtenir plantes senceres. I, en els parametres
ambientals cal citar una serie de factors que poden comprometre la viabilitat de la
tecnica en el moment de fer-la servir com la temperatura, la humitat, la intensitat,

qualitat i durada de llum (McCabe et al., 1993).

En una revisi6 de setze treballs publicats sobre la co-transformacié a partir de
metodes de transferéncia directe, en els que es va treballar amb deu espéecies diferents
(tabac, petunia, Arabidopsis, blat de moro, arros, colza, ordi, pésol i blat) les freqiiéncies
de co-transformacio oscil-laven entre 18-100% (Goldsbrough, 2001). En la majoria dels
casos se situava per sobre del 50% de co-transformacio. En canvi, només cinc dels setze
treballs van exposar dades de segregacio, i només en un d’ells hi va haver segregacié de
caracters. Herve i col-laboradors (1993), va obtenir segregacié independent entre el gen
de seleccio i el gen d’interés en almenys dos dels 13 co-transformants TO que tenia de
colza generats per electroporacié de protoplasts. En la resta de casos la co-
transformacido de DNA es va veure co-segregada entre la progénie de tots els
transformants analitzats. El propi autor va obtenir dades similars, analitzant més d’un
centenar de linies de blat transformades per co-bombardeig amb dos plasmids van
obtenir un 85% de co-transformacid. Pero només una de les 20 linies avaluades en T1
va ser segregant independent pels dos caracters, resultant amb una eficiéncia global de
co-transformaci6é del 5% (Goldsbrough, 2001) Tot i que resulta dificil treure grans
conclusions amb tant poques experiéncies referides, els resultats per ara, dirien que o
tendirien a indicar que els metodes habituals amb els que es transfereix directament el

DNA al genoma hoste, no son viables per una eficient obtencié de plantes transgéniques
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lliures de gens de seleccid, donat I’elevat grau de co-integracid de les seqiiéncies co-

transformants. (Goldsbrough, 2001).

El producte de la taxa de co-transformacié per la freqiiéncia observada de
segregacié independent de la progenie és un indicador de I’eficiéncia global de la co-
transformacié per 1’obtenci6 de plantes transgéniques lliures de gens de seleccio. En
aquest sentit , per exemple en el treball de Daley et al., 1998, 1’eficiéncia global seria
aproximadament del 25%. Komari et al., 1996 van obtenir dades molt similars tant en
tabac com en arros i tant usant un plasmid superbinari amb 2 T-DNA com 2 soques
d’Agrobacterium. Una eficiéncia global del 25% requeriria de produccio de 4 vegades
més de primers transformants (T0) per aconseguir un numero equivalent de
transformants potencialment Utils que serien requerits si I’objectiu no fos obtenir plantes

transgeniques lliures de gens de seleccio (Goldsbrough, 2001).

Sovint es descriu que la limitacié inherent de la co-transformacié és que la
separacio dels transgens no lligats només pot ocorrer a la descendéncia. En 1’arros,
donat que aquest es dispersa de forma natural per llavors aquest fet no és limitant. En
especies que normalment es propaguen vegetativament, 1’estratégia de co-transformacio
caldria portar-la a terme en els parentals, abans d’una possible fixaci6 varietal. En canvi,
des del punt de vista practic, la co-transformacid no seria 1’estratégia més aplicable a la
produccio d’arbres transgenics, donats els llargs periodes entre generacions (Puchta,

2003(a)).

Es necessari conéixer el procés d’integracié del T-DNA en el genoma hoste per
evitar el lligament aixi com la integracio de multiples copies dels transgens, fenomens
correntment descrits en qualsevol de les estratégies de transformacidé genética. Es
evident que aquest fet limita en gran part 1’eficiencia de la co-transformaci6é per

I’obtencid de plantes transgeniques lliures de gens de seleccio.

En aquest sentit, la biotecnologia s’ha centrat en la millora i el desenvolupament
d’eines, amb dos objectius principals, la integracié dirigida de seqiiencies a qualsevol
punt definit del genoma hoste (gene targeting) i I’eliminacid de seqiiéncies especifiques
del genoma vegetal que, com els gens de seleccid, son dispensables més enlla del procés

de transformacio. Tot i que s han realitzat diferents temptatives per establir estratégies
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generals i eficients per dirigir la integracio del DNA forani, en plantes encara no s’ha

assolit aquest objectiu (Kumar et al., 2001; Puchta, 2002, 2003(a); Hohn et al., 2003).

Per altra banda el punt d’inserci6 del transgen podria jugar un paper molt
important en la determinaci6é de les caracteristiques d’estabilitat i expressio del gen
introduit. Seria bo saber la localitzacié del transgen dins del genoma hoste. La
hibridacié fluorescent in situ (FISH), és una técnica que permet la localitzacié dels
transgens tant en cromosomes com en regions cromosomiques especifiques. S’han
publicat molts treballs en els que s’ha utilitzat la FISH en un ample rang d’espécies com
petinia (Ten Hoopen et al., 1996), tabac (Iglesias et al., 1997), arros (Dong et al., 2001),
fava (Snowdon et al., 2001), ordi (Pedersen et al., 1997; Salvo-Garrido et al., 2001;
Choi et al., 2002), blat, (Pedersen et al., 1997; Abranches et al., 2000; Bourdon et al.,
2002), civada (Pedersen et al., 1997) i avena (Leggett et al., 2000; Svitashev et al.,
2000). Aquesta técnica es podria utilitzar per identificar plantes homozigotiques en
estadis molt primerencs (Bourdon et al., 2002), i junt amb el mapatge i tantes altres
tecniques moleculars es podria congixer el procés d’integraci6 del transgen al genoma

hoste.

A fi que la tecnologia transgénica sigui profitosa els transgens han de tenir una
expressido predeible i1 estable. Uns controls intensius, que apugen els costos de
produccio, no és garantia de que un tret aparentment estable romangui estable al llarg de
subseqiients generacions (Finnegan et al., 1994) sota condicions ambientals (Meyer et
al., 1992). En aquest sentit hi ha tecnologies que podrien millorar la nostra capacitat de
creacidé de plantes transgeéniques amb caracteristiques d’expressi6 controlades. Una
d’aquestes tecnologies son les MARs, seqiiéncies de DNA que s’uneixen especialment a
una xarxa de fibres proteiques, anomenada matriu nuclear, que permeten el nucli.
Aquestes interaccions MAR-matriu es creu que organitzen la cromatina en unes series
de dominis independents en llag. Diversos laboratoris han trobat que les MARs
augmenten 1 estabilitzen I’expressido dels transgens (en certa manera). Aquestes
caracteristiques fan dels MARs eines prometedores per controlar 1’expressio transgenica

(Allen et al., 2000)

La biotecnologia agricola moderna es troba fortament Illigada a [™s
d’Agrobacterium per crear plantes transgeniques, i és dificil pensar una area de la

recerca vegetal que no s’hagi beneficiat d’aquesta tecnologia. Per ampliar el rang
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d’hostes i millorar I’eficiéncia de transformaci6 d’Agrobacterium caldria superar alguns
del reptes que romanen com: I) L’s d’Agrobacterium per recombinacié homologa o de
lloc-directe. II) L’expressié estable en plantes. III) Saber més sobre genoma
Agrobacterium per desenvolupar nous meétodes que permetin la transformacié de

varietats o especies que fins ara esdevenen recalcitrants.

Fins que aquests reptes no quedin resolts, i no es pugui controlar la insercié del T-
DNA al genoma hoste, 1’estratégia de la co-transformacié amb un plasmid portador de
dos T-DNA ha demostrat ser la més adequada per I’obtenci6 de linies transgéniques
d’arrds portadores tinicament del gen d’interes i lliures del gen de seleccid. Aixi es van
obtenir linies d’arros (Sénia) amb el gen CrylB sense gen de seleccid. També es van

obtenir les linies de I’assaig de flux de la campanya d’enguany.

Treballs anteriors han demostrat que 1’expressid6 del gen CrylB en plantes
transgeéniques d’arrds, sigui mitjancant expressio constitutiva o expressio regulada per
promotors induibles, confereix proteccié a les plantes d’arros enfront a 1’atac del
barrinador, 1’insecte Chilo suppressalis. Aquesta proteccio ha estat demostrada no sols
en condicions d’hivernacle sin6 també en condicions de camp. En principi, aquesta
estratégia de co-transformacié amb un plasmid portador de dos T-DNA podra aplicar-se
a ’obtencid de noves linies transgéniques portadores d’altres gens d’interés (gens que

codifiquen per altres proteines insecticides, fungicides, etc.).
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2. SOBRE L’AVALUACIO DEL FLUX DE GENS

El disseny que es va escollir per a fer aquest assaig era una combinacid dels
dissenys utilitzats en assaigs anteriors, ja que cadascun d’elles presentava certs
avantatges e inconvenients. Aixi el disseny utilitzat amb la varietat Thaibonet
(Messeguer et al., 2001), en que hi havia un nucli de plantes transgeéniques en el centre
dels cercles va permetre, d’una manera molt clara, determinar el flux genétic cap a la
mateixa varietat, ’efecte del vent dominant de la zona en la pol-linitzacié creuada i la
disminuci6 del flux al augmentar la distancia. Aixi perd, en aquest assaig no es podia
avaluar el flux entre plantes adjacents. En el segon assaig (Messeguer et al., 2004) el
disseny va permetre avaluar el flux entre les plantes transgeniques i1 1’arros salvatge
situades a tocar (tal i com es troben normalment en el camp) ja que estaven situades en
cercles concentrics adjacents. Aixi pero, el disseny era menys adequat per determinar,
en el cas de I’arros salvatge, [’efecte del vent 1 la variacid de la taxa de flux amb la
distancia ja que les plantes d’arrds salvatge solament estaven situades adjacentment a
les transgeniques. En aquest assaig, el fet de situar plantes d’arros salvatge tant en el
centre (adjacents a les transgeéniques) com en els diferents cercles ha permés avaluar la
taxa de flux tant a dins del camp com a diferents distancies. Per altra banda, al situar els
cercles complerts amb plantes no transgeniques ha permes confirmar les dades

obtingudes en els assaigs anteriors.

La influéncia del vent en la pol-linitzacio creuada és forca clara, tant en el cas de
I’arros salvatge com en el cas de Sénia . El vent de la direcci6 SE és el vent
predominant de la zona a I’estiu, durant les hores del migdia/tarda. Aquest vent,
anomenat “Vent de Baix” es produeix pel diferent escalfament de la terra i del mar i és

bastant constant a la zona, degut a la particular orografia del Delta de I’Ebre.

S’ha descrit que durant 1’antesi de 1’arros, les espiguetes s’obren de bon mati i es
tanquen cap a les 11 (Khush, 1993). Aix0 depen de la climatologia i de la varietat. Quan
es tanquen les flors, les anteres romanen fora. Donat que durant el mati no hi ha cap
vent dominant i que el Vent de Baix es produeix al migdia/tarda, es pot deduir que la
pol-linitzacié creuada detectada és deguda als grans de pol-len que han quedat a les
anteres 1 que es desprenen per accid del vent. Tenint en compte que la viabilitat del

pol-len d’arros es forgca baixa (uns quants minuts segons Khush, 1993) i que el pol-len
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de I’arros és relativament pesat, es 10gic obtenir unes taxes de pol-linitzacid creuada
relativament baixes 1 que disminueixin rapidament amb la distancia. El fet de que a 10
m ja no es detecti el flux, ni tan sols en la direcci6 del vent dominant, reforca la idea de
que unes distancies minimes de seguretat entre camps transgenics i no transgenics o bé
una petita barrera d’una linia de canyes o blat de moro per exemple, serien unes
mesures suficients per assegurar la coexisténcia no solament entre els camps transgenics
1 els convencionals si no també amb els camps ecologics on, segons la normativa que

regula la producci6 ecologica, no s’admet la preséncia adventiva d’OGMs.

De tota manera, al nostre laboratori tenim previst realitzar un assaig de camp, de
dimensions més assimilables a les d’un camp comercial, per veure fins a quin punt els
resultats obtinguts en aquests assaig i en els anteriors son extrapol-lables als camps
cultivats 1 poder confirmar aquesta hipotesi. Les linies transgeniques bar i gfp-bar
obtingudes en ’assaig G9 descrit a 1’apartat 1.3 de resultats d’aquesta tesi son les que

juntament amb la linia S 1B es faran servir en aquest assaig.

La pol-linitzacio creuada detectada cap a ’arros salvatge en el nucli central, on es
simulen les condicions reals de camp (ja que I’arrds salvatge creix entremig de 1’arros
cultivat) és menor que la que varen trobar altres autors (Langevin et al., 1990; Wheeler
et al. 2000). Langevin i col-laboradors (1990) varen descriure diferents taxes de
pol-linitzacio creuada depenent de la varietat i del tipus d’arros salvatge. En el nostre
cas, encara que l’arros salvatge emprat en aquest assaig era molt similar
morfologicament a la varietat Sénia, era uns 20 cm més alt i considerant que el pol-len
de I’arros és relativament pesat, és més facil que el pol-len caigui i no que, encara que
sigui per I’efecte del vent, ascendeixi fins arribar a les flors de 1’arros salvatge. Els
resultats preliminars que tenim al nostre laboratori sobre ’avaluaci6 del flux revers
confirmen aquesta hipotesi. Aixi, anomenem flux revers el que té lloc mitjancant la
pol-linitzacié creuada de polllen d’arrds salvatge cap a les plantes transgeniques.
Mitjangant 1’analisi de les descendéncies de les plantes transgeniques de 1’assaig del any
2000, varem detectar una taxa de flux revers del 0.45% superior a la del 0.15%

detectada en aquest assaig.

La disminuci6 del flux de gens cap a I’arros salvatge en funcié de la distancia
apunta al fet de que les mateixes estratégies per controlar el flux cap a camps veins

podrien ser 1tils per controlar el flux cap a I’arros salvatge situat als marges dels camins
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o bé les que creixin en camps veins. Aixi perd, si en un camp transgénic hi ha arros
salvatge, els nostres resultats demostren que hi haura una certa taxa d’encreuament.
L’impacte ecologic que pugui tenir dependra del gen concret que s’hagi incorporat i
tamb¢, del grau d’introgressio real que es doni en condicions de camp. Cal tenir en
compte que fins ara, no hi ha dades experimentals que demostrin que realment hi ha
una introgressio dels transgens en I’arros salvatge, encara que les dades obtingudes per
altres autors (Langevin et al 1990; Cho et al. 1995; Suh et al. 1997; Bres Patry et al
2002) treballant amb arros no transgenic, apunten en aquesta direcci6. Per altra banda,
donat que I’arrds salvatge és una mala herba, existeixen tota una série d’estratégies

agronomiques orientades a combatre-la.

Aixi doncs, per tal de determinar el grau d’introgressid dels transgens en I’arros
salvatge, en funci6 de diferents estratégies agronomiques per combatre’l, ’any passat es
va iniciar un assaig de camp de tres anys de durada. Les linies transgéniques bar i gfp-
bar obtingudes en ’assaig G9 descrit a 1’apartat 1.3 de resultats d’aquesta tesi son les

que juntament amb la linia S 1B es faran servir en aquest assaig.
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1. SOBRE L’ELIMINACIO DE GENS DE SELECCIO

1.1- La co-transformacid €és una estratégia viable per 1’obtencié de plantes

transgeniques d’arros lliures de gens de seleccio.

1.2- L’eficiencia de les técniques de co-transformacié depen per una banda de la
correcta insercid dels dos transgens i per altra de la taxa de segregacidé que es pugui

donar en la descendéncia.

1.3- Les diferents estratégies estudiades han donat resultats molt dispars. En
I’estratégia en que¢ es van inocular els calls simultaniament amb dos cultius
d’Agrobacterium cadascun portador d’un plasmid diferent, tot i que la taxa de co-
transformacié va ser baixa, va ser possible la segregaci6 de caracters en la
descendencia. En canvi, quan la inoculacié dels dos cultius tenia lloc en diferents temps
no s’obtingueren events co-transformats, suggerint que altres fenomens, possiblement
relacionats amb els mecanismes de defensa, bloquejaven la integracié d’un segon T-
DNA. L’estratégia en que es van introduir els dos tipus de plasmids (cadascun portador
d’un T-DNA amb un gen marcador diferent) en el mateix cultiu d’Agrobacterium, no es
van obtenir els resultats esperats possiblement pel desplacament d’un dels dos plasmids

per incompatibilitat.

1.4- En canvi, amb I’estratégia de co-transformacié amb el plasmid portador de
dos T-DNA es van obtenir plantes TO co-transformades que per segregacid de caracters

es van obtenir en la descendeéncia linies que havien incorporat un o I’altre gen.

1.5- La identificacié d’aquells casos en qué a més va haver integracio neta dels
dos T-DNA (copies uniques i integrades independentment), es van obtenir també les
linies homozigotiques pels dos caracters (gfp+bar+) i linies bar+ que permetran portar a

terme els assaigs de flux de gens en camp d’arrds durant la campanya d’enguany.

1.6- L’obtencié de linies homozigotiques resistents al barrinador (Chilo
supressalis) sense que hagin incorporat el gen de seleccid confirma la eficiéncia

d’aquesta estrategia.
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1.7- En les estratégies basades en 1’is de cassettes lineals en biolistica en comptes
dels plasmids sencers, tot 1 no haver obtingut els resultats desitjats, es va demostrar la
funcionalitat d’almenys un dels dos transgens. Per tant, caldria ajustar altres parametres

a fi d’obtenir bons resultats amb aquesta estrategia.

1.8- Aixi doncs, malgrat és possible aconseguir linies transgéniques que solament
tinguin integrat el gen d’interés cal un major coneixement de processos clau com la
integraci6 del DNA extern en el DNA hoste per poder controlar la integracié unica i
localitzada del transgen. Mentrestant, les noves tecnologies i les cada cop més acurades
tecniques de genética molecular avancen per permetre la caracteritzacid primerenca
abans d’iniciar el procés de regeneracio del teixit per obtenir taxes de co-transformacio 1

segregacié més Optimes.

2. SOBRE L’AVALUACIO DEL FLUX DE GENS

2.1- Com a conclusi6 d’aquest treball podem dir que els resultat obtinguts,
juntament amb les caracteristiques particulars de les varietats d’arros com son 1’auto-
polinitzacio, el procés de fertilitzacid 1 la viabilitat del pol-len, suggereixen que la
coexisteéncia és possible entre cultius OGMs, tradicionals i1 ecologics d’arros. Aixi, una
distancia de seguretat petita (10 m com a maxim) ja podria ser més que suficient per
garantir que la presencia adventiva d’OGMs fos practicament indetectable i per
descomptat, per sota del llindar del 0.9% establert en la normativa de tracabilitat i

etiquetatge de la UE.

2.2- Nogensmenys, en el cas de I’arros salvatge les mesures de coexisténcia
hauran d’incloure, molt probablement, alguna estratégia que permeti minimitzar la

presencia d’aquesta mala herba als camps cultivats d’arros.
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