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|. Bananos genéticamente modificados

Plantas modificadas genéticamente

 Mejoramiento convencional es un proceso largo y
tedioso especialmente en banano y platanos. Consiste
en la polinizacion cruzada de una planta con una
especie relacionada. Por tanto, el “pool” de genes esta
limitado a especies compatibles para cruzamiento.

e Bananos del subgrupo Cavendish no se pueden
mejorar convencionalmente debido a esterilidad.

« Transformacion genetica de plantas permite la

Integracion de genes utiles de diferentes organismos a
las plantas.



|. Bananos genéticamente modificados

Plantas modificadas genéticamente

* Transformacion genética en plantas puede ser
definido como la insercion estable de genes en el
genomay su expresion en la planta transgenica (o
cisgenica).

* Plantas cisgénicas. La introduccion de genes en una
planta, con sus promotores originales, de una planta
compatible de cruzamiento o de la misma planta
(Schouten and Jacobsen, 2006) .



|. Bananos genéticamente modificados

Gendmica en Banano

Genoma: 500-600 Mbp; 11 chromosomes; ploidia: 2x,
3X, 4x; grupos gendomicos (AAA, AAB, ABB ...)

Herramientas moleculares: Sistemas de
transformacion genetica, Secuencia de datos
‘limitada’ (EST, BAC, SAGE libraries), analisis
protedmico, marcadores moleculares, ...

“Revolucion verde” a la “revolucion de los genes”
(transformacion genetica)



[1. Expresion de los genes

Expresion de genes

% Proteina

T N N——l MRNA

DNA

Promot r

Sitio de In|C|o
de la
Transcripcién
- 30 (TSS)

TATA-box



[1. Expresion de los genes

(Genes reporteros

Mediciones de la expresion de
genes se realizan generalmente
a través de ensayos especificos
del mMRNA, sin embargo
requiere esfuerzo substancial.

Genes reporteros proveen
Informacion analoga mas
eficientemente.

Puede ser detectado mediante
un ensayo visual y simple.

Es usado para confirmar
transformacion genética
temporal o estable.
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I11. Genes reporteros

(Genes reporteros

* Importantes para la prueba de la actividad de
promotores.

» Genes reporteros mas usados en biotecnologia
de plantas:
— B-glucuronidase (GUS)
— Proteina Fluorescente Verde (GFP)
— Luciferasa (LUC)



IV. El gen reportero de la luciferasa

Sistema del gen reportero Luciferasa

- Tiempo real

+
luc _ Sensibilidad 1 luc

LUC
luciferin + ATP + O, — oxyluciferin + AMP + PPI +
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V. Caracterizacion y aislamiento de promotores y genes de banano

Uso de promotores en bananos modificados

genéticamente
4 Virus CaMV 35S (derivados), ScBV, TaBV,
BSV, BBTV
Bacteria oS

Promotores <

. Recombinante Emu, (ocs).mas
heterélogos (0cs);

Arroz: actina
Plant Maiz: ubiquitina
Arabidopsis: ubiquitina, tubulina

Banano: actina, EFE, ACO1, ACC

Promotores
nativos
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Funcionabilidad/estabilidad, mayor aceptacion por el publico

Clases de promotores: Constitutivos, regulados de acuerdo al desarrollo de
la planta, tejido especifico, inducibles (estres biotico/abiotico
10



V. Caracterizacion y aislamiento de promotores y genes de banano

Aislamiento de promotores

Basados en técnicas o Cantidad de tejido/RNA
de mRNA » Alto nivel de expresion de genes

Trampeo de promotores -« Eficiencia en transformacion genética
“Promoter tagging”
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V. Caracterizacion y aislamiento de promotores y genes de banano

Aislamiento de promotores en banano

 Objetivo. ldentificar y caracterizar
promotores de banano para su uso en el
desarrollo de bananos genéticamente
modificados.
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V. Caracterizacion y aislamiento de promotores y genes de banano

Trampeo de promotores a través de
transformacion con Agrobacterium

T-DNA tagging vector DNA gendmico
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V. Caracterizacion y aislamiento de promotores y genes de banano

Trampeo de promotores en banano

Meses despues de
infeccion con 1 2 3 4 5 6 7 8

Agrobacterium

\ - | -  J
v~ A v~ v~
Fase Colonias Induccion de  Induccion para
celulares embrion regeneracion

Vitroplantas

Cultivo

400-600/Petri Dish
5,600-8,400/image

Analisis v v v v
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V. Caracterizacion y aislamiento de promotores y genes de banano

Detecion de luciferasa en banano

Colonias celulares Vitroplantas

LUC

346
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V. Caracterizacion y aislamiento de promotores y genes de banano

Deteccion de luciferasa en banano

Fumber and frequency of cell colonies showing luciferase activity (LA)

Total No. ofcell colonies | Numher and frequency (%)

Experiment Cultivar screened? of cell colonies showing LA
A THE" 15,5857 155 (095
B THF 11,973 24 (0.7
C THF 11,375 101 (029
D THF 3570 6 (0.17)
TOTAL | 42,505 346 (050

Bazed on the average number of independert cell colotdes calewlated from at least theee samples per
constnact and per cultivar.

"The number of independent candidate promoter-tagged cell colonies showing Lé expressed in percentage
of the total iumber of dependent transgenic cell colomes screened.

Plantain cultivar “Three Hand Planty’ (genotype AAB).
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V. Caracterizacion y aislamiento de promotores y genes de banano

Deteccidn de luciferasa en condiciones de
baja temperatura en tiempo real

26°C 26°C Alta

actividad

8°C / LUC

Baja
actividad
LUC
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V. Caracterizacion y aislamiento de promotores y genes de banano

Analisis de la actividad de LUC durante

regeneracion
shoot . Luc
cell colony 5 40 ction i vitre plant activity:
ETZ High

line Live LIIC Live LTIC Live LTI

156

Low
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V. Caracterizacion y aislamiento de promotores y genes de banano

Actividad de promotores
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V. Caracterizacion y aislamiento de promotores y genes de banano

Actividad de promotores

Expresion
especifica en el
pseudotallo
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V. Caracterizacion y aislamiento de promotores y genes de banano

TAIL-PCR para el aislamiento de
secuencias en la region 5’
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V. Caracterizacion y aislamiento de promotores y genes de banano

Southern blot
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V. Caracterizacion y aislamiento de promotores y genes de banano

1 T-DNA

2 T-DNAs

3 T-DNAs
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V. Caracterizacion y aislamiento de promotores y genes de banano

Cual es la secuencia con actividad

promotora?
RT-PCR
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V. Caracterizacion y aislamiento de promotores y genes de banano

Analisis de la fusion transcripcional, RT-PCR

5’-tagged sequence 3’-tagged sequence

T-DNA
17-1
1.74 kb-1694  -1492 -1318-1264 -1077  -837-792 -617-510 -390  -200 1.65 kb
Musa acumingta
T-DNA EST
17-2 - - i il
1.28 kb 564 145-128 E<3x10%  E<1x10PE<3x10™ 1.17 kb
cv__ 7 c
gDNA cDNA Amplicon
MW Le Le Le Ps Co Ro Le size
200 bp - 226 bp
LUC + 300 bp - 282 bp
1 7_ l 300 bp
200 bp
Pseudotallo
_ 300 bp - 258 b
17-3 300 bp = - 302 bp
200 bp =
17-4 300bp - - 328 bp
200 bp |



V. Caracterizacion y aislamiento de promotores y genes de banano

Son los promotores identificados activos?

Clonacion de promotores en el vector pPCAMBIA 1391Z
5’-tagged sequence

T-DNA

>

L]i’:_| |< : > r.II{B

T35S hptl] pe35S MCS uid A™' Tnos
pCAMBIA 1391Z T-DNA
4993 bp

4

Banano
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V. Caracterizacion y aislamiento de promotores y genes de banano

Validacion de promotores identificados
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V. Caracterizacion y aislamiento de promotores y genes de banano

Vitro
planta
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Luciferase
screening

Molecular
characterization

Transcriptional

fusion analysis

Back-
transformation

Agrobacterium-mediated transformation of banana ECS

High-through put
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Conclusiones

« Un sistema para la identificacion de promotores en
banano ha sido desarrollado.

« EIl trampeo de promotores a través del T-DNA es
confiable y reproducible en la caracterizacion y
alslamiento de nuevos promotores en banano.
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Perspectivas

o Confirmacion de expresion en diferentes
estadios de desarrollo de la planta y cultivares
de banano (y platano).

 Utilizacion en generacion de plantas de banano
genéeticamente modificados (bananos
cisgenicos).
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