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| El modelo de estudio
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Cedro rojo

Cedro espafol, cedro
amargo

Cedrela odorata L.

Eudicotyledons;
Gunneridae; Pentapetalae;
rosids; malvids;

Sapindales; Meliaceae.
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Distribucion natural de Cedrela odorata




Importancia de
Cedrela odorata

* Ecologica

e Producto forestal
maderable




Especie icono de la foresteria tropical

““Madera preciosa” con valor 10 veces
superior a madera de Pinus sp. (1000-
1200 US$ m3) (Madera en rollo).

Uso en la construccion y en Ia
fabricacion de muebles, instrumentos
musicales, balsas.

Madera resistente a la pudricion

Mercado potencial: > US$ 6000 MD /
afio (ITTO, 2013)
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Especie amenazada (Lista roja IUCN), pérdida del recurso
genético, cambio de uso de suelo, impacto social.

ECOSUR



VamnN

wn

@)

©

)

L 3N ] m

/ms (e}

O o w —

U c o Q.

0D om Y

9 Qi
T o U O i
o0 € & 2 5
v O g % @
o0 O U ~ m
i




Bosques naturales vs plantaciones forestales
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Problematica



Problemas fitosanitarios: Plagas




Problematica: Fitosanidad.
Hypsipyla grandella (Lepidoptera : Pyralidae)

La larva se alimenta del
meristemo apical rompiendo la
dominancia

El arbol responde emitiendo
ramas laterales

Se deforma el fuste

Pérdida del valor como
producto forestal maderable

Una sola hembra puede
ovipositar en el 100% de plantas
de una Ha en una sola noche




Ciclo de vida de H. grandella




Dificultades operativas para el control de la plaga




Control del barrenador de las melidceas

* Control quimico

 Seleccidn de variedades
“resistentes”’

e Control manual / manejo
forestal

* Empleo de bioinsecticidas
(Toxinas BT)

e Uso de modificaciones
», geneéticas
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Control del barrenador de las meliaceas

Extrapolacion de
resultados de otro
pirdlido (misma familia)
Ostrinia nubilalis
susceptible a cry (evento
MON810)
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Control del barrenador de las meliaceas

Bacillus El gencryes
thuringiensis extraidode la
bacteriay

transferido al

arbol

Las larvas de Hypsipyla Las larvas de Hypsipyla muerenal

atacan al arbol silvestre —c<=o= alimentarse del arbol transgenico



Il El contexto del uso de un
OGM en un ambiente forestal
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¢Es posible desarrollar un OGM destinado a un bosque tropical?

Consideraciones técnicas, éticas y de bioseguridad




¢Por qué una estrategia de transgénesis tradicional no es
adecuada?

e Estructuray dinamica del genoma de C. odorata

* Patentes vigentes en vectores y genes comerciales
* Biocontencion

* Expresion del transgen

* Silenciamiento [ efectos pleiotropicos y epigenéticos
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lll Diseno de una estrategia
adecuada
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Empleo de dos herramientas disponibles

* Transformacion del genoma plastidico

* Biologia sintética




Los plastidos morfogénesis y diferenciacion
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Estructura del cloroplasto

f '
/, Espacio%é

nucleo apoplastico

Membrana interna .
pared

vacuola

Membrana externa -

_ Espacio
intermembrana

Estroma—
Espacio tilacoideo

ADN

Ribpsomas——

Membrana tilacoidea

Tomado de: Buchanan ef &, Biochemistry and Molecular Biology of Plants, 2001

Ecosur Microscopia de un cloroplasto



Estructura del plastoma en plantas superiores

* DNA circular cerrado

* El tamafo de su genoma
es de 120 — 220 Kb.

Tomato

b Hay 10’000 Coplas de Su (Solanum lycopersicum)
genoma en cada célula de = o Plastid DNA
la planta. 155,461 bp

* Secuencias reportadas
relativamente bien

conservadas
&
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Comparativo de ambos sistemas de transformacion

Numero de copias

Niveles de expresion

Genes y expresion

Efectos de posicidon

Silenciamiento génico

Flujo génico

PLASTIDICA
~10, 000/célula

2- 47%

Operones

sitio especifico

No se ha reportado

Solo semillas

NUCLEAR
Pocas copias

0.001-0.1%

Unidades de transcripcion

Insercidon al azar

TGS Y PTGS

En polen y semillas




Transformacion del plastoma

HOMOLOGOUS COPY
RECOMBINATION CORRECTION

}
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Chloroplast SSC SSC

Wild-type transformation Transgenic Transgenic
Chloroplast DNA vector Chiloroplast DNA Chloroplast DNA

Daniel et al 2004



Arquitectura y componentes tipicos de un constructo transplastdmico

Selectable 3" Untranslated Requlatory

region Elements
{3 UTR [PromoterY5'RE|  GOI 2 UTR [ Fanking Sequence
| Gehe of interest for
v following traits o
rbcl, Hexbicide resistance accD
pshA Insect resistance irnL
peld Drought tolerance psbl
Phytoremediation trnV
Salt tolerance 3rps 71
Male sterility irnG
Biopharmaceuticals traR
Vaccine antigens irn$
Biomaterials
Enzymes and
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Bombardeo con particulas de oro

H Om O p I a Stlla cubiertas con el ADN de interés \

50-100 plastidos / célula
50-100 genomas
plastidos/plastido

10.000 genomas / célula

Heteroplastia Primer evento

de transformacién

Division de células
y organelas

en condiciones

de seleccion
(heteroplasmia)

Division de ceélulas

y organelas

Homoplastia en condiciones
de seoleccidon

(homoplasmia)




IV Requisitos previos
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Elementos basicos para la transformacién
genetica:

1. Un sistema de cultivo de tejidos que permita regenerar
plantas completas y fértiles.

2. Un protocolo de transformacion (sistema de
transferencia de genes y de seleccion del material
transformado).

3. Herramientas de analisis para detectar |la presencia del
transgén y los productos del mismo en la planta.

4. Vectores apropiados, que permitan el clonado del gen
de interés y/o su transferencia al tejido blanco de
<\}@@@transformacién.
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Sistema de regeneracion
empleando CTV
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Protocolo de regeneracion de C. odorata empleando embriogénesis
somatica repetitiva
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Flant Cell Tiss Organ Cult (20010 105:203-2(8
AOT 10010075 11 240-01 09853y

ORIGINAL PAPER

Induction of somatic embryogenesis and plant regeneration

in the tropical timber tree Spanish red cedar |Cedrela odorata L.
(Meliaceae)]

Yuri J. Peia-Ramirez - Israel Garcia-Shesefia « Angel Hernandez-Espinoza «
Alfredo Dominguez-Hernandez - Felipe A, Barredo-Pool -
Jose A. Gonzalez- Rodriguez « Manuel L. Robert
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Sistema de transferencia de
genes

Biobalistica

<>><<>

ECOSUR



= THETERV R ED
comprimido

Membranas de ruptura

Membrana transportadora \
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Establecimiento de las condiciones de bombardeo en C. odorata
empleando expresion transitoria

Table 1.
Optimization of bicliztic parameters.

Nomber of foc/100 mg
of emibryogenic calli

Membrane rupture  Shoot distance Microcamier
pressure (psi) ) diameter (pum)

400 ] 1
600 1
000 1
1100

Spermidine
additicn

- 3 210=1.1°
- 3 28.6=1.07
- 3 404=15°
492+10%
45.6=1907
15.0=20°
19.6=15
s6.0=14"
60.6+2.6
12.4+2.4%

Treatment DINA amount (ug) pCambia vector

32

]
]
]
]
]
5]
]
5]
5]
5]
5]
5]

[ =]

1100 10
1100 10 - 1302
1100 10 ¥ 1201

The average value of the mmwber of foct per reatment 1s presented = Mean Standard Error. Cursive letters next to values comrespond to significant difference levels by LSD
testatp=003n=3=3




Herramientas de deteccion del
transgen
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Beta Glucuronidasa como gen reportero.

35S prom
LAC ZALPHA Catalase intron ~
MCS GUSPlus =2\
35S prom f &&&
nos ferm @ ,Q | /
hptil (hygR) / \-~ RB ¥ ¥ a’ x
pCAMBIA1305.1

35S term

an 11846 bp
LB B-Glucuronidase

H
N
X-Glc > HO—\,
\ pVS1 Sta “HOY\ o
kanamycin (R)

COOH Cl
BR3201 HONR o,
pBR322 bom site pVS1-REP O~ OH

ECOSUR




Expresion transitoria del gen gus en C. odorata.
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Proteina Verde Fluorescente como reportero

35S promoter
LAC ZALPHA
MCS ) NOS polyA
CAMV35S B T-BORDER (R)

/ N

y >
4
W

HYG(R) { pCAMBIA1302 VS1 Sta
10549 bp P

POLYASITE —
TBORDER (L)
kanamycin {R)\
pBR322 ori
pBR322 bom site

= pVS1-REP
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Expresion transitoria del gen gfp en C. odorata.




Expresion transitoria de genes reporteros en C odorata

Gus Gfp luz blanca Gfp luz UV



Curvas de tolerancia a agentes de seleccion en C odorata
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Transient GUS and GFP Expression m Spanish Red Cedar
(Cedrela odorata L.) Somatic Embryos. Optimization
of Bombardment Conditions and Evaluation of
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El vector adecuado

Sintesis de novo
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Eleccion de la region rrn16-trnl-trnA-rrn23

* Altamente conservada
* CercanaalosOriAyOriB
* Region intergénica bien definida entre trnl-trnA

1) Obtencién de una secuencia consenso empleando las
especies filogenéticamente mas cercanas a C. odorata

2) Disefio de primers afiadiendo sitios de clonacidn no presentes
en la region rrn16-trnl-trnA-rrn23

3) Clonacidn por separado de las secuencias rrn16-trnl y trnA-
rrn23

<<>©

_—

ECOSUR



Caracterizacion y clonacion de la region rrn16 —rrn23 de C. odorata

MWM

MWM 2 MWM
5 kpb meg MWM
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Clonacion de la region rrn16-rrn23 en pUCi9
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Diferencias sustanciales encontradas entre las secuencias
de C. odorata y N. tabacum
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synthetie cassette 2352 bp

Disefio in silico del casete de expresion y sintesis quimica.

Elementos regulatorios: homalogos (cisgenes) o “cedrelizados”
Genes estructurales: “Cedrelizados
Eliminacion de sitios de restriccion.
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““Cedrelizacidon” de secuencias ” Edicion de la secuencia en
ADN a partir de la secuencia de AAs empleando el uso de
codones del plastoma de C. odorata;

TCT S TGT Cys
TCC S TGE Cys
TOA S TGA stap
TCG S m
CCT CGT Arg
CCC Pro CGC Arg
CCA Fro CGA Arg
CCGFPro CGG Arg
ACT Thr AGT S
ACC Thr AGC 5
ACA Thr AGA
ACG Thr AGG Arg
O | GCT Ala GGT Gly
<>>© GCC Ala GGC Gly
@, GCA Ala GGA Gly
ECOSUR GCG Ala GGG Gly




Construccion del vector base pCBL5

10751 bp

25 GC% in 26 bp blocks I8 24 31 37 44 50 57 63 EOEEN
ECOSUR




V En donde estamos y hacia
donde vamos?
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Disefio in silico y sintesis del gen cry
cedrelizado, clonacion en pCBL5

rirnl 6S-trnl

trnA-rrn238

Prrn 16S

cryl Ac-
cedrelizado

N4
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Bioensayos in vitro con toxinas Cry y relacionadas
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¢Que sigue?

Cémara de gas -

comprimido
l trnA-rrn23S
Membranas de ruptura // /
Membrana transportadora )2 Y
p \ A N oY Prrn 168
Particulas recubiertas - ****" B ) Iy £

con ADN b4 aad.
.. [ — ] [ — ] oo A

Malla de retencion —— > C N5 f cedrelizado ’ TpshA

Tejidos u drganos blanco —p— —— I e q ¥ . Pgl0T7

- gfp
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Gracias por su atencion

ypena@ecosur.mx
yuri.pena@gmail.com

Twitter

@calgene

www.ecosur.mx

www.cultivo.com.mx
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