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Resumen

La tolerancia a herbicidas es una de las caracteristicas mds usadas en los cultivos GM, con resultados positivos para los
agricultores y el ambiente. El punto de partida, es el desarrollo de casetes de expresion que expresen la caracteristica de
interés, inicialmente construidos mediante técnicas de biologia molecular convencionales. Actualmente, con herramientas
de bioinformatica y biologia sintética, es posible disenar y probar el constructo in silico, para luego contratar su sintesis. Esta
aproximacion, permite optimizar la expresion mediante la modificacion del uso codénico. En este trabajo se disenaron y
evaluaron en Nicotiana benthamiana versiones semisintéticas de genes que confieren tolerancia al herbicida fosfinotricina.
Se realiz6 un andlisis de libertad de operacién, con el fin de asegurar que los constructos disenados no violen derechos
de propiedad intelectual en Colombia. Se obtuvieron dos casetes de expresion con libertad de operacién, que expresan
versiones del gen bar.
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Abstract

Herbicide tolerance is one of the features most used in GM crops, which has shown positive results for farmers and the en-
vironment. The starting point is the development of expression cassettes that express the characteristic of interest, they are
initially constructed by standard molecular biology techniques. Currently, by bioinformatics and synthetic biology tools, it is
possible to design and test the construct in silico, and then hire their synthesis. This approach allows optimizing expression
by modifying the codon usage. In this work there were designed and evaluated semi-synthetic versions of genes in Nico-
tiana benthamiana, these genes confer tolerance to the herbicide phosphinothricin. It was made an analysis of freedom to
operate in order to ensure that the designed constructs not violate intellectual property in Colombia. There were obtained
two expression cassettes with freedom to operate, which express versions of the bar gene.
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en la introduccion de genes foraneos que confieren
resistencia a herbicidas no selectivos de amplio espec-

Una de las tecnologias que ha permitido mejorar la
eficiencia en el control de malezas y al mismo tiempo
aumentar la productividad en diversos cultivos y en
diferentes paises, es el uso de variedades Genética-
mente Modificadas (GM) con tolerancia a herbicidas
(Brookes & Barfoot, 2015). Esta metodologia se basa

tro, permitiendo que el agroquimico se pueda utilizar
en cualquier etapa de la cosecha, sin ocasionar dafos
al cultivo. El primer paso para el desarrollo de una Ii-
nea GM, es la obtencion de un constructo génico que
exprese el gen de interés en la planta. Estos casetes
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de expresion se han desarrollado mediante técnicas
de biologia molecular convencionales, sin embargo,
gracias a herramientas de bioinformatica y biologia
sintética, es posible disefar y probar el constructo in
silico, para luego contratar su sintesis (Diazgranados
etal., 2013).

El diseno in silico de genes semi-sintéticos, constructos
genéticos o casetes de expresion, es una herramienta
versatil que permite al investigador manejar facilmente
variables en la secuencia de ADN y de los constructos
que con el uso de técnicas moleculares convenciona-
les seria muy dispendioso. Esta metodologia permite la
libre escogencia de secuencias promotoras, termina-
doras, genes, regiones no traducidas (UTR), enhancers,
péptidos senal, entre otros; insertar o eliminar sitios de
restriccion que faciliten manipulaciones en el laborato-
rio y realizar modificaciones en la secuencia codifican-
te como optimizaciones de uso codénico y remocion
de secuencias indeseables, factores que mejoran signi-
ficativamente los niveles de expresion genética (Perlak
etal,1991; Lannacone et al.,1997; Lietal., 2013).

En este trabajo se realiz6 el disefio in silico de versio-
nes de casetes de expresion que confieren tolerancia
al herbicida fosfinotricina o glufosinato de amonio,
realizando las optimizaciones necesarias para favore-
cer su expresion en soya (Glycine max), y se evaldo su
funcionalidad mediante transformacion de la especie
modelo Nicotiana benthamiana. Se efectué un estudio
de libertad de operacion para Colombia de todas las
secuencias involucradas, con el fin de asegurar que los
constructos disenados no violen derechos de propie-
dad intelectual, puesto que los resultados se van a usar
en un proyecto para la generacion comercial de lineas
GM de soya a partir de variedades colombianas de esa
especie.

Materiales y métodos

Diseiio “in silico” de genes semisintéticos

Se realiz6 el diseno in silico de dos casetes de expre-
sién que confieren la caracteristica de tolerancia a fosfi-
notricina. Para ello, se descargaron las secuencias de
interés del banco genético del NCBI y/o de patentes se-
gln se describe a continuacién: gen bar (ID X17220.1),
promotor 35S (gb|HQ698853.1|:1967-2514), promo-
tor FMV (US 5378619 SEQ ID No. 11). El promotor
35S se aislé del virus del mosaico de coliflor (Brassi-
ca oleracea var. Botrytis) o CaMV y corresponde a un
ARN 35S. El promotor FMV se aislé del virus del mo-
saico de escrofularia (Ranudnculus ficaria). Se determi-
né la secuencia codificante u ORF del gen bar y fue
optimizada de acuerdo a los siguientes criterios: mo-
dificaciones de uso coddnico para la soya, remocién
de sitios cripticos de splicing y sitios de terminacion
prematuros; este proceso se realizé con el programa
Visual Gene Developer 1.3 (Jung & McDonald, 2011).
Para las modificaciones codonicas, se descargd el uso

codonico de la soya (Glycine max) de la base de datos
kazusa (Nakamura et al., 2000) y se acopl6 al software.
Mediante cambios iterativos el programa reemplaza
los codones originales con otros manteniendo la iden-
tidad de la secuencia de aminoacidos. La seleccion de
la secuencia optimizada se realiz6 teniendo en cuenta
parametros como el indice de adaptacion codénico
-CAl (Sharp & Li, 1987), el Nimero efectivo de codo-
nes Nc (Wright, 1990) y el contenido de GC. Todos
los cambios realizados sobre la secuencia nucleotidica
son cambios silenciosos, es decir no modifican la se-
cuencia final de la proteina. El ensamblaje de los genes
y de los elementos reguladores de los constructos se
realizé con el programa Gene Designer 2.0 (Villalobos
et al.,, 2006), con este mismo software se insertaron
sitios de reconocimiento para enzimas de restriccion.
El andlisis de traduccion in silico se realizé a nivel de
estructura primaria. Las predicciones se realizaron me-
diante la herramienta ORF Finder del NCBI. Como vec-
tor de transformacion se seleccioné el pCAMBIA 1301,
del cual se eliminaron los genes de seleccion vegetal
y el gen reportero. La sintesis de los constructos y su
clonacién en el vector de transformacion se contraté
con la compaiia Shanghai Generay Biotech Co., Ltd.

Validacion funcional de los constructos

Con el fin de evaluar la funcionalidad de los casetes de
expresion, se transformé la planta modelo Nicotiana
benthamiana con la cepa LBA4404 de Agrobacterium
tumefaciens previamente transformada con uno de los
constructos. También se realizaron curvas de seleccion
in vitro para N. benthamiana con fosfinotricina (PPT),
con el objetivo de determinar la concentracién ade-
cuada para utilizar este agente en el medio de selec-
cion. Para todos los ensayos descritos a continuacion
se utilizaron plantulas de cuatro semanas de edad, y el
material vegetal se mantuvo bajo condiciones contro-
ladas, con fotoperiodo 16/8 a 28°C. Para la curva de
seleccion se sembraron explantes de hoja sobre medio
de regeneracion R (sales MS 1X, vitaminas Gamborg
1X, sacarosa 30 g/l, BAP 1 mg/|, agar PTC 7g/l y pH 5.8)
con la concentracion adecuada del herbicida. En este
caso se usé PPT para cultivo de tejidos de Phytotech-
nology®, a las siguientes concentraciones: 0.2 mg/I,
0.4 mg/l, 0.6 mg/l, 0.8 mg/l, 1 mg/l, 3 mg/l, 5 mg/l,y 7
mg/l. Posteriormente, se transformé N. benthamiana
con el constructo disefado. Para este fin, se cultivé la
bacteria en medio LB liquido con acetosiringona 200
UM a 28°C y 200 rpm hasta que alcanzé una DO =
0.6. Se infectaron explantes cuadrados de hoja (1cm?
aprox.) utilizando una fase de cocultivo liquido con
la suspension bacteriana durante dos minutos, y una
fase de cocultivo en medio solido durante 24h (me-
dio R con acetosiringona 200 uM). Posteriormente, se
realizaron cinco lavados consecutivos en agitacion a
100 rpm y temperatura ambiente, con el fin de elimi-
nar la bacteria; finalmente los explantes se secaron y
se sembraron sobre medio de seleccion (medio R con
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cefotaxime 400mg/l y PPT). Se utilizaron dos concen-
traciones de seleccion 0.8mg/l y 3 mg/l de PPT. Las
plantas putativamente transformadas fueron evaluadas
mediante PCR con el kit KAPA BYOSYSTEMS®. Se dise-
naron primers especificos para la secuencia de interés.
FW: GCGTCCTGCCGATATTAGG y RV: TCTGTAACGGG-
CAATACGG. El programa utilizado fue el siguiente: de-
naturacion (95°C 3 min x 1 ciclo), anillamiento (95°C
20 segundos, 66°C 15 segundos, 72°C 30 segundos x
35 ciclos), elongacién (72°C 30 segundos x 1 ciclo).
Sobre las plantas PCR positivas, se realizo RT-PCR, para
evaluar la expresion a nivel de ARN. Para ello se hizo
la extraccion de RNA a partir de hojas, utilizando el Kit
“RNA/DNA/protein purification”® de Norgen biotek
corp. Se eliminé la contaminaciéon con ADN, utilizan-
do el kit “DNasel RNA free”® de Thermo Scientific;
se comprobd que la muestra no tenia remanentes de
ADN mediante PCR. Luego, se realiz6 sintesis de ADNc
con el kit “First Strand cDNA synthesis”® de Thermo
Scientific, y finalmente una prueba de PCR con primers
especificos para el gen bar.

Aundlisis de libertad de operacion

Se realiz6 la busqueda de patentes nacionales e in-
ternacionales. Se utilizaron tres bases de datos inter-
nacionales: The Lens (https://www.lens.org/lens/),
Patentscope: (http://www.wipo.int/patentscope/en/),
Spacenet (http://www.epo.org/), y la base de datos
nacional de la superintendencia de industria y comer-
cio (SIC) (http://www.sic.gov.co/es/banco-patentes),
todas de acceso publico. En las bases de datos inter-
nacionales, las busquedas se realizaron mediante pa-
labras clave dentro de las reivindicaciones. Una vez
identificadas las patentes que afectaban el uso de los
genes y promotores, se realizo la busqueda en la base
de datos nacional, utilizando palabras clave en los
campos, inventor, propietario, y titulo. Se analizaron
los documentos encontrados, y se determind si los
genes de interés, estaban o no cubiertos por derechos
de propiedad intelectual en Colombia. Las busquedas
estan actualizadas hasta junio del 2014.

Resultados y discusién

Seleccion de las secuencias

La fosfinotricina (PPT) es el ingrediente activo de varios
herbicidas comerciales, se comporta como un inhibi-
dor competitivo de la enzima glutamina sintetasa. La
obtencion de plantas transgénicas tolerantes a PTT, se
ha logrado basicamente mediante la introduccién de
uno de dos genes: el gen bar de Streptomyces. hy-
groscopicus (Thompson et al, 1987) o el gen pat de
S. viridochromogenes (Wohlleben et al,1988). Estos
genes codifican para la proteina fosfinotricina n-acetil
transferasa (PAT); esta proteina acetila el grupo NH, de
la PPT dando lugar a la formacion de N-acetil fosfino-
tricina, que no tiene actividad herbicida (Drége et al.,

1992). Para los constructos disenados en este trabajo
se selecciond el gen bar, ya que hay varios reportes
del uso del mismo como marcador de seleccion espe-
cificamente en plantas de soya (Zhang et al,, 1999; Paz
etal, 2004; Zeng et al,, 2004; Paz et al., 2006). Como
elementos promotores de los constructos, se seleccio-
naron promotores de expresién constitutiva, ya que se
requiere que el gen se exprese en todos los tejidos de
la planta transformada. Se seleccionaron los promoto-
res 35S (Odell et al., 1985) y FMV (Sanger et al., 1990;
Maiti et al, 1997). El p35S es el promotor constitutivo
mas utilizado en transformacién genética de plantas. Y
el promotor FMV, ha sido utilizado en varios eventos
de transformacion genética mostrando una buena ex-
presion del gen heterélogo (ej. MON89788, GTSB77,
GT73 entre otros). Como secuencias terminadoras se
utilizaron la region terminadora 35S y la secuencia
terminadora del gen Rubisco E9 (rbcs, subunidad pe-
quena de ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa)
de la arveja o guisante (Pisum sativum), que ha sido
utilizada en varias lineas GM comerciales (ej, GTSB77,
MON@89788 entre otras).

Diseiio “in silico” de genes semisintéticos

Una de las mayores ventajas del disefo in silico de
casetes de expresion, es que permite realizar cambios
en las secuencias nucleotidicas que pueden mejorar
significativamente la expresion del gen, en el genoma
que se va a introducir. Dentro de estos cambios las
modificaciones de uso coddnico han demostrado ser
uno de los factores mas influyentes para lograr buenos
niveles de expresion (Perlak et al, 1991; Lannacone et
al, 1997; Laguia-Becher et al, 2010; Yan et al,, 2011;
Kucho et al,, 2013).

En este trabajo se disefaron dos casetes de expresion
(figura 1). En el primero, denominado Bar-IGP se rea-
lizaron modificaciones de uso coddnico sobre la se-
cuencia codificante original (gen bar de Streptomyces
hygroscopicus), con el fin de acercarlo al uso codénico
de la soya. Para este constructo se utilizé el promotor
FMV vy el terminador E9. Se eliminaron secuencias crip-
ticas de splicing y sitios de poliadenilacién prematuros
del ORF. La secuencia del gen bar es de origen bacte-
riano, y tiene un alto contenido de GC en el tercer co-
don (89 %), que es un valor mas alto que el reportado
para genomas vegetales (Kawabe & Miyashita, 2003).
Las modificaciones de uso codénico permitieron cam-
biar el contenido de GC a 40 %, que es un valor mas
cercano al observado en el genoma de la soya (45.69
%). Se cambiaron 153 pares de bases (27.72 %) y 132
codones (71.74 %). La figura 2 muestra una compara-
cién de los parametros mencionados entre la secuen-
cia inicial y la secuencia final.

Para el segundo constructo (Bar-2) se utilizé la version
nativa del gen, en conjunto con el promotor y el termi-
nador 358S. Asi, los dos constructos, uno con modifica-
ciones de uso coddnico, y uno con la secuencia nativa
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Figura 1. Diagrama genes semi-sintéticos con tolerancia a
fosfinotricina, obtenido con Gene Designer 2.0.

del gen, permitiran evaluar el efecto de la optimiza-
cién cododnica en futuros experimentos.

La herramienta ORF Finder demostré que los casetes
de expresion generan una proteina de 183 aminodaci-
dos (figura 3). Mediante alineamiento pareado con el
algoritmo de Smith-Waterman se determiné un 100
% de identidad entre la proteina predicha y la protei-
na esperada, indicando que los constructos efectiva-
mente codifican para la fosfinotricina acetil transferasa
(P16426).

Evaluacién de la funcionalidad de los constructos

Nicotiana benthamiana se ha utilizado ampliamente
como sistema modelo en diferentes areas de la bio-

A sYGeneanalysi =]
Parameter | Value
w-table file for CAl Glycine max.vgw
CAl 0.6016
Nc 22,636
= | Overall GC content (%) 68.2971
® | GC content at 1st place (%) 67.3913 |
GC content at 2nd place (%) 48.3696
GC content at 3rd place (%) 89.1304
Gene anal
Parameter | value
w-table file for CAl Glycine max.vgw
CAl 0.7782
Nc. 44219
Overall GC content ("/o) 48.3696 !
i GC content at 1st place (%) 57.6087
GC content at 2nd place (%) 47.8261
GC content at 3rd place (%) 39.6739

Figura 2. Parametros iniciales (A) y finales (B) de la secuencia
del gen bar, obtenidos con el programa Visual Gene Develo-
per.

logia, puede ser transformada genéticamente y re-
generada con buena eficiencia en tiempos cortos, en
comparaciéon con otras especies (Clemente, 2006;
Goodin et al., 2008). Con el fin de determinar que los
constructos disefados efectivamente se expresan, se
realizaron ensayos de transformacion genética en
dicha planta. Con el objetivo de usar la tolerancia a
fosfinotricina como marcador de seleccion in vitro, se
evalu6 la respuesta regenerativa de N. benthamiana
frente a este agente. Con todas las concentraciones
menores a Tmg/l los explantes mostraron un aspec-
to muy semejante al tratamiento control. En los tra-
tamientos 0.2, 0.4 y 0.6 mg/l se registr6 una leve
disminucion en su capacidad regenerativa, mientras
que a 0.8 mg/l la regeneracion cay6 a 20% (figura 4).
Segun Lutz et al. (2001), los explantes de Nictiana ta-
bacum cultivados sobre medio con concentraciones
de PPT superiores a 4 mg/l se tornan blancos, para N.
benthamiana este efecto se observé desde 1 mg/l. Se
realizaron experimentos de transformacién utilizando
dos concentraciones 0.8 mg/I (concentracion a la cual
el explante conserva su capacidad regenerativa) y 3
mg/I (concentracion letal).

Para ello, se transformaron explantes de hoja de N.
benthamiana con una cepa de A. tumefaciens LBA4404
previamente transformada con el vector Bar-IGP.
Como control negativo se sembraron explantes sin
transformar sobre medio de regeneracion con PPT. Los
explantes sometidos a transformacién con A. tumefa-
ciens mostraron una apariencia saludable en contraste
con los controles negativos (figura 5), siendo este un
primer indicio que el constructo confiere tolerancia a
PPT.

Los explantes produjeron regenerantes en la cuarta se-
mana. De los experimentos de transformacion se ob-
tuvieron cuatro plantulas en medios de seleccion con
el herbicida, que se evaluaron para la presencia del
transgén. Las pruebas de PCR mostraron la presencia
del amplicén de 531 pb predicho para el gen bar (fi-
gura 6A y 6B carriles 1, 2, 3, 4) en todas las plantulas
tolerantes a PPT, mientras que en la planta control no
transformada no se presentd el amplicon especifico.
Se realizé una prueba de RT-PCR sobre una plantula
positiva para PCR, con su control correspondiente.
Para ello se realizé una PCR sobre el ADNc obtenido
a partir del ARN aislado. La figura 7C, muestra que se
obtuvo la banda de 531 pb esperada (carril 1), en tan-
to que para el control negativo (ADNc de planta no
transformada) no hubo amplificacién. De esta manera
se demostrd tanto la presencia, como la expresion del
transgén en las plantulas transformadas.

Estudio de libertad de operacion

Se identificaron las patentes relacionadas con cada
uno de los elementos genéticos de los constructos di-
sefados. Las patentes del gen bar estan asignadas a
Plant Genetic Systems, N.V., (Bayer CropScience ac-
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Figura 3. Traduccién in silico de los genes semi-sintéticos que confieren tolerancia a fosfinotricina, obtenida de ORF Finder.

Respuesta regenerativa de N. benthamiana a la
fosfinotricina
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Figura 4. Respuesta regenerativa de N. benthamiana a la fos-
finotricina.

tualmente) y Biogen Inc. La solicitud de patente para
este gen fue presentada mediante el mecanismo pre-
visto por el Tratado de Cooperacién en materia de Pa-
tentes o PCT (por sus siglas en inglés) con el nimero
WQO1987/005629, con 19 paises designados, dentro
de los cuales no se incluye a Colombia. Las patentes
estadounidenses mds importantes relacionadas con el
uso del gen bar, estan identificadas con los nimeros
US 5561236 (Leemans et al, 1996), US 5646024 (Lee-
mans et al., 1997a), y US 5648477 (Leemans et al,
1997b). En ellas se protege, células vegetales transfor-
madas con el gen que codifica para la acetil transferasa
con la capacidad de inactivar inhibidores de la gluta-
mina sintetasa; el proceso de produccién de plantas

Figura 5. Explantes cocultivados con el vector BAR-IGP, en medio de seleccién con 3mg/l de PPT A. Control, B. Explantes cocul-
tivados. Y en medio con 0.8 mg/l de PPT C. control, D. Explantes cocultivados. E. Regenerante obtenido. F. Plantula en medio

de elongacion.
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Figura 6. Ay B. Amplificacion del gen bar sobre plantas putativamente transformadas. (MP): marcador de peso 1Kb, (-)control
negativo, (+) control positivo, 1,2,3,4 (planta 1,2,3,4). Amplicén 531 pb. C. Amplificacién del gen bar sobre ADNc. Amplicén

531pb.

tolerantes a PPT o a cualquier compuesto que tenga
alguna fraccion de PPT mediante procesos de integra-
cion del gen bar de S. hygroscopicus o S. viridochro-
mogenes en el genoma de células vegetales; vectores
de transformacion genética que comprendan el gen
bar; modificaciones en la secuencia de nucleétidos o
aminodcidos del gen. La dltima patente concedida en
relacion a estos genes tiene el nimero US 7112665
(Leemans et al., 2006), en esta se amplia la proteccion
del gen bar, a cualquier cambio posible en la secuen-
cia de ADN que pueda producir un polipéptido con las
mismas propiedades para generar resistencia a glufosi-
nato de amonio. Esta patente fue reasignada mediante
la patente US RE44962. La bdsqueda de patentes en la
base de datos nacional mostré que estas patentes no
fueron solicitadas en Colombia.

Las patentes estadounidenses relacionadas con el uso
del promotor 35S estan identificadas con los ndmeros
US 5352605 (Fraley et al., 1994), US 5530196 (Fraley
et al, 1996), US 5858742 (Fraley et al, 1999) y US
6255560 B1 (Fraley et al,, 2001). De acuerdo a la fecha
de solicitud, las dos primeras deberia haber vencido en
el 2014, sin embargo en las bases de datos consulta-
das sélo se encontraron reportes de pago de la cuota
de mantenimiento hasta el 2007, por lo que podrian
haber vencido antes. Las patentes US 5858742 y US
6255560 B1 expiraron por falta de pago de la cuota de
mantenimiento en el 2007. Para el promotor FMV se
identificaron las patentes US 5378619 (Rogers, 1995)
y US 5994521 (Maiti & Shepherd, 1999). La busqueda
en la base de datos nacional indica que ninguna de
estas patentes fue solicitada en Colombia. No se en-
contraron patentes que protegieran especificamente
el uso de las secuencias terminadoras. Estos resultados
sugieren que los elementos genéticos de estudio pue-
den ser usados en el territorio colombiano sin violar
derechos de terceros.

Conclusiones

Se realiz6 el diseno in silico de constructos que confie-
ren tolerancia a fosfinotricina. El andlisis traduccional
in silico, demostré que los constructos disenados efec-
tivamente codifican para la proteina PAT. Los explan-
tes de N. benthamiana cocultivados con la bacteria
que porta el vector BAR-IGP, mostraron una respuesta
fenotipica diferencial con respecto a los explantes con-
trol, indicando que el constructo disenado podria con-
ferir tolerancia a la fosfinotricina. Las pruebas de PCR y
RT-PCR demostraron que las plantas fueron transforma-
das con el gen de interés, y que el gen se transcribe a
ARNmM. Estos resultados son una evidencia preliminar
de la funcionalidad de los constructos disenados, indi-
cando que la metodologia utilizada para el disefo de
genes permite la obtencion de constructos funciona-
les. Una validacion funcional completa, podria permitir
la utilizacion de los constructos en experimentos de
transformacion genética de variedades colombianas
de soya. Finalmente, los elementos de los casetes de
expresion disenados no estan cubiertos por patentes
en Colombia, lo que es importante, para el desarrollo
de lineas GM con fines comerciales en el pais.
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