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Transformacion genética de soja
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Objetivos

1.- Desarrollar
protocolos de

transformacion
genetica

Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria

e “

-PE AEGR 3426
“Desarrollo y adquisicion
etodologla de
%T‘ans acion.genética”
+ Coord. DraxDalia Lewi
(2006/9) W\,
PE AEBIO 241362
“Plataforma MERCOSUR
para el desarrollo de
herramientas genomicas
- .Y postgenomicas para el
controlsde la roya asiatica
A _SC defasoja” (2010/2)
—coord. Dr. Javier Gilli

=




2.- Aplicar .~ , PE AERG 233251
prot0c0|os e b . tenC|on de planta
transformaclon T e %L, sgenicas con

obtencion de oi  tolerancia a factores
- e “~ gstres bioticos y

con mejor & —= = @bioticos” Coord. Ing
comportamiento en - "Agr. Antonio Diaz Pal
situaciones d \ es --'2009/12)

e ——

Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria




Morfogénesis en soja

Considerada por muchos
anos especie
“recalcitrante” para el
cultivo /n vitro

La regeneracion depende
del tejido de partida
(explante) y el genotipo
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Tejidos con respuesta
morfogenica

cotiledon inmaduro > #

nudo cotiledonar
apice

tercio superior del
hipocotile
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Respuesta Morfogénica

Cotiledon inmaduro —— Embriones somaticos

IGEAF
INTA

Nudo cotileddn
maduro
Apice semilla

Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria

GEAR e




Explante Blanco

Método de
Transferencia

Publicacion

apice

acelerador de
microproyectiles

McCabe et al.
Biotech. 6,923

Nature

nudo cotiledonar

Agrobacterium
tumeftaciens

Hinchee et al. Nature

Biotech. 6:915-922

suspensiones
embriogénicas

acelerador de
microproyectiles

Finer McMullen In Vitro Cel
Dev Biol 27P: 175- 182

suspensiones
embriogénicas/cotile
dones inmaduros

Agrobacterium
tumefaciens

Trick and Finer Transgenic
Research 6: 329-336

embriones somaticos

acelerador de
microproyectiles

Santarém, J. Finer In Vitro
Cel Dev Biol 35: 451 —455

apice

Agrobacterium
tumefaciens

Liu et al. Planta 219:

1042-1049
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Manipulacion de Embriones
Somaticos con Transformacion a
través del P.I.G.

J. Finer. 1988. Plant Cell
Rep. 7: 238-241

Finer, McMullen. 1991. In
Vitro Cel Dev Biol 27P,
175 - 182

E. Santarém, J. Finer.
1999. In Vitro Cel Dev Biol

35: 451 455
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Embriogenesis somatica

2mm

Formacion de embriones
en medio D40
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Desarrollo de Embriones
Somaticos

Transferencia génica y

seleccion (medio
liquido o solido)

IGEAF, INTA IGEAF, INTA

Multiplicacién en estado Desarrollo en medio M60
globular en medio D20

Seleccion con higromicina o
geneticina
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Maduracion de Embriones
Somaticos

Deshidratacion
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Germinacion de Embriones
Somaticos

IGEAF, INTA
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Caracteristicas de la
transformacion de ES

Alta eficiencia (en términos de
plantas transformadas/bombardeo y
plantas transformadas/operador)

Tiempos prolongados de preparacion
del material blanco de
transformacion

Presencia de copias multiples de los
transgenes de interes

Las plantas transgénicas
recuperadas son geneticamente
iguales en cada celula constituyente.




Nudo Cotiledonar
Preparacion de explantes I
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Nudo Cotiledonar
Preparacion de explantes II

Corte y dano
sobre el
cotiledon
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Infeccion

A. t. EHA 101/ EHA 105
Soja: var. Jack
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Co-Cultivo

/
*\gusA-int

R ) ¥ IGEAF, INTA

pZY102 pGIBAR
12885 bp 11627 bp

pBR322 * pBR322

- aadA

Plant Transformation Core Instituto de Biotecnologia,
Facility, UM-Columbia INTA

aadA
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Induccion de tallos

r

IGEAF, INT. \
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Elongacion y seleccion

IGEAF, INTA
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Enraizamiento y rustificacion

Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria




Indicadores de la transformacion

5 % contaminacion en semilla.

420 cotiledones infectados con Agro
por semana

98 % de los cotiledones muestran
tincion gus +

85 % de los cotiledones infectados
inducen explantes
seleccionables

89% de los tallos enraizan

67% de las plantas enraizadas son
bar+ por PCR

1,2 plantas in vitro transgénicas /100
cotiledones infectados con
EHA101pGiBAR

4,4 plantas in vitro transgénicas /1
[netitita Naciohal de cotiledones infectados con
Tecnologia Agropecuaria EHA101pZY102




Caracteristicas del metodo del

nudo cotiledonar

Muy demandante en
trabajo calificado @

“Tem=== Posibilidad de obtener @
- plantas quimericas.
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Déficit hidrico y senescencia

Prueba de concepto sobre la posibilidad de
aumentar la tolerancia a d.h. a través de la
alteracion del programa de senescencia

Colaboracion con el Dr. Eduardo Blumwald
(UC, Davies)
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Déficit hidrico y senescencia

m Promotor del gen
SARK (Senescence
Associated Receptor
Kinase ) de poroto

controla la expresion
autoregulada de la
region codificadora
del gen /ptde
Agrobacterium
tumefraciens
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Participantes transformacion
de soja en el IGEAF

Dr. Ezequiel Bossio
Sra. Sara Ameijeiras

Ing. Agr. Antonio Diaz
Paleo
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