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Caracterizacion molecular del evento EF2-114 verifica la integridad y la estabilidad del
ADN insertado

El evento EF2-114 es transformado por el co/cultivo con dos cepas desarmadas de
Agrobacierivm  tumefaciens  GV3101(pMP90) con vectores binarios, pHCW.T-7 'y
pHCWHACC3'-2. El plasmido pHCW.T-7 contiene tres transgenes involucrados en la
biosintesis de carotenoides, lo que produce una fruta de color rosado / rojo debido a la
acumulacion de licopeno endégeno. El PSY codifica la fitoeno sintasa, la cual cataliza la
conversion de pirofosfato de geranilo a fitoeno, un intermediario en la biosintesis de licopeno.
Los transgenes hLcy y eLcy suprimen el licopeno B-ciclasa y la e-ciclasa endogenas por medio de
un mecanismo mediado por iARN, lo que produce la acumulacion de licopeno en tejidos
comestibles de la fruta, El plasmido pHCW1IACC3’-2 contiene un transgen de iARN fI4CC3’
para suprimir la sintasa ACC (ACS por sus siglas en inglés) enddgena, la cual estd involucrada
en la biosintests del etileno. La ACS codifica Ja enzima sintasa aminociclopropano-1-acido, lo
que cataliza el paso de limitacién de tasa en la biosintesis del etileno. La supresion del etileno
endogeno sirve para promover la floracion y la produccion de frutas uniformes. Ambos
plasmidos tambi¢n contienen el transgen SuRBHra, lo que codifica un acetolactato sintasa
utilizada unicamente como un marcador seleccionable durante el desarrollo.

Los analisis moleculares demostraron que el evento EF2-114 tiene un patrén de integracion de T-
ADN(s) con una copia intacta de pHCW.T-7 T-ADN y una copia truncada del pHCWIACC3-2
T-ADN insertado en ¢l genoma de la pifia. No se detectaron secuencias de backbone de
pHCW.T-7 0 pHCWIACC3°-2 en el genoma de] Evento EF2-114.

I. DESCRIPCION DEL EVENTO EF2-114

Esta seccion presenta una descripeion del Evento EF2-114 el cual se ha presentado para la
valoracion de seguridad alimenticia y nutricional. La descripcion identifica la cosecha, el evento
de transformacion que se va a analizar y el tipo y el propésito de la modificacién, lo que ayudara
a comprender la naturaleza de los productos alimenticios que pueden ser desarrollados a traves
del Evento EF2-114. La informacién que se presenta en esta seccion también se refiere a
lincamientos del Codex de Plantas, Seccion 4, parrafo 22.

LA, DESIGNACION DEL EVENTO DE TRANSFORMACION

De acuerdo con ¢l “Lineamiento para la Designacién de un Identificador Unico para Plantas

Transgénicas,” de la OECD, al Evento EF2-114 se le asigno el identificador tnico FDP-G@114-
3.



LB.  TipO ¥ PROPOSITO DE LA MODIFICACION GENETICA

El Evento EF2-114 contiene tres transgenes involucrados en la biosintesis de carotenoides, los
cuales producen frutas de color rosado/rojo debido a una acumulacion del licopeno enddgeno. El
PSY codifica la enzima filoeno sintasa (EC 2.5.1.32), lo que cataliza la conversion del pirofosfato
de genarilo a fitoeno, un intermediario en la biosintesis de licopeno. Los transgenes bLcy y eLcy
suprimen el licopeno -ciclasa (EC 5.5.1.19) y la e-ciclasa (EC 5.5.1.18) utilizando la tecnologia
de interferencia de ARN (IARN) para acumular el licopeno en los tejidos comestibles de la fruta.

El Evento EF2-114 también contiene un transgen iARN fI{CC3 ' para suprimir el ACS endogeno
involucrado en la biosintesis del etileno. La ACS (EC 4.4.1.14) cataliza el paso de limitacion de
tasa en la biosintesis del etileno. La supresion del ctileno enddgeno se utiliza para promover la
floracion y la produccion de frutas uniformes.

El Lvento EF2-114 también contiene el transgen SuRBHra que codifica una sintasa de
acetolactato modificada (EC 2.2.1.6) utilizada exclusivamente como un marcador seleccionable
durante el desarrollo.

I.C.  DESCRIPCION DE LOS MATERIALES GENETICOS INTRODUCIDOS EN EL EVENTO EF2-114

En la Seccion IV se describe con mayor detalle el material genético que se introdujo en el Evento
EF2-114.

1.C.1. CARACTERISTICAS DE LA PLANTA RECEPTORA

La variedad de pifa utilizada como receptora de la insercion de ADN para crear el Evento EF2-
t14 es la MD2, una variedad convencional no-transgénica por parte del Instituto de Investigacion
de la Pifia [Pineapple Research Institute (PRI)] y liberada al mercado per Del Monte Fresh
Produce durante los afios ochenta utilizando el nombre comercial de Pifia Extra Dulce Del Monte
Gold® |Del Monte Gold™ Extra Sweet Pineapple].

La MD2 fue desarrollada para el mercado de frutas frescas utilizando fitotecnia convencional de
un cruce entre ios hibridos PRI 58-1184 y 59-443. l.a MD2 produce una fruta de forma cilindrica
mediana a grande (1.3-2.5 kg) con ojos planos grandes y un color anaranjado-amarillo intenso.
La pulpa amarilla es dulce, compacta y fibrosa. Tiene un alto contenido de azvcar {14-17% Brix)
y dcido ascdrbico, pero tiene un menor contenido de 4cido total que la variedad de pifia Smooth
Cayenne. El centro de la pifia es suave, comestible y mas delgado que el de la pifia Smoork
Cayenne. Sin embargo, la corona puede ser mas grande y ocasionalmente el extremo distal es
removido durante su cosecha. Las hojas son verdes y practicamente no tienen espinas. La MD2
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es mas productiva que la pifia Smooth Cavene. Es mas resistente al pardeamiento interno, pero es
susceptible a que se pudra su centro y mas sensible a Fitofiora que la pifia Smooth Cayenne. La
morfologia de la pina MD2 se describe en el Anexo 1.

1.C.2. ANANAS COMOSUS

Las secuencias de codificacion parcial bLcy, eLey, y IACC3 se han derivado de la pifia (4.
comosus) cultivada en Costa Rica y fueron aisladas por Wintz v Firoozabady (2011). La
taxonomia de la pifia es (USDA NRCS, 2012):

Reino Plantae — Plantas
Subreino Tracheobionta — Plantas vasculares
Saper-division Spermatophyta ~ Plantas de semillas
Division Magnoliophyta — Plantas de floracion
Clase Liliopsida — Monocotiledoneas
Sub-clase Zingiberidae
Orden Bromeliales
Familia Bromeliaceae — [Familia de las bromelias
Género Ananas Mill. - Pifia

Especies Ananas comosus (L..) Merr. — Pifia

La pida tiene amplios antecedentes de uso seguro como un alimento para humanos y 1o es un
alérgeno alimenticio importante ni una fuente de toxinas en la dieta (ver la Seccion 11.C.2).

los genes bLcy y eLey de largo completo codifican el licopeno B-ciclasa v el licopeno e-ciclasa,
los cuales catalizan la ciclizacién del licopeno en $-caroteno y la luteina, respectivamente
(Hirschberg, 2001). Unicamente se introdujeron secuencias de codificacion parciales de bLcy y
eLcy en el Evento EF2-114 como un constructo de ARN horquillado para obtener una supresion
endogena del gen. El gen ACS de largo completo codifica la enzima sintasa de
aminociclopropano-1-acido carboxilico (EC 4.4.1.14), la cual cataliza el paso de limitacion de
tasa en la biosintesis del etileno. Unicamente se introdujo una porcién del I4CC3 " en el Evento
EF2-114 como un constructo de iARN horquillado para Jograr la supresion de un gen.
Adicionalmente, no se predice la expresion de los genes de pifia introducidos.



[.D.  IDENTIDAD Y FUENTE DEL MATERIAL GENETICO INTRODUCIDO EN EL EVENTO EFF2-114

Il Evento LF2-114 fue producido por la transformacion mediada por Agrobacierium tumefaciens
utilizando dos plasmidos binarios pHCW.T-7 y pHCWfIACC3°-2. Excepto por las secuencias
del limite derecho (RB por sus siglas en nglés) y del limite izquierdo (LB por sus siglas en
inglés), todos los elementos genéticos presentes en ambos T-ADNs' (las secuencias de
codificacion y regulatorias) son obtenidos en plantas: mandarina, pifia o tabaco. La clonacion de
los elementos genéticos individuales en cada cassette y el ensamble de los cassettes se realizo
utilizando técnicas de biologia molecular recombinante (Maniatis et al., 1982; Sambrook and
Russell, 2001). La secuencia de nucledtidos del T-ADN en pHCW.T-7 y pHCWTIACC3’-2 se
conlirmd por medio de secuencia de ADN (Elim Biopharmaceuticals, Inc., Hayward, CA; los
datos no se incluyen).

No hay evidencia de ninguna situacion de seguridad asociada al uso del Evento EF2-114 y no
hay evidencia de toxicidad para humanos o animales por parte de ninguna de las secuencias de
ADN codificadas y no codificadas que estn presentes en el Evento EF2-114, EI ADN siempre
ha estado presente en los alimentos y cuando es consumido es rapidamente degradado a acidos
nucleicos por las nucleasas de restriccién que estan presentes en el tracto gastrointestinal de los
humanos y animales. De acuerdo con la FDA estadounidense (U.S. FDA, 1992), los acidos
nucleicos estan presentes en las células de todos los organismos vivientes, no representan una
preocupacion cuando estan presentes como componentes de los alimentos v generalmente han
sido reconocidos como seguros. Los resultados del taller del International Life Sciences Institute
(ILSI} sobre las consideraciones de seguridad de! ADN en alimentos han sido reportados (Jonas,
et al., 2001) y confirmé que: 1) todo el ADN, incluyendo el ADN recombinante, esta compuesto
de los mismos cuatro nucledtidos; 2) no hubo cambios a las caracteristicas o la susceptibilidad a
la degradacion por medio de la hidrolisis quimica o enzimatica del ADN recombinante en
comparacion con el ADN no-recombinante; y 3) no hay evidencia de que ¢l ADN de las fuentes
alimenticias haya sido incorporado al genoma mamifero. Adicionalmente, la Autoridad Europea
de Seguridad Alimenticia (EFSA por sus siglas en inglés) ha reportado que una gran cantidad de
estudios experimentales ha demostrado que ¢l ADN recombinante consumido por el ganado no

s¢ ha detectado posteriormente en la pulpa, los fluidos o los productos comestibles de estos
animales de granja (EFSA, 2007).
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[-AND se refiere al ADN que se transfiere al genoma nuclear de la pifia durante la
transformacion.
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11 DESCRIPCION DE LA MODIFICACION GENETICA

En esta seccion se presenta una descripcion del proceso de transformacion y el vector de
plasmido utilizado para el desarrollo del Evento EF2-114. Los analisis moleculares son una parte
integral de la caracterizacion de los productos de cosecha con nuevos rasgos introducidos por
medio de biotecnologia. Los vectores y los métodos se seleccionan para la transformacion para
contar con una alta probabilidad de obtener el rasgo que se desea obtener y la integracién del
ADN introducido en el genoma de la planta. Esto ayuda a garantizar que tinicamente se integren
los rasgos que se desean integrar al genoma de la planta por medio de la codificacion ADN y
facilita la caracterizacién molecular del producto. La informacion que se presenta aqui permite la
identificacion del material genético presente en el vector de transformacion que se administrd a
la planta huésped y para un andlisis de los datos que respaldan la caracterizacion del ADN
insertado en la planta el cual se presenta en la Seccion V. La informacion que se presenta en esta

seccion también se refiere a los lineamientos del Codex de Plantas, Seccion 4, parrafos 27, 28 y
29.

El Evento EF2-114 se desarrollo a través de la transformacion mediada por Agrobacterium
fumefaciens de los tepidos base de hojas de piia MD2 convencional utilizando los plasmidos de
transformacion pHCW.T-7 y pHCWAIACC3’-2. Esta secci6n describe los efectos técnicos que se
pretende introducir por medio de la modificacion genética. También describe los vectores de
plasmidos, los genes donadores y los elementos regulatorios utilizados para desarrollar el Evento
EF2-114 y la secuencia de aminoacidos deducida para las proteinas expresadas en el Evento
EF2-114. En esta seccion, el ADN de transferencia (T-ADN) se refiere al ADN que se transfiere
a la planta durante la transformacion. Un cassette de expresion estd compuesto por secuencias
que se deben transcribir y los elementos regulatorios necesarios para la expresién de estas
secuencias.

ILA.  EFECTOS TECNICOS DEL EVENTO EF2-114
11.A.1. BIOSINTESIS DE CAROTENOQIDES

En las plantas, los carolenoides son componentes esenciales del aparato de fotosintesis y son
responsables del color rojo, anaranjado y amarillo de muchas flores y frutas. La comprension de
la biosintesis de carotenoides ha avanzado dramaticamente durante los Gltimos afios (Hirschberg,
2001; Fraser and Bramley, 2009) y su manipulacion genética y el cuerpo de evidencia para los
electos sobre la salud han sido revisados recientemente (Fraser and Bramley, 2009). La via
involucra una serie de desaturaciones, ciclizaciones, hidroxilaciones y epoxidaciones iniciando
con la formacion de fitoeno (Ma et al., 2011). Una serie subsecuente de desaturaciones es
responsable de la sintesis del licopeno. Luego de las reacciones de desaturacion, la ciclizacion
del licopeno es catalizada por dos enzimas, licopeno B-ciclasa y e-ciclasa, lo que produce la
formacion de f-caroteno y a-caroleno, respectivamente (Cunnigham et al., 1996).



La Figura IV-1 ilustra la estrategia utilizada para la manipulacion de la biosintesis del
carotenoide para lograr el desarrollo del Evento EF2-114. Del Monte I'resh Produce introdujo un
gen de fitoeno sintasa (PSY) de una forma especifica para frutas para aumentar la produccion de
licopeno. Del Monte Fresh Produce también suprimio Jos genes endogenos de licopeno de piiia
B-ciclasa (bLcy) y e-ciclasa (eLcy) de una forma especifica para frutas por medio de tecnologia
IARN (Ma et al.. 2011; Watanabe. 2011: Hammond et al.. 2001) para aumentar la acumulacion
de licopeno en la fruta de pina. La fuente, la identidad v la funcion de cada uno de los elementos
genéticos se discute en la Tabla IV-1.

Figura [1-1. Via de biosintesis de carotenoides
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Las flechas solidas representan los pasos de la reaccion. Las siguientes enzimas v compuestos
intermedios se han representado: GGPP sintasa: pirofosfato de genarilo sintasa: PSY: fitoeno



sintasa: PDS: (itoeno desaturasa: Z1DS:

cley: licopeno e-ciclasa; bLev: licopeno

L
[

caroteno desaturasa: CSTISO: 1somerasa carotenoide:

-ciclasa: ABA: dcido abscisico.



[I.A.2. CONTROL DE FLORACION

La fase reproductiva de la pifia inicia en respucsta a la floracion natural o la induccion forzada
del desarrollo reproductivo por medio de un regulador de crecimiento (forzado). Il florado
natural es inducido por factores de cultivo (tamafio. peso y tipo de material de trasplante, tiempo
de siembra. nutrientes) y ambientales (duracion de dia reducida. temperaturas moderadas,
irradiacion baja) (da Cunha. 2005) y puede ocurrir en el transcurso de muchos meses. La
sincronicidad de la floracion se ha mejorado dramaticamente a través de la induccion forzada
utilizando reguladores de crecimiento de plantas como quimicos productores de etileno (e.g.,
ethephon, auxin). A pesar de estas practicas de produccion, una fraccion de la cosecha (5% hasta
un 70% bajo algunas condiciones) florece de manera temprana. lo que provoca una perturbacion
de la programacion de la cosecha asi como del suministro del mercado. mayores costos de
cosecha, mayor uso de pesticidas y pérdidas significativas asociadas a la cosecha.

El etileno es una hormona que sc encuentra naturalmente en las plantas v que tiene un rol
importante ¢n cada fasc del desarrollo de las plantas. incluyendo la germinacion de semillas. la
maduracion de las frutas, la senescencia de las hojas y flores y la abscision. A diferencia de otras
plantas, el inicio de la flor de la pina es inducido por el etileno (Salisbury and Ross. 1992
Turnbull et al., 1993) y por ende. para reducir la floracion precoz. Del Monte Fresh Produce
mtrodujo un transgen creado para suprimir la biosintesis del etileno.

En las plantas, el ctileno es derivado del amino acido metionina. el cual es convertido por la
AdoMet sintetasa a S-adenosil-metionina (AdoMet) (Figura 1V-2). El AdoMet sirve como el
precursor en varias vias biosintéticas, incluyendo la produccion de poliaminas. El ACS cataliza
la conversion de AdoMet a 1-aminociclopropano-1-dcido carboxilico (ACC). el cual es el primer
paso que se comete y en la mayor parte de los casos, el paso que limita la tasa en la biosintesis
del etileno (Adams and Yang. 1979: Wang et al.. 2002).

Figura I1-2. Ruta de biosintesis del etileno

I‘llHJ
('.‘HJ ISCH:-Z:H:-CH cCoo
NH; AdoMet  CH,
: H.C NH* ;
CH y'S-CH yCH 5-CH-C00 synthetase | .o . ACC synthase 'I\c/ 3 ACC oxidase .
MET ATP BE+P o on MTA : 0, co Ethylene

ACC o

AdoMet + REN

LLas enzimas que catalizan cada paso se presentan de color rojo, los sustratos s¢ presentan de
color azul. MET: metionina; AdoMet: S-adenosil-metionina; MTA: metiltioadenina: ACC: 1-
aminociclopropano-1-acido carboxilico (Wang et al.. 2002).



Del Monte Fresh Produce aislo el gen meristem ACS (4CC37) de la pifa v construyo
seeuencias orientadas a secuencias sense (f4CC+) v antisense (/14C'C-) del gen ACS (1ACC3,
las cuales estan separadas por un intron del gen LS1 de la papa (Solanum tuberosum) para formar
una estructura horquillada. El constructo de iARN esta bajo el control transcripcional del
promotor de ubiquitina (Ubpp) de la pifia (Wintz and Firoozabady. 2011). La fuente, identidad y

funcion de cada uno de los clementos genéticos se deseriben en la Tabla 1V-2.

A3 MARCADOR SELECCIONABLE DE LA PLANTA

Los plasmidos de transformacion también contienen un cassette de gen marcador seleccionable
de Ta planta el cual estd compuesto por un gen de sintasa acctolactato (SuRBHra) derivado del
labaco (Nicotianda tabacum) bajo ¢l control transcripcional del promotor de la fusion EHS-T Ibpp.
[ste promotor introduce una baja expresion del gen SuRBHra de mancera consecutiva para
permitiv la seleccion de eélulas transformadas del cultivo de tejidos. La expresion del gen
SRk Blra produce cclulas transformadas resistentes a las sulfonilureas. Las sulfonilureas son un
zrupo de compuestos que inhiben ALS (Ray. 1984). la enzima que cataliza el primer paso coman
en fa biosintesis de los amino dcidos de cadena ramificada isoleucina. leucina, v valina (Iigura
IV-3) (Lee and Duggleby. 2006).

Figura 11-3. Biosintesis de aminodacidos de cadena ramificada isoleucina, leucina y valina
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2-Ketobutyrate A 151;1\-1‘;1[c
/" i
LN i e J
Pyl 1_{x ate G

— 2-acctolaclale ——» ——» —— valine
pyruvate

—— ——> —— leucine

ALS (tambicn conocida como la acetohidroxidcido sintasa. AHAS) cataliza la descarboxilacion
del piruvato seguida por un conjunto de reacciones que resultan en la produccion de los
aminodcidos,

Los genes de ALS estan ampliamente diseminados en la naturaleza v los mismos estan presentes
en bacterias. hongos v todas las plantas. Diversos genes de ALS se han wtilizado para la
produccion de cosechas resistentes a herbicidas (Mazur and Falco. 1989). SuRBHra es una

enzima ALS en la cual la sustitucion de dos aminodcidos del tipo wild hacen que la enzima sea

12-



insensible a la inhibicion por parte del clorsulfuron (Lee et al.. 1988). Las células de plantas que
expresan ¢l gen SuRBHra tienen la capacidad de sintetizar los aminoacidos esenciales en
presencia del clorsulfuron. El SuRBHra se utilizo como un marcador seleccionable durante el
desarrollo del Evento EF2-114 y no tienen ningin proposito agrondomico ni ningln proposito
adicional en la planta.

[1.LB.  VECTOR DE PLASMIDO pHCW.T-7

El Evento EF2-114 fue producido por la transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens
utilizando dos plasmidos pHCW.T-7 (Figura I[V-4) y pHHCWHACC3’-2 (Figura 1V-6). [l tamario
del plasmido de expresion pHCW.T-7 es de aproximadamente 36.6 kb.

Figura I1-4. Mapa circular del pHCW.T-7
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36559 bp

Vector  Linker
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T-DNA
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Figura II-5. Diagrama del T-ADN del pHCW.T-7
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Las flechas con nimeros (1-4) representan los cuatro cassettes de expresion y los elementos
regulatorios respectivos en el pHCW.T-7.

II.B.1. ELEMENTOS GENETICOS DEL pHCW.T-7 T-ADN

Los 22.4 kb de T-ADN del plasmido pHCW.T-7 cuentan con cuatro cassettes de expresion. La
organizacion y la orientacion de los cuatro cassettes de expresion se presentan en la Figura [V-5
y s¢ describen a continuacion. El gen de interés de los cassettes de expresion individuales se
presenta en texto de color azul. La ubicacion de cada uno de los elementos genéticos en el T-
ADN (posicion del par base) y su tamafio se presentan en la Tabla [V-1.

a) Ll cassette de expresion EHS-Ubpp-SuRBHra-SuRBHra3’ (marcador scleccionable
de planta) esta compuesto de un promotor de fusion constitutivo EHS-Ubpp. El EHS-
Ubpp es una fusion de la secuencia del promotor /5SUTR del gen de la epoxido
hidrolasa (EHS por sus siglas en inglés) y el promotor /5’UTR del gen de la
ubiquitina tetramérica (Ubi). Ambos promotores fueron aislados de la pifia (dnanas
comosus). La SuRBHra es un gen mutante de la sintasa de acetolactato (4LS por sus
siglas en inglés) del tabaco (Nicotiana tabacum) (Lee et al.. 1988). l.a SuRBHra es
altamente resistente al herbicida clorsulfuron, razon por la cual fuc seleccionado para
las plantas de pina transformadas. La SuRBHra3® corresponde a la region no
traducida 37 del gen de ALS del tabaco, ¢l cual sirve como un terminador de
transcripeion. Los promotores fusionados demostraron estar fuertemente expresados
en los tejidos de pifia (Wintz and Firoozabady. 2011) y por ende. se utilizaron para
expresar ¢l gen para la seleccion con clorsulfuron.



)

d)

L1 cassette de expresion BRIp-PSY-Ubpter estd compuesto por una secuencia
promotora optimizada para fruta del gen BRI de la pitia (4. comosus) (Movle ct al..
2005). la sccuencia de codificacion de tamaiio completo del gen fitoeno sintasa (£2S1)
de la mandarina (Citrus unshiu) (Ikoma et al.. 2001) y el 3° UTR/region de lanqueo
del gen tetramérico Ubi de la pina (. comosus) ¢l cual sirve como un terminador de
transcripeion (Wintz and Firoozabady. 2011).

L cassette de expresion BRIp-hLey IARN-Ubpter esta compuesto por la secuencia
promotora optimizada para frutas del gen BRI de la pina (4. comosus) (Wintz and
I'iroozabady. 2011). una secuencia de codificacion parcial del gen de licopeno [3-
ciclasa (hLey) de la pifa (4. comosus) (Singh ¢t al. 2003: Kim et al. no publicado:
Pecker et al. 1996: Hugueney et al. 1995) en el sentido de la orientacion. la secuencia
mtron 2 del gen ST-LST de la papa (Solanum tuberosum) (Ickes et al.. 1986). una
secuencia de codificacion parcial del gen de licopeno B-ciclasa (hLey) de la pifia (A.
comosis) en la orientacion anti-sense v una secuencia de término correspondiente a
37 UTR/region de flanqueo del gen tetramérico Ubi de la pifia (4. comosus) (Wintz
and Firoozabady. 2011).

El cassette de expresion BRIp-eLey iARN-Ubpter es idéntico al BRIp-hLcy iARN-
Ubpter excepto que la poreion de iARN AlLev se ha reemplazado con la secuencia de
codilicacion parcial del gen de licopeno e-ciclasa (eLey) de la pina (4. comosus) en
la orientacion sense y anti-sense.

1 BRIp lidera la expresion del SV, el cassette de iARN hLey y el cassette de IARN ¢Lev en las

pinas. La justificacion sobre la scleceion del BRIp se baso en los datos publicados por Moyle et

al.. 2005, en los cuales los autores mostraron la expresion del BRI optimizada para frutas durante

cl desarrollo de las frutas y la expresion de genes de f-glucuronidasa (GUS) en las pifas
(Iiroozabady et al.. resultados no publicados).
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Tabla 11-1.

Tamano
. {(hp)

Elemento

e Posicion
| enetico

Desceripeion de elementos genéticos en pHCW.,T-7

Deseripeion

- 21849

chifwn del limite derecho del T-ADN del plasmido Ti del
lgrobacterinm nefuciens. Repeticion directa corta de los flancos del
T-ADN v ¢s necesario para la transferencia del T-ADN a las ¢élulas de
las plantas (Depicker et al.. 1982).

Cassette mareador seleccionable

| EIIS 21848 - 20224

Region promotora del gen de epoxido hidrolasa de la pina (Wintz and
Firoozabady. 200 1), Cuando se fusiona con el Ubpp. proporciona una
expresion constitutiva en la pina (Wintz and Firoozabady. 2011),

1536 | 20223 - 18688

La region promotora del gen tetramérico de la ubiguiting de Ja piiia

(Wintz and Firoozabadv. 201 1) Proporciona una expresion constitutiva
3 !

en la pina (Wintz and Firoozabady. 2011).

SultliHv i 8687 -

6665 | Cataliza la conversion de dos moléculas de piruvato al acetolactato v el
Y693 |

Ll gen ALS de la linea mutante de tabaco Hra codifica la enzima de
acetolactato sintasa (Lee et al. 1988, GenBank 1D: X07645.1).

dioxido de carbono, el primer paso realizado en la biosintesis de los |
aminodcidos de cadena ramificada. Esta enzima es insensible a la
sulfonilurea v funciona como un marcador seleccionable de la planta,

[ SuRBHras! 1765 16692 - 14930

Secuencia de término del gen de acetolactato sintasa del tabaco
(Townsend etal. 2009, GenBank 1D FI049655). Proporciona una
region no traducida 37 (3"UTR) v el sitio de poliadenilacion para la
terminacion de la transcripeion,

-iu,-:m:m de
. - 14929 - 14881
mterveneion

. Cassettes de genes Tuncionales

Secuencia utilizada en la ¢lonacion de AN,

BIRIp 2452 |

14880 - 12429

Region promotora del gen inhibidor de la bromelina de la pina ( Wintz
and Firoozabady. 2011). Proporciona la expresion del gen meta
optimizada para frutas,

Secuencia de
. 25 8 12428 - 12421
intervencion

Secuencia utilizada en la clonacion de ADN,

El gen PSY de mandarina codifica la enzima fitoeno sintasa (Ikoma el al..
2001. GenBank 1D: AB037975). Cataliza la conversion del pirofosfato
de genarilo a fitoeno (Romer et al.. 2002),

poliadenilacion para el término de la transeripeion.

Secuencia utilizada en la clonacion de ADN,

Secuencia de término del gen tetramérico de ubiquiting (Wintz and

Firoozabady. 2011). Proporciona una region no traducida 3° v el sitio de

Sy 1311 12420 - 11110
Secuencia e ‘ - PLi6=1 i
mntervencion ¢ i "
| Ubpter ‘ 940 | 11092 - 10153
NI - .
| RGBT | 23 10152-10130

miery encion h ‘

Secuencia utilizada en la clonacion de ADN. ‘




BRIp
seeuencia de

mterveneran

| Blevi—)
|
|
|
|

2452

10129 -7678

Region promaotora del gen inhibidor de Ta bromelina de la pina (Wintz
and Firoozabady, 201 1). Proporciona la expresion del gen meta
optimizada para frutas.

07

7666

Secuencia utilizada en la clonacion de ADN,

Secuencia de

intervencion

619

10

7665 - 7047

nueledtidos a los genes licopeno [-ciclasa originarios de las plantas;

Una secuencia de codificacion parcial del gen licopeno [-ciclasa (hler)
de la pina { Wintz and Firoozabady. 201 1) en la orientacion sense. Lsta

region se aislo de la pifia en base a la homoelogia de la secuencia de

iGa

genes Zea sy PST(GenBank [D: AY206862. Singh et al., 2003),
Citrns wnshin (GenBank 1D: AY 166796, Kim et al.. no publicado),
Sulanunt veopersicun (GenBank 11: X8§6452. Pecker et al.. 1996) v
Capsicum comnnn (GenBank 1D X8622 1. Hugueney et al.. 1993).

Proporciona Ta supresion del IARN de la licopeno [f-ciclasa endogena.

046 - 7037

| Sccuencia utilizada en la clonacion de ADN.

LST Intron

| secuencia de !

[90)

70306 - 6847

[ 2002),

Secuencia Intron 2 del een ST-L8T de la papa (Eckes ¢t al.. 1986.
GenBank 1D: X04753.1). Proporciona estabilidad a la estructura repetida
invertida en Escherichic coli (Hirai and Kodama, 2008) v Tacilita la
formacion de duplex de ARN horquillados en las plantas (Wesley et al..

{ i 10 6846 - 6837 | Secuencia utilizada en la clonacion de ADN|
ervencion
Una secuencia de cadificacion parcial del een licopeno f-eiclasa (hlev)
de la pina (Wintz and Firoozabady. 2011) en la orientacion anti-sense.
Esta region se aisld de la pina en base a la homologia de la secuencia de
nucledtidos a los genes licopeno fi-ciclasa originarios de las plantas:
hicri-) 619 | 68366218 | Genes Zea mavs PST (GenBank [D: AY206862, Singh et al.. 2003),
Citrus wunshi (GenBank 1D: AY 166796, Kim ¢t al.. no publicado),
Sotanm {vcopersicum (GenBank 1D: X86432, Pecker et al.. 1996) v |
Capsicum amunon (GenBank 1D: X86221. Hugueney etal., 1995). |
Proporciona la supresion del iIARN de la licopeno f-ciclasa endogena.
| Scecuencia de % - e st .
) . 13 6217 - 6205 | Secuencia utilizada para la clonacion del ADN.
mtervencion
Secuencia de término del gen tetramérico de ubiquitina ( Wintz and
Ubpter | 940 6204 - 5265 | Firoozabady. 2011). Proporciona una region no traducida 3° v el sitio de |
o poliadenilacion para el término de la transcripcion. '
Secuencia de - B . L )
— 41 3204 - 5224 | Secuencia utilizada para la clonacion del ADN.
intervencion
‘ Region promotora del gen inhibidor de la bromelina de la pina (Wintz i
BRIp | 2452 531232772

and Firoozabady. 2011). Proporciona la expresion del uen mela
optimizada para frutas ( Wintz and Firoozabady. no publicado).
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| Una secuencia de codificacion parcial del gen de la licopeno e-ciclasa |
(eLery de la pina en la orientacion sense (Wintz and Firoozabady, no ‘

publicado). Esta region se aislo de la pina en hase o la homologia de la

2368 seeuencia de nucleotidos a los genes licopeno Ilicopcn_o r-ciclasa

| originarios de las plantas; Orvza sariva (Japonica cultivar-group)
(GenBank 1D: AKO72015. Kikuchi etal. 2003y v Adonis palaesting
(GenBank 1D AFF32153
supresion de 1ARN de la licopeno c-ciclasa endogena, ‘

6. Cunningham and Gantt. 2001). Para la |

2267 2238 | Secuencia utilizada para Ta clonacion del ADN. ‘

Secuencia Intron 2 del sen ST- LS1 de la papa (I ckes et al.. 1986. ‘

GenBank [D: X04753.1). Proporciona estabilidad a la estructura repetida

2237 - 2048 l imvertida en Lscherichio coli (Hirai and Kodama. 2008) v facilita la |
formacion de duplex de ARN horquillados en las plantas { Wesley et al .. |
| ?Uﬂ‘.r) |
2047 - 2038 ‘ Secuencia utilizada para la clonacion del ADN. |
R | S = e =
‘ Una secuencia de codificacion parcial del gen de la licopeno s-ciclasa
(eLcv) de la pina en la orientacion anti-sense (Wintz and Firoozabady. no
‘ publicado). Lsta region se aislo de la pifia en base a la homologia de la
2037 — 1534 secuencia de nucledtidos a los genes licopeno licopeno e-ciclasa
' originarios de las plantas: Orvza sativa (japonica cultivar-uroup)
(GenBank 1D: AKO720135. Kikuchi et al., 2003) v . tdonis palaesting

(GenBank 1D: AF321536. Cunningham and Gantt. 2001). Para la
supresion de IARN de la licopeno e-ciclasa endogena.

I333 = 1532 | Secuencia utilizada para la clonacion del ADN.

Secuencia de término del cen tetramerico de uh]qumn H(Wintzand

1531 - 592 | Firoozabady. 2011). Proporciona una region no traducida 37 v ¢l sitio de
pohadenilacion para el término de la transcripeion. ‘
591 =383 | Secuencia utilizada para la clonacion del ADN. r
‘ Region del limite izquierdo del T-ADN del plasmido Ti del |
587 | Agrobacterivm numefaciens. Repeticion directa corta de los fancos del
[ed b P

| T-ADN y es necesario para la transferencia del T-ADN a las c¢élulas de
 las plantas (Barker ct al., 1983).

ETorigen de la replicacion p15A (Chang and Cohen, W,fﬂ} |un ael

36339 - 34709
| mantenimiento de los pldxmldm en Escherichia coll.

’ 1 gen de tumunlnn{TL[R A) dcl 7Ll%|11|d0 RPT (W .|lu~. L[ a! f% 3) |
como un marcador seleccionable de la Escherichia coli,

34708 - 3275

- 320688 | Secuencia utilizada para la clonacion del ADN. |

=

- s




0292 | 32687 - 22396 | mantenimiento de los plasmidos en Agrobacrerinm tunefaciens (Toh et
| .
al., 1984).
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[1.C.  VECTOR PLASMIDO pHCWIIACC3’-2

El Evento EF2-114 fue producido por medio de la transtormacion mediada por Agrobacterium
tumefaciens utilizando dos plasmidos, el pHCW.T-7 (Figura IV-4) y el pHCWIACC3-2 (Figura
IV-6). El tamaiio del plasmido de expresion pHCWIIACC3’-2 es de aproximadamente 25.8 kb.

Figura I1-6. Mapa circular del pHCW{IACC3'-2
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Figura II-7. Diagrama del T-ADN de pHCW({IACC3'-2
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Las flechas con niimeros (1-2) indican los dos cassettes de expresion v los elementos
regulatorios respectivos en el pHCWIACC3’-2

11.C.1. ELEMENTOS GENETICOS DEL pHCWIACC3’-2 T-ADN

El T-ADN de 11.6 kb del plasmido pHCWI{IACC3’-2 tiene dos cassettes de expresion. La
organizacion y la orientacion de los dos cassettes de expresion se presentan en la Figura V-7 y
se describen a continuacion. Los genes de interés en los cassettes de expresion individuales se
presentan con texto azul. La ubicacion de cada uno de los elementos genéticos en el T-ADN
(posicion del par base) v su tamafio se presenta en la Tabla [V-2.

a) El cassette de expresion EHS-Ubpp-SuRBHra-SuRBHra3™ (marcador seleccionable
de plantas) es el mismo que se describié anteriormente para pHCW.T-7 (Seccion
VBT

b) Ll cassette de expresion Ubpp-fIACC3" IARN-Ubpter estd compuesto por un
promotor/5’UTR del gen de ubiquitina (Uhbi) de la pifia (4. comosus), una porcion del
gen fIACC3’ de la pifa (4. comosus) en la orientacion sense. la secuencia intron 2 del
gen ST-LS! de la papa (S. tuberosum) (mismo que en ¢l pHCW.T-7). una porcion del
gen fIACC3 " de la pifia (4. comosus) en la orientacion anti-sense, v una secuencia de
término correspondiente al 3° UTR/region de flanqueo del gen Ubi de la pina.



Tabla 11-2. Descripeion de los elementos genéticos en pHCWIIACC3-2

Posicion

Deseripeion

i" i | i

\ clemento Tamano

| genético (bp) ‘
547

‘ R

1604 - 11058

Region derecha del borde del T-ADN del plasmido Ti de
Agrobacterivm tumefaciens. Repeticion direeta corta que flanquea el
T-ADN v es necesaria para la transferencia del T-ADN en las células
1982).

de plantas (Depicker et 1|

- Cassette mareador seleccionable

‘ = T

FHS |

! SulRBHira |

| SUuRBI s

ntervencion

P |

Region promatora del gen epaxido hidrolasa de la pina (Wintz and
Firoozabady. 2011). Cuando se fusiona con Ubpp, produce la

-..\p!:_\mll constitutiva en la pm'l (Wintz and Firoozabady. ”()f 1).

La region promotora del gen tetramérico de Lt ubiquitina de [!])md
(Wintz and Firoozabady. 201 1) Proporciona una expresion
constitutivicen la pln.l f\\ intz and Firoozabady. 201 1).

El gen ALS de la linea mutante de tabaco Hra codifica la enzima de
1988, GenBank 1D: X07645.1).
Cataliza la conversion de dos moléculas de piruvato al acetolactato v
el dioxido de carbono. el primer paso realizado en la hiosintesis de
cadena ramificada. Esta enzima es insensible a la
sulfonilurea v funciona como un marcador seleccionable de la

Secuencia de término del gen de acetolactato sintasa del tabaco
( Townsend et al.. 2009, GenBank 1D: FI16:19655). Proporciona una
region no traducida 37 (3°UTR ) ¥ el sitio de poliadenilacion para la

[623 11057 - 9433
1336 9432 - 7897
acctolactato sintasa (Lee ¢t al..
(V0= 7896 - 3902
los aminodacidos de
planta.
1763 S001 -4139
terminacion de la transeripeion.,
42 4138 - 4097

Secuencia utilizada para la clonacion del ADN.

Cassette de genes funcionales

L Secuencia L[\

Ubpp

Secuencia de

mtervencion

I FACCT)

[ Secuencia de

| mtervencion |

ST Intron |

4096 - 256

| La twmn pmmolmd del gLn tetrameérico de la ubiquitina de la pifia

(Wintz and Firoozabady., 2011) Proporciona una expresion
constitutiva en la pifia (Wintz and Firoozabady. 201 1).

I

2560 - 2550

Secuencia utilizada para la clonacion del ADN.

2549 - 2150

Una porcion del gen meristem ACS (1CC3 ) de la pina (Botella et
| al., 2000. GenBank 1D: DT335956: Wintz and Firoozabady. 201 1)
or 1mmuun sense. I’mpommn la supresion iARN del gen L.ndu'mw

21492136

e

(Wesley etal., 2002),

Secuencia utilizada para la clonacion del ADN.

Secuencia Intron 2 del gen ST-1.57 de T Paapi (Lckes et al., 1986.
GenBank 1D: X04 ). Proporciona estabilidad a la estructura
repetida nu'cmda en f’;.n'hcm‘fim coll (Hirai and Kodama, 2008) v
,' facilita la formacion de duplex de ARN horquillados en las plantas

-



| Elemento  Tamaiio
- 1
| venético (bp)
Secueneia de | i
.. 4]
intervencion
L —
HACC-) 400
Secuencia de ‘
- 8
| mtervencion
(B i
|
I hpter i 940
‘ secuencra de
intervencion
| S
|
[.13 382

Posicion

1945 - 1940 ‘

Descripeion

Secuencia utilizada para la clonacion del AN,

1939 - 1340

=— e = _— o
Una porcion del gen meristem ACS (/4CC37) de la pina (Botella ¢ |
al.. 2000, GenBank 1D: DT333936: Wintz and Firoozabady, 2011) e ‘
orientacion anti-sense. Proporeiona la supresion IARN del gen

endogeno.

1539 - 1532 |

‘__ _

‘ 1331 -392

S

Secuencia de término del gen tetrameérico de ubiguiting (Wintz and B

secuencia utilizada para la clonacion del ADN.

Firoozabady, 2011). Proporciona una region no traducida 37 v el sitio

de poliadenilacion para el términe de la transeripeion,

_ |
! e
591 - 583
582- 1 ‘

Sccuencia utilizada para la clonacion del ADN. .’

Region izquierda del borde del T-ADN del plasmido Ti de |
Agrobacterinm timiefuciens. Repeticion directa corta que fanquea ¢l ‘
T-ADN v es necesaria para la transferencia del T-ADN en las células

| de plantas ( Barker et al.. 1983).

|
— | £ = e
| Backbone del plasmido
_,_ _ _ o | Elorigen de Tareplicacion plSA (C_Imnu and Cohen, 1978) para el ‘
pPISA I851 EMGS-JSOI.‘-}’ s 1 . - e . ¢
II mantenimiento de los plasmidos en Escherichia coli, ‘
[eiRiA 105¢ 13917 - 21962 El gen de tetraciclina (TetR/A) del plasmido RP1 (Waters et al..
ety S0 23917 - 21962 . . . i |
‘ 1983) como un marcador scleccionable de Escherichia cofi [
| Secuencia de | . , . L . ;
- ; 63 21961 - 21897 | Secuencia utilizada para la clonacion del ADN. J
miervencion
Elorigen de L replicacion pVSI1 (Itoh et al., 1984) para el
| PVSI ‘ 10292 218960 - 11605 | mantenimiento de los plasmidos en Aerobacrerivm fumefaciens (ltoh
! I etal. 1984 |
ILD.  SECUENCIAS REGULATORIAS

Los cassettes de expresion en pHCW.T-7 v pHCWIACC3 -2 contienen promolores y secuencias

de terminacion de transeripeion derivadas de la pina (Ananas comosus).

LHS-Ubpp es un promotor de la fusion compuesto de la secuencia promotor/3 UTR del pen de

epoxido hidrolasa (EHS) v el promotor/5'UTR del gen tetramérico de ubiquitina (Uhi). Las

epoxido hidrolasas son una clase de enzimas que

catalizan la hidratacion de los epoxidos

quimicamente reactivos a sus productos dihidrodiol correspondientes (Fretland and Omiceinski.

2000). En Tas plantas. las epoxido hidrolasas tienen un rol importante en ¢l metabolismo del

acido oleico (Blée. 1998). Los acidos oleicos son partes importantes de las cutinas. las cuales a

suovez comprometen las cuticulas que protegen a las plantas contra la deshidratacion.

Adicionalmente. también sirven como moléculas de sefalizacion durante los ataques  de
patogenos (Schweizer et al., 1996). Iin

las frutas de pifia v las partes aéreas. sc ha reportado la

[&5]



expresion optimizada de un gen de la epoxido hidrolasa (GenBank [D: AY098527) (Neutehoom
ctal., 2002).

[ .a ubiquitina ¢s una proteina que se encuentra en todas las células cucarioticas y esta implicada
en procesos como ¢l recambio de proteinas. la estructura de cromatina. el control de ciclos
celulares. Ta reparacion del ADN v la respuesta al ataque de patdgenos v otros estreses (Vierstira,
1990). Los vectores de ubiquitina basados en promotores se han utilizado exitosamente para la
transformacion de varias especies monocotiledonecas (Wilmink et al.. 1995). incluyendo varios
cercales (MceBlrov and Brettell. 1994). En la pifia. un gen tetramérico de ubilquitina (GenBank

11D AY098326) ha demostrado ser expresado de mancera constitutiva (Neuteboom et al.. 2002),

\imbos promotores fueron aislados de la pina por Wintz and Firoozabady (2011). En general, la
actividad del promotor de fusion EHS-Ubpp en la pulpa de la pina ha demostrado ser mayor que
o igual al promotor individual Ubpp v mucho mayor que ¢l promotor individual EHS por medio
cen f-glucuronidasa

de un sistema de analisis de cxpresion transitoria de genes utilizando el ¢
(CUS) (Wintz and Firoozabady. 2011 and Firoozabady et al.. resultados no publicados). En el

Fvento EF2-T14. el EHS-Ubpp lidera la expresion del gen marcador seleccionable.

1 BRIp es una secuencia promotora optimizada para frutas del gen BR/ de la pina (Moyle et al..
2005). Se piensa que la funcion fisiologica del BRI es la regulacion de la actividad de la
proteinas coexistente en la célula. aunque su funcion detallada atin no esta clara. En la pina. bajo
las condiciones dcidas de las vacuolas, el BRI bloquea la actividad de la bromelaina viu otras
proteinasas v protege a otras proteinas contra la proteolisis (Sawano et al.. 2002), En ¢l Evento
EE2-1140 el BRIp lidera la expresion especifica de los cassettes de iARN PSY, hlLeyv TARN, v
cLeven las Trutas de la pina. La justificacion detras de la seleccion del BRIp estuvo basada en los
datos publicados por Moyle et al.. 2005, en los cuales los autores mostraron la expresion del BR/
optimizada en la fruta en los cuales los autores mostraron la expresion optimizada por la fruta del

BRI durante ¢l desarrollo de la fruta de Ta pila.

LI Ubpp es el promotor/3™ UTR del gen tetramérico de ubiquitina (Uhi) aislado de la pina (Wintz
and Firoozabady. 2011).  En el Evento EF2-114. Ubpp lidera la expresion constitutiva del
cassette de IARN fACC3 " en la pifia (Wintz and Firoozabady. 2011 and Firoozabady et al..
resultados no publicados).

LU Ubpter es la region de Manqueo/3" UTR del gen tetramérico Ubi de la pia (.. conosus) que
sirve como un terminador de la transeripeion (Wintz and Firoozabady. 2011).

ELST-LST intron es la secuencia Intron 2 del gen ST-LS7 de la papa (Solanum tuberosum)
(hekes et al. 1986, GenBank ID: X04753.1). el cual funciona para estabilizar las sccuencias
repetidas invertidas en fscherichia coli y facilita la formacion de la horquilla duplex de ARN en

las plantas (Hirai and Kodama. 2008: Wesley et al. 2001 ).

ILE. Lisnuties T-ADN



lLa sccuencia del limite derecho en los plasmidos pHCW. T-7 v pHCWHIACC3 -2 incluye una
region repetida de 25 bp. aislada originalmente del Agrobacteriuim tumefaciens plil37
(Depicker et al.. 1982). el cual actia como un punto de inicio de la transferencia del T-ADN en
las cClulas de plantas. De manera similar, la secuencia del limite izquierdo incluye una region
repetida de 23 bp aislada originalmente del Agrobacterivm tumefaciens pliA6 (Barker ct al..
1983) que delimita v actta como un punto final de la transferencia de T-ADN en las ¢élulas de

plantas.
L. BLEXIENTOS GENETICOS FUERA DE LOS LintimEs DE T-ADN

Los vectores de translormacion son derivados de un plasmido  binario. ¢l pALS130]
(Firoozabady et al. 20006). Los elementos genéticos fuera del T-ADN en los plismidos
pHOW.T-7 v pHCWHACCS3-2 son idénticos. L1 backbone del vector estd compuesto por tres
clementos clave: El origen de la replicacion pVS1 (Itoh et al.. 1984) para ¢l mantenimiento de
los plasmidos en Agrobacteriim. el gen de tetraciclina (TetR/A) del plasmido RP1 (Waters et al..
1983) como un marcador seleccionable de Escherichia coli. v ¢l origen de la replicacion p15SA
(Chang and Cohen. 1978) para el mantenimiento de los plasmidos en Escherichia coli. 1.a
clonacion de los elementos  genéticos individuales v el ensamble de los vectores de
transformacion se realizaron utilizando las téenicas de biologia molecular recombinante estindar
(Maniatis et al.. 1982: Sambrook and Russcll. 2001).

[1.G. DESCRIPCION DEL SISTEMA DE TRANSFORMACION

L Evento EI2-114 se desarrollo a través de la ranslormacion mediada por AAgrobacterium de la
varicdad MD2 de Ta pina (Ananas comosus) en base al método descrito por Firoozabady (2011).
Brevemente las secciones tongitudinales de los procesos in vitro (IFiroozabady and Gutterson,
2003) s¢ prepararon y cultivaron. Las secciones base de la hoja se prepararon a partir de las
seectones longitudinales v se co-transformaron con dos cepas de Agrohacterium tumefacicns
GVITOHPMPY0) (Konez and Schell. 1986) transportando los plasmidos binarios pHCW.T-7
(Figura IV-4) v pLHICWIACC3"-2 (Figura [V-6), respectivamente.

Lucgo de la co-cultivacion. las secciones de hase de hoja se transliricron al medio de
recuperacion con carbenicilina para eliminar el Agrobacierium v lucgo fueron transferidas al
medio de seleceion con los antibioticos vancomicina v celotaxim para eliminar el A grobacterium
residual v el clorsulfuron (CS). como un herbicida para seleccionar las células de plantas
transformadas v para producir meristems organogénicos transformados. Se realizo un total de
ocho translerencias con mayor presion de seleccion a partir de los niveles sub-letales a letales de
CS para producir botones pequenos transgénicos. La presion de seleccion fue esencial debido a
que ¢l promotor constitutivo débil no  soportd. inmediatamente  luego del  periodo  de
recuperacion. la supervivencia de las células transformadas en presencia de concentraciones
letales de €S, Tas cuales se convirtieron posteriormente en botones transformados. Los arupos de

botones pequeiios se transfirieron dos veces a los medios con CS v cefotaxim para creeer y



multiplicar los brotes v los botones de brotes. T.os brotes v los botones de brotes se transfiricron a
medios solidificados de agar para normalizar los brotes transformados v los botones de brotes v
lucgo se transhiricron a un medio liquido con €S cada 4 — 6 semanas para multiplicar y alongar
los brotes transformados. Los andlisis PCR confirmaron la presencia de los genes introducidos en

brotes dertvados de cultivos de tejidos.

|as plantas transgenicas Ty fueron enviadas a la Corporacion de Desarrollo Agricola Del Monte
(CDADM). Buenos Aires. Costa Rica para su evaluacion. n CDADM. las plantas se cultivaron
¢n un mvernadero durante 15 - 20 semanas antes de transferirlas a la tierra para estudios de
campo conlinados (Permiso del Ministerio de Agricultura de Costa Rica #GB-122-05). Las
plantas se cultivaron de acuerdo con las practicas de produccion agrondomica estandar hasta que
produjeran frutas. Las [rutas se cortaron para valorar ¢l color de la pulpa interna y las
caracteristicas de calidad (“Brix. deido citrico. dcido ascorbico y pll). Unicamente las plantas que
tenian frutas con un color interno rosado/rojo seguian el proceso para propagacion adicional en el
campo o en el cultivo de tejidos. Los cultivos Meristem se produjeron principalmente a partir de
la corona (y ocasionalmente del escapo o retorio) de las plantas Ty, Los propagulos T fueron
cultivados para evaluacion adicional y subsecuentemente fueron utilizados para las valoraciones
moleculares v fenotipicas. Los andlisis moleculares (PCR v Southern) confirmaron la presencia
de genes introducidos en las plantas derivadas del cultivo de tejidos asi como las plantas
propagadas en el campo. Los pasos principales en ¢l desarrollo del Fvento EF2-114 se presentan
en la Fieura TV-8§.

[LIT. DESARROLLO DE 1OS MATERIALES DE PRUEBA ¥ CONTROL

La Figura 1V-9 lista los genotipos v deseripciones del Lvento EF2-114 vy los materiales de
plantas de control MD2 no transgénicas utilizadas en los estudios descritos en este sometimiento.
Los metodos v las condiciones del cultivo de los materiales de prucha v control utilizados en

estos estudios se han deserito en el Anexo A.



Figura 11-8. Proceso para ¢l desarrollo del Evento EF2-114
! |

Se disenaron y se construyveron los vectores del plasmido

" binario de Agrobacterivm pHCW . T-7 y pHCWAACC3™-2 v se

transf{iricron a la cepa de Agrobacterivm tumefaciens ‘
CGV3101(pMP90)

Se transformaron los tejidos de base de hojas de pina de M2 —‘
con pHCW.T-7 y pHCWIIACC3 -2 en Agrobucterium
fumetacieny

l —

i Se seleccionaron las plantas transformadas en medio con ‘
clorsulfuron
N |

Y

Se monitorearon los brotes transformados por medio de PCR
con respecto a la presencia de los genes hLev. eLev. flACC3
PSYy SuRBlIra y el terminador Ubpter

l

Se regencraron los esquejes con raiz a partir de los tejidos ‘
transformados J

e

‘ Se identifico el Evento EF2-114 como el princiﬁzl] candidato en
base al andlisis del inserto gendmico v la evaluacion del ‘
‘ [enotipo de progenie en las valoraciones en ¢l laboratorio vel |
campo
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Estabilidad generacional

Para valorar la estabilidad del ADN insertado en el Evento EF2-114 a través de diferentes
generaciones, se realizo un andlisis de manchado Southern utilizando ADN obtenido de cuatro
seneraciones de plantas de Evento EF2-114. Para referencia. se presenta el diagrama de
propagacion del Evento EF2-114 en la Figura 1V-9. Las generaciones especificas probadas

también sc indican en la Figura [V-9.

El analisis de manchado Southern incluyé ADN gendmico de los tejidos de las hojas de las
plantas de pifia MD2 y de cuatro generaciones (Figura IV-9: T,-TC. T|. T>y T;) del Evento EF2-
114. Para este analisis se utilizé el manchado Southern con ADN genomico digerido con Nedel y
probado con la sonda EFS (Figura V-20. Tabla V-10). Se debe mencionar que esta porcion de
ambos T-ADNs c¢s idéntica en los dos plasmidos y segin se menciono anteriormente, se espera
que la sonda £71S se hibridice en ambos.

Figura [1-9. Estabilidad generacional — Mapa del pHCW.T-7/pHCWHACC3’/Ndel

Pineapple gDNA Pineapple gDNA
Ndel (20751)
LB RB
[ EHS)|

pHCWTfIACC3-2 (RB)

M

pHCW.T-7 T-DNA (22395bp)

Tabla 1I-3.  Estabilidad generacional - pHCW.T-7/pHCW{IACC3’-2 T-ADN - Tamaiio(s)
de las bandas de hibridizacion esperadas y observadas

Enzima de Posicion y Bandas Bandas ‘ B‘a:;‘da " |
restriccion en T- Sonda | tamano de la esperadas en observadas en e;l;:;;:ﬂ;(fg:
ADN/gADN : F2-114 (K “F2-114 (k
g sonda (bp) EF2-114 (kb) | EF2 l]-t(l\h)_ control (kb)
I 20779-21772 |  Endogeno & S
Ndel (20751yNdel | EHS . T ey (Enddgeno), 3.3 4.8
(993) >1.6 % 4.0

El resultado del analisis Southern se presenta en la Figura V-21. La banda de 2.8 kb presente en



el MD2 en la Linea 1 en la Figura V-21 es el resultado de la hibridizacion de la sonda al EHS
enddgeno. Hay tres bandas adicionales que se hibridizan a 1.7. 3.3 y 4.0 kb. Las tres bandas son
>1.6 kb segun se esperaba. Por un lado. a partir de este Southern que utilizo una sola digestion de
restriccion, se puede interpretar que hay tres integraciones desde el limite derecho. cumulativo de
ambas plasmidas. Por otro lado, el Southern con dos enzimas de restriccion (Figura V-6,
Neol/BamHI) confirmd la presencia de un total de ocho integraciones a partir de ambos
plasmidos. Esto demuestra que en la digestion individual, algunas de las bandas de hibridizacion
podrian migrar juntas debido a los reacomodos con repeticiones en tandem o invertidas de las
estructuras de T-ADN. Sin embargo, para el andlisis de estabilidad generacional, el
mantenimiento del mismo patrén de hibridizacion en varias generaciones ¢s mas importante que
la migracion conjunta de las bandas. El patron de hibridizacion que se presenta en la Figura V-21
LLineas 2, 3, 4. y 5 corresponde a las generaciones T,-TC. Ty, T» y T; respectivamente, es
idéntico. lo que confirma la estabilidad de el/los T-ADN(s) introducidos. Por ende. este analisis
confirmo la estabilidad de las inserciones de T-ADN sin ninguna modificacion en las cuatro
generaciones probadas.

Figura [1-10. Mancha Southern — Estabilidad generacional

4 we—4.8
40— Wl ww-
35— - - w Figure Legend
28> - W R - - Lane 1: MID2
Lane 20 EF2-114-T1 - TC
Lane 30 EF2-114 - 11
. R Lane 4. EF2-114 -T2
| 7—> L Lane 5; EF2-114-T3

Lane 6 Blank
Lane 7: pHCOW.T-7/Ndsl

Estabilidad generacional para el color interno de la fruta:

También examinamos el color interno de las frutas en seis generaciones de propagacion
(Tp. T\-TC, Ty, T2, Ts. Ty y Ts). Aunque la variedad parental de MD2 tiene una pulpa de
color dorado, las frutas del Evento EF2-114 exhiben una pulpa d¢ color rosado / rojo
debido a la acumulacion del licopeno. En todas las generaciones. ¢l color rosado y la
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uniformidad fueron similares a las plantas iniciales del Evento EF2-114 (T0). Las
fotografias de las muestras de las tres frutas representativas para cada generacion sc
presentan en la Figura V-22. Para los analisis estadisticos del color interno. ver el Anexo

H. Tabla H-2.

Figura II-11. Estabilidad generacional para el color interno de la fruta

MD?2

Generacion T

Generacion T,-TC




Generacion T,

Generacion T
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Generacion Ty

II.1.1. RESUMEN DEL ANALISIS DE ESTABILIDAD GENERACIONAL

Los datos de hibridizacion Southern del ADN gendmico de las plantas de pina de cuatro
gencraciones con la sonda EHS establecieron que los T-ADNs de ambos plasmidos de
transformacion se mantuvieron estables en cuatro generaciones de plantas del Evento EF2-114,
Adicionalmente. el color interno de las frutas se mantuvo estable durante las seis generaciones de
propagacion que se probaron.

I1.J.  CARACTERIZACION DE LOS PRODUCTOS DE EXPRESION DEL EVENTO EF2-114

Los tejidos de pifia son recalcitrantes a la extraccion de proteinas v dcidos nucleicos. la
dificultad para obtener proteinas de alta calidad y dcidos nucleicos de los tejidos de las frutas de
pifia. particularmente. se debe principalmente a sus bajas concentraciones sobre el peso fresco, a
la alta actividad de proteasas y nucleasas y a los altos niveles de compuestos de interferencia
como por ejemplo polifenoles y polisacaridos (Song et al.. 2006). Para producir suficientes
cantidades de proteinas PSY y SuRBHra para realizar los estudios de seguridad recomendados
por los lincamientos del Cédex. sc hicieron intentos para sobre expresar los genes PSY y
SuRBHra en Escherichia coli. 1os genes se clonaron en los vectores de expresion pQE-60

(Qiagen, Valencia, CA). El vector pQE-60 ticne un sistema promotor Tn-5 /operador lac.



inducible por PTG (isopropil togalactopiranoside) y una etiqueta de histidina C-terminus para
la purificacion de alinidad del nickel. La proteina PSY no s¢ expreso en este sistema. La proteina
SuRBHra estaba ubicada exclusivamente en los cuerpos de inclusion en Escherichia coli v la
purilicacion requeria de condiciones de desnaturalizacion dificiles como el uso de 8M urea. Las
proteinas purificadas bajo estas condiciones no son apropiadas para el uso en la digestion in

virro, la estabilidad en el calor. o los andlisis de toxicidad aguda.

S¢ hicieron multiples intentos para valorar los niveles de expresion de las proteinas enteras
mtroducidas. SURBHra y PSY. en el Evento EI2-114 utilizando manchado Western (los datos no
s¢ muestran). Para la expresion PSY por medio de manchado Western. las muestras de fruta de
pia se enviaron al Dr. Rall” Welsch (Universidad de Friburgo. Friburgo, Alemania). cuyo
laboratorio tiene experiencia en ¢l trabajo con enzimas de la via de biosintesis de carotenoides.
1 laboratorio - Welsch anteriormente  habia creado  anticuerpos anti-PSY contra ¢l PSY
Arabidopsis PSY (GenBank 1D: NM 121729). los cuales demostraron reacciones cruzadas con
los anticuerpos PSY Arabidopsis (Maass et al.. 2009). L1 PSY .rabidopsis tiene una similitud
del 80% con el PSY de la mandarina en ¢l nivel de aminodcidos. Debido a que nuestros intentos
de expresar la proteina PSY en Escherichia coli fallaron, se enviaron muestras de fruta de pifa al
laboratorio Welseh v se realizaron manchados Western utilizando los anticuerpos anti-PSY de
Arabidopsis. Los anticuerpos tuvieron reacciones cruzadas malas con respecto a la proteina meta

e los manchados. lo que produjo una razon de senal a ruido muy baja.

Para ¢l andlisis de manchado Western del SuRBlIra cn el Evento EF2-114. se utilizaron los
anticuerpos creados contra la proteina purificada bajo condiciones de desnaturalizacion a partir
de los cuerpos de inclusion de £, coli. Los anticuerpos tuvieron reacciones cruzadas malas con
respecto a la proteina meta en los manchados lo que produjo una razon de senal a ruido muy
baja. De acuerdo con lo anterior, [ue necesario utilizar métodos alternativos para valorar la
expresion SuRBHra v PSY en ¢l Evento EF2-114.

De manera similar. se hicieron multiples intentos para valorar la expresion del SuRB/Hra yel PSY

v lasupresion del hLev y eLer en el Evento EF2-114 utilizando ¢l andlisis de mancha Northern.
Las manchas Northern generalmente requieren 3-10 pg del ARN total para cada linea de las
manchas y ¢l aislamiento de esta cantidad de los tejidos de la pifia, particularmente de las frutas.
resulto dificil. Por ende. ¢ PCR de transeripeion inversa cuantitativa (qRT-PCR) s¢ selecciond
como el método principal para evaluar la expresion de los genes introducidos en el Fvento FF2-
LT debido a dificultades téenicas para la extraceion de suficientes proteinas de alta calidad y

ARN de tejidos de la pina. y la falta de Tos anticuerpos necesarios para los analisis.

ELgRT-PCR se ha convertido en uno de los mélodos mas utilizados para la deteccion y/o
comparacion de los niveles de expresion de genes, ] qRT-PCR cs atractivo va que requicre
cantidades minimas (ng) del formato ARN v utiliza moléculas de reporte fluorescentes para
monitorear los productos de amplificacion durante cada ciclo de la reaccion PCR. ] qRT-PCR

combina la amplilicacion de dcido nucleico v los pasos de deteccion en un analisis homogéneo

5



con un amplio rango dinamico de deteceion y una muy alta sensibilidad. A diferencia de las
hibridizaciones Northern. la necesidad para la post-manipulacion del ARN se elimina en el qRT-
PCR. haciendo que sea un método mas exacto para la comparacion de los niveles de expresion
de genes. Ll gRT-PCR difiere del PCR clasico debido a la medicion del producto PCR
amplificado en cada ciclo de la reaccion PCR. En Ja prictica. una camara de video registra en
ticmpo real la luz emitida por el fluorocromo incorporado en la nueva sintetizacion del producto
PCR.

[T, EXPRESION DE LOS PRODUCTOS DEL FVENTO EF2-114

Seetn se deseribio anteriormente en la Seccion 1V, el Evento EIF2-114 {ue desarrollado a través
de la transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens de dos plasmidos. pHCW.T-7 y
PHCWHOACCS -2, 1 plasmido plICW.T-7 cuenta con tres genes. PSY. hley y eley, para la
manipulacion de los carotenoides. La expresion de los tres genes estd bajo control del promotor
BRIp optimizado para frutas. El plasmido pHCWIACC3"-2 cuenta con una porcion del gen de
control de floracion. f1CC3. como un constructo de IARN, la expresion del cual esta bajo el
control del promotor Ubp constitutivo. Ambos plasmidos de expresion también transportan el
sen SullBlra como un marcador seleccionable de plantas. la expresion del cual estd bajo el
control de un promotor de fusion constitutivo EHS-Ubpp. Se realizaron distintos analisis para

valorar el nivel de expresion de los genes introducidos en ¢l Evento EI2-114.

Para este estudio, las muestras de ARN se prepararon en el laboratorio de Del Monte Fresh
Produce (Richmond, CA) y ¢l qRT-PCR fue realizado por Syd Labs. Inc.. (Malden. MA). En el
Evento EF2-114. se realiza el qRT-PCR para los siguientes genes en relacion a la expresion de
los genes nativos de la pina B-actin o bromelaina (BR/):

I. Sobreexpresion de PSY

2. Expresion constitutiva de SuRBHra
3. Supresion blLey
4. Supresion ¢Ley
Supresion fIA4CC3™ y
0. Lxpresion nativa del BRY.

o

La expresion de genes en el MD2 parental no transgénico se utilizo como un comparador. Ll gen
B-actn de la pina se wtilizé como un control de normalizacion en todos los analisis qRT-PCR.
Los detalles de la recoleecion de muestra y el protocolo para el aislamiento del ARN total de las
hojas de pima v las frutas descritas en ¢l Anexo B. E protocolo qRT-PCR utilizado por Svd Labs
se deseribe en el Anexo B.

ol analisis actual. los niveles de transeripeion en el Evento FF2-114 se normalizaron a los
niveles de transeripeion de B-actin de la pifia y se expresaron en relacion al contenido en MD2,
Los datos representan el promedio de tres replicados téenicos de un replicado biologico o nueve
replicados téenicos de tres replicados biologicos.



[ BXpPRESION PST

Se hicieron varios intentos para detectar la expresion del gen SV introducido en el Evento EIF2-
L4 por medio de qRT-PCR. tomando en cuenta la naturaleza espacial y temporal del promotor
BRI Todos los intentos produjeron valores Ct =35 v por ende. los niveles de transeripeion PSY
estuvieron por debajo del nivel del umbral de deteccion,

La falta de transcripeiones PSY detectables en el Evento EIF2-114 produjo la presuncion de que
la actividad de los genes endogenos de la pina PSY podrian estar contribuvendo a la formacion
de suficiente fitoeno en la via biosintética de carotenoides cn las frutas, lo que produce la
acumulacion del (color rosado/rojo) en las frutas. Para evaluar esta presuncion, se hicieron
estucrzos para detectar el nivel de transcripeion del 2SY endogeno en el Lvento EF2-114 v las
frutas MD2. Recientemente. se han identificado dos genes PSY parciales especilicos para frutas
(L7777 con 342 bp de region de codificacion y (72 con 214 bp de region de codificacion) a través
de Tasecuenciacion paralela de la traseriptoma de la fruta de la pifia (Ong, et al.. 2012; V. S.
INumar. comunicacion personal). Utilizando las secuencias de los genes (71 v UT2, se disefiaron
los imprimadores especiticos v el andlisis qRT-PCR se realizo con el ARN aislado de las frutas
L06. 131 v 154 dias Tucgo del forzado (DAF). Los resultados se resumen en la Tabla VI-5 v en la

Figura VI-3.

Segdn se observo en la Tabla VI3 y la Figura VI-4. los niveles de transcripeion de U717y U72
endogeno fueron muy similares en el Evento EF2-114 en relacion al MD2. respaldando la
presuncion de que el flujo de fitoeno en la via biosintética del carotenoide se mantiene a través
de fa expresion de los genes PSY en la fruta. disminuyendo o eliminando la necesidad de sobre
expresar el PSY exogeno para acumular el licopeno.

La Talta de expresion del gen PSY de mandarina introducido bajo ¢l control del promotor BRI
optimizado para frutas ha producido varias posibilidades. incluvendo ¢l silenciamiento de genes
de transeripeion (TGS) vo silenciamiento de genes post-transcripeion (PTGS) en las frutas del
Evento EF2-114. Bl resultado de los TGS es la inhibicion del transgen v ¢l resultado del PTGS es
la degradacion del ARN de transgenes (Paszkowski and Whitham. 2001). Debido a que el gRT-
PCR mide el nivel estable de las transeripeiones. atn no esta claro si la transcripeion del PSY
heterdlogo no se habia iniciado o se habia inhibido en ¢l nicleo. o ¢l ARN transcrito se degrado
antes de Ilegar al citoplasma.

[ay varios estudios que han asociado la metilacion de las secuencias promotoras que producen
TGS v la metilacion de la region transcrita a PTGS en las plantas ransgcnicas (Vaucheret et al..
F998). I el plasmido de transformacion. pHCW.T-7. el promotor de BR] se repite tres veces. Si
la metilacion promotora del promotor BRI ha tenido un rol en ol stlenciamiento del PSY, puede
ser correcto asumir que podria haber afectado las tres instancias. Sin embuargo. esto no parece ser

¢l caso va que la supresion mediada por iARN del bLcy v eleyv producida por la secuencia



promotora idéntica en ¢l mismo constructo ha funcionado segln las expectativas (Tabla VI-5.
Fioura VI-3).

Los ARNs de interferencia pequenos (siRNA) en las orientaciones sense v antisense especificas
para las secuencias transgenéticas transcritas también se han detectado v han demostrado tener
un rol importante en PTGS (Hamilton and Baulcombe. 1999) en las plantas transgénicas.
Stmilarmente. se ha deserito una correlacion entre sSiRNAs especificos para la region promotora
v TGS (Mette et al.. 2000; Sijen et al.. 2001).

Varios estudios respaldaron fa hipotesis de que ¢l silenciamiento es activado por concentraciones
umbrales de transceripeion transgenética u otro producto de la expresion transgenética (Lindbo et
al.. 1993), Por ¢jemplo. la frecuencia del silenciamiento estaba positivamente correlacionada con
las potencias de promocion de los genes introducidos (Que et al.. 1997) v el silenciamiento
fucron mas pronunciadas en las plantas homocigotas que en las plantas hemicigotas (resumido en

Vaucheret et al.. 1998). Esto puede ser cierto cuando ¢l silenciamiento del transgen PS/ de

mandarina en ¢l Lvento EI2-114. Se puede asumir que la transcripcion de los dos genes PSY

nativos en las frutas de la pina (U7'1 v UT2) podrian haber contribuido a la acumulacion de las
transcripeiones ST a niveles de umbral en las frutas. detonando ¢l silenciamiento de la
transeripeion del transgen. EI mecanismo de sensibilidad del umbral ARN podria tener un rol
importante como un sistema de vigilancia genomica capaz de defender un genoma contra los
parasitos moleculares como transposonces v virus (Schubert et al.. 2004,

Otras posibilidades del faltante de la expresion detectable del 2SY de la mandarina en ¢l Evento
LF2-TT4 incluyen el nimero vy la organizacion de las copias transgencticas v la influencia de las
reglones gendmicas en la vecindad de los sitios de insercion T-ADN (Butaye et al.. 2005). In
base al andlisis Southern. hay cuatro copias del gen PSY de dos sitios de integracion del plasmido
PHOW . I-7, La caracterizacion detallada de las 132 lineas transgenicas de Arabidopsis que tienen
multiples genes de reporte no reveld ningtin caso de silenciamiento debido al sitio de mtegracion
F-ADN (Schubert et al.. 2004). Sin embargo. en ¢l mismo andlisis. se observo el silenciamiento
del gen cuando mas de un cierto ndmero de transgenes idénticos (5-12 copias) estaban presentes
en el genoma.

K2, EXPRESION SuRBIra

La expresion SuRBHra se examing en las hojas v las frutas Fvento [I2-114 v MD2 no
transgenica. Las muestras para el andlisis incluyeron ARN de un replicado biologico de las hojas
¥ ARN de tres replicados biologicos de las frutas cosechadas a 154 DAF. Los andlisis qRT-PCR
se realizaron en tres replicados téenicos para cada replicado biologico.

-1 set de imprimadores/sonda diseiado para este andlisis se baso en la sceuencia del gen
SuRBHra introducido. Los imprimadores / sonda no pueden detectar ninguna transcripeion ALS
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endogena en el control MD2. a menos de que haya un gen SuRB/Ira idéntico. Por este motivo,
un cambio de plegamiento en la expresion SuRB/Hra en relacion al control MD2 no se puede
calcular. En lugar de esto. se utilizaron los valores Ct para expresar los datos. Los valores Ct del

[-actin se utilizaron como un control positivo para validar ¢l analisis.

Los datos gRT-PCR para las hojas v las [rutas sc presentan en las Tablas VI-1 y VI-2.
respectivamente. Segun se observo en la Tabla VI-1 v VI-2. mientras que las (ranscripeiones
SuRBra no fueron detectables en las hojas o frutas MD2. la expresion de B-actin si fue
detectable. 11 valor Ct promedio para el SuRBHra en las hojas Fvento FI2-114 (Tabla VI-1.
23.95) versus las frutas (Table VI-2, 20.18) muestra la naturaleza de la expresion Suk Bl ra.

U nivel de expresion de SuRBHra en las [rutas también se compard al nivel de expresion de otro
gen altamente expresado en las frutas de pina. el inhibidor de bromelaina (BR/). para realizar la
cuantificacion relativa. Los niveles de expresion de SuRBIra parecian ser 23 veces menores en

las frutas en relacion a la expresion BRI en la misma muestra (Tabla VI-3 v VI-4). Por ende, la

expresion de SuRBlra de bajo nivel podria ser adecuada para convertirse en un marcador

seleccionable sin acumularse hasta una concentracion significativa en la fruta.

Tabla H-4. Expresion de SuRBHra en las hojas de Fvento EF2-114

Gene Replicates MD2 LF2-114
[-Actin Repl 22.69 2241
Rep?2 22.34 22.34

 Reps 22.44 22.59

Ave 22.49 22.45

Stdy 0.18 0.13

SuRBHra Repl ND 24.03
Rep2 ND 23.91

~ Repi ND 23.85

Ave ND 23.93

Stdv ND 0.09

U



Tabla 11-5. Expresion de SuRBHra en frutas de Evento EF2-114

G ene Replicates — MD2 LF2-114

C fedetin Repl 20,43 2049
Rep2 20:32 20.37

Rep3 20.32 20,50

Rep: 20.69 20.68

Reps 20.53 20:75

Reph 20.63 20.69

Rep7 20.84 21.00

Reps 20.83 20.80

Repo 20.75 20.87

C Ave 20.59 2068

Stdv (.20 0.20

SuRBHru Repl ND 19.81
Rep2 ND 19.79

Rep3 ND 20.10

Repd ND 20,10

Reps ND 20,12

Rep6 ND 20,22

Rep7 NI 200,47

Reps ND 20.37

Rep9 ND 20.64

Ave ND 20.18

Stdv ND 0.28

Tabla T1-6. Expresion de BRIy SuRBHra en las frutas de Evento EF2-114

~ Sample Replicates  fl-Actin BRI SuRBlira
EF2-114  Repl 20.49 15.24 19.81
Rep2 20.37 14.76 19.79
Rep3 20.50 15.26 20.10
Rep4 20.68 1.5.73 20.10
Reps 20.75 15.08 20.12
Repo 20.69 13,35 20.22
Rep7 21.00 15.49 20.47
Rep8 20.8 1.5.58 20.37
RepY 20.87 15.71 20.064
Ave 20.68 15.42 20,18

Stdv 0.20 0.29 0.28



Tabla II-7. Comparacion de la expresion BRIy SuRBHra en frutas de Evento EF2-114

GOIL, Ave | Actin, Ave | ActGOI-B- : Cambio
ie 7 ST 1 AACt
Gen Muestra Ct 1 Actin
BRI HERIE [5.42 20.68 -5.20 0.00) 1.00
SuRBIra 20.18 20.68 -0.50 4.76 (.04

[LK.5. SUPRESION DE ALcy v eLey

Il Licopeno es convertido por la licopeno B-ciclasa (ALcr) v la licopeno e-ciclasa (¢Ley) para
producir B-caroteno v d-caroteno. los cuales son precursores del dcido abscisico v la luteina.
respectivamente. Para acumular el licopeno en las frutas de pifia. los constructos de iARN con
venes hlary eLey bajo el control de promotores BRIp optimizados para frutas se introdujeron en
cl Evento EI2-114. Se realizo el analisis gRT-PCR de las frutas de Lvento EF2-114 y MD2
coscchadas a 106, 131 y 154 DAL para examinar la supresion de dlev v eLey. Las [rutas se
analizaron en diferentes ctapas de desarrollo para capturar ¢l rango de la expresion y por ende,
para detectar la supresion de hley y eLey. Los resultados de los andlisis se presentan en la Tabla

VI-3 ven la Figura VI-3.

Los datos demuestran que los niveles de expresion del hLey se redujeron en un 86%. 83% y 93%

alos 100131y 154 DAF respectivamente. en relacion al MD2.

Con base en nuestro andlisis Southern. se sabe que ¢l ALey s codificado por un solo gen en el
cenoma MD2 (Figura V-12. Linea 1). Es evidente a partir de la disminucion del ALev en las tres
ctapas de desarrollo de las frutas del LEvento EF2-114 que el constructo de iARN ALey suprimio

clicientemente el gen enddgeno de manera optimizada para las [rutas.

LI nivel de expresion de ARN del eLey se redujo en un 88% a 106 DAF vy se redujo
subsecuentemente en un 68% y un 66% lucgo de 131 v 154 DAF. respectivamente. Con base en
nuestro andlisis Southern. eLey parece ser codificado por dos genes en MD2 (Figura V-6. I.inca
1), Actualmente. unicamente se conoce la secuencia de uno de los tres genes. la cual se utilizo
para la construccion del constructo IARN eLev para el estudio actual, La homologia entre la
sceuencia del gen eley en nuestro constructo iARN v el otro gen se desconoce v tampoco se sabe
comao alguno de estos dos genes se regula en los niveles temporales v espaciales. La reduccion
del 68% y ¢l 606% luego de 131 y 154 DAF puede ser causada por las diferencias en las

seeuencias de nucledtidos entre los dos genes. alectando la eficacia de la Supresion.,

La expresion de los genes de pifia endogenos 77 y U72 v la supresion eficiente de la expresion
de Tos genes hley y eLev en el Evento EF2-114 produjo la acumulacion de licopeno (promedio
de 21 ppm v una reduccidn de tres veees la cantidad de B-caroteno (de 28.1 TU/100 g en MD2 a

S.OTUT00 ¢ en Fvento EF2-114) en las frutas. Se ha reportado la supresion eficiente de hLey y

¥



eLey por medio de tecnologia iIARN. produciendo un mayor contenido de licopeno en tomates

transgénicos (Ma et al., 2011). En este caso. los genes hLcy v eLey de tomate estaban en dos

plasmidos de transformacion separados. Ronen et al. (2000) demostraron un aumento en el

contenido de B-caroteno y una disminucion en el contenido de licopeno en las lineas de tomate
transgénico por medio de la sobreexpresion del gen ALcy de tomate. Nuestros resultados de qRT-
PCR de las frutas del Evento EF2-114 concuerdan con estos reportes.

Tabla II-8. Expresion/supresion relativa de UT1, UT2, bLcy y eLcy

Gene DAF MD2 STDV-MD2  EF2-114 STDV-114
uri 106 1.00 0.34 D93 0.20
131 1.00 0.23 .17 0.20
154 1.00 0.18 0.89 0.09
urz 106 1.00 0.29 0.88 0.20
131 .00 0.22 1.04 0.28
154 1.00 0.11 0.80 0.06
hLcy 106 [.00 0.36 0.14 0.03
131 1.00 0.30 0.17 0.05
154 1.00 0.25 0.07 0.01
elLcy 106 1.00 0.31 0.12 0.06
131 1.00 0.29 0.32 0.07
154 1.00 0.28 0.36 0.12

Figura 11-12. Expresion/supresion relativa de UT1, UT2, bLcy y eLcy
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HLK AL SUPRESION DEL ALACC3T

Para reducir Ta floracion natural v precoz en la pina. el constructo de tARN con la secuencia
especilica para el meristem del f1ACC3 " se introdujo en MD2. En el plasmido pHCWHACC3™-2,

la expresion de la estructura horquillada de #14C°C3 " estd bajo el control de transcripeion del

promotor constitutivo Ubpp. Aunque un promotor constitutivo es responsable de la expresion del

constructo IARN, la secuencia fACC es especilica para el ACS meristem (fIACC37) v por ende.

se puede esperar que su expresion reduzea la expresion del gen ACS enddgeno especifico.

In los andlisis Southern. no hemos observado el fenotipo de control de floracion del Gen fI4CC

mtroducido en el genoma del Evento EF2-114 (Figura V-8. Linca 2). en las evaluaciones de

campo del Evento EFF2-114. También se hicieron varios intentos para evaluar la expresion de
AACCS™ en los tejidos meristematicos de MD2 y de Evento EF2-114 por medio de qRT-PCR

(Los datos no se presentan). Los valores Ct obtenidos en estos andlisis fueron >33 v por ende, los

niveles de expresion estuvieron bajo el umbral de deteccion. Sin la expresion detectable del
ALACE3T en MD2. no fue posible valorar el electo del iARN en el control de floracion del Evento
12114
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[1I.  VALORACION DE LA COMPOSICION DEL EVENTO EF2-114

Las valoraciones de seguridad de las cosechas de biotecnologia generalmente  incluyen
comparaciones de la composicion de los tejidos comestibles de la cosecha de MG a la de las
contrapartes  cosechadas  convencionalmente  (Codex  Alimentario. 2003). Cuando  estan
disponibles. Tas valoraciones de composicion se realizan wtilizando los principios y los analitos
descritos en los documentos de consenso de la OECD para la cosecha pertinente. Sin embargo. a
diferencia de los commodities mds importantes. ni la OECD. ni ILSI han publicado un
documento de consenso o base de datos sobre la composicion de la pifa. Por ende. para esta
valoracion. se consulto la literatura cientifica publicada para alimentos. la FDA v Iealth Canada
para desarrollar un conjunto de parametros de composicion para el andlisis comparativo para ¢l
Evento EIF2-114 v su contraparte convencional. MD?2.

La informacion suministrada en csta seccion también se refiere a los factores relevantes en los
lincamientos de plantas del Cadex. Seccion 4. parrafos 44. 45, 46. v 47 para la valoracion de la

composicion, los metabolitos v los efectos del procesamiento de alimentos.
HEA. NUTRIENTES DE 1A PINA

La fruta de Ta pina ¢s deliciosa. saludable y nutritiva: tiene vitaminas. minerales, fibra v enzimas
que son buenas para ¢l sistema digestivo v avuda a mantener el peso ideal v una nutricion
balanceada. La pina tiene cantidades minimas de grasa (grasa saturada) y sodio v s una fuente
adecuada de vitamina C. potasio y fibra (Purseglove. 1972: Morton. 1987; Mateljan. 2007). La
pina puede comerse cruda o se puede utilizar para cocinar. La parte comestible de la fruta de la
pinia (60% de la fruta resca) estd compuesta por 83% agua, 0.4% proteina. 14% aztcar. 0.1%
erasa ¥ 0.5% fibra (Purseglove. 1972). El contenido de aziicar varia considerablemente durante
cl proceso de maduracion v depende de quien la cultivo. La fruta de la piia contiene
antioxidantes. principalmente vitaminas A v C. las cuales sc piensa que reducen el dano
oxidativo causado por los radicales libres v los metales quelantes. Adicionalmente contiene el
complejo de enzimas bromelaina. el cual se ha pensado que avuda en la digestion (Tochi et al..
2008).

La Tabla VII-1 ilustra el contenido de nutrientes de las variedades de pifia Smooth Cayenne y
MD2o en comparacion con las manzanas. naranjas y bananos (USDA ARS. 2009: Health
Canada. 2008).
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113, COMPOSICION DE NUTRIENTES DEL EVENTO EIF2-114

LI Evento EF2-TT4 se ha ercado genéticamente para acumular licopeno en las frutas por medio
de la sobre-expresion de un gen de fitoeno sintasa v la supresion de los genes licopeno p-ciclasa
v licopeno e-ciclasa. La manipulacion genética de la via de biosintesis carotenoide se ha
reportado en fas plantas para alimentos y las no utilizadas como alimentos incluyendo arroz.
papa. tomate. zanahoria. canola. Hores Lotus juponicus. tabaco y Arabidopsis (Giuliano et al..
2008). Ma etal. (2011) reportaron que la supresion de los genes licopeno B-ciclasa v licopeno ¢-
ciclasa en tomate produjo un aumento de sicte veces la acumulacion de licopeno v una reduccion

significativa en f3-caroteno v luteina.

Los efectos pretendidos y no pretendidos de los genes introducidos se evaluaron por medio de la
comparacion de la composicion de nutrientes de las frutas del Evento FI2-114 y MD2. Para lo
antertor. las plantas se cultivaron bajo condiciones climaticas idénticas (Anexo A seecion A2)y
el cultivo se realizo con un disefio de bloque totalmente aleatorizado con tres replicados con
NUMEros total 2541 plantas Evento EF2-114
(606 F1.477+458) v 145 plantas MD2 (25+61+59). Las frutas en la misma ctapa de maduracion

diferentes.  compuestos  de  un de de
(color de la cdscara) y el mismo tamafio se cosecharon el 22 de octubre del 2013, debido a que
las diferentes ctapas de maduracion afectan cierta parte de la composicion nutricional de las
frutas (Ramsaroop and Saulo. 2007: Shamsudin et al, 2007). Se cosechd un total de 45 plantas dc
Fyvento BF2-T14 aceptables (i.e.. sin daios) v 33 frutas MD2 aceplables de manera aleatoria de
todos los replicados v se enviaron utilizando un transportista express a EUA para que fuesen
analizadas ABC Research Laboratories. 18

frutas de Fvento EF2-114 v 18 frutas de MD2 se seleccionaron alcatoriamente para los andlisis

(ABC Rescarch Laboratories, Gainesville. FL). In

de composicion (ver adicionalmente el Anexo A seecion Al v el Anexo D para mas detalles),

Se evaluo un total de 19 analitos en las frutas de Fvento EF2-114 v MD2. incluyendo licopeno.

[i-caroteno. g-caroteno. luteina, proximates. azicares. diversos aminogeidos. potasio ¥ vitamina



(. Estos componentes se seleccionaron para el andlisis debido a que 1) los proximates se
consideran como medidas importantes de la calidad de las frutas v la nutricion, 2) las frutas con
azucar son factores importantes para ¢l sabor. la nutricion y la dulzura. 3) algunos amino dcidos
involucrados en la biosintesis de los aminoacidos esenciales de cadena ramificada (metionina.
lcucia. isoleucina. y valina) potencialmente pueden verse afectados por el producto del gen
SuRBIHra (Van Dyk et al.. 1998). v 4) la pifia es una excelente fuente de vitamina C y una muy
bucna fuente de potasio. Adicionalmente. el efecto que se pretende obtener con la modilicacion
genctica es la acumulacion de licopeno en la pulpa de la fruta. Por lo tanto, los componentes de
la hiosintests de carotenoides se analizaron para determinar los efectos de los genes introducidos

sobre fa proporcion relativa del licopeno. f-caroteno. g-caroteno y la luteina.

Lo composicion de nutrientes del Evento EF2-114 se evalud a través del analisis de las (rutas
producidas bajo condiciones idénticas a las frutas MD2. MD2. la variedad parental del I'vento
LI2-TT4 cuenta con un historial genético idéntico al Evento EF2-114 excepto por los genes
mtroducidos v por ende. es una variedad apropiada para la comparacion de la composicion de
nutrientes. Debido a que MD2 es la variedad de pifia fresca predominante en el mercado con
aproximadamente un 98% de participacion de mercado en Norteamérica. ninguna otra variedad

de pina fresca en el mercado se ineluyo en este estudio comparativo.

los analisis de los nutrientes clave demuestran que el Evento EFF2-114 es sustancialmente
cquivalente al MD2 con las siguientes excepeiones: Las frutas del Evento FF2-114 acumulan
licopeno v contienen menores cantidades de B-caroteno debido a la modificacion genética: v
conticnen mayores niveles de potasio en comparacion con la fruta MD2 (P<0.001). Se notaron
diferencias menores entre las frutas del Evento EF2-114 vy las frutas MD2 con respecto a oros
componentes de nutrientes (ceniza. carbohidratos. humedad. sacarosa. vitamina C. leucina)
(P=0.01). sin embargo. estas diferencias estan entre el rango reportado de los nutrientes en las

variedades de pina y se consideran como bioldgicamente insignilicantes.

Los resultados de los analisis de composicion de nutrientes para las frutas del Evento EF2-114 v
las frutas de control MD2 se resumen en las Tablas VII-2 v VII-3 y en la Figura VII-1. Los
analisis han demostrado que no hay diferencias significativas en los nutrientes seleceionados
para la comparacion en las frutas del Evento EF2-114 y las frutas MD2. excepto por licopeno. -
caroteno v potasio (7-0.001),

Carotenoides (licopeno, f-caroteno, g-caroteno, luteina): La concentracion de licopeno en las
frutas del Fvento EF2-114 vario entre 143 v 32.9 ppm (prom. 21.3 ppm). La acumulacion de
licopeno resulto en Ta produccion de pulpa de color rosado/rojo en las frutas del Evento EIF2-114
(Figura VI1-2). Segin nuestro conocimicnto. no se han dado reportes sobre la presencia de
licopeno en ningim tipo de fruta de pifia. Las variedades tradicionales. Champaka (CH) v Smooth
Cayenne (SC). son similares a la MD2 con respecto a la composicion de nutrientes excepto por
una menor coneentracion de vitamina C. La USDA (2013a ¥ 2013b) reporto que la cantidad de

licopeno en MD2, CH. v SC ¢s de 0 ppm y Health Canada (2008) también reportd la cantidad de



licopeno en los cubos de pina como 0 ppm (Tabla VII-4). Charoensirt et al. (2009) reporto la

cantidad de Ticopeno en la pina Srivacha. una variedad del sureste asiatico, como 0 ppm.  Las

concentraciones de licopeno en las frutas del Evento EF2-114 estan dentro del rango de licopeno
producido en otros alimentos con un histortal de uso seguro. Por ejemplo. las concentraciones de
licopeno son 26 ppm para ¢l tomate (caleulado como 4631 pg en 180 ¢ = 26 ppm). 43 ppm para
la sandia v T4 ppm para la toronja (USDA. 2013c¢. Release 25. NDB no. 11329, 9326, 9112,
respectivamente). Health Canada (2008) también reportd las mismas concentraciones  de

licopeno para estos tres productos.

I valor promedio para la concentracion de B-caroteno en el Evento EFF2-114 fue 8.9 TU/100 ¢ (o
a4 ne 100 g). que es significativamente menor que el valor promedio observado en MD2 (28.1
100 0 = T6.86 ng/100 g). (Tomar en cuenta que 11U de p-caroteno = 0.6 ug de B-caroteno.
para la comparacion con otros cultivos mencionados a continuacion). Este clecto es predecible
debido a que Ta conversion del licopeno a [3-caroteno disminuyd con la supresion de la licopeno
fi-ciclasa (ver la Sceeion IV.ALT para la estrategia que se utilizo para la manipulacion de la via de
hiosintesis de carotenoides). Para la comparacion. la base de datos de Ja USDA reportd la
concentracion de f-caroteno en MD2 vy CH/SC como 34 1U/100 ¢ v 31 [U/100 g,
respectivamente (USDAL 2013a: USDA. 2013b; Tabla VII-4) y Health Canada reporta la
J-caroteno en los cubos de pifa como 34 TU/100 g (Health Canada. 2008).

coneentracion de
Charoensirt et al. (2009) reportaron la cantidad de B-caroteno a menos del nivel de deteccion

para la pina Sriracha.

'ngeneral. la pina no es una fuente importante de f-caroteno (pro-vitamina A). El camote. la
zanahoria. el melon v el albaricoque producen 9444, 8285. 2020 v 1094 ug/100 ¢ de B-caroteno.
respectivamente. de acuerdo con el reporte de la USDA (2013d) v 9382, 8225, 2009 y 1094
ne 100 ¢ de B-caroteno. respectivamente, de acuerdo con el reporte de Health Canada (2008).
Por ende. no se espera que una reduccion en el contenido de B-caroteno en las (rutas del Fvento

F12-TT tenga un impacto significativo sobre el consumo de -caroteno (pro-vitamina A).

I contenido de g-caroteno también se midio en las frutas de MD2 v del Evento EF2-114. sin
cmbargo, fa concentracion estaba por debajo del nivel de deteceion (<10 1U/100 g) {Tabla VII-2.
nota al pie de pagina. los datos no se presentan). La base de datos de la USDA (USDA. 2013a:
FISDAL 2013b: TISDAL 20131) reporta la concentracion de ¢-caroteno en MD2. C11. v SC como 0
[LIIT00 o,

Ln general. a concentracion de luteina es extremadamente baja en la pifia. La hase de datos de la
VISDA reporta que la concentracion de luteina es extremadamente baja en la pia. La base de
datos de la USDA ha reportado que la concentracion de luteina fue cero para todas las
variedades. incluyendo MD2. CH v SC (USDA. 2013a: USDA. 2013b: USDA. 2013¢: Tabla
V-4, Para comparacion. los alimentos con alto contenido de luteina / zeaxantina son repollo
chino (19.700 ug/100 ¢). espinaca (15.690 1g/100 g). calabaza amarilla (2.248 pg/100 ¢). maiz



dulee (949 pg/100 g). pimienta (431 pg/100 g), mandarina (163 pe/100 ¢) v naranja (129 ug/100
o) (LUISDA, 2013¢h.

La Tuteina es producida por medio de la conversion de -caroteno (Hirschberg, 2001). En el
Lvento BE2-T14. debido a que Ta conversion de licopeno a g-caroteno se disminuve por medio de

e-ciclasa (ver la Seccion [V A1) teniamos curiosidad sobre si la

concentracion de luteina en realidad se reduce en el Evento EF2-114 en comparacion con el
MD2 (ver también la justificacion que se presentd anteriormente). Con los analisis que
utthzamos. detectamos luteina en concentraciones muy reducidas (dos frutas del Evento EF2-114
tenfan 1.5 v L8 v dos MD2 (enian 2.2 v 2.5 pe de luteina en 100 ¢ de fruta). Anteriormente

habiamos cubierto el contenido de luteina en algunas muestras de otros eventos v obtuvimos

resulados similares. La menor concentracion de luteina en el vento EF2-114 fue predecible.

Con respecto a los cambios observados en la acumulacion de carotenoides en nuestros estudios.
Ma ctal. (2011) reportd resultados similares. en este reporte la supresion de los genes licopeno
[i-ciclasa v licopeno e-ciclasa en el tomate aumentaron el licopeno y redujeron la acumulacion de
[i-caroteno v luteina.

Potasio: La concentracion de potasio fue significativamente mavor en las pifias del Evento EF2-
P4 (156 mg/100 g) que en MD2 (129 mg/100 g): el valor promedio para las pifas del Evento

FI2-T14 estuvo fuera del rango de los valores medidos para las pinas MD2. Un valor mayor de
potasio en las pinas Evento EI2-114 puede considerarse como deseable,

La concentracion de potasio es variable entre las variedades de pina. Por cjemplo, la USDA
reportd (USDA. 2013a. USDAL 2013b) que las pitias MD2 producen 108 mg/100 ¢ y las pinas
CTISC 125 me/100 g de potasio (Tabla VI-4) y en otro reporte. todas las variedades producen
109 mg/ 100 g de potasio (USDA. 2013¢). Health Canada (2008) reportd que los cubos de pina
producen 107 mg/100 ¢ de potasio (Tabla VII-4). La FAO (2012) reporto la produccion de 203
me/100 g en las frutas de pifia de Alrica Occidental. Othman (2011) reporto que la variedad de
fruta de pina Mbezi (cultivada en Tanzania) produce 411 mg/100 g-de peso de la fruta de piia.
De los cuatro macra elementos (calcio. sodio. magnesio, potasio) y metales (cromio. manganeso.
zne. hierro. cobre. aluminio. cadmio. plomo) medidos. el potasio fue el elemento mineral
predominante en las frutas de pina. El contenido de potasio de las frutas de pina Mbezi medido
fue mayor que los contenidos de potasio para las frutas del Fste de Africa reportados por West, et
al. (1988) i.e. 150 - 280 mg/100 g-peso de la fruta.

La dilerencia para la cantidad de potasio que se observa entre las frutas del Evento LF2- 114 y las
frutas MD2 puede contribuir a los factores ambientales y tal vez. a la absorcion de potasio de la
ticrra. Fn los tomates se ha dado una correlacion entre ¢l contenido de licopeno y el contenido de
potasio en la fruta. Adicionalmente. ¢l contenido de licopeno aumentéd lincalmente con el
aumento en el nivel de potasio en la solucion de nutrientes de 1 planta (Serio et al. 2007). Taber

ctal. (2008) descubrio que la concentracion de potasio en las frutas del tomate con alto



contenido de licopeno 'T'la. 8133 estaba signilicativamente (P < 0.01) correlacionado a los
carotenoides de la fruta. indicando un rol posible de la nutricion del potasio en el licopeno v
reduciendo el -caroteno en las frutas. Por ende. es posible que la acumulacion del licopeno en
las frutas del Evento EF2-114 aumento (esta correlacionado con ¢l mayor) nivel de potasio en la
[ruta,

Los tipos y las fuentes de fertilizadores de potasio afectan la calidad, los nutrientes v los
atrthutos post-cosecha de la pina vy de otras (rutas (Quaggio et al. 2009: Ganeshamurthy et al.
2011 Los solidos solubles totales v el contenido de dcido ascorbico de la pulpa de la fruta de
pina “Smooth Cayenne™ variaron significativamente como una funcion de las tasas de potasio y
las Tuentes. La acidez titulable total aumento debido a la aplicacion del potasio. L'l uso del sulfato
de potasio resulto en una mejor razon de azicar/dcido en la fruta, especialmente en mayores tasas
de potasio. La firmeza de las frutas disminuyo luego del mayor periodo de almacenaje v este
clecto fue mayor sin fa aplicacion del potasio. Las caracteristicas post-cosecha de las [rutas de
pifia se vieron mas afectadas por las tasas de potasio que por las fuentes de potasio (Quaggio et
al. 2009).

I's necesaria una mayor tasa de fertilizador de potasio para lograr no solamente una mayor
produccion total de frutas, pero también el mavor porcentaje de [rutas apropiadas para la
comercializacion y el mantenimiento de buena calidad con un alto contenido de minerales. [
potasio aplicado tiene influencia sobre el tamafio de las frutas. la apariencia. ¢l color y la
aceptacion de los consumidores como por ejemplo el aroma v el sabor de la fruta. La falta de o la
deficiencia de potasio produce plantas que son altamente susceptibles a enfermedades y pestes.
ast como otros estreses ambientales, Los efectos positivos adicionales del potasio incluyen un
alto- contenido de jugo, alto contenido de vitamina C. uniformidad v aceleracion de la
maduracion de las frutas y resistencia a daios o problemas fisicos durante ¢l envio y el
almacenaje (Ganeshamurthy et al. 2011).

En general. las pinas que se consumen en UA no son fuentes importantes de potasio: ¢l
consumo anual de pina en EUA estd limitado a -6 1b (-3 Ibs de pulpa) per capita (Figura 11-4).
Agri-Food Trade Service (2012) reportd que el consumo de pila en FUA fue en promedio de 2.2
kg per cipita durante el 2006-2011 (Tabla VII-5). Luego calculamos cuanta contribuye la pina y
las otras frutas al consumo diario de potasio para los adultos (en base a los valores de consumo
diario v el contenido de potasio para cada fruta). Por ende. la pina ticne un rol limitado como una
fuente de potasio en EUA con un promedio de 0.1% de la mgesta diaria adecuada para un adulto
(Tabla VII-6). Las concentraciones de potasio en el banano v los frijoles blancos. las mavores
reportadas para un cultivo. son 358 mg/100 g v 561 mg/100 g respectivamente (USDA., 2013g).

(ER

Vitamina C: La vitamina C es un componente de nutrientes importante para la pina. En este
andlisis. ¢l valor promedio para la concentracion de vitamina C fue menor en las pinas del
Fvento FI2-114 en comparacion con el de las pias MD2 (40.3 mg/100 ¢ vs. 46.8 mg/100 g).

Los niveles de vitamina C para las pifias del Evento EF2-114 v las pinas MD2 estuvieron dentro

=%



de los rangos observados normalmente en MD2 producidas comercialmente, Por cjemplo.,
aunque se observaron diferencias estadisticamente signilicativas (7<0.01) para la vitamina C
(Fabla VI1-2). las diferencias fueron pequenas v los valores promedio estuvieron dentro de los

rangos de valores reportados para las pitias MD2,

Pas pias de MD2 v del Evento EIF2-114 exhiben un contenido similar de dcido ascorbico
cuando Tas mediciones se realizaron utilizando muestras de un mayor tamafio v durante multiples
anos (ver el Anexo I, Calidad Interna del Evento LEF2-114). En otro experimento realizado entre
Tulio del 2011 v Julio del 2013. no hubo diferencias estadisticamente significativas en los niveles
de acido ascorbico entre las pifas del Evento EF2-114 v las pinas MD2 (ver el Anexo G.
Caracteristicas de Plantas v Frutas del Evento EF2-114).

La concentracion de Vitamina C en la pifia (luctia dramaticamente. Quaggio et al. (2009)
demostro que ¢l potasio es ¢l nutriente mds necesario para la cosecha de la pifa y las tasas y
tuentes del fertilizador de potasio podrian afectar las concentraciones de deido ascorbico en las
rutas SC. Pardio Sedas et al. (1994) demostro una pérdida significativa de Vitamina C en la pifia
a-altas temperaturas de 30-40 "C. Cock and Leal (2012) demostraron que la concentracion de
Vitamina C de “Perola™ (P) aumenta en relacion a la edad de la planta en el momento de la
induceion de la foracion (nimero de meses luego del cultivo). micntras que el contenido de
vitamina en SC se mantuvo constante luego de los dilerentes tiempos de induccion de floracion.
Fsto fue consistente con los resultados obtenidos por Cock et al. (2010) para P. SC y Favo De
Mel. mientras que para Jupi cultivar se encontrad una relacion positiva entre la edad de la planta
en el momento de la induccion de la floracion v la concentracion de vitamina C. I'n nuestros
analisis. las frutas probadas por ABCR se indujeron ara la floracion 13 meses luego de su
cultivo. mientras que para las plantas en el experimento con el cultivo del 19 de Julio (Anexo G)
L fToracion se indujo 18-18.5 meses luego del cultivo. Estas diferencias de edad v la diferencia
en el tiempo de cosecha (Junio/Julio vs. Octubre) podrian ser responsables de diferencias en las

concentraciones de vitamina C entre las pifias MD2 v las pifias del Evento EIF2-114.

Lee and Kader (2000) reportaron que el contenido de vitamina Cen las frutas y vegetales pueden
verse influenciadas por distintos factores como:

[. Dilerencias de genotipo.

2. Condiciones climdticas previas a la cosecha (i.c.. temperatura ¢ intensidad de luz durante
la temporada de crecimiento. mientras mavor sea la intensidad de la luz durante la
temporada de crecimiento. mayor serd el contenido de vitamina C en la pulpa de la
planta).

3. Practicas de cultivo (i.c.. aplicacion de fertilizadores Y agroquimicos ¢ irrigacion. Las

altas tasas de aplicacion de fertilizantes de nitrogeno tienden a disminuir el contenido de
vitamma C en muchas frutas y vegetales: el contenido de vitamina C de muchos cultivos
pucde aumentar cuando la irrigacion es menos frecuente).



4+ Madurez v métodos de cosecha (las lesiones mecanicas como  daios. abrasiones

superliciales y cortes pueden producir una pérdida acelerada de la vitamina ).

5. Procedimientos de manipulacion post-cosecha: Ll mancjo de la temperatura luego de la
cosecha es el factor mds importante para mantener la vitamina € de sus frutas y
vegetales: las perdidas se aceleran a altas temperaturas v cuando el almacenaje se
prolonga mas. Sin embargo. algunas cosechas sensibles a la refrigeracion han mostrado
mas pérdidas de vitamina C a temperaturas mas bajas. Las condiciones favorables para la
pérdida de agua luego de la cosecha producen una pérdida rapida de la vitamina C. l.a
destruceion del dcido ascorbico puede ocurrir antes de que hava cualquier sintoma visible
de Ta refrigeracion. La retencion de vitamina C se reduce cuando ocurren dafios u otros
danos mecanicos y con el corte excesivo. La pérdida de vitamina C luego de la cosecha
pucde reducirse almacenando las frutas y vegetales en atmdsferas con Os reducido vio
atmosteras con 10% COs: los mayores niveles de CO, pueden acelerar la pérdida de
vitamina C.

Fomando en cuenta los resultados obtenidos por Pardio Sedas ct al. (1994) v Lee and Kader
(2000). es posible que las frutas del Evento EF2-114 hayan sido sometidas a mayores o menores
temperaturas durante el envio al laboratorio ABCR v esto puede haber producido diferentias en

las coneentraciones de vitamina C entre las pinas MD2 v las pinas del Fvento EF2-114,

Otros nutrientes: Los niveles para todos los nutrientes adicionales analizados para las pifas del
Lvento EI2-T14 v las pinas MD2 estuvieron dentro de los rangos normalmente observados en
MD2 o producidas  comercialmente. Por ¢jemplo.  aunque  se  observaron  diferencias
estadisticamente signilicativas (P<0.01) para la ceniza. los carbohidratos. la humedad. la
sacarosa v laleucina (Tabla VII-3), las diferencias fueron pequenas v los valores promedio
estuvieron dentro de los rangos de valores reportados para MD2. Adicionalmente. se han
reportado variaciones importantes en la variedad de fruta de pina Mbezi con respecto a la ceniza.
el contenido de humedad. la acidez titulable (TA). la grasa. la fibra. las aztcares v el total de
solidos solubles (TSS) (Othman, 2011). Joomwong and Sornsrivichai (2005) reportaron
variaciones grandes durante el afio para la mayor parte de los rasgos medidos incluyendo TA,
ISS. razon TSS/TAL la textura y el pll para la fruta de la pina SC. Wardy et al. (2009) reportd
variaciones grandes de vitamina C v aziicares v menores variaciones de acidez. 1SS e indices
sensoriales para pifias MD2 (diferentes etapas luego de la cosecha). SC v Sugarloal, Othman ¢t
al. (2006) encontraron variaciones grandes para 1SS. TA. [ructosa. clucosa. sacarosa. total de
azticar, ete, para frutas de la variedad de pina Gandul con o sin tratamiento con Fruitone. Cock
and Leal (2012) v Cock et al.. (2010) descubrieron que la edad en ¢l momento del forzado
produjo variaciones grandes de vitamina C. pH. razén Brix/Acido con diferentes cultivadores.
exeepto por SC para la vitamina C.

La Tabla VI-4 presenta un resumen de nuestros resultados en comparacion con los datos
publicados por la USDA (2013a and 2013b). FAO (2012) v Health Canada (2008) para las



composiciones de nutrientes de la pifta. Adicionalmente. ver ¢l Anexo D — Materiales v Métodos
para el Andlisis de la Composicion de las pinas del Evento BF2-114. Anexo F - Calidad Interna
del Evento LF2-1140 Anexo G - Caracteristicas de Plantas v Irutas del Evento EF2-114 y Anexo
[T Andlisis Sensorial del Evento EF2-114 para la comparacion de diferentes caracteristicas de
las pinas del Lvento EF2-114 v las pifias MD2.

[11.C. CONCLUSIONES DEL ANALISIS DE COMPOSICION

lomando en cuenta todos los andlisis. concluimos que ¢l Evento LIF2-114 ¢s similar a su
variedad parental MD2 con respecto a la composicion de nutrientes. exceepto por licopeno. [3-
caroteno v potasio. Otras diferencias en la composicion de nutrientes entre las dos variedades
cstan dentro del rango de variaciones naturales de las pifas MD2 ¢ insignificante en el contexto
de Ta dieta Estadounidense.



Tabla I11-2.
Evento EF2-114

Ll

Niveles de carotenoides, vitamina C, y potasio en pifias MD2 y las pinas del

\ MD2 Evento EF2-114
Composicion de
nutrientes N Prom. Rango SE Prom. Rango SE Valor-P
‘ Licopeno (ppm) 18 0.0 0.0-0.0 0.0 213 143 -329 0.9 <0.000 !
B-caroteno (IL/100¢) 18 28.1 20.8-39.5 1.5 18 8.9 5.0%-32.8 1.9 <0.000
Vitamina C (mg/100 g) 18 46.8 36.0-55.8 1.4 18 403 28.3-56.2 I.8 0.008 “
‘ Potasio (mg/100 g) 18 129 [17-142 1.7 156 101 -204 6.0 0.0003
L

* Los limites de deteccion (LOD) para el B- y el ¢-caroteno fueron de 10 [U/100 g. por ende. los valores

de B-caroteno para las muestras que estaban por debajo del LOD se consideraron como 5 [U/100 ¢

(promedio de 0 y 10). El - caroteno también se midio en las frutas y los valores estuvieron por debajo

del 1LOD para todas las muestras probadas.

N = Numero de frutas analizadas. SE = Error Estandar. La prueba Student 1 se realizo para comparar

los analitos. Los resultados que fueron significativamente diferentes en p <0.001 se presentan en

negrita.

Figura I1I-1. Niveles de Carotenoides, vitamina C y azilicar en pifias MD2 y pinas del

Evento EF2-114
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Tabla 1H1-3.

Niveles de componentes, azticares v aminodcidos en pifnas MD2 y Evento

FI2-114
f MD2 Evento EF2-114
Analito N Prom. Rango SE N Prom. Rango SE Valor-P
Componentes
Fibra total (%) 18 2.8 1.9-33 0.11 15 29 1.7-38 015 0.509 I
-*“\‘Hi/;l (") - 18 0.27 0.23-032 .01 18 031 0.20-042 0.01 0.001
( ;l_l'huilidr;ﬂn.\; ("a) —13 12:0 _;J_l - [3._4 .18 & 1.2 EU - 127 018 [}.-I_}_(j_z |
Cirasa ["..b_ - 18 H_EHJ 014 -0.31 (J.!l_l 18 017 0,10 (125 0.01 0.0 ]_(.i—
Humedad ("q }___ 18 8§69 -85.5 88.8 0.18 Is 87.8 86.5 - 890 -{_}.IS 0.002 ]
11 l;;’.l ("0) 1§ 058 N ;).3? - ()-.-T-f-%_w ‘-(i,{)l 18 .54 0.3 __ﬁ_— (.78 {]-.;-)3 0.370
Azticares
Sacarosa (%a) 18 4.20 3.54-508 0.11 I8 381 3.09-4.50 0.09 0,004
i-’rucms;{ (%) IS_-_]_-“:—i ) ._l ..SI‘J -3 IZ__— ;?{}0 I8 ;[)7' | _I-.Sl - 2.68 -"-().(]?'. ().(_1-26.- ;
Cilucosa ["-r: 18 2.00 1.33-2.74 U,{};\: 18 1 .ST_I-.IH -247 __;(-J_h_ - .()-.-ﬂfi_‘\ o
Aminoacidos
Leucing ("o) IS 0,034 0.020-0.051 0.002 1§ 0.026  0.017-0.040 0.002  0.004
Pis——— : R B
Ll:mlcucilm (") 1§ 0.025  0.010-0.040 0.002 18 0.029  0.012-0.041 0.002  0.240
|\_IL'I|'nni|1;1 (") -IH 0.016 _{J .IU{H - 0.044 0.003 18 1-1.0(.)8 0.004 —_1-].0 12 0.001  0.011 .
| \-';1!;1;-;-1_|“..|| ls 031 0.023- (l_{l-hl‘l .002 18 0.033  0.018-0.049 (-)_flf.}l 0.399

|-

N Numero de Trutas analizadas. SE = Lrror estandar. [os niveles de nutrientes se presentan en %

!

FW. Ta prucha Student ¢ se realizd para comparar los analitos. Los resultados que  fueron

stentficativamente diferentes de 2<0.01 se presentan en negrita.
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Figura 111-2. Color de la pulpa en las frutas MD2 y del Evento EF2-114

Las frutas del Evento EI'2-114 (derecha) exhiben un color rosado/rojo en la pulpa debido a la
acumulacion de licopeno mientras que la variedad parental MD2 (izquierda) tiene pulpa de color
dorado.




Tabla TT-4.

Composicion de nutrientes de las pifas del Evento EF2-114 v las pinas MD2

en comparacion con los datos publicados

I

‘ Datos experin mmnlales
|
|

Composicion de

Datos |1U|J|ILald(lb en la Inualm a
b2 | os¢ |

. e - Pineapple,
i ; Cve LF2- 2 L SC

nutrientes . I“‘":L I (('Tnlt)rol} (USDA, (USDA, ‘ F'\(;(ﬂll’ cubes
| | 20134) | 2013m) | UASHTEL | queyanmm
| Fibra total (") | 29 ‘ 2.8 ‘ 1.4 ‘ NR* J 1.3 ‘ 1.3

e S S - I _ :
I Cenmiza (") | 03] W L:Tj 0:2 ’7 0.27 4¢ CONRE
CCarbobidraoscw |2 T |35 [ s 2 | MR
| Grasa (") il ).22 s | 02 T

I Tumedad (")

CProeina o) | 154—_1 058 | 0, | - :
Sacarosa (o) ‘ 3.8 426 647 J 459 NR® NR®
| Fructosa (0 2.07 L 215) 94 | NR NRY
| Glucosa (%) , 1.76 CNRT ‘_ NRE
| | - ‘_(aii._qim‘llu;u [ = T
N le -caroteno
“caroteno (U100 o 5 5 : ¢ "
| [i-earoteno ot ‘ ‘ 28 ‘ 34 ‘ | (30.5 - ‘ 34
SRS IR R A N O
[ ;mpum (ppm) H| 8] | 8] §] NR ()
| l uteina (mey! IH{J 2) _l ?_ | 2.3 [ 0 ’7 {) 4‘ NI ‘ Nl{:_ ]
| \ nam I'ld( mge IlJ{J T _— il o w1 e
. o) ina € (1 | 40.3 | 46.8 ‘ 56.4 ’ 16.9 30 ‘ 30
L_L_.@u”..) 0020 | 0.034 NRE | NR | NRE | Nk
bolewcina (o) | ﬂm | 0025 | NR RS NR L NRY
| Metionina (%) | 0008 0016 | NR® | NR | NR NRT |
| Valina (") L0033 T o003 | ONRE O] ONRT ] NR’ N
| . .
Potasio (mg 100 ¢ 156 129 108 125 205
| ¢ § 2 20): 107
o I W S B (sl B _|____| .

Vialores promedio
NR = Na reportado

Lstimacion: I mg de equivalentes de B-caroteno = 1 parte de B-caroteno + 0.3 partes de g-caroteno +

(0.5 partes de f-criptoxantina
Te = Traz
[, 2008 = Health Canada. 2008

0o



2,

Fabla HHI-5  Consumo de fruta fresca en Estados Unidos (kg per eapita, 2006-2011)

Frutas ‘ 2006 [ 2007 | 2008 | 2009 | 2010 2001 | Mean
Banano L4l sl nal oo 7 el 116
Manzana 78 72| 710 69| 70| 70| 72|
Nt 1|1| 5. [1||\\|1| v manck lrm 15 “\7_ - —i—l | 57 | & G AT ‘_(1 ) 0]
| Uvas 38 40| 41| 42| 41 ‘ 0| 40|
Vesa a 26| 27| 29| zm| 28| 27 951
i 22| 22 22 22| 22| 22 27
Carezas - 05] 05| 04] 04] 04] 04] 04

Fhente: \H|| Food Trade Service. 2012

Fabla ITI-6.  Suministro de potasio (K) de fuentes de consumo de fruta en Estados Unidos

‘ : | Contenido | Ingesta diaria | Suministro de K de

Frutas | (.Dnsu_‘mn digirio K® promedio per cipita | acuerdo con el valor
e — _.(_j_l} _(mg/100g) (mg) |  diarie® |
F?.t[!;llh‘l 3.7 358 | 1136 | E'J!_I‘_l
| Manzanas BT 107 | | 21,0 0.4%
‘ Nuranjas. toronjas ‘\-. mandarinas - 14.9 173 258 .5%
[vas - | 1.1 203 | 224 | 0.5%
| resa ' g i 74 155 I 0.2% |

| Pina - 00| 109 00 0%
Corezns T a2 222 | 26 0% |

Fuentes: (%) Fstimado a partir de los datos que se presentan en la’ T'abla V11

(V) USDA (2013¢)

(m) Caleulado utilizando 4.700 mg por dia como el consumo adecuado de potasio para adultos (USDA y
Departamento de Salud v Servicios Humanos de EUA. 2010).
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