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Titulo de Ia Patente:
Proceso para el desarrollo de la Planta de piia llamada ‘Rosé’ (EF2-114)

DESCRIPCION

Proceso para el desarrollo de la especie: Ananas comosus, denominacién de la variedad ‘Rosé’,
con el nombre del fitomejorador EF2-114.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidn pertenece al campo de la ingenieria agricola.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Se ha desarrollado una nueva variedad de pifia (Ananas comosus), de la familia Bromeliaceae,
utilizando técnicas de ingenieria genética, llamada ‘Rosé’. El desarrollo de este proceso tomé 6
afios; comenz6 en agosto del 2005, utilizando como material de partida coronas de la variedad
MD2 (también conocida como pifia Del Monte Gold), importadas desde Hawai, para producir
brotes en cultivo in vitro, introducir genes y elementos de ADN en secciones basales foliares,
regenerar plantas completas, realizar pruebas de campo y seleccionar plantas con frutas de color
interno rosa o rojo. Las plantas seleccionadas se propagaron asexualmente en el campo y a través
de cultivo de meristemos para confirmar los rasgos de colores y otras caracteristicas relacionadas

a las frutas y al rendimiento agronémico.

En cuanto a caracteristicas y calidad interna de la fruta, la planta es muy similar a la planta
madre de MD?2. Sin embargo, el color de la pulpa interior de la Rosé es de color rosa o rojo,
debido a la acumulacién de licopeno en la parte comestible de la fruta. La morfologia de la

cascara se conoce como "Tigre" y puede ser que sea tolerante a la ocurrencia natural de la
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floracién. Esta nueva variedad se ajusta mejor al mercado de fruta fresca y la fruta residual se

puede procesar como jugo o como producto congelado.

El objetivo principal de la presente invencién era generar un proceso innovador que diera como
resultado la produccién de una variedad de pifia tinica y diferenciada mediante la acumulacion de
altos niveles de carotenoides: mientras que la misma conservara la mayoria de las caracterfsticas

de la linea materna, MD2.

La invencion tiene que ver con la biosintesis de carotenoides en plantas de pifia. Ma4s
especificamente, esta pifia novedosa fue producida mediante Ja transformacion genética de
células MD?2 en cultivo de tejidos y mediante la regeneracién de plantas completas (Esquema 1)
con la expresion de reguladores que modulan Ia biosintesis de licopeno en la seccion interna de
la fruta. Ademds, las plantas fueron transformadas con genes que son parte de la biosintesis del

etileno para el control de la floracién en plantas.

Los carotenoides son moléculas isoprenoides, ampliamente distribuidos en la naturaleza y
pueden ocurrir como pigmentos en frutos, flores, aves y crustdceos. Los animales son incapaces
de sintetizar carotenoides de novo y dependen de la dieta como fuente de estos compuestos. Los
carotenoides pueden contribuir fundamentalmente a la salud humana y en los ultimos afios se ha
dado un interés considerable por los carotenoides en la dieta, debido a su potencial para aliviar
enfermedades en los seres humanos que estdn relacionadas al envejecimiento. Este hecho se ha
visto reflejado en los importantes avances realizados en la clonacidn de la mayoria de los genes
de carotenoides y en la manipulacién genética de muchos cultivos con la intencion de aumentar

sus niveles en la dieta.



En las plantas, los carotenoides son componentes esenciales del aparato fotosintético y son
responsables del color rojo, naranja y amarillo de muchas flores y frutas. Nuestra comprension
de la biosintesis de carotenoides ha avanzado de manera drastica en los dltimos afios
(Hirschberg, 2001; Fraser and Bramley, 2004). La via utilizada implica una serie de
desaturaciones, ciclaciones, hidroxilaciones y epoxidaciones que comienzan con la formulacion
del fitoeno (Ver Figura 1). Una serie de desaturaciones posteriores es la responsable de la sintesis
de licopeno. Después de las reacciones de desaturacién, la ciclacién de licopeno se cataliza
mediante dos enzimas, la beta-ciclasa y la zeta-ciclasa, lo que conduce a la formacién de beta-
caroteno (dos anillos beta) y alfa caroteno (un anillo beta y un anillo zeta) (Cunningham et al.,

1996, 1998).

Los genes de interés se derivan de especies de plantas comestibles, pifia (Ananas comusus) 0
mandarina (Citrus reticulata). Hemos especificamente sobre-expresado un gen de fitoeno sintasa
de mandarina (Psy) (Ikoma et al, 2001). El gen estd bajo el control transcripcional del gen
inhibidor de la bromelina de la pifia (BRI). También hemos suprimido la expresion génica
endégena del licopeno f-ciclasa (Lyc-b) y/o el licopeno e-ciclasa (Lyc-e) mediante la tecnologia
de ARN de interferencia (ARNi) con el fin de aumentar la acumulacién de licopeno en los
tejidos comestibles de fruta de la pifia (Young, T. and Firoozabady, E. 2010, Patente de los
Estados Unidos 7, 663, 021). Hemos construido secuencias de sentido y antisentido de los genes
Lyc-b y Lyc-e derivados de la pifa, las cuales son separadas por un intron del gen fotoinducible
y especifico para tejido LS1 derivado de la papa (Solanum tuberosum) con el fin de formar una

estructura de horquilla. Estos genes se encuentran bajo el control transcripcional del promotor
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del gen inhibidor de la bromelina, que impulsa la sobreexpresion en la fruta del constructo de

ARNi (Wintz, H-C and Firoozabady, E. 2005).

La inducci(’)nl floral puede ocurrir naturalmente, principalmente en presencia de temperaturas
bajas y dias cortos. La floracion natural de las plantas de pifia es un problema importante en la
industria. Para obtener la caracteristica del control de floracion hemos alterado la expresion de
los genes involucrados en la biosintesis de etileno. El etileno es un regulador de crecimiento que
juega un papel importante en todas las fases de desarrollo de la planta, incluyendo la
germinacion de semillas, la maduracién de fruto, la senescencia de hojas y flores y la abscision.
En las plantas, el etileno se sintetiza a partir del aminoacido metionina (Ver Figura 2). El
precursor inmediato del etileno en plantas vasculares es el dcido l—aminociclopropano—l_—

carboxilico (ACC) (Adams and Yang, 1979).

El etileno es conocido por inhibir la floracién en la mayoria de Ias plantas. En mango y pifia, el
etileno promueve la floraciéon (Salisbury y Ross, 1992). Se han utilizado el etileno, los
compuestos que producen etileno y las auxinas para inducir la floracién en la produccién

comercial de la pifia (Turnbull et al., 1993).

Hemos aislado un gen de la ACC sintasa (fIACCS) cuya expresion es especifica en el meristemo
de pifia y construido secuencias sentido y antisentido del gen de la ACC sintasa, las cuales son
separadas por un intrén del gen fotoinducible especifico de tejido LS1 derivado de papa
(Solanum tuberosum) para formar una estructura de horquilla para la supresién por ARNi de la
ACC sintasa enddgena. El constructo de ARNi estd bajo el control transcripcional del promotor

especifico de meristemo ACC derivado de la pifia.



M¢étodo de Transformacion

La pifia fue transformada, siguiendo un método descrito por Firoozabady (Patente de EE.UU. N°
8, 049,067) mediante una transformacion de los tejidos organogénicos mediada por
Agrobacterium tumefaciens. Las cepas de Agrobacterium fueron co-cultivadas con tejidos
receptores de pifia, para lograr tantos fenotipos con alto contenido de carotenoides como de
floracién controlada, estas cepas contenfan un plasmido de transformacidn, ya sea para aumentar
la biosintesis de carotenoides o para disminuir la biosintesis de etileno. Se seleccionaron
presuntos tejidos transformados en medio que contenfa closulfuron y posteriormente fueron

revisados para detectar la presencia de genes mediante PCR.

A. tumefaciens, [Cepa GV3101] (Koncz y Schell, 1986), es una cepa de Agrobacterium,
comunmente utilizado para la entrega de ADN de transferencia (ADN-T) en cé€lulas vegetales. Se
insertaron diferentes genes dentro del ADN-T de un vector binario (Ver Figura 3) para la
transformacién de la pifa. El Psy derivado de Citrus reticulata, mandarina (Ikomaa et al, 2001),
codifica una enzima que convierte geranilgeranil pirofosfato (GGPP) en cis-fitoeno, un

intermediario en la biosintesis de licopeno y beta-caroteno.

El gen de la licopeno beta-ciclasa (Lyc-b) derivado de la pifia Ananas comosus, codifica una

enzima que convierte el licopeno en gama-caroteno, un precursor metabdlico del beta-caroteno.

El gen de la enzima licopeno épsilon-ciclasa (Lyc-e), proveniente de A. comosus, codifica una

enzima que convierte el licopeno en sigma-caroteno, un precursor metabdlico de alfa-caroteno.
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El gen modificado (surBHRA) acetolactato sintasa (ALS) (Chaleff, R. S., y Mauvais, C. J., 1984)
(ALS) derivado del tabaco Nicotiana tabacum, cataliza la biosintesis de aminoécidos ramificados
incluso en presencia de clorsuifurén (Lee, K. et al., 1988), lo cual permite la seleccion de células

transformadas de piiia.

El plasmido pHCW1 usado para las transformaciones de pifia, fue construido por el Laboratorio
de Del Monte Fresh Produce Company en Richmond, California, EUA. pHCW1 contiene un gen
resistente a la tetraciclina (tetRA) proveniente del plasmido RP1 y el origen de replicacion del
plasmido pACYC, que permite la seccién y mantenimiento en Escherichia coli y el replicén
pVSI1 derivado del Pseudomonas aeruginosa, que asegura la replicacion en Agrobacterium
tumefaciens. pHCW1 contiene la secuencia de 25 pares de bases que delimita la transferencia de
ADN -T a la secuencia de 100 bases sintéticas entre los limites que forman multiples sitios de
restriccion de clonacién para permitir la integracién de diferentes casetes de ADN -T (Ver

Cuadro 1).

Se utiliz6 el plasmido pCHWI1 para crear pHCW.T-7 y pHCW{fIACC3’- 2 plasmidos de vector
binario. Se transfirieron los vectores binarios a la cepa GV3101 desarmada de A. tumefaciens. El
GV3101 con el vector pHCW.T-7 fue nombrado AG76 y el del vector pHCW{fIACC3’-2 fue
nombrado AG62 (Ver Figura 4). Se mezclaron AG76 y AG62 para la transformacién de la pifa.

Los elementos genéticos de los vectores se describen en los Cuadros 2 y 3.

La ingenierfa genética del MD?2 se llevé a cabo en el Laboratorio de Del Monte Fresh Produce
Company en Richmond, California, USA, donde se produjeron plantas transgénicas y se

propagaron en cultivo de tejidos. Los propagulos fueron luego llevados al drea de investigacion
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de la Corporacién de Desarrollo Agricola Del Monte, S.A. (Pindeco), Buenos Aires, Puntarenas,
Costa Rica para su evaluacién de campo, para la propagacién en el campo y para la propagacion

en masa de esta variedad en el laboratorio.
SOBRE EL PROCESO

Se ha desarrollado un nuevo proceso para generar una nueva variedad de pifia (Ananas comosus),
de la familia Bromeliaceae, utilizando técnicas de ingenieria genética, llamada ‘Rosé’ o EF2-
114. Se utiliz6 como material de partida coronas de la variedad MD2 (también conocida como
pifia Del Monte Gold) para producir brotes en cultivo in vitro, introducir genes y elementos de
ADN en secciones basales foliares, regenerar plantas completas, realizar pruebas de campo y
seleccionar plantas con frutas de color interno rosa o rojo. Las plantas seleccionadas se
propagaron asexualmente en el campo y a través de cultivo de meristemos para confirmar los
rasgos de colores y otras caracteristicas relacionadas a las frutas y al rendimiento agronémico.
El invento tiene que ver con la produccion de una variedad nueva y diferente de la familia de la

pifia, Bromeliaceae.

La nueva variedad de planta EF2-114 se caracteriza por el color rosa o rojo de la pulpa y por el
color “Tigre” de la cdscara, en comparacién a la linea materna, MD2, y puede ser que sea

tolerante a la ocurrencia natural de la floracidn.

El color interno de la fruta puede variar de acuerdo a la etapa de maduracién (Figura 5). El rasgo
“Tigre” se definié como el color que tiene la cdscara en el hombro de cada fruticulo (conocido
también como borde) en desarrollo, que es una combinacién de colores verde, amarillo, naranja,
rojo y marrén debido a la expresion de los genes de carotenoides en la cdscara (Figuras 6-8). La

morfologia de la planta en general es igual que la de la planta madre MD2 (Figuras 9-12).
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DESCRIPCION BOTANICA DE LA PLANTA

La descripcién de la nueva variedad se basa en la observacion de ejemplares que recibieron
buena nutricion y que fueron cultivados bajo condiciones de campo, en la region de Buenos
Aires de Costa Rica, donde la temperatura generalmente oscila entre 14° C y 37° C y la

precipitacion promedio anual es de 3251 mm.
Se cultivaron las plantas en la estacion experimental en Buenos Aires, Puntarenas, Costa Rica.

Todas las caracteristicas de la fruta y de la planta, incluyendo la terminologia del color y
designacion del color que se mencionan en este documento se ajustan a los Descriptores
brasilefios para MD2 (Cuadro 4). Basicamente, “Rosé” es igual que MD2 para todas las
caracterfsticas de la fruta y de la planta, con la excepcién del color interno de la fruta, el rasgo
“Tigre” y posiblemente el rasgo del control de la floracién. Ver Descriptores brasilefios para

MD?2 adjunto.

IDENTIFICACION DE LA PLANTA:

¢ Nombre: Ananas comosus.

e Parentesco: MD2.

¢ Origen: Ingenierfa genética de MD2 seguido por la seleccion de los rasgos de interés en
las pruebas de campo.

e Botdnica: Bromeliaceae o familia de la pifia. Subfamilia: Bromelioideae. Género:
Ananas. Subgénero: comosus. Variedad: “Rosé”, nombre del mejorador EFZ-'] 14.

e (Comercial: Bromelia frutal.



General:

Fertilidad - Como cualquier otra planta adulta de pifia, esta planta es auto-incompatible.
Por esta razén, rara vez se observan semillas. La propagacién comercial se hace por
medio de propdgulos vegetativos (retofios, brotes y secciones de tallos) y coronas de la
fruta.

® Vigor - se considera que el vigor de la planta es similar al de la planta madre, MD2.

¢ Rendimiento — el rendimiento estimado es igual al MD2, 120-125 MT/ha en la primera

cosecha y de 95-100 MT/ha en la segunda cosecha.

¢ Mercado - la fruta serd designada para el mercado internacional de frutas y
comercializada dentro del mercado de fruta fresca. La fruta residual se puede procesar

como concentrado de zumo o producto congelado.

Cuadro 1.Elementos Genéticos del plasmido pHCW1

Elemento Origen y funcién
Genético
RB Una secuencia de nucleétido de 25 pares de bases que actia como el punto

inicial de la transferencia de ADN a las células vegetales, el cual fue
aislado originalmente a partir de pTiT37 (Depicker et al., 1982).

pVSi El replicén pVS1 de Pseudomonas aeruginosa, que asegura la replicacion
en Agrobacterium tumefaciens (Itoh et al., 1984). '
TetRA Un gen resistente a la tetraciclina del plasmido RP1, que permite la

seleccion del plasmido binario en Agrobacterium tumefaciens y Escherichia
coli (Waters et al., 1983). '

pACYC El origen de la replicacion del plasmido pACYC, que asegura la replicacion
en Escherichia coli (Chang et al., 1979).
LB Una secuencia de 25 nucleétidos que delimita la transferencia ADN-T y

actia como el punto final de la transferencia de ADN en c€lulas vegetales.
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Se aisl6 originalmente del TiA6 (Barker et al., 1983).

MCS

Una secuencia de 110 nucledtidos creada sintéticamente, que se compone de
sitios de restriccion de clonaje miiltiples que permiten la integracion de
diferentes casetes dentro del plasmido.

Cuadro 2. Elementos Genéticos del ADN -T en el plasmido pHCW.T-7 en AG76

Elemento Tamafio | Funcion (Referencia)

Genético (Kb)

BRIp2.5 2.5 Un promotor derivado del gen inhibidor de la bromelina
(BRI) de Ananas comosus que dirige la sobre expresion del
(los) gen(es) blanco especificamente en la fruta.

Psy 1.131 Un gen de la fitoeno sintansa (Psy) de Citrus reticulata,
idéntico al gen aislado de la mandarina (Ikoma et al. 2001),
el cual codifica una enzima involucradaen la biosintesis de
los carotenoides.

prter' 0.94 Un terminador derivado de la secuencia de poliadenilacion
del gen ubiquitina (Ubi) de Ananas comosus, finaliza la
transcripcion del (de los) transgen (es).

BRIp2.5 25 Un promotor derivado de la secuencia promotora del gen
inhibidor de bromelina (BRI) de Ananas comosus que dirige
la sobre expresion del transgen ARNi especificamente en la
fruta.

eLyc 0.504 Un fragmento del gen licopeno e-ciclasa de Ananas comosus

fragmento en orientacion sentido, que se usa en un sistema de

con sentido expresion de ARNi para regular secuencia abajo a la
licopeno e-ciclasa endégena, una enzima que participa en la
biosintesis de carotenoides.

ST-LS1 0.193 Un intrén del gen ST-LS1 especifico para el tejido
fotoinducible de Solanum tuberosum que funciona como un
espaciador entre los fragmentos de gen sentido y antisentido
para aumentar la estabilidad del vector.

eLyc 0.504 Un fragmento del gen de la enzima licopeno e-ciclasa de

fragmento Ananas comosus en orientacion antisentido, que se usa en un

antisentido sistema de expresion del ARNi para regular secuencia abajo
la licopeno g-ciclasa enddgena, una enzima empleada en la
biosintesis carotenoides.

Ubpter 0.94 Un terminador derivado de la secuencia poliadenilada del
gen ubiquitina (Ubi) de Ananas comosus que finaliza la
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transcripcion del transgen ARNI.

BRIp2.5 2.5 Un promotor derivado de la secuencia de promotores de un
gen inhibidor de bromelina (BRI) de Ananas comosus que
dirige la sobre expresion del transgen ARNi especificamente
en la fruta.

b-Lyc 0.619 Un fragmento del gen licopeno B-ciclasa de Ananas comosus

fragmento en la orientacion sentido, que se usa en un sistema de

con sentido

expresion de ARNi para regular secuencia abajo la licopeno
B-ciclasa endégena, una enzima involucrada en la biosintesis
carotenoides.

ST-LS1 0.193 Un intrén del gen ST-LST especifico para tejido foto
inducible de Solanum tuberosum (Eckes et al, 1986) que
funciona como espaciador entre fragmentos de gen sentido y
contrasentido incrementando la estabilidad del vector.

b-Lyc 0.619 Un fragmento del gen licopeno B-ciclasa de Ananas comosus

fragmento en orientacion contrasentido, que se usa en un sistema de

anti-sentido

expresion del ARNi para regular sequencia abajo la licopeno
B-ciclasa endégeno, una enzima que es parte de la
biosintesis carotenoides.

Ubpter 0.94

Un terminador derivado de la secuencia poliadenilada del
gen ubiquitina (Ubip) de Ananas comosus que finaliza la
transcripcion del transgen ARNi.

Marcador Seleccionable

EHS1.7- 4.257
Ubpl.5

Un promotor derivado del gen ep6xido hidrolasa (EHS)
fusionado al promotor de gen ubiquitina (Ubip) y al intrén
nativo de Ananas comosus que dirige la expresion
constitutiva del gen marcador seleccionable.

EHS1.7 1.7

Un promotor derivado del gen epéxido hidrolasa (EHS) de
Ananas comosus (Neuteboom et al, 2002) que dirige la
expresion constitutiva del gen marcador seleccionable.

Ubpl.5 1.5+
1.057

Un promotor del gen tetrdmero de ubiquitina con una
longitud del.5 kb y que deriva de la pifia (Ananas comosus),
el mismo dirige la expresion constitutiva del gen marcador
seleccionable. El promotor incluye un intrén endégeno con
una secuencia de 1057 pb.

ALS 1.17

Un gen muntado de la enzima acetolactato sintasa de tabaco
(Nicotiana tabacum), que le confiere resistencia al
closulfuron y permite la seleccion de células transformadas
(Chaleff and Mauvais, 1984; Lee et al., 1988).

ALS 3' 2.7

Un terminador endégeno derivado de la sefial de
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poliadenilacién no traducida del gen de la acetolactato
sintasa (ALS) de Nicotiana tabacum (Chaleff and Mauvais,
1984; Lee et al., 1988).

Cuadro 3. Elementos Genéticos del ADN -T en el plasmido pHCWfIACC3’-2 en AG62. Los
elementos son los mismos ya mencionados (Cuadro 2) con la excepcion de los mencionados
a continuacién.

Elemento Tamaiio | Funcion (Referencia)
Genético (Kb)

fIACS(+)sentido 0.406 Una secuencia 3’ de 406 bp del gen de la ACC sintetasa
cuya expresion es especifica en el meristemo, aislado
de la pifia (A. comosus, en orientacion sentido, que se
usa en el sistema de expresion del ARNi para regular
secuencia abajo la sintetasa ACC enddgena, una enzima
clave en la biosintesis de etileno, produciendo asi una
planta que exhibe caracteristicas mejoradas tales como
una floracidn tardia.

fIACS(-) 0.406 Una secuencia 3’ de 406 bp del gen de la ACC sintetasa
antisentido cuya expresion es especifica en el meristemo, aislada de
la pifia (A. comosus), en la orientacion antisentido.

Esquema 1: la produccion de pifias EF2-114.

Etapa Fecha (duracién)

Llegaron frutas inmaduras de MD2 (40 dfas anteriores a la | 10/8/2005
cosecha), provenientes de Hawdi

Se aislaron y cultivaron meristemos de las coronas 17/8/2005

Se establecid el cultivo in vitro y se inicia la propagacion | de 17/8/2005 a 20/9/2006

Se prepararon y cultivaron secciones longitudinales de los | de 20/9/2006 a 29/9/2009
brotes

Se prepararon secciones de la parte baja de la hojas (bases | de 29/9/2006 a 02/10/2006
foliares) y se mezclaron con las cepas AG-62 y Ag-76 de
Agrobacterium 'y se co-cultivaron durante tres dias

Se transfirieron las bases foliares a un medio de de 02/10/2006 a 27/10/2006
recuperacion con carbenicilina (para eliminar

Agrobacterium)

Se transfirieron las bases foliares a un medio de seleccion | 27/10/2006, 2/11/2006,

con antibidticos (para asegurar la erradicacion de 14/11/2006, 4/12/2006,
cualquier Agrobacterium residual) y clorsulfurén, CS (un | 3/1/2007, 29/1/2007,
herbicida), para la seleccion de células vegetales 15/2/2007

transformadas y para producir materiales organogénicos
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transformados. Se Ilevaron a cabo un total de 7
transferencias incrementando la presion de seleccién para
producir pequefios yemas 100%transgénicos.

Se transfirieron pequefios grupos de brotes (dos veces) a
un medio con CS y antibidticos para seguir cultivando y
transformando los brotes y yemas de los brotes

13/3/2007, 29/3/2007

Se transfirieron brotes y yemas de brotes a un medio con
alta concentracion de agar (8 y 10 g/l) para normalizar los
brotes y yemas de brotes transformados

10/4/2007

Se transfirieron grupos de brotes a un medio con CS,
antibioticos, Agar (7-10) y hormonas para normalizar y
propagar los brotes.

de 4/5/2007 a 14/12/2007

Un evento conocido como 16.184.1 inclufa 14 lineas
fueron subcultivadas en un medio liquido para su posterior
crecimiento

21/1/2008

Se enviaron 9 lineas o grupos adicionales del evento
16.184.1 (compuesto de 349 brotes) a Pindeco para
pruebas de campo. Los 9 grupos se enumeraron como
109-117 en Pindeco, se aclimataron en el invernadero y
posteriormente se emplearon para las pruebas de campo.

14/2/2008

Se enviaron 2 lineas o grupos adicionales del evento
16.184.1 (compuesto de 85 brotes) a Pindeco para pruebas
de campo. Los grupos se enumeraron como 208 y 209 en
Pindeco se aclimataron en el invernadero y posteriormente
se emplearon para las pruebas de campo.

1/8/2008

Los anélisis por el método de PCR confirmaron que los
genes estdn presentes en las muestras de brotes del evento
producidos a través de de cultivo de tejidos.

26/8/2008

Se enviaron 2 lineas o grupos adicionales del evento
16.184.1 (compuesto de 150 brotes) a Pindeco para
pruebas de campo. Los grupos se enumeraron como 345 y
346 en Pindeco, se aclimataron en el invernadero y
posteriormente se emplearon para las pruebas de campo.

26/1/2009

Las plantas se cultivaron en el invernadero durante 15-20
semanas antes de ser transferidas al suelo para las pruebas
de campo. Los frutos se cortaron para evaluar su
coloracion interna. Durante las pruebas de campo, los
grupos 109, 110, 114, 116, 208, y 346 mostraron una
coloracién interna rosa o roja. La calidad interna (Brix,
acido citrico, dcido ascorbico y pH) se evalu6 en los frutos
con color en pulpa y los propdgulos se cultivaron para la
evaluacion de futuras generaciones. Los andlisis
moleculares (PCR y Southern) confirmaron la presencia
de los genes. El andlisis Southern ademds confirmé que
todos los de este grupo son de un mismo evento
transgénico, que se conoce colectivamente como EF2-114

2009-2012
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Cuadro 4. LOS DESCRIPTORES MINIMOS PARA LA PINA (Ananas comosus (L.)
Merrill)

Nombre propuesto para la variedad MD-2

(+) Ver punto “VI. OBSERVACIONES Y FIGURAS”.

Codigo
[ Descripcion de la caracteristica para cada
Caracteristicas L
descripcion
MD-2
1. Planta: posicion de las hojas  semi-erect
+) intermediaria
abierta 7
2. Planta: nimero de hojas bajo
activas intermedio 5
+) alto
3. Hoja: largo corto
(+) intermedio 5
largo
4. Hoja: ancho delgado
(+) intermedio 5
ancho
5. Hoja: color que predomina en verde claro
la cara superior verde oscuro 2
morado-verde
verde-morado
morado
rojo
6. Hoja: pigmentacion ausente 1
antiocidnica presente
7. Hoja: variegacién ausente 1
presente
8. Hoja: espinas ausente
(+) inconspicuas 2
conspicuas
9. Hoja: distribucioén de las solo en la base
espinas en el margen solo en el dpice 2
(+) enla base y el dpice
’ regular
irregular
10. Inflorescencia: nimero de bajo
flores intermedio S

(+) alto
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1. Flor: color predominante del blancuzco

sépalo verdoso
pUrpurino 3
12. Flor: base de los pétalos libre 1
fusionada
13. Flor: pétalos imbricados ausente
presente 2
14. Flor: color predominante del blancuzco
dpice del pétalo morado claro
morado 5
morado oscuro
15. Flor: proporcién del color bajo 3
blanco en los pétalos intermedio
(+) alto
16. Flor: disposicion de las separadas
anteras agrupadas 2
17. Flor: cantidad de polen en bajo 3
las anteras intermedio
, alto
18. Flor: longitud del estilo corto
(+) intermedio 2
largo
19. Retonos: cantidad bajo
(+) intermedio 5
alto
20. Pedinculo: longitud corto 3
+) intermedio
largo
21. Peddnculo: didmetro en la pequeiio
parte central mediano S
(+) grande
22. Pediinculo: cantidad de (ausente o muy bajo)
hijos/s (bajo)
+) (intermedio) 3
(alto)
(muy alto)
23. Peddnculo: nimero de bajo :
bracteas intermedio S
alto
24. Pedunculo: brdcteas ausente
imbricadas presente 2
25. Pedtnculo: tricomas ausente
presente 2
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26. Fruto: longitud
+)

corto
intermedio
largo

fn

27. Fruto: didmetro en la base

+)

pequeiio
mediano
grande

1~

28. Fruto: didmetro en la parte
media

pequeiio
mediano
grande

1~

29. Fruto: didametro de la parte
alta

(+)

pequerio
mediano
grande

I

30. Fruto: forma

)

CcOnico

conico a cilindrico
cilindrico

eliptico
globo-esférico

1]

31. Fruto: color antes de la

madurez fisiolégica, con fruta

completamente formada

verde plateado
verde claro
verde

verde oscuro
rojo

r morado

I

32. Fruto: color de la cdscara en
el punto de consumo

(verde)

(verde con puntos amarillos)
(amarillo claro)

(amarillo oro)

(naranja rojizo)

(morado)

I&

33. Fruto: homogeneidad de la
cdscara

ausente
presente

34. Fruto: nimero de tallos
basales frutales

(+)

(ausente o muy bajo)
(bajo)

(intermedio)

(alto)

(muy alto)

Ll [S

35. Fruto: frutos desprendibles

ausente
presente

|

36. Fruto: relieve del fruto

plano
prominente
muy prominente

ot
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37. Fruto: color de la pulpa

blanco a crema
amarillo
amarillo oro
anaranjado

(193]

38. Fruto: firmeza de la pulpa

suave
intermedio
firme

1~

39. Fruto: fibrosidad de la pulpa

bajo
intermedio
alto

lun

40. Fruto: suculencia

bajo
intermedio
alto

ln

41. Fruto: didmetro del eje
central

(+)

pequerio
mediano
grande

42. Fruto: concentracion de
sélidos solubles (Grados
Brix)

)

bajo
intermedio
alto

i

43. Fruto: acidez (fijado en
porcentaje)

)

bajo
intermedio
alto

1

44, Fruto: sabor

débil
intermedio
fuerte

|

45. Corona: posicion

erecta
abierta
decumbente

1]

46. Corona: longitud
(+)

corto
intermedio
largo

I

47. Corona: peso

(+)

bajo
intermedio
alto

1~

48. Corona: tendencia a corona
multiple

(ausente o muy bajo)

(bajo)
(intermedio)
(alto)

(muy alto)

1w

o
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CARACTERISTICA COMPLEMENTARIA

49. Resistencia a fusarium  (alta resistencia)
(Fusarium subglutinans) (resistente)
(resistencia intermedia)
(susceptibilidad intermedia)
(susceptible)
(alta susceptibilidad)

VI
OBSERVACIONES Y FIGURAS

Caracteristica 1. Planta: actitud

semi-erecta intermediaria abierta

Caracteristica 2. Planta: niimero de hojas activas

(bajo) <40
(intermedio) 40 - 60
(alto) > 60

Caracteristica 3. Hoja: longitud

(corto) <90 cm
(intermedio) 90 -120cm

&
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(largo) > 120 cm

Caracteristica 4. Hoja: ancho

(delgado) < 6,0cm
(intermedio) -6,0a7,0cm
(ancho) > 7.0cm

Caracteristica 8. Hoja: espina y 9. Hoja: distribucion de las espinas en el margen

Espinas “inconspicuas” son espinas microscopicas que pueden ser detectadas por el tacto.
Cuando pasamos nuestras manos en los mdrgenes de las hojas, se parece a la lija.(Espinas
“conspicuas” son espinas que son visibles a simple vista.)

en la base y el dpice

ausente en la base

t
! L \
regul .
‘ cguiar irregular

Caracteristica 10. Inflorescencia: niimero de flores

(bajo) . <130
(intermedio) 130-170
(alto) > 170
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Caracteristica 15. Flor: proporcion del color blanco en los pétalos

(bajo) <30 %
(intermedio) 30 -60 %
(alto) > 60 %

Caracteristica 18. Flor: longitud del estilo
Corto: mds corto que los estambres

Intermedio: del mismo largo que los estambres
Largo: mds largo que los estambres

Caracteristica 19. Retofio: cantidad

(bajo) <1
(intermedio) 1-2
(alto) >2

Caracteristica 20 . Pediinculo: longitud

(corto) <18 cm
(intermedio) - 28 cm
(largo) >28 cm

Caracteristica 21. Pedinculo: didmetro en la parte central

(pequefio) <2,5cm
(mediano) 2,5-3,5cm
(grande) >3,5¢cm

Caracteristica 22. Pediinculo: cantidad de tallos

(bajo) <5
(intermedio) 5-10
(alto) > 10

Rebentio
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Caracteristica 26. Fruto: longitud. Medido desde la base hasta la parte superior, sin tomar en

cuenta la corona

(corto) <15cm
(intermedio) 15-20cm
(largo) >20cm
Caracteristica 27. Fruto: didmetro de la base
(pequerio) <10 cm
(mediano) 10-12cm
(grande) >12cm
Caracteristica 29. Fruto: didmetro de la punta
(pequeiio) <6cm
(mediano) 6-10cm
(grande) >10cm

Caracteristica 30. Fruto: forma

ANy
S

3
5
03

-
AN

eliptico globosa

conico a cilindrico

conico
cilindrico

Caracteristica 34. Fruto: numero de tallos basales frutales
(bajo) <1
(intermedio) 1-2
(alto) >2

Caracteristica 41. Fruto: didmetro del eje central
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(pequerio) <15 cm
(mediano) 1,5-2,5¢cm
(grande) >2,5cm

Caracteristica 42. Fruto: concentracion de solidos solubles (Grados Brix)

(baja) <13
(intermedia) 13-16
(alta) > 16

Caracteristica 43. Fruto: acidez (fijado en porcentaje)

(baja) <0,5
(intermedia) 0,5-0,7
(alta) >0,7

Caracteristica 46. Corona: longitud

(corta) <15cm
(intermedia) 15-20cm
(larga) >20cm

Caracteristica 47. Corona: peso

(bajo) <100 g
(intermedio) 100-130¢g
(alro) >130¢g

FIGURAS

Fig. 1. Enzimas y genes en la biosintesis de carotenoides de plantas y algas. (Adaptado de J.
Hirschberg et al., Pure & Appl. Chem. 69 (10): 2151-58). Se resaltan los genes usados en las
transformaciones de pifia para crear el EF2-114.
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REIVINDICACIONES
Lo que se reivindica es:

1. Un proceso para desarrollar la pifia Rosé (EF2-114) que comprende los siguientes pasos:

a. La pifia (Ananas comosus) es transformada mediante una transformacién de los tejidos
organogénicos mediada por Agrobacterium tumefaciens;

b. Las cepas de Agrobacterium se cocultivan con tejidos receptores de pifia;

c. Las cepas de Agrobacterium logran tanto fenotipos con altos contenidos de carotenoides
como de floracién controlada, con un pldsmido de transformacién ya sea para aumentar la
biosintesis de carotenoides o para disminuir la biosintesis de etileno;

d. Se seleccionan los tejidos transformados en medios que contienen closulfuron y
posteriormente se revisan para detectar la presencia de genes diana mediante PCR;

e. Se insertan diferentes genes en el ADN-T en un vector binario para la introduccion a la
pifa;

f. El Psy derivado de Citrus reticulata, mandarina se usa para codificar una enzima que
convierte geranilgeranil pirofosfato (GGPP) en cis-fitoeno, un intermediario en la
biosintesis de licopeno y beta-caroteno;

g. El gen Hcopeno beta-ciclasa (Lyc-b) derivado de la pifia Ananas comosus, codifica una
enzima que convierte el licopeno en gama-caroteno, un precursor metabdlico del beta-

caroteno;



36

El gen licopeno ciclasa épsilon (Lyc-e) derivado de la pifia Ananas comosus, codifica una
enzima que convierte el licopeno en sigma-caroteno, un precursor metabdlico del alfa-
caroteno;

El gen modificado (surBHRA) acetolactato sintasa (ALS) derivado del tabaco Nicotiana
tabacum incentiva la ingenieria genética del MD2:

Se producen plantas transgénicas y se propagan en cultivo de tejidos;

Los propdgulos resultantes se evaldan en campo, para la propagacion en ei campo y para

la propagacion en masa de esta variedad en el laboratorio.

Una variedad nueva y distinta de la planta Ananas comosus llamada "Rosé" con el

varietal de EF2-114.
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RESUMEN DEL INVENTO

Se proporciona un proceso que tiene como resultado el desarrollo de una nueva variedad de pifa
llamada ‘Rosé’. El color interno rojo o rosa junto con la morfologia tnica de la cascara y la

posibilidad del rasgo de control de floracion son rasgos de esta nueva variedad.
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Fig. 2 — Via de la biosintesis de etileno en plantas
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Fig. 3. El mapa del vector binario del plasmido, pHCW1, que se usa en el proceso de

ingenieria genética de la pifia.
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Fig. 4. E1 ADN-T en el plasmido pHCW1 es la estructura comiin para crear el vector
binario pHCW.T-7 (en AG76) y el vector binario pHCWfIACC3’-2 (en AG62).
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Fig. 5. Se muestra el color interno de las frutas que va de rosa a rojo debido a la
acumulacion de licopeno.
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Fig. 6. Se muestra el color de la cascara “Tigre” en las frutas EF2-114. El color de la cascara
presenta una combinacién de colores verde, amarillo, naranja, rojo y marrén en el borde de cada
fruticulo en desarrollo.
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Fig. 7. Una fruta “Tigre” que muestra la cascara y el color interno al momento de su cosecha.

Area expuesta Area a la sombra
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Fig 8. Se muestra una fruta inmadura de ‘Rosé” con morfologia de la ciscara tipo Tigre
(izquierda) y una fruta inmadura de MD2 (derecha) ambas ~a aproximadamentel45 dias
después de forzamiento.
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Fig. 9. Se muestra la vista desde arriba de una planta ‘Rosé’ EF2-114.
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Fig. 10. Se muestra una plantacion de ‘Rosé¢’ EF2-114.
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i

Se muestran parcelas experimentales de EF2-

14 (zquierday y MD2 (derecha).




Fig 12: Se muestran plantas EF2-114 (zquierda) y MD2 (derecha) provenientes de a
técnica de cultivo de tejidos Después de 15 semanas de crecimiento en vivero, las plantas

de proximadamentel5 cm de largo se trasplantan a macetas. Las fotos fueron tomadas 11
meses después
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