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2. EQUIPO DE COORDINACION Y EQUIPO TECNICO DEL PROYECTO

2.1. Equipo de coordinacién del proyecto

(presentar en Anexo A informacion solicitada sobre los Coordinadores )

COORDINADOR DEL PROYECTO

NOMBRE RUT
ENRIQUE PENALOZA HERNANDEZ

AGENTE

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS,
CENTRO REGIONAL DE INVESTIGACION CARILLANCA

DEDICACION
PROYECTO (%/afo)

50%

CARGO ACTUAL CASILLA
INVESTIGADOR 58-D
DIRECCION CIUDAD
CAMINO CAJON-VILCUN, KM 10 TEMUCO
FONO 45-215706 FAX 45-216112 E-MAIL

epenaloz@carillanca.inia.cl

COORDINADOR ALTERNO DEL PROYECTO

NOMBRE RUT
GASTON MUNOZ VERA

7

AGENTE

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS,
CENTRO REGIONAL DE INVESTIGACION CARILLANCA

DE./DICACION
PROYECTO %afio

30%

CARGO ACTUAL CASILLA
INVESTIGADOR 58-D
DIRECCION CIUDAD
CAMINO CAJON-VILCUN, KM 10 TEMUCO
FONO 45-215706 FAX 45-216112 EMAIL

gmunoz@carillanca.inia.cl...| .
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2.2 . Equipo Técnico del Proyecto
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Nombre Completo
y Firma

RUT

Profesion

Especialidad

bros del equipo técnico)

Funciény
Actividad en el
Proyecto

Dedicacion
al Proyecto
(%/ano)

Enrique Pefialoza H.

——4

Ing. Agrébnomo

Fisiologia
Molecular

Coordinador proyec.
Aislamiento y
caracterizac.genes;
caracteriz, fisiolog.
plantas transgénicas

50%

[
Gaston Manozy

==

Bioguimico

Biologia Molecular

Coordinador alterno.
Construccion de
vectores y genoteca,
andlisis PCR y
secuenciacion

30%

@S\alvo G.\
i

Ing Agrébnomo

Genética
Molecular y
Transgenia

Transformacion de
trigo y caracterizac.
genético-molecular

25%

Herman Silva A.

Bioquimico

Biologia Molecular
Vegetal y
Transgenia

Aislamiento y
caracterizacion de
promotores

10%

Luis J. Corcuera P.

Profesor

Fisiologia Vegetal

Caract. fisiologica
(fotosintesis) de
plantas transgeénicas

5%

Ricardo Campillo R.

Ing.Agrébnomo

Fertilidad de
Suelos

Caracterizacion
nutricional de
plantas transgénicas

5%

Paola Rathgeb F.

Ing.Ejec.Agric.

Biologia Molecular

Apoyo en técnicas
de biologia
molecular

30%

Lorena Diaz A.

Téc. Univ. en.
Prod. Agricola.

Cultivo de Tejidos

Apoyo en
transgénesis y
regeneracion de
plantas

50%

NN

Técnico
Agricola

Apoyo técnico en
trabajos de
invernadero :
laboratorio, y otros
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3. BREVE RESUMEN DEL PROYECTO

El trigo (Triticum aestivum) es el principal cultivo de la agricultura chilena
representando el 50% de las 828.000 ha dedicadas a siembras anuales. El 90% de su
superficie se ubica en suelos volcanicos de la VIl a X regiones los que, por su naturaleza
quimica, poseen una alta capacidad de retencioén de fésforo (P). Estudios realizados en el
sur del pais indican que el 86% del P agregado como fertilizante queda adsorbido en los
coloides de estos suelos, inaccesible para cultivos como el trigo. De acuerdo a esta tasa
promedio de retencién, y al consumo de fertilizantes fosfatados en trigo, aproximadamente
44.000 Ton quedan anualmente retenidos en el suelo. En términos econémicos y utilizando
cifras conservadoras, esta situacién esta provocando una pérdida de disponibilidad y
almacenamiento de P de aproximadamente US$ 20 millones anuales, lo que pudiera
traducirse en un problema ecolégico de magnitud, al ritmo actual de uso de este insumo
agricola. Una de las opciones para acceder a esta “reserva” de P consiste en su movilizacion
mediante acidos orgéanicos. La exudacién de éacidos organicos es una de las estrategias
adaptativas mas sobresalientes utilizadas por algunas plantas superiores para acceder al P
retenido en el suelo y, paralelamente, tolerar concentraciones de aluminio fitotoxico. Esta
estrategia esta restringida a un grupo selecto de plantas, entre las que se incluye el lupino
blanco (Lupinus albus) entre las especies cultivadas.

Considerando las significativas reservas de P en estos suelos, la necesidad de
aumentar la competitividad de agriculturas tecnificadas del centro-sur y sur del pais, de
reducir el efecto de la baja disponibilidad de P sobre el rendimiento del trigo en la pequena
agricultura, y de atenuar el impacto ambiental del uso excesivo de fertilizantes fosfatados,
este proyecto se ha planteado como objetivo, desarrollar cultivares de trigo con habilidad
para movilizar el P retenido en el suelo. Debido a que esta caracteristica no esta presente en
trigo, la propuesta considera la transgénesis con genes aislados desde lupino blanco. Para
cumplir este objetivo, se realizard un estudio integrado en tres etapas: a) produccion de
plantas transgénicas mediante biobalistica, con el gen que codifica para la fosfoenolpiruvato
carboxilasa (PEPC) de lupino blanco, enzima que participa en la fijacién autotrdfica de
carbono y acumulacién de acidos organicos en plantas; b), identificacion, caracterizacion y
evaluacion mediante transgenia en trigo, de genes de lupino blanco asociados con la
exudacion de &cidos organicos y c), identificacion de promotores raiz-especificos,
modulados por la disponibilidad de P, y su utilizacion con el gen de la PEPC, u otros genes
potenciales en trigo.

Esta propuesta involucra estudios fisioldgicos, metabdlicos, moleculares vy
citogenéticos, y representa una estrategia integrada para enfrentar uno de los principales
problemas de la agricultura del sur de Chile. Su desarrollo, con un costo total de $ 225,8
millones, permitira disponer de la tecnologia para transformar trigo en el pais, de plantas
transgénicas con el gen de la PEPC, experimentales, con habilidad para movilizar P
inorganico, y de una reserva de genes modulados por la deficiencia de P, eventuaimente
utilizables y potencialmente patentables. Se espera que tanto la tecnologia como el enfoque
propuesto, puedan ser transferibles a otros cultivos de importancia econémica.

El impacto de esta nueva tecnologia permitira: a), reducir el nivel de uso de

tecnificadas; ¢), aumentar el rendimiento promedio en la pequefia agricultura y d), dxsr‘nmgnr
el impacto ambiental negativo de la aplicacién de altas dosis de fertilizantes fosfafados en
los suelos derivados de cenizas volcanicas del centro-sur y sur del pais. = B

fertilizantes fosfatados; b), reducir los costos de produccidn de trigo en agrlculfuras,:f;-:;.“-?a
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4. IDENTIFICACION DEL PROBLEMA A RESOLVER

El impacto de la tecnologia sobre la productividad de los cultivos en la agricultura moderna
se ha basado esencialmente en la aplicacion masiva de fertilizantes, siendo el fosforo y el
nitrégeno los de mayor consumo e importancia. El fésforo (P) constituye uno de los factores
mas limitantes de la produccién agricola, principalmente en los suelos derivados de cenizas
volcanicas, superando incluso a las deficiencias de otros nutrientes como el nitrégeno, el
calcio, el magnesio o el potasio. En Iberoamérica en general, y en Chile en particular, esta
situacion ha creado una fuerte subordinacién del desarrollo agropecuario al suministro de P
ya que, exceptuando Brasil, todos los demas paises dependen casi exclusivamente de las
importaciones de este elemento (Besoain, 1999).

De las 5,5 millones de ha de suelos arables en el pais, el 41% esta representado por suelos
de origen volcénico. Estos se concentran principalmente entre la VIl y X regiones, donde se
desarrolla la mayor proporcién de los cultivos anuales. Por su naturaleza quimica, estos
suelos poseen una alta capacidad para inmovilizar el P, con tasas de retencion fluctuantes
entre el 57 y 99% del P aplicado como fertilizante, con un promedio de 86% (Pino et al.,
1998). Este promedio es consistente con lo informado en diversos paises, cuya agricultura
se desarrolla en suelos con alta capacidad de fijacion de P (Stevens, 1997).

El trigo corresponde al cultivo de mayor importancia econémica en el pais, con una
superficie de siembra que en la Ultima temporada representd 414.000 ha, o el 50% de la
superficie total dedicada a cultivos anuales. Mas del 90% de esta superficie se localiza en
suelos derivados de cenizas volcanicas, de manera que la aplicacién de fertilizantes
fosfatados en dosis significativamente superiores a los requerimientos de la planta, es una
practica de manejo habitual de cultivo del trigo en estos suelos. Para dosis de P entre 50 y
100 kg/ha aplicados en forma localizada, ensayos de campo han determinado una eficiencia
de uso de fertilizantes fosfatados entre 8 y 19% (Montenegro et al., 1999). Estos bajos
valores de eficiencia de uso se justifican por los elevados niveles de retencion de P en estos
suelos, y explican la necesidad de utilizar dosis de P 80 a 90% superiores a las requeridas
por el cultivo

La baja eficiencia de uso de los fertilizantes fosfatados pudiera también estar asociada a
mecanismos de absorcion de P ineficientes. Sin embargo, se ha demostrado que las plantas
sometidas a la deficiencia de P activan transportadores de P de alta afinidad, que les
permiten absorber mas eficientemente este nutriente desde el suelo. Esta estrategia
adaptativa se ha observado en todas las plantas evaluadas, de manera que representaria
una respuesta al estrés, generalizada entre las especies (Raghothama, 1999).
Independiente de la afinidad para absorber P, la funcion de estos transportadores esta
obviamente condicionada a la presencia de este nutriente en la solucion del suelo.
Consecuentemente, la principal limitacion de las plantas en suelos volcanicos no estaria
determinada por su habilidad para absorber P, sino por su capacidad para acceder al P
retenido en estos suelos.

El consumo de fertilizantes fosfatados se ha incrementado sostenidamente en Chile'duran(_t"e:g
las dos ultimas décadas, representando en la actualidad alrededor de 155.000 Ton.

fp 3
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Estimaciones muy conservadoras sobre el uso de fertilizantes fosfatados en trigo indican
que, en la actualidad, entre la VIl y X regiones se consumen alrededor de 51.000 Ton
anuales, con un costo aproximado de US$ 12 millones (Cuadro 1, pag. 22). La continua
aplicacién de fertilizantes fosfatados en estos suelos volcanicos se ha traducido en la
retencion de cantidades significativas de P en su perfil. Considerando una tasa promedio de
retenciéon de P de 86%, en estos suelos se estarian depositando anualmente 43.700 Ton de
P,Os, equivalente a US$ 20 millones, no disponible para los cultivos. De acuerdo a estas
estimaciones conservadoras, la aplicacion de fertilizantes fosfatados en suelos ubicados
entre la VIl y X regiones, ha provocado una acumulacién de P equivalente a US$ 200
millones, sélo durante los ultimos 10 afos. A modo de referencia, se estima que alrededor
de US$ 10 billones estan retenidos en los suelos australianos, sélo como consecuencia de la
aplicacién de fertilizantes fosfatados en la agricultura. De acuerdo a cifras recientes,
Australia anualmente consume US$ 600 millones en fertilizantes fosfatados, 80% de los
cuales quedan inmovilizados (http:/ www.sciro.au).

La retencién de fosfatos en suelos de origen volcanico reviste importancia econdmica,
técnica y cientifica para el pais, por las particulares relaciones quimicas que ocurren entre
los fosfatos y los suelos volcanicos. Influir sobre estas reacciones tratando de atenuar la
retencion de P es una linea de investigacion prioritaria para el pais (Besoain, 1999). Como
mejorar la movilizacién de P retenido en los suelos es una pregunta que se han planteado no
sblo investigadores en Chile, sino también representa en la actualidad uno de los mayores
desafios que enfrenta la investigacién sobre este aspecto en el mundo (Stevens, 1997,
Raghothama, 1999, 2000; Loépez-Bucio, 2000; Delhaize et al., 2001). La respuesta parece
estar en un grupo selecto de especies que utilizan la exudacion de acidos organicos para
acceder al P retenido en el suelo, permitiéndoles reproducirse en ambientes limitados en la
disponibilidad de P en solucién. Recientemente, la ingenieria genética ha comenzado a
explotar esta estrategia, demostrandose que la capacidad para movilizar el P desde fuentes
insolubles puede mejorar significativamente en plantas que sobreproducen acido organicos,
y los exudan en la rizésfera. Esta estrategia representan una de las alternativas mas
racionales para reducir el uso de fertilizantes fosfatados, y lograr una agricultura mas
sustentable (Stevens, 1997; Raghotama, 2000; Lépez-Bucio et al., 2000).

En linea con los numerosos estudios realizados en Chile respecto a la problematica de la
retencion de P en suelos volcanicos, y con recientes avances de la investigacion mundial en
el tema, en este proyecto se plantea una estrategia biotecnoldgica para movilizar y utilizar el
P retenido en el suelo. Esta estrategia se aplicara al cultivo anual de mayor importancia
econémica y social del centro-sur y sur del pais, utilizando un enfoque de investigacion
integrada. La propuesta lleva implicita el desarrollo de una herramienta biotecnoldgica
nueva, dirigida a favorecer la competitividad del sector agropecuario, y con una orientacion
esencialmente productiva en el mediano plazo. Se espera que esta iniciativa pueda
eventualmente extenderse a otros cultivos de importancia econémica, cumpliendo el perfil
requerido por la Fundacion para la Innovaciéon Agraria en la presente convocatoria.
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5. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION DEL PROYECTO

1. Situacién actual y potencial de los fertilizantes fosfatados en el pais

De acuerdo a estadisticas de la FAO, la produccién de alimentos en el mundo practicamente
se duplico entre los afios 1961 y 1996. Esta situacion se acompafd por un incremento de
3.48 veces la utilizacion de fertilizantes fosfatados asumiéndose que, en un escenario simple
y optimista, la relacién permanecera linear durante las proximas 4 décadas (Tilmann,1999).
Basado en esta prediccién, se estima que la utilizacion de fertilizantes fosfatados deberia
incrementarse desde 37 x 10° Ton métricas a 94 x 10° Ton métricas por ano, para duplicar
la produccién de alimentos en los proximos 40 afos.

La alternativa para incrementar la produccion de alimentos a través de la expansion de la
agricultura hacia suelos marginales, esté4 usualmente restringida por factores edaficos que
limitan drasticamente la productividad de los cultivos. Esto es particularmente evidente en
los suelos del sur del pais los que, por su caracter &cido y alta capacidad de retener P bajo
formas insolubles, restringen sus posibilidades de uso agricola. Debido a problemas
asociados con la quimica del suelo, la recuperacion de suelos marginales haria necesario
aplicar altas cantidades de fertilizantes para mantener una produccion sostenible. En este
eventual escenario de mediano a largo plazo, la mantencién de los niveles actuales de uso
de fertilizantes fosfatados en la agricultura del centro sur y sur de Chile, o su incremento,
contribuira sélo a aumentar el “pool” de fésforo retenido en los suelos.

En la mayoria de los paises del mundo, los fertilizantes que se usan para corregir las
deficiencias de P contienen fosfato soluble en agua y, como productos, tienen un costo
industrial adicional. Una alternativa a estos fertilizantes lo constituyen las rocas fosforicas
solubles en suelos acidos y potencialmente susceptibles de uso agricola. La aplicacion
directa de las rocas fosféricas a los suelos, como una alternativa de uso de fertilizante mas
econémico en los cultivos, ha sido intensamente estudiada en el mundo durante la Gltima
década. Los primeros experimentos de campo destinados a evaluar el valor fertilizante
practico de rocas fosféricas en Chile se iniciaron en la década del 50, y se sistematizaron a
partir de 1983. El libro “Las Rocas Fosféricas y sus Posibilidades de Uso Agricola en Chile”
resume los resultados de estas experiencias. De acuerdo a las conclusiones de estos
estudios, la principal limitacién para el uso de esta alternativa de fuentes fosfatadas es su
lenta solubilidad y, consecuentemente, recomendada solo en cultivos de extenso periodo
vegetativo y con alta actividad bioldgica (i.e. praderas), o en especies como el lupino blanco.
Adicionalmente, las reducidas reservas de minerales fosforicos que posee el pais, unido a la
baja concentracién de P que los caracterizan, condicionarian su eventual utilizacion como
fuente de P. En este escenario, nuestra agricultura continuara dependiendo de las
importaciones de fertilizantes fosfatados, la que en la actualidad representan mas de US$ 35
millones anuales. De esta cifra, se estima que alrededor de US$ 20 millones anuales se
fijara en los suelos del centro sur y sur del pais. Acceder a este “pool” de fosfatos representa
un desafio que debe enfrentar el pais, cuyos resultados se traduciran en reduccion-del -
costos de produccién de los cultivos y, consecuentemente, en una agricultui@ﬁ*ﬁ‘w@é

competitiva. A
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2. Estrategias para movilizar el fésforo retenido en los suelos

En el suelo, el P es absorbido preferentemente como ion ortofosfato (H,PO,’). En su forma
anidnica, el P es altamente reactivo, formando compuestos de baja solubilidad con aluminio
(Al) y hierro (Fe) en suelos acidos, y con calcio (Ca) y magnesio (Mg) en suelos neutros y
alcalinos (Tisdale et al., 1975). Estas reacciones quimicas, conocidas como adsorcion o
fijacion de P, son de particular magnitud en suelos volcanicos, y se acentian
significativamente por efecto de la fertilizacién fosfatada. Las investigaciones realizadas
durante los Ultimos 20 afios han demostrado que un mecanismo esencial por el cual las
plantas toleran estreses nutricionales ocurre en la interfase suelo-raiz, e involucra la
exudacion de acidos organicos por las raices. Como consecuencia de sus altas constantes
de afinidad por metales trivalentes como APP* y Fe ¥, los acidos orgéanicos de cadena corta,
como el citrato, malato y oxalato pueden desplazar el P ligado a estos compuestos,
dejandolo disponible para su utilizacién por las plantas (Marschner, 1995).

2.1. Plantas transgénicas sobreproductoras de citrato

Existe un grupo selecto de especies vegetales que exudan acidos organicos en respuesta a
deficiencias de P en sus ambientes de crecimiento. Basado en esta adaptacion metabdlica,
mediante ingenieria genética se ha comenzado a disefar plantas sobreproductoras de
citrato, dirigidas a explotar la afinidad de este acido organico por Al**, Fe** y Ca*", elementos
quimicos a los que frecuentemente estd adsorbido el P inorganico en los suelos. Esta
manipulacion genética se ha fundamentado en la introduccion del gen que codifica para la
enzima citrato sintasa, que participa en la conversion de oxaloacetato a citrato en la
mitocondria, en presencia de acetil-coA. Plantas de tabaco y papaya transformadas con la
citrato sintasa de Pseudomonas aeruginosa, acumularon y exudaron 10 veces mas citrato
que las plantas no transformadas. Estas plantas mostraron superioridad para crecer en
substratos conteniendo Ca-P como Unica fuente de P, atribuido a las significativas
cantidades de citrato exudadas (Lépez-Bucio et al., 2000). Esta evidencia fue precedida por
el desarrollo de plantas transgénicas sobreproductoras de citrato, con habilidad para crecer
en presencia de concentraciones fitotoxicas de aluminio (de la Fuente et al., 1997). Ambos
trabajos, realizados por investigadores mexicanos, han merecido el reconocimiento de la
comunidad cientifica, puesto que representan la primera evidencia que demuestra la
factibilidad de inducir tolerancia a aluminio, o a la deficiencia de P, mediante la manipulacion
de enzimas que participan en al ciclo del carbono en las plantas.

Recientemente, investigadores australianos cuestionaron los resultados de sus pares
mexicanos, puesto que la metodologia para sobreproducir citrato mediante plantas
transgénicas que expresan la citrato sintasa de Pseudomonas aeruginosa, no pudo ser
replicada (Delhaize et al., 2001). Mas que a la estrategia misma, el cuestionamiento se
dirigi6 a metodologias irreproducibles, indicandose que la actividad citrato sintasa
cuantificada, no corresponderia al gen bacteriano expresado en las plantas transformadas.
No obstante lo anterior, la estrategia de plantas sobreproductoras de citrato mediante la
introduccién del gen de la citrato sintasa recientemente se ha extendido a otras especies,
informandose de plantas transgénicas con habilidad para movilizar P desde Al- P en
Arabidopsis (Koyama et al., 2000) y en trebol blanco (Lyon et al., 2000). X AG
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2.2. Utilizacion de especies que exudan citrato en respuesta a la deficiencia de P

Durante su evolucion, las plantas han desarrollado adaptaciones morfolégicas, fisiologicas y
metabolicas que les permiten crecer y establecerse en suelos bajos en P disponible. Estas
adaptaciones se han dirigido a explorar mas eficientemente el ambiente e incluyen
alteraciones en la arquitectura de raices, asociaciones con hongos micorrizicos, actividad de
enzimas glicoliticas alternativas, activacion de ribonucleasas y fosfatasas, induccion de
transportadores de P de alta afinidad, y liberacion de &cidos organicos en la rizésfera
(Raghothama et al., 1999). Muchas de estas adaptaciones funcionan concertadamente en la
planta para mantener la homeostasis del P celular, y representan una estrategia universal
en respuesta a la deficiencia de P.

Aun cuando se ha mencionado que las fosfatasas é&cidas pudieran participar en la
movilizacion de P desde fuentes organicas, la contribucion de estas enzimas a la economia
del P es aun materia de debate (Yan et al., 2001). De acuerdo a numerosas evidencias, la
posibilidad de movilizar el P retenido en el suelo en cantidades significativas, esta restringida
sélo a la exudacion de acidos organicos (Dinkelaker et al.,, 1995; Jones, 1998; Neumann y
Romheld, 2001). La exudacién de acidos organicos con tasas suficientes para movilizar el P
se ha informado so6lo en un limitado nimero de especies, entre las cuales se incluyen los
miembros de la familia Proteaceae, y el lupino blanco (Lupinus albus) dentro de las especies
cultivadas (Dinkelaker et al., 1995).

El lupino blanco es una leguminosa anual adaptada a suelos 4cidos a neutros de escasa
fertilidad. Entre las especies cultivadas, es la Unica que posee la habilidad para establecerse
y crecer en suelos bajos en P disponible, atribuido a la capacidad de exudar citrato en la
rizosfera (Gardner et al., 1982). Precisamente por esta razon, el lupino blanco es la Unica
especie que ha logrado mantenerse como cultivo comercial en un amplio estrato de la
agricultura mapuche de la IX Regidn, practicamente desde su introduccion al pais en la
década del 60. En esta especie, la exudacién de citrato ocurre a través de estructuras
radicales conocidas como raicillas proteoideas, inducidas en la planta sélo en condiciones de
deficiencia de P. Esta particularidad Unica entre las especies cultivadas, ha convertido al
lupino blanco en una planta modelo para entender no solo la fisiologia del mecanismo de
exudacion de citrato, sino también para identificar genes asociados con esta estrategia
adaptativa.

3. El lupino blanco como fuente de genes asociados con la exudacion de citrato

No obstante la reconocida habilidad del lupino blanco para establecerse y crecer en suelos
bajos en P disponible, la posibilidad de utilizar esta especie como modelo para identificar
genes asociados con esta estrategia adaptativa es una alternativa que solo recientemente se
ha comenzado a explorar (Stevens, 1997; Neumann et al., 1999, 2000, Massonneau et al.,
2001). Durante los dos ultimos afos, se han realizado estudios en INIA Carillanca dirigidos
a identificar genes de lupino blanco, especificamente asociados con la exudacion de citrato.
Como consecuencia de este trabajo (Tesis de Doctorado del investigador principal de _este
proyecto), se identifico un modelo experimental que permitio, anahzandoi‘;l: ot
aproximadamente 20% del total de potenciales ARN mensajeros que se expres.an en una
célula en un tiempo determinado, aislar 52 productos diferenciales mdumdos«en tejldos

radicales que exudan citrato en respuesta a la deficiencia de P. El analisﬁs de una

subpoblacién de estos 52 productos permitié identificar genes asociados con esta estrategla

L.
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En la actualidad, INIA Carillanca dispone de fragmentos de cDNA con homologia a regiones
codificantes para la proteina fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC), que participa como ruta
adenilato independiente alternativa a la piruvato kinasa en condiciones de deficiencia de P
(Plaxton, 1998), para la proteina SQDX, que funciona en el reciclaje de P desde fosfolipidos
de membrana en plantas deficientes en P (Benning, 1998), para una proteina inducida por
auxinas, ademas de dos fragmentos cDNAs sin homologia a genes conocidos.

Se ha estimado que alrededor de 100 genes se inducirian en condiciones de deficiencia de
P en plantas (Raghothama, 1999). Puesto que la exudacion de citrato ocurre en respuesta a
este estrés, este antecedente sugiere que el eflujo de &cidos orgénicos por las raices
pudiera no ser un evento fisioldgico aislado del mecanismo de rescate que opera en plantas
deficientes en P (Plaxton 1998). De este modo, la expresion de la citrato sintasa en plantas
transgénicas sobreproductoras de citrato (de la Fuente et al., 1997; Lopez-Bucio et al., 2000;
Koyama et al., 2000; Lyon et al., 2000), no seria suficiente para soportar las significativas
cantidades de carbono utilizadas por la planta durante la exudacién. De acuerdo a las
evidencias disponibles, existe consenso en el sentido que la exudacién de citrato en un tejido
en particular, necesariamente debe estar precedida de la acumulacion de este acido
organico (Hoffland et al., 1992; Neumann et al, 1999; Pefaloza et al., 2001). En
consecuencia, una opcién alternativa, o complementaria a la citrato sintasa, esta
representada por enzimas con funcion carboxilasa que, como consecuencia de su actividad
catalitica, contribuyan con carbono para la sintesis de acidos organicos.

4. PEPC como enzima alternativa

Una via metabolicamente mas racional para la sobreproducciéon de citrato pudiera lograrse
mediante la introduccion de sbélo un gen, cuyo producto desempefie un papel clave en el
funcionamiento de esta estrategia adaptativa. De acuerdo a la funcion de las enzimas que
participan en el ciclo del carbono en raices, el candidato mas probable corresponde a la
PEPC. PEPC es una enzima de plantas que cataliza la carboxilacién irreversible del
fosfoenolpiruvato, generando oxaloacetato y Pi (Melzer y O’Leary, 1987; Chollet, 1996). Esta
enzima es particularmente abundante en células del mesofilo de plantas C4 y CAM,
participando en la fijacion inicial del CO, atmosférico durante la fotosintesis. En plantas C4,
esta funcidon permite concentrar el CO, alrededor de la enzima Rubisco, preferenciando
significativamente su actividad carboxilasa.

Numerosos estudios han demostrado que la enzima PEPC desempefia un papel esencial en
la acumulacién y exudaciéon de citrato en lupino blanco y otras especies (Hoffland et al.,
1992; Johnson et al., 1994,1996; Neumann et al., 1999, 2000; Pefialoza et al., 2000, 2001).
Esta esencialidad se entiende si se considera que PEPC es la Unica enzima con funcion de
carboxilacién en el metabolismo de los acidos organicos en raices de plantas deficientes en
P. Mediante esta funcion, la enzima provee de carbono fijado autotréficamente en raices,
suficiente para soportar las significativas cantidades de carbono exudados como citrato en
lupino blanco (Johnson et al., 1994,1996). De acuerdo a estos autores, el 25% del carbono

exudado como citrato y el 34% del aquel exudado como malato, proviene del carbono fijado........

autotréficamente por la actividad de carboxilacion de la enzima. En consecuencia, PERC
seria el gen de eleccion para introducir mediante transgénesis, dirigida a acumular yfr@(uda
fuentes carbonadas en plantas.
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5. Propuesta de desarrollo de plantas transgénicas que exuden acidos organicos

5.1. El trigo como especie objetivo para transformacién con el gen de la PEPC

El trigo (Triticum aestivum) es el principal producto de la agricultura chilena representando el
50% de las 828.000 ha dedicadas a cultivos anuales. El 90% de su superficie se ubica en
suelos volcanicos de la VIl a X regiones los que, por su naturaleza quimica, poseen una alta
capacidad de fijacion de fésforo. Los cereales en general, y en particular el trigo, no son
especies habiles para acceder al P retenido en fuentes insolubles (Sepulveda et al., 1999;
Montenegro et al., 1999; Pefialoza et al., 2000). Esta escasa habilidad es una caracteristica
genética que no se puede modificar a través del mejoramiento convencional, ya que no se
dispone de genotipos potenciales de ser utilizados como progenitores en programas de
mejoramiento. Sin embargo, la capacidad de la especie de exudar malato en respuesta a
concentraciones fitotéxicas de aluminio (Ryan et al., 1995 ab), sugiere la posibilidad de
manipular la exudacién de acidos organicos de manera que también responda a la
deficiencia de P. Por lo tanto, el mejoramiento genético asistido por transgenia aparece, para
esta situacion particular, como la Unica alternativa factible.

Estudios preliminares realizados en INIA Carillanca indican que la actividad especifica de la
PEPC en raices de lupino blanco es 3 veces superior a aquella que caracteriza a trigo. De
acuerdo a estos resultados, se espera que la expresion de la PEPC de lupino blanco,
aumente la fijacion de carbono atmosférico en raices de trigo y, consecuentemente, la
produccidon y acumulacidon de acidos organicos. Una vez acumulado, el(los) &cido(s)
organico(s) seria(n) exudado(s) en la rizésfera a través de canales aniénicos, como
mecanismo de detoxificacién para prevenir acidosis, cuando la sobreproduccién excede la
capacidad de almacenamiento en la vacuola (Neumann et al., 2000).

Las posibilidades de transgénesis con la PEPC se han explorado en estudios dirigidos a
mejorar la eficiencia de la fotosintesis en plantas C3 (Matsuoka et al., 1994; Gehlen et al.,
1996; Beaujean et al., 2001). La introduccién de la PEPC de maiz en arroz demostro la
factibilidad de instalar un componente de la fotosintesis de plantas C4 en plantas C3,
obteniéndose plantas de arroz con reducida inhibicién de la fotosintesis por fotorespiracion
(Ku et al., 1999). Aun cuando el beneficio neto de esta modificacidn no esta aun confirmado,
esta evidencia demuestra la factibilidad de transgénesis con la PEPC, y la potencialidad de
utilizarla para alterar el metabolismo de los acidos organicos en trigo.

5.2. Transformacioén genética en trigo

Los recientes avances en el cultivo in vitro de cereales, junto al desarrollo de metodologias
de transformacién, han hecho realidad la ingenieria genética en trigo para mejorar
parametros de importancia agricola e industrial,(Jahne et al, 1996; Chen, 1998). La
transformacion genética en esta especie es una estrategia relativamente nueva, invaluable
como complemento del mejoramiento genético convencional, siempre y cuando se dlsponga
de genes de interés (Snape, 1996).

$

El procedimiento mas exitoso de transformacién genética en esta especie es el metodo d%’f"'_..».}
). Les®

bombardeo de particulas o biobalistica (Vasil et al., 1992; Barcelo y Lazzeri, 1995
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células utilizadas corresponden a tejido embrionario que, debido a su activo crecimiento,
prolifera rapidamente en un medio de induccion somética. A través de esta tecnica, se han
informado eficiencias de transformacién fluctuantes entre 0,1 y 0,5% (Weeks et al., 1993;
Altpeter et al., 1996) y 0,5% a 1,5% (Vasil et al., 1993; Becker e/ at., 1994; Nehera et al.,
1994). Si bien estos bajos porcentajes de eficiencia se obtuvieron con tejidos embriogenicos
establecidos por periodos prolongados, hay considerable informacion que sefiala mejores
resultados con tejidos embrionarios inmaduros y frescos (Nehera et al., 1994). Recientes
trabajos realizados en el CIMMYT sobre una gama de accesiones de trigo, informan
eficiencias promedio de transformacion entre 6 y 15% (CIMMYT, 2000), las mas altas
obtenidas a nivel mundial a la fecha. Estas metodologias estaran disponibles para el
desarrollo del proyecto, como consecuencia de entrenamientos en transformacion de trigo
realizado en CIMMYT por uno de los investigadores del equipo técnico de esta propuesta.

5.2.1. Genes de seleccioén. En cereales, la seleccion de células y plantas transformadas se ha
realizado mediante genes de resistencia a herbicida y antibiéticos (Wilmink y Dons, 1993). El
gen bar es el de mayor uso en trigo, debido a que ha mostrado eficacia tanto en la obtencion
de plantas transgénicas homocigotas, como en la expresion estable del transgene. El gen bar
codifica para la enzima phosphinothricin acetyltransferasa, y su introduccion en plantas genera
resistencia a través de la acetilacion del herbicida phosphinothricin. El herbicida L-
phosphinothricin (PPT o glufosinato) es un analogo de la glutamina, el cual inhibe la sintesis de
la enzima glutamina sintetasa (GS), que participa en la asimilacién de amonio (De Block et al.,
1997). La inhibicién de GS causa la acumulacion de amonio y con ello la muerte celular. PPT
es quimicamente sintetizado bajo el nombre comercial BASTA (Hoechst AG), o producido a
través de Streptomyces hygroscopicus. Es por ello que el gen bar genera resistencia
especifica sblo a este herbicida.

5.2.2. Promotores. La seleccion de los promotores en la transformacioén genética de plantas
es uno de los factores méas importantes para obtener una expresion estable y especifica del
gen introducido. El promotor del gen de la ubiquitina (Ubi-1) (Christensen et al., 1992) ha
sido ampliamente usado en plantas monocotiledoneas (Cornejo et al., 1993; Barcelo y
Lazzeri, 1995; Stoger et al., 1999), puesto que confiere un nivel de expresion 10 veces
superior al promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (Christensen et al., 1992). En
consecuencia, el promotor del gen Ubi-1 es el de eleccion para transgénesis en trigo,
permitiendo expresar genes constitutivamente en todos los tejidos de la planta (Stoger et al.,
1999; Rooke et al., 2000).

5.3. Fundamento fisiolégico y metabodlico de la propuesta

Para generar cultivares de trigo que exuden citrato en respuesta a la deficiencia de P, el
proyecto utilizara la estrategia de incrementar la fijacion autotréfica de carbono en raices,
mediante transgénesis con la proteina PEPC de lupino blanco. Mediante esta estrategia, se
espera incrementar la concentracion del substrato de la enzima citrato sintasa. Este
substrato corresponde a oxaloacetato, el que puede ser directamente transportado hacia la
mitocondria, o producido a través de la reduccion del malato, el producto terminal de la
glicolisis en plantas (Lance y Rustin, 1984) (Figura 1).

La posibilidad que el oxaloacetato sea preferentemente dirigido a la produccion dﬁ malata Y
no sea requerido como substrato en la mitocondria, se traduciria en la acumulacmm Y

subsecuente exudacion de este acido organico directamente desde el citosol. Aun cuahdo eI
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malato es utilizado como precursor para la sintesis de citrato en lupino blanco sometido a
deficiencias de P (Neumann et al., 1999; Pefaloza, 2001), plantulas de raps exudan
preferentemente malato en respuesta a este estrés (Hoffland et al., 1989, 1892). La
constante de afinidad de malato por metales a los que frecuentemente se encuentra unido el
P en suelos volcanicos (AP, Fe*), es inferior a aquella que caracteriza a citrato (Jones,
1998), de manera que la habilidad de este acido organico para movilizar P retenido en el
suelo, seria inferior a citrato. Esta capacidad, sin embargo, finalmente dependera de la
cantidad de acidos organicos posibles de ser exudados por las raices (Neumann y Romheld,
2001).

Aun cuando el funcionamiento de la estrategia pudiera requerir adicionalmente la
sobreexpresion de la enzima citrato sintasa, de modo de dirigir el oxaloacetato
preferentemente para la produccién de citrato, calculos teéricos basados en el flujo de
metabolitos indican que es improbable que la actividad de esta enzima limite la sintesis de
citrato (Delhaize et al., 2001). Estos resultados confirman estudios de sobreexpresion de la
citrato sintasa de Aspergilus niger donde, no obstante aumentar 11 veces la actividad de la
enzima, no se detectd incrementos en la concentracion interna, ni en la exudacion de citrato
(Ruijter et al., 2000). De acuerdo a estas evidencias, la sobreexpresion de la citrato sintasa
parece no ser una estrategia que contribuya significativamente a la acumulacion y exudacion
de citrato en plantas, a mencs sostenidamente y por periodos prolongados.

La introducciébn del gen de la PEPC de lupino blanco en trigo, asume que el
fosfoenolpiruvato (PEP) es suficiente tanto como substrato de la enzima PEPC, asi como
para la sintesis de aminoacidos de los cuales este metabolito es su preculsor. Si bien no se
dispone de informacion sobre la concentracion de PEP en raices de trigo, se espera que la
sobreexpresion de la enzima dirija la utilizacion del PEP preferentemente hacia la produccion
de oxaloacetato. La expresion constitutiva de la enzima con el promotor Ubi-1 permitira
demostrar, en un grado extremo, el efecto de esta preferencia sobre otras rutas metabolicas
que utilizan el mismo substrato, y corresponde a parte del trabajo que se desarrollara en
esta propuesta.

Desde una perspectiva funcional, se dispone de numerosas evidencias que indican que la
enzima PEPC es activada por fosforilacion. Dong et al. (1998) expresaron la enzima en
raices de maiz, demostrando que la fosforilacién puede ocurrir mediante proteinas kinasas
de animales, o extraidas desde hojas. Estos resultados indican que los mecanismos de
activacion de la PEPC mediante fosforilacion, esencial para reducir la inhibicion en la
actividad de la enzima por efecto del malato (Chollet, 1996), no requiere de kinasas
especificas. Por lo tanto, se espera que la actividad PEPC de lupino blanco no sea afectada
por malato, una vez expresada en trigo.

En plantas transgénicas, el funcionamiento de la PEPC contribuira a incrementar la
disponibilidad de esqueletos carbonados, mediante la fijacion autotréfica de carbono
atmosférico, esperandose que esto se traduzca en la sintesis preferencial de citrato. En la
mitocondria el citrato puede ser utilizado en el ciclo de Krebs para la generacion de poder
reductor, o transferido al citosol. En el citosol, este metabolito puede ser exudado en la

rizosfera, o decarboxilado a isocitrato y luego a 2-ketogiutarato por las enzimas aconitasa

citosolica e isocitrato dehidrogenasa, respectivamente (Figura 1). De acuerc/io ‘a Ias"
evidencias disponibles en lupino blanco y otras especies, la selectividad de esta preferenglaf'
se altera notablemente en plantas sometidas a la deficiencia de P, parhcularmente c@mo
consecuencia de la produccién de H,O,. La produccion de H,O, causa mhnbtcmnfﬁe la
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enzima aconitasa y, consecuentemente, la acumulacion de citrato en el citosol (Parsons et
al., 1999; Neumann et al., 2001). Estas evidencias indican que la acumulacion de citrato
seria la consecuencia de factores asociados al estrés oxidativo que ocurre en plantas
deficientes en P, y que afecta principaimente la actividad aconitasa. Del mismo modo,
niveles fitotdxicos de cobre causan la acumulacion de citrato, atribuido a la inhibicion de la
aconitasa citosolica (Murphy et al., 1999). Una vez acumulado, el citrato es exudado en la
rizbsfera mediante un mecanismo de co-trasporte con K* o H*, cuando la concentracion
interna de este metabolito se acerca a niveles toxicos para la célula (Murphy et al., 1999;
Neumann et al., 2000).

Aun cuando no se dispone de evidencias sobre los efectos de la inactivacion de la enzima
aconitasa, estudios realizados en papa demostraron que 90% inhibicién en la actividad de la
enzima isocitrato dehidrogenasa citosolica (isocitrato a 2-ketoglutarato) mediante antisentido,
provocd acumulacion de citrato en plantas transgénicas de papa, sin efectos significativos
sobre el metabolismo celular y el crecimiento de las plantas (Kruse et al., 1998). Estos
resultados indican que una eventual reduccion en la actividad aconitasa citosolica por efecto
de la acumulacién de H,O,, no alteraria el substrato necesario para sintesis de glutamato.
Del mismo modo, y aun cuando la reduccién en la actividad aconitasa mitocondrial pudiera
eventualmente afectar el flujo de carbono a través del ciclo de Krebs, se ha demostrado que
la induccion de la ruta respiratoria no fosforilante (oxidasa alternativa) es una importante
adaptacion de las plantas a la baja disponibiidad de P. Son precisamente estas
adaptaciones metabdlicas las que necesariamente deben ocurrir en plantas transformadas,
de manera de ajustar su metabolismo al estrés, antes que se active la exudacion de citrato,
u otro acido organico. Tales adaptaciones se favorecerian al introducir genes asociados con
la tolerancia a la deficiencia de P, como los de lupino blanco, que se aislaran y evaluaran en
este proyecto.

En la Figura 1 se esquematiza parte del ciclo del carbono en raices, con el objetivo de
puntualizar la ruta metabdlica que se pretende modificar mediante transgénesis en este
proyecto. En contraste a la transgénesis con la citrato sintasa, PEPC es una estrategia que
se fundamenta en evidencias fisiolégicas y metabdlicas que la sugieren como una enzima de
eleccion, si se pretende alterar el ciclo de los acidos tricarboxilicos a traves de la
acumulacién y exportacion de carbono en la rizosfera.
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FIGURA 1. Modelo esquematico de la modificacién en el flujo de carbono en trigo transgénico con la
PEPC de lupino blanco, dirigida a la exudacién de acidos organicos (citrato y/o malato) en la rizésfera.
Este modelo se basa en las adaptaciones metabdlicas que ocurren en plantas sometidas a la
deficiencia de fosforo propuestas en la literatura (Theodorou y Plaxton,1993; Plaxton, 1998; Neumann
et al., 2000). PEPC, fosfoenolpirivatocarboxilasa, PK, piruvato kinasa; MDH, malato deshidrogenasa;
CS, citrato sintasa; ACO, aconitasa; ICDH, isocitrato deshidrogenasa; PDH, piruvato deshidrogenasa;
ME, enzima malica. Subfijos m y c¢ indican enzimas localizadas en la mitocondria y en el citosol,
respectivamente. Las flechas gruesas indican la ruta mas probable de flujo de carbono en plantas de
trigo transformadas con el gen de la PEPC. Las flechas punteadas sefialan la exudacion de cu;ra‘tq'y/d
malato esperable que ocurra en las plantas transformadas.
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5.4. Necesidad de promotores raiz-especificos y fésforo-especificos

Las plantas transgénicas sobreproductoras de citrato desarrolladas a la fecha, han utilizado
la estrategia de sobreexpresion del transgen mediante promotores constitutivos (CaMV 358S).
Aun cuando promotores de esta naturaleza son esenciales durante la fase experimental de
un transgen, su expresidon constitutiva provocaria un funcionamiento no modulado por el
estrés, con un costo metabdlito que pudiera no ser sostenible por la planta. Desde una
perspectiva ambiental, la continua exudacién de citrato se traduciria en una movilizacion
permanente de P desde el suelo, asi como de elementos como el manganeso, cuya
absorcion pudiera eventualmente llegar a niveles téxicos para la planta. Bajo este
razonamiento, la estrategia mas racional para el desarrollo de plantas transgénicas que
respondan solo al estrés, consiste en la utilizacion de promotores raiz-especificos, y
modulados por la disponibilidad de P. La disponibilidad de promotores especificos permitira
activar la expresion del transgen sélo en el tiempo y el tejido requerido, evitando la expresion
constitutiva, energéticamente desfavorable y ambientaimente indeseable (Haran et al,
2000).

De acuerdo a los antecedentes disponibles, no se han descrito promotores especificos de
raices en trigo, y que ademas, sean modulados por la disponibilidad de P. Existen pocos
promotores de este tipo identificados en otras plantas. Recientemente se describio el
promotor de una fosfatasa acida en Arabidopsis inducido por bajos niveles de P, con fuerte
expresion en raices, pero también en hojas (Haran et al., 2000). Este tipo de promotores
ofrece una nueva herramienta molecular para dirigir la expresién de determinados genes en
plantas, al responder a una simple sefial quimica, fuertemente regulada por P, y con un bajo
nivel de expresion basal. Existen, sin embargo, determinados genes que son regulados
fuertemente por P, y cuya expresion ocurre preferentemente en raices. Es el caso de genes
que codifican para transportadores de P que pueden ser de utilidad para identificar
promotores con las caracteristicas deseadas.

Estudios de cinética del transporte de P en plantas y cultivos celulares indican la existencia
de transportadores de alta afinidad funcionales a bajas concentraciones de P, y
transportadores de baja afinidad que operan a altas concentraciones (Raghothama, 1999).
El sistema de baja afinidad es aparentemente expresado constitutivamente, mientras que el
sistema de alta afinidad es inducido bajo condiciones de deficiencia de fosforo,
especificamente en las raices de las plantas (Muchhal et al., 1996; Muchhal y Raghothama,
1999; Smith et al., 1997, 2000; Leggewie et al., 1997; Liu et al., 1998; Dong et al., 1999).
Los estudios indican que la transcripcion de estos genes es regulado mediante senales
sistémicas, que responden al estado interno de fosforo de la planta (Smith et al.,, 2000). Los
promotores de este tipo de genes son candidatos potenciales para evaluarlos en orden a
dirigir la expresion del gen de interés de una manera tejido-especifica y regulada por P. En
trigo existe publicada una secuencia parcial de un cDNA correspondiente a un transportador
de alta afinidad de fosfato, el cual se aisl6 de la variedad de trigo Chinese Spring. Esta
secuencia puede ser utilizada para obtener la regién promotora del gen, y evaluarla en trigo

para determinar su capacidad de dirigir la expresion en forma tejido-especifica y regulada”

por P, mediante fusion con genes reporteros
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6. Presentacion de la propuesta.

Sobre la base de lo expuesto, este proyecto se propone como parte de una linea de trabajo
dirigida a mejorar la habilidad de los cultivos para acceder al P inorganico retenido en suelos
volcanicos de centro-sur y sur de Chile. En esta primera iniciativa se pretende introducir en
trigo, genes de lupino blanco que le confieren a esta especie la capacidad para establecerse
y crecer en suelos bajos en P disponible. Los esfuerzos se centraran en el gen de la PEPC
de lupino, con el objetivo de incrementar la sintesis, acumulacion y exudacion de acidos
organicos en la rizosfera. Para optimizar esta manipulacion, se buscara un promotor que
permita expresar el gen cuando y donde se le requiere; esto es, en raices y modulado por la
disponibilidad de P. Con este proposito, se buscaran promotores propios de trigo,
particularmente el promotor de un gen que codifica para un transportador de alta afinidad de
fosfato descrito en esta especie. Debido al tiempo requerido en este tipo de trabajos, en
forma alternativa y para poder disponer de un promotor adecuado para los fines propuestos,
se evaluard la funcionalidad de promotores ya identificados en otras especies como
Arabidopsis.

La respuesta de las plantas a la deficiencia de P requiere el acondicionamiento de su
metabolismo al estrés, lo que implica la activacién de numerosos genes. Muchos de estos
genes, sin embargo, forman parte del sistema de rescate generalizado en plantas y, por lo
tanto, necesariamente deben expresarse en condiciones de deficiencia de P en trigo. De
este modo, la exudacién de acidos organicos corresponderia a un mecanismo adicional, que
le permitiria a la especie movilizar el P retenido en el suelo. En la eventualidad que asi no
ocurra, una parte importante de las actividades a realizar en el proyecto considera la
identificacion y caracterizacion de una gran parte de los genes que se expresan en tejidos
radicales que exudan citrato en respuesta a la deficiencia de P en lupino blanco. Dichos
genes podrian eventualmente ser introducidos en trigo, en forma adicional a PEPC, de
manera de potenciar la capacidad de acceder al P retenido en el suelo. Basado en su
identidad y probable funcién fisiolégica, tres de estos genes seran introducidos a trigo en
este proyecto, con el proposito de evaluar su contribucién a la adaptacion de la planta a
suelos bajos en P disponible.

Adicionalmente, el desarrolio de este proyecto permitira implementar en el pais la tecnologia
de transformacion genética de trigo. Una vez disponible, seria posible mejorar otros
aspectos agrondmicos en esta especie mediante esta tecnologia. Se espera que, como
consecuencia de la exudacion de acidos organicos en la rizésfera, las plantas puedan tolerar
mas eficientemente la deficiencia de P, y eventualmente la presencia de aluminio fitotoxico,
otro problema agronémico de magnitud en los suelos volcanicos del centro-sur y sur del
pais.

Esta propuesta representa un enfoque innovativo para acceder al P retenido en los suelos, e
involucra estudios fisioldgicos, metabolicos, moleculares y citogenéticos, de modo de
enfrentar el problema mediante una estrategia integrada. La estrategia propuesta es
susceptible de patentamiento, asi como los genes y promotores que se descubran. Se
pretende que el desarrollo del proyecto ublque al pals ya Ia IX Reg|on en una posncnon .de

enfrentado interdisciplinaria e inter-institucionalmente.
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6. MARCO GENERAL DEL PROYECTO

Oferta y demanda de fertilizantes fosfatados en Chile

La demanda de fertilizantes fosfatados (P,O5) se ha incrementado sostenidamente durante
las dos Ultimas décadas en el pais, desde 46.000 Ton el afo 1975 a 150.000 Ton el afo
1998 (Rojas, 1998). De acuerdo a la distribucién regional del consumo de este nutriente, se
estima que alrededor del 95% se utiliza entre la VIl y IX regiones (Martinez et al., 1983)
(Cuadro 1). Entre los cultivos anuales y praderas, el trigo es la especie de mayor demanda
de fertilizantes fosfatados, representando el 38,2% del total utilizado en Chile (INIA, 1989).
Extrapolando esta informacién a la zona de influencia de la propuesta, se estima que la
demanda minima de consumo de P por este cultivo en el centro-sur y sur, represento
aproximadamente el 32,8% del consumo nacional en el afio 2000 (Cuadro 1). Esta demanda
es actualmente suplida mediante la importacion, que en la actualidad involucra un gasto
anual de alrededor de US$ 35 miliones. Debido a procesos de fijacién, aproximadamente
US$ 20 millones quedan retenidos en el suelo, no disponibles para los cultivos.

Otras opciones de fertilizantes fosfatados, representadas principalmente por aquellas
derivados de rocas fosfoéricas, no son alternativa para cultivos anuales debido a su lenta
solubilidad. La baja solubilidad de las rocas fosféricas puede mejorarse notablemente en
presencia de plantas que exuden acidos organicos en la rizdsfera, como el lupino blanco. De
esta forma, la estrategia propuesta permitiria a las plantas utilizar las rocas fosféricas como
fuente de fésforo, de manera similar a como lo hacen especies que utilizan la estrategia de
exudar acidos organicos para acceder al P retenido en los suelos. Esto pudiera contribuir un
eventual incremento en la produccién de fertilizantes fosfatados nacionales, que en la
actualidad no representan mas de 5.000 Ton anuales (FAO, 1998)

Cuadro 1. Superficie y consumo de fosfato (P,O5) por el cultivo del trigo en la zona
centro-sur y sur de Chile

Regiones Consumo Consumo Superficie Consumo Consumo
total regional regional estimado estimado

P,Os P,O; de trigo P,Os en trigo P,O; en trigo

(% nacional) (Ton) (ha) (Ton) (% nacional)
VI 6,0 9.300 65.000 3.553 2.3
VI 19,3 29.915 111.600 11.428 7.4
X 30,8 47.740 - 166.970 18.237 11,8
X 29,8 46.190 29.850 17.645 114
Subtotal 85,9 133.145 373.420 50.861 32,8

Total nacional 155.000 " 414.000

Fuente: Adaptado de Martinez et al.(1983), Silva (1989) y ODEPA (2001)
(1) Estimado afio 2000
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El trigo y su ambiente de produccién

Los suelos arables del pais comprenden alrededor de 5,4 millones de ha, de las cuales 2,8
millones se ubican entre la VIl y X regiones. El 73% de esta superficie corresponde a suelos
volcanicos, cuya incidencia representa el 62,7, 65,7, 95,0 y 86,0%, en las regiones VII, VI,
IX y X, respectivamente (Cuadro 2). Esta situacién genera un conflicto agronémico de
magnitud para los cultivos que se desarrollan en esta area geografica puesto que, unido a la
alta retencion de P que ocurre en suelos volcanicos, se agregan los problemas derivados de
la toxicidad por aluminio que los caracteriza.

Cuadro 2. Superficie arable (en ha) cubierta por suelos volcanicos en el
centro-sur y sur de Chile

Regiones Superficie Suelos Superficie arable
Total arables’ cubierta por
suelos volcanicos

VI 2.110.400 314.800 197.442
VI 4.542.100 760.300 499.407
X 3.247.200 704.900 670.392
X 7.292.800 988.500 854.828

Fuente: Adaptado de Besoain (1999).
'Corresponde a cultivos anuales y praderas

Una alta proporcién de los suelos que caracterizan al area de influencia del proyecto esta
representada por explotaciones de pequefios agricultores, lo que extiende el conflicto
agronémico a un problema socio-econémico. El problema socio-econémico es de particular
magnitud en la IX Region, caracterizada por una alta proporcion de poblacion mapuche. De
acuerdo a la Ultima encuesta agropecuaria, existen 57.800 explotaciones dedicadas a trigo
en la pequefa agricultura, representando el 65% del total de explotaciones con este cultivo.
En éstas, la superficie de siembra fluctla entre 0,4 y 2,1 ha, contribuyendo con el 15,5% de
la produccion nacional. Para un rendimiento nacional de 35 qgm/ha, el rendimiento promedio
de estos agricultores es inferior a 20 qgm/ha, lo que ofrece la posibilidad de reducir esta
brecha mediante la introduccién de nuevas tecnologias, sin costo adicional. Nuevos
cultivares de trigo con eficiencia para movilizar el P retenido en el suelo permitiran un uso
mas eficiente de los bajos niveles de fertilizantes utilizados por este estrato de la agricultura.

Los beneficios de esta nueva tecnologia podran también ser utilizados por explotaciones
medianas y grandes, con un impacto econémico significativo. En efecto, si se considera que
alrededor de 280.000 ha cultivadas con trigo corresponden a explotaciones de esta
naturaleza, la reduccion en la fertilizacion fosfatada de solo el 10%, provocara una----.

disminucién en la demanda de fosforo de aproximadamente 2.800 Ton de P,O; anualgap«é%a &)o 4 ‘\\\
un nivel de fertilizacion de 100 kg/ha P,Os, sin efectos negativos sobre el rendlmlentq\ o "\\
Incrementos en la movilizacion del P retenido en el suelo, por sobre el 10%, se traduelran(en %\
reducciones proporcionales en el uso de este insumo, de mayor magnitud en aqueHos que
normalmente utilizan dosis de fertilizacion fosfatada superior a la utilizada como referencia.
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Debido a las constantes de afinidad de ciertos acidos organicos por aluminio fitotoxico (AF°*),
la estrategia propuesta no solo permitird movilizar el P retenido en el suelo, sino también
quelar el AP* en la rizésfera, impidiendo que éste penetre en la planta. Este efecto directo
de los acidos organicos ofrece una ventaja econémica y ambiental adicional, que pudiera
eventualmente traducirse en reduccién de los niveles de encalado frecuentemente utilizados
para la produccién de cultivos en suelos volcanicos con pH inferior a 5,5.
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7. UBICACION GEOGRAFICA DEL PROYECTO

El proyecto se ejecutara en el Centro Regional de Investigacion Carillanca (INIA), comuna de
Vilean, IX Region, ubicado en el area rural, a 25 km de la ciudad de Temuco, en la Facultad
de Ciencias de la Universidad de Chile, Santiago, y en el Laboratorio de Fisiologia Vegetal
del Depto. de Botanica de la Universidad de Concepcién, Concepcion.
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8. OBJETIVOS DEL PROYECTO

8.1. GENERAL:

Integrar genes de lupino en el genoma del trigo mediante biobalistica, con el proposito de
desarrollar nuevas variedades con habilidad para movilizar el fésforo inorganico retenido en
los suelos del centro-sur y sur de Chile

8.2. ESPECIFICOS:

1. Aislar y caracterizar genes asociados con la exudacién de citrato en L. albus

2. Identificar promotores funcionales en trigo, especificos de raices, y modulados por la
disponibilidad de fésforo

3. Optimizar la transformacion genética de variedades elite de trigo chilenas mediante
biobalistica

4. Evaluar la funcionalidad en trigo, de promotores aislados desde Arabidopsis y trigo
5. Transformar trigo con el gen de la PEPC de L. albus

6. Transformar trigo con otros genes de L. albus
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9. METODOLOGIA Y PROCEDIMIENTOS

OBJETIVO ESPECIFICO N° 1. Aislar y caracterizar genes asociados con la exudacion
de citrato en L. albus

La identificacién de genes que se expresan en tejidos que exudan citrato en respuesta a la
deficiencia de P se realizard mediante la técnica del “differential display” de ARN
mensajeros (Liang y Pardee, 1992; Liang et al., 1993). El ARN se obtendra desde raicillas
proteideas, estructuras radicales especializadas en la funcidn de excrecion de citrato en
lupino blanco. Puestos que estas estructuras son inducidas soélo en ausencia de P, el tejido
contrastante en exudacioén correspondera a raicillas proteoideas rescatadas de la deficiencia
de P mediante la incorporaciéon de 0,1 mM P, una vez que las plantas han desarrollado
abundantes raices proteoideas (Pefialoza et al., 2001)

Actividad 1.1. Disefio y construccion de partidores.

En este estudio se utilizaran 3 oligo-dT y 25 partidores arbitrarios, lo que permitira analizar
75 combinaciones para cada muestra de ARN. Cada combinaciéon de partidores permitira
visualizar aproximadamente 80 bandas, de manera que se analizardn aproximadamente
6000 mRNAs. Este estudio se complementard con los aproximadamente 1.500 mRNA
analizados previamente. Los partidores seran de 16 bases, y se disefiaran con un sitio
Hindlll en el extremo &’

Actividad 1.2. Crecimiento de plantas y extraccion de ARN.

El ARN total se extraera desde raices de plantas mantenidas en solucién nutritiva pH a 5,8
(Penaloza et al., 2001). El tejido se cosechara a los 25 y 27 dias después del transplante
(DDT) a la solucion nutritiva, desde plantas mantenidas en ausencia de P (P0), y desde
plantas rescatadas de la deficiencia mediante la incorporacion de 0,1 mM P a los 24 DDT
(P1). EI ARN se extraera con la solucion de Chomczynski con fenol (Winkler), de acuerdo a
las recomendaciones del distribuidor. Para la eliminacion del ADN cromosomal, el ARN total
se tratard con inhibidor de ribonucleasas (rRNasin) Se cuantificara el RNA extraido,
verificandose su integridad y la eliminacion del DNA cromosomal mediante geles de
agarosa-formaldehido (Sambrook et al., 1989).

Actividad 1.3. “Differential display” de ARN mensajeros.

La transcripcion reversa de ARN mensajeros se realizara con ARN total, en presencia de
cada uno de los3 oligo-dT radiactivo, utilizando SuperScript Il Rnase H" reversa transcriptasa
(Gibco BRL), de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Los oligo-dTs se fosforilaran
con y?[P] ATP (NEN Life Science Products) y T4 polinucleotido kinasa, de acuerdo a las
instrucciones del proveedor (Gibco BRL). y
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Para la amplificacion por PCR, los productos de la transcripcion reversa de cada oligo-dT se
dividiran en 25 fracciones, a las cuales se agregara el partidor arbitrario correspondientes
(25 partidores). Se ampilificaran los productos de la transcripcion de los tratamientos: P0-25
DDT, P0-27 DDT, P1-25 DDT y P1-27 DDT . Una alicuota de los productos amplificados se
denaturaran y resolveran en geles de secuenciacion. El gel se expondra hiumedo a un film
de autoradiografia (KODAX MR) a -70°C. La autoradiografia se alineara con el gel,
cortandose las bandas de interés a través del film. EI DNA se eluira a 100°C, y se recuperara
segun Liang et al. (1993).

Actividad 1.4. Reamplificacion de productos diferenciales.

Los fragmentos de cDNA eluidos desde geles se reamplificaran por PCR. Los productos de
la reamplificacion se visualizaran en geles de agarosa, tanto para confirmar la amplificacion
de productos del tamario esperado, como para recuperar las bandas de interés. El cDNA se
purificara desde los fragmentos de agarosa mediante el kit QIAGEN, y se determinara su
concentracion.

Actividad 1.5. Clonamiento de productos diferenciales.

Los cDNA purificados desde geles de agarosa se ligaran al vector pGEM-T (Promega) y se
clonaran en células competentes de E. coli JM109, de acuerdo a las recomendaciones del
proveedor. Debido a que un producto diferencial puede representar una mezcla de cDNAs
comigrantes, se seleccionaran seis clones por producto diferencial. La presencia del inserto
en cada clon se comprobara mediante digestion del plasmidio con Hindlll.

Actividad 1.6. Secuenciacion y homologia de secuencias.

Los plasmidios que contienen el inserto de tamafo esperado seran purificados, y
secuenciados. Para la secuenciacion se utilizara el kit Big Dye terminator (Perkin Eimer), y
los partidores universales M13, realizandose en un secuenciador automatico ABI PRISM 310
(Perkin Eimer). Con el proposito de identificar homologia con secuencias conocidas, se
utilizara el servidor NCBI algoritmo BLAST.

Actividad 1.7. Verificacion de productos diferenciales mediante “Northern blot”

Los fragmentos purificados se marcaran radiactivamente con o*[P]-dCTP mediante el kit de
partidores al azar (Promega), seglun las instrucciones del fabricante. Estas sondas se
utilizaran para verificar los productos supuestamente diferenciales, mediante “Norhern blot”.
El “Northern” se realizara con ARN total extraido desde raicillas proteideas de plantas
mantenidas en ausencia de P, y rescatadas de la deficiencia a los 24 DDT. Utilizando como
referencia 24 DDT, el ARN se extraeran a las 0, 8, 24 y 72 h de agregado el P, . se

transferirda a membranas de nylon GeneScreen Plus (NEN Life Science Prqducts) La,_‘:

hibridacion de las membranas se realizara de acuerdo a Sambrook et al., 1989). gas
membranas se regeneraran segun las instrucciones del fabricante (NEN Lffe ‘S cienge
Products). 12 &<
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Actividad 1.8. Construccion de una genoteca de cDNA de L. albus.

La fuente de los RNA a partir de la cual se construira la genoteca seran las raicillas
proteoideas. Estas se produciran bajo las condiciones descritas en el punto 1.2.. La
extraccion de RNA total se realizara utilizando el sistema RNeasy (QIAGEN), de acuerdo a
las instrucciones del fabricante. EI RNA purificado se le determinara su calidad y su
concentracion mediante absorbancia a 280 nm (Sambrook et al., 1989). Posteriormente, el
RNA mensajero sera purificado a partir del RNA total anterior utilizando el sistema oligotex
(QIAGEN), el cual se basa en la seleccion del RNA poliadenilado por medio de una resina de
oligo-dT.

Para la sintesis del cDNA se utilizaran 3 ug de RNA poliadenilado previamente cuantificado,
purificado, y resuspendido en 5 pL agua libre de RNAsas (tratada con DEPC) (Sambrook et
al., 1989). La sintesis de cDNA se realizara usando el sistema “Superscript Lambda System”
(Gibco BRL). EI cDNA resultante se cuantificara en una placa de agarosa al 0,8% con
bromuro de etidio (Sambrook et al., 1989). Las moléculas de cDNA resultantes son doble
hebra, a las cuales se les ha introducido extremos cohesivos que permiten ligarios
direccionalmente en el vector de expresion lambda/ZipLox (Gibco BRL). Este vector tiene la
ventaja de expresar la proteina correspondiente al cDNA clonado, lo que eventualmente
facilitaria la busqueda de genes a través de inmunoscreening. El DNA del fago recombinante
obtenido sera empaquetado con sus proteinas de cubierta usando el sistema de
empaquetamiento Packagene Extract (Promega), tal como recomienda el fabricante. Los
fagos obtenidos se plaquearan utilizando la cepa de E. coli suministrada por el kit Gibco
BRL, de modo de determinar el titulo de la genoteca.

Actividad 1.9. Aislamiento del cDNA que codifica para PEPC.

Se dispone de un fragmento de 300 pares de bases del extremo 3’ de la PEPC de lupino
blanco, el cual esta clonado en pGEM-T. Este fragmento se liberara del plasmidio mediante
restriccion, aislara, y purificara para ser marcado radiactivamente con a*[P}-dCTP mediante
el kit de partidores al azar (Promega). El fragmento serd posteriormente utilizado como
sonda en hibridizaciones con la genoteca obtenida en el punto 1.8. Una vez identificados los
clones de fagos positivos, estos seran escindidos in vivo mediante infeccion de la cepa de E.
coli HB10B (provisto en el sistema Gibco BRL), transformandolos a la forma plasmidial en
pSORT1. Los plasmidios de los clones de interés seran purificados para secuenciar el cDNA
y verificar por homologia su identidad como PEPC.

Actividad 1.10. Aislamiento de cDNAs que codifican para otros genes regulados por
fosforo en L. albus. :

Utilizando la metodologia descrita en la actividad anterior, se aislara el cDNA de largo
completo de 3 genes que se expresen en respuesta a la deficiencia de P, obtenidos en el
punto 1.6. La selecciébn se realizard de acuerdo a su identidad obtenida mediante
comparacion de secuencias en las bases de datos (NCBI), y probable funcion metabatcana‘.

Los fragmentos seran liberados mediante digestion del plasmidio con Hindlll. La mar?:acnonf-j- i

de los fragmentos y escrutinio de la genoteca se realizara de manera similar a o descrlto en
la actividad anterior. Los plasmidios de los clones de interés seran purlﬁcactos \para

secuenciar el cDNA. Esta informacién serd comparada con la secuencia del fragmento{' ‘
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utilizado como sonda para comprobar la identidad del clon obtenido. La secuencia completa
del cDNA obtenido se comparara con las bases de datos a través del algoritmo BLAST en el
servidor NCBI (BLASTnr y BLASTest), de modo de comprobar su homologia con genes ya
identificados.

OBJETIVO ESPECIFICO N° 2. Identificar promotores funcionales en trigo, especificos
de raices, y modulados por la disponibilidad de fésforo

Actividad 2.1. Aislar promotoras de los genes AtPT1 y AP de A. thaliana.

Se aislaran promotores de los genes que codifican para transportadores de fosfato de alta
afinidad (AtPT1), y para la enzima fosfatasa alcalina (AP) de Arabidopsis thaliana. Basados
en el hecho que las secuencias genémicas de los genes transportadores de fosfato en A.
thaliana han sido descritas (Okumura et al., 1998; Daram et al., 1999), al igual que el de AP
(Haran et al., 2000), y que el genoma de Arabidopsis ha sido secuenciado (The Arabidopsis
Genome |Initiative, 2000), se utilizaran dichas secuencias para obtener partidores que
permitan amplificar por PCR las correspondientes regiones promotoras. Como los proyectos
de secuenciacion de diferentes especies que se estan actualmente desarrollando, durante la
ejecucion de la propuesta permanentemente se buscaran nuevas secuencias en las bases
de datos.

Actividad 2.1.1. Amplificar el promotor de los genes AtPT1 y AP de A. thaliana.
Basados en las secuencias publicadas de los genes mencionados, se disefiaran partidores
de PCR para amplificar los genes AtPT1 y AP de Arabidopsis. Las condiciones de
amplificacién se manejaran de modo de obtener un producto Unico.

Actividad 2.1.2. Clonamiento y secuenciaciéon de los promotores amplificados. Una vez
amplificados, los fragmentos se clonaran en el vector pBluescript, segun técnicas descritas en
Sambrook et al. (1989). Los fragmentos se secuenciaran tanto para verificar identidad del
promotor, como la ausencia de mutaciones introducidas durante la amplificacion por PCR.

Actividad 2.1.3. Contruccion de fusiones entre los promotores AtPT1 y AP, y el gen
reportero gus. El uso de fusiones de regiones promotoras con genes reporteros es una
buena aproximacion para estudiar patrones de expresion de un gen en particular (Seitz et
al., 2000). Para verificar la expresion del gen de interés, asi como también el lugar de
expresion, se construiran fusiones al gen reportero gus (Shah y Klessig, 1996). Las
construcciones se realizaran en el plasmido pACH25. Este plasmido contiene el gene gus,
que codifica para la enzima B-glucuronidase y el gene bar, que confiere resistencia al
herbicida Basta. Ambos genes estaran bajo el control del promotor ubiquitin de maiz
(Christensen et al., 1992).Para la fusién de promotores, se removera el promotor de ubiquitin
por digestion con enzimas de restriccion , introduciendo el promotor de interés en el sitio de
ligamiento. El sentido correcto de ligacion del promotor se verificard mediante patrones de
digestion, o secuenciacion parcial.
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Actividad 2.2. Aislar el promotor del gen TaPT1 de trigo.

Los factores de transcripcién que modulan, al menos la expresion del gen PEPC, difieren
entre monocotiledéneas y dicotiledéneas, indicando la necesidad de identificar promotores
especificos dentro de trigo. Se ha descrito un transportador de fosfato de alta afinidad en
trigo (TaPT1, accecion AF110180, NCBI), cuya regulacién aun no se ha estudiado.

Actividad 2.2.1. Amplificacion y clonamiento del gen TaPT1. Basado en la secuencia del
gen, se disefiaran partidores para amplificar este gen mediante PCR. Las condiciones de
amplificacion se modificaran hasta obtener un solo producto. Este producto se aislara vy
clonard en el vector pGEM-T (Promega), confirmandose su identidad mediante
secuenciacion parcial.

Actividad 2.2.2. Determinar la expresién del gen TaPT1. Se evaluara mediante analisis de
“Northern blot”, la expresion diferencial de TaPT1, para confirmar su expresién especifica en
raices, y la respuesta a la disponibilidad de P. EI RNA total se extraera desde los diferentes
tejidos de trigo mantenidos en presencia y ausencia de P, usando el producto TRIzol (Gibco-
BRL) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los analisis de “Northern” se realizaran
segun Silva ef al. (1999).

Actividad 2.2.3. Aislar la region 5’ del gen TaPT1. Se aislara la regién 5' utilizando el
método de “DNA walking”, se acuerdo a las recomendaciones del fabricante (Clontech). Este
método permite identificar secuencias de DNA genomico desconocidas, que estén
adyacentes a secuencias conocidas como cDNA (Siebert et al., 1995). Una vez identificada
dicha regién, se obtendra su secuencia nucleotidica y se comparard con promotores
conocidos para establecer las secuencias comunes, probablemente responsables de dirigir
la expresién génica. Esto permitira establecer la region promotora del gen TaPT1.

Actividad 2.2.4. Amplificar y clonar Ia region promotora del gen TaPT1. Una vez
determinada la regién promotora y en base a su secuencia, se disefiaran partidores para
amplificarlo y posteriormente clonarlo en el vector pGEM-T.

Actividad 2.3. Construir fusion entre los promotores y el gen gus.

Se construird una fusion entre el promotor TaPT1 de trigo, y el gen reportero gus. La
construccion se realizard en el plasmido PACH25, en forma similar a lo descrito en la
actividad 2.1.3.

OBJETIVO ESPECIFICO N° 3. Optirhizar la transformacion genética de variedades elite
de trigo chilenas mediante biobalistica

Actividad 3.1. Optimizar condiciones en cultivares elite de trigo primaveral chileng-’;i-“
Las construcciones se realizaran en el plasmido PACH25. Este plasmido contiene el gen gus
que codifica para la enzima B-glucuronidase, y el gen bar que confiere resistencia al herbicida
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Basta. Ambos genes estaran bajo el control del promotor ubiquitin de maiz (Christensen et al.,
1992).

La transformacion genética a través biobalistica se realizaré de acuerdo a Pelligrineschi et al.,
(2000), usando el dispositivo “PDS 1000/He microprojectible gun” (Bio-Rad). Para establecer el
protocolo de transformacion bajo las condiciones chilenas, se utilizara la variedad modelo de
trigo Bob white (CIMMYT, 2000). Con este propésito, se estudiara presiones de bombardeo,
distancias entre disco de ruptura, “macrocarrier” y distancias entre el “macrocarrier” y el tejido.
Una vez establecida la metodologia en esta variedad, se optimizara en un cv. elite de trigo
primaveral chileno obtenido en la actividad 5.1.

Actividad 3.2. Evaluar expresion transciente del gen gus

La expresién transciente se realizara solo para establecer la éptima condicion de bombardeo
de células embrionarias. Esto se evaluard mediante andlisis histoquimico de células
embrionarias, en base a la tincidn X-Gluc (Jefferson et al, 1987). Los embriones seran
cultivados en un medio de induccién de callos (punto 4.2). La mejor condicion de bombardeo
sera usada para transformar la variedad elite de trigo primaveral seleccionada en el punto
anterior, utilizando como testigo la variedad Bob white.

OBJETIVO ESPECIFICO N° 4. Evaluar la funcionalidad de los promotores aislados
desde Arabidopsis y trigo

Actividad 4.1. Transformar trigo con el gen gus y bar, dirigidos por los promotores de
Arabidopsis y trigo.

Se utilizara un sistema de co-transformacion. Una construccion quimérica se realizara en el
plasmido pGEM3Zf, el cual contiene el gen de seleccién bar que confiere resistencia al
herbicida BASTA, bajo el control del promotor ubiquitin de maiz (Christensen et al., 1992). Esta
construccion ofreceréa la posibilidad de seleccién de las plantas transgénicas, y se usara con
solo este objetivo. La otra construccion estaréd formada por el plasmido pACH25 descrito
previamente (punto 3.1), con la diferencia que a este plasmido se le eliminara el gen bary el
promotor ubi-1. El sitio gus-ubi serd reemplazado por la fusién del gen reportero gus, a los
promotores de los genes AtPT1, APy TaPT1.

Actividad 4.2. Obtener lineas transgénicas T,.

Los procedimientos de regeneracion de plantas en cultivo in vitro se basaran esencialmente

en Pelligrineschi et al. (2000). Después del bombardeo de las células embrionarias, el tejido

sera cultivado en un medio de induccidén de callos (medio MS) (Murashige y Skoog, ‘I%Q}(r, ,

suplementado con sacarosa y 2,4-D. Una vez que los embriones logren un ac/ep’;ab!e
desarrollo, los callos seran transferidos a un medio de regeneracion (medrac MS)
suplementado con el correspondiente agente de seleccion. Las plantas regenerada‘s en: el
medio anterior seran transplantadas a maceteros conteniendo una mezcla de suelo, arenay
vermiculita, en una proporcién de 1:1:1. De esta forma, se lograra el suficiente numero de

‘o
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eventos de transformacion para obtener un valor representativo de expresion del gen gus,
bajo el control de los nuevos promotores aislados.

Actividad 4.3. Analizar genética y molecularmente transformantes T..

Para la discriminacién fenotipica de plantas transformadas, las plantas T, seran tratadas con
el herbicida BASTA, con el propédsito de seleccionar aquellas que porten el transgen. Es
importante mencionar que el analisis fenotipico se basa en la tolerancia al herbicida, debido
a que el gen de seleccion bar, y gen de interés, se integrardn en un sistema de co-
transformacién. De este modo, toda planta resistente al herbicida tendra incorporado el gen
de interés. A través del andlisis fenotipico de plantas resistentes y sensibles, sera posible
determinar la constitucion genética de las lineas transgénicas y el numero de loci con
integracion del transgen. Este anélisis seré determinado a traves del test x2. Adicionalmente,
las plantas seran analizadas por PCR, mediante la amplificacion del gen bar con partidores
especificos. Estas evaluaciones permitiran correlacionar el analisis molecular y genético, de
modo de determinar la eventual ocurrencia de silenciamiento.

Actividad 4.4. Evaluar nivel de expresién de los nuevos promotores en lineas T,

Plantas transgénicas conteniendo las fusiones del gen de interés al gen reportero gus, se
creceran en presencia y ausencia de fosforo. La actividad del promotor se medira en funcion
del patron de expresion a nivel histoquimico, de acuerdo a la metodologia de Jefferson
(1987). Esta actividad permitira identificar el mejor promotor raiz-especifico y modulado por
P, para ser utilizado en la transformacién de trigo con el gen de la PEPC

OBJETIVO ESPECIFICO N° 5. Transformar trigo con el gen de la PEPC de L. albus

Actividad 5.1. Caracterizar metabolitos y actividad PEPC en trigo no transformado.

Con el propésito de identificar fisioldgicamente el cultivar de trigo sobre el cual se hara
transgénesis, se cuantificard la actividad PEPC de raices, la concentracion de
fosfoenolpiruvato (PEP), citrato y malato en el tejido radical, y la exudacion de citrato y
malato en 4 cvs. de trigo de habito primaveral, seleccionados entre aquellos con diverso
"pedigree". Como cultivos de referencia se utilizaran lupino blanco y trigo Bob white.

La cuantificacién de exudados de citrato y malato se realizara en plantas mantenidas en
soluciéon nutritiva, con 2 concentraciones de P (0 y 0,2 mM). Los exudados radicales se
colectaran durante 2 h, en plantas cosechadas a los 7, 14 y 21 dias después del
transplante, de acuerdo a la metodologia descrita para lupino (Pefaloza et al., 2000). Los
exudados se esterilizaran por filtracion, se concentraran por evaporacion, se resuspenderan
en 0,008 N H,S0,, y se analizaran por HPLC (Penaloza et al., 2001).

La cuantificacion de PEP, citrato y malato intracelular se realizara en plantas mueﬁtg%adas :
en los tiempos indicados anteriormente. Los metabolitos se extraeran en &cido peljcﬁ)nco a;fi
partir de tejido congelado en nitrégeno liquido. El extracto se centrifugara, utlllzéndose & o
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sobrenadante para determinar la concentracion de PEP de acuerdo a Stitt et al. (1989), y el
citrato y malato mediante HPLC. Las evaluaciones anteriores se complementaran con
mediciones de actividad PEPC de raices. Estas cuantificaciones se realizaran a los tiempos
y en los tratamientos de P sefialados anteriormente, de acuerdo a metodologias
previamente descritas (Pefialoza et al., 2000).

Actividad 5.2. Construir fusion entre promotor regulado por fésforo y la PEPC

Se dispondra de tres construcciones génicas. La primera consistira en el mejor promotor
especifico de raices y regulado por fosforo identificado en la actividad 4.4, fusionado con el
cDNA de la PEPC. La segunda construccion seré similar a la anterior, excepto que se
utilizara el promotor del gen de la ubiquitina. Ambas construcciones se insertaran en el
plasmido pGEM3Zf descrito en la actividad 4.2. La tercera construccion consistira en el gen
de seleccioén bar, usando el plasmido pACH25 descrito previamente.

Actividad 5.3. Transformar trigo elite con el gen PEPC.

Los genes de interés seran siempre introducidos a trigo en un sistema de co-transformacion
con el gen de seleccion bar. Esto involucra transformar simultdneamente con la construccion
del gen bar, mas una de las dos construcciones conteniendo la PEPC. El gen bar soblo se
usara como marcador de seleccidén en cultivo in vitro, para la identificacion de las plantas no
transformadas. Con el objetivo de prescindir de plantas resistentes al herbicida BASTA y
disponer de una planta transgénica mas “limpia”, se intentara eliminar dicho gen del genoma
de trigo, en la eventualidad de lograrse integracion gendémica en diferentes loci.

Actividad 5.4. Obtener lineas transgénicas T,.

Los medios de cultivos y procedimientos in vitro, se realizaran de acuerdo a lo descrito en la
actividad 4.2.

Actividad 5.5. Analizar genética y molecularmente lineas transgénicas T,.

Se realizara de manera similar a lo indicado en la actividad 4.3.

Actividad 5.6. Analizar genética y molecularmente lineas transgénicas T,.

Las lineas transgénicas T, se obtendran de la autopolinizacion de las lineas transgénicas T,,
positivas a la presencia del gen PEPC a nivel genético y molecular. Este analisis se realizara
de manera similar a lo descrito en la actividad 4.3. La segunda generacion de plantas
transgénicas (T,) se seleccionara nuevamente en funcién a la tolerancia al herbicida BASTA,
debido a que no se conoce su condicidén genética (hemizigosis, heterocigosis y homocngos;s»fj} v
de la primera generacion. Una vez lograda la homocigosis, no sera necesario la selé'eelon
fenotipica posterior. La homocigosis se lograra seleccionando las plantas a autopollmzar,_ £
considerando sus patrones de segregacion. Las plantas homocigotas debieran presentar ¥a_;‘ff

herencia mendeliana tipica de solo un gen. En caso contrario, podria asumirse la presencia
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de mas de un sitio de integracion genomica. A este nivel de generacion transgenica, el
numero de copias y loci integradas en el genoma de trigo transformado sera determinado
por “Southern blot” (Sambrook et al., 1989). Con este propoésito, el ADN gendmico total de
las lineas transgénicas sera digerido con enzimas de restriccion. Los fragmentos de ADN
seran separados en geles de agarosa, transferidos a membranas de hibridacion, e
hibridizadas con la sonda PEPC, marcada con *P.

Actividad 5.7. Caracterizar fisiologicamente lineas transgénicas T,.

Con el objetivo de asociar la exudacion de acidos organicos en plantas transformadas, con
alteraciones en la disponibilidad de metabolitos y/o en la actividad de enzimas que participan
en el flujo de carbono en la raiz, se evaluaréd concentracion de fosfoenolpiruvato (PEP),
citrato y malato, y la actividad especifica de las enzimas PEPC, citrato sintasa y aconitasa,
en plantas transformadas con la construccién quimérica completa, y solo con el promotor
(control). Estas evaluaciones se complementaran con mediciones de fotosintesis neta, con el
proposito de determinar el flujo de carbono atmosférico fijlado en hojas.

Cuantificar la actividad enzimatica in vitro. Se cuantificara la actividad de las enzimas
citrato sintasa, PEPC y aconitasa. La actividad citrato sintasa se evaluara
espectrofotométricamente monitorendo la reduccién de Acetil CoA en presencia de DTNB a
214 nm (Landschutze et al., 1995). PEPC se cuantificard en una reaccioén acoplada a la
malato dehidrogenasa, monitoreando la reduccion del NAD a 340 nm (Pefaloza et al., 2000).
La actividad aconitasa total (citosoélica y mitocondrial) se determinara de acuerdo a Takita et
al. (1999). Los resultados se expresaran como actividad especifica, cuantificandose las
proteinas mediante Bradford (1976).

Cinética de exudaciéon de citrato y malato. Se colectaran y cuantificaran exudados de
citrato ymalato en plantas transformadas mantenidas en solucién nutritiva en ausencia de P,
y en presencia de 0,2 mM P. La cuantificacién de acidos se realizara mediante HPLC, a
partir de extractos colectados a los 7, 14 y 21 dias después del transplante. Como control
se utilizaran plantas no transformadas, y transformadas sélo con el gen de seleccion.

Cuantificacion de metabolitos. Se evaluara PEP, citrato y malato intracelular de acuerdo a
las metodologias descritas en el punto 2.1. Estas evaluaciones se realizaran en 4 plantas
transgénicas previamente evaluadas por exudacion de citrato y malato, mantenidas en
solucién nutritiva en ausencia de P, y en presencia de 0,2 mM P.

Efecto de la expresion de la PEPC sobre la fotosintesis. Se realizaran curvas diurnas de
asimilacion de CO, y se determinara la fotosintesis neta a diferentes intensidades de luz y
temperatura. Estas mediciones se realizaran en un medidor portatil de fotosintesis Ciras-1
(PP-Systems) dotado de una cubeta para medicion con fuente de luz propia (0-100 pmol m
s") y control de temperatura. Este instrumento permite determinar simultaneamente
fotosintesis neta, transpiracion, conductancia estomatica y temperatura de la hoja.

Capacidad para utilizar fosfatos desde fuentes de P de baja solubilidad. Las plantas w;r\
transgénicas se evaluaran en vermiculita regada con solucion nutritiva completas con;@
tratamientos de fuentes de P de baja solubilidad (Ca-P y Al-P ). Se utilizara KHZF‘O4 CQmO
nutriente control. Adicionalmente, se evaluaran 4 tratamientos de dosis de P en un suelo con
P inicial de aproximadamente 4 mg/kg. Este suelo se fertilizara con P (KH,PO,) suficiente
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para obtener concentraciones fluctuantes entre 4 mg/kg y 32 mg/kg suelo (i.e. 4, 8, 16y 32
mg P/kg suelo). Las plantas se cosecharan a los 60 dias, cuantificdndose biomasa aérea y
radical, concentracion foliar y radical de P y Mn, y el pH final e inicial del suelo.

Capacidad para tolerar concentraciones de aluminio fitotéxicas. Plantas transformadas
con habilidad para crecer en presencia de fuentes de P de baja solubilidad, como Al-P,
serian tolerantes a aluminio fitotoxico (AI**). Esta capacidad se evaluara en suelos con alto
% de saturacion de aluminio (aproximadamente 40%), incubados con CaCOj; suficiente para
obtener 4 tratamientos de saturacién de aluminio fluctuantes entre 40 y 0,2% (Penaloza et
al., 1999). Las plantas se cosecharan a los 60 dias, cuantificandose biomasa aérea y radical,
y concentracion de AIP* y Mn foliar y radical.

Actividad 5.8. Mapear fisicamente el transgen en lineas elite T1.

El mapeo fisico se realizara en plantas seleccionadas de acuerdo a los resultados de la
actividad 5.7. El objetivo del mapeo fisico es determinar en forma inequivoca, la integracion
fisica del gen PEPC, numero de loci y cromosoma(s) que portan el transgen. Este analisis
permitirda confirmar el estado genético de lineas transgénicas. Para el mapeo fisico del
transgen se usara la técnica conocida como FISH (fluorescent in situ hybridization), de
acuerdo a la metodologia desarrollada por Salvo-Garrido et al. (2001). Basicamente, la
hibridacién in situ se realizard en células mitéticas de activo crecimiento, al estado de
metafase |.

OBJETIVO ESPECIFICO N° 6. Transformar trigo con otros genes de L.albus

Con el propdsito de disponer de genes asociados con la exudacion de acidos organicos,
potencialmente utilizables en trigo ya sea en forma independiente o complementados con el
gen de la PEPC, se realizara transgénesis con 3 genes identificados en la actividad 1.10.
Estos genes se seleccionaran de acuerdo a su identidad y probable funcion metabdlica en
plantas deficientes en P. INIA Carillanca dispone de un cDNA con probable homologia al gen
Sqdx, cuyo producto corresponde a una enzima que participa en el reciclaje de Pi
intracelular en plantas deficientes en P, movilizando el Pi desde fosfolipidos de membrana.
Este gen es un potencial candidato para ser evaluado mediante transgénesis en trigo.

Actividad 6.1. Construir fusiones entre promotores regulados y constitutivos, y otros
genes de L. albus.

Los 3 genes de interés se fusionaran en las mismas construcciones descritas en la actividad
D2,
Actividad 6.2. Transformar trigo con otros genes de L. albus. EP "N\

Se procedera esencialmente a lo descrito en la actividad 5.3.
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Actividad 6.3. Obtener lineas transgénicas T,.

Se procederéa esencialmente a lo descrito en la actividad 5.4.

Actividad 6.4. Analizar genética y molecularmente lineas transgénicas T.,.

Se procedera esencialmente a lo descrito en la actividad 5.5.

Actividad 6.5. Analizar genética y molecularmente lineas transgénicas T,.

Se procedera esencialmente a lo descrito en la actividad 5.6.

Actividad 6.6. Caracterizacion fisiologica de lineas transgenicas T,.

Debido a que se desconoce la identidad de los genes que se utilizaran en estas actividades,
no es posible desarrollar anticipadamente la metodologia para la caracterizacion fisiologica
de las lineas transformadas. Por lo tanto, solo se ha considerado evaluar la capacidad de las
plantas transformadas para crecer en suelos bajos en P disponible, de acuerdo a la
metodologia descrita en la actividad 5.7. Puesto que el suelo es el ambiente final de trigo
transformado, esta evaluacién permitira cuantificar la contribucion del transgen a la
tolerancia al estrés por deficiencia de P, al compararlo con plantas no transformadas. El
desarrollo de este objetivo es esencial para determinar la utilidad potencial de los tres genes
que se identificaran en la actividad 1.10.
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10. ACTIVIDADES DEL PROYECTO (adjuntar Carta Gantt mensual
para la totalidad del proyecto)

ANO

Objetivo | Actividad Descripcién Fecha Fecha
Especif. N° N° Inicio Término
3 3.1 Optimizar condiciones de transformacién en

cultivares elite de trigo primaveral chileno Diciembre -
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10. ACTIVIDADES DEL PROYECTO (adjuntar Carta Gantt mensual)
ARO

Objetivo | Actividad Descripcion Fecha Fecha

Especif. N° N° Inicio Término

1 1.1. Disefar y construir partidores para experimentos Enero Enero
“Differential display”
1 1.2. Crecimiento de plantas y extraccion RNA Marzo Octubre
1 1.8 Construir genoteca cDNA Marzo Agosto
1 1.9. Aislar cDNA de PEPC Agosto Diciembre
2 2.11. Amplificar promotor de los genes AtPT1 y AP de Marzo Mayo
A. thaliana
2 2.1.2 Clonar y secuenciar los promotores Junio Agosto
2 2.1.3. Construir fusién entre los promotores aislados y | Septiembre | Noviembre
gen gus
2 2.2.1 Amplificar y clonar el gen TaPT1 de trigo Julio Octubre
2 222 Determinar la expresion del gen TaPT1 Octubre Noviembre
2 2.2.3. Aislar la region 5’ del gen TaPT1 Noviembre | Diciembre
3 3.1 Optimizar condiciones de transformacion en
cultivares elite de trigo primaveral chileno Enero Abril
3 32 Evaluar expresion transciente del gen gus Febrero Mayo
4 4.1. Transformar trigo con los genes gus y bar, y Noviembre | Diciembre
nuevos promotores
5 5.1. Caracterizar metabolitos y actividad PEPC en Febrero Noviembre
trigo no transformado
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10. ACTIVIDADES DEL PROYECTO (adjuntar Carta Gantt mensual
para la totalidad del proyecto)

ANO

2003

Objetivo | Actividad Descripcion Fecha Fecha
especif. N° N° Inicio Término
1 1.2. Crecimiento de plantas y extraccion RNA Marzo Mayo
1 1.3. Experimentos “Differential display” Enero Junio
1 1.4 Reampilificar productos diferenciales Junio Julio
1 1:0. Clonar productos diferenciales Julio Diciembre
1 1.6. Secuenciar y analizar homologias Diciembre | Diciembre
2 223. Aislar la region 5’ del gen TaPT1 Enero Mayo
2 224 Ampilificar y clonar la region promotora del gen Abril Septiembre
TaPT1
2 2.25. Construir fusion del promotor identificado con | Septiembre Octubre
gen gus
4 4.1. Transformar trigo con los genes gusy bar, y Enero Diciembre
nuevos promotores
4 4.2. Obtener lineas transgénicas T, Febrero Agosto
4 4.3. Analizar genética y molecularmente Febrero Agosto
transformantes T,
4 4.4. Evaluar nivel de expresion de los nuevos Febrero Agosto
promotores en lineas T,

2
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10. ACTIVIDADES DEL PROYECTO (adjuntar Carta Gantt mensual
para la tatalidad del proyecto)

2004

ANO

Objetivo | Actividad Descripcion Fecha Fecha
Especif. N°® N° Inicio Término
4 4.1. Transformar trigo con los genes gus 'y bar, y Enero Abril
nuevos promotores
4 4.2. Obtener lineas transgénicas T, Enero Julio
4 4.3. Analizar genética y molecularmente Enero Julio
transformantes T,
4 4.4. Evaluar nivel de expresion de los nuevos Enero Julio
promotores en lineas T,
5 5.2 Construir fusion entre promotor identificado y Junio Agosto
PEPC
5 5.3 Transformar trigo elite con gen PEPC Agosto Diciembre
5 5.4 Obtener lineas transgénicas T, Octubre Diciembre
5 5.5 Analizar genética y molecularmente lineas Octubre Diciembre
transgénicas T,
6 6.1 Construir fusiones entre promotor identificado y Julio Septiembre
otros genes de lupino
6 6.2. Transformar trigo con otros genes de lupino Septiembre | Diciembre
6 6.3 Obtener lineas transgénicas T, Diciembre Diciembre
6 6.4 Analizar genética y molecularmente lineas Diciembre | Diciembre
transgénicas T,
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10. ACTIVIDADES DEL PROYECTO (adjuntar Carta Gantt mensual
para la tatalidad del proyecto)

ARO

Objetivo | Actividad Descripcion Fecha Fecha
Especif. N° N° Inicio Término
5 54 Obtener lineas transgénicas T, Enero Marzo
5 5.5 Analizar genética y molecularmente lineas Enero Marzo
transgénicas T,
5 5.6. Analizar genética y molecularmente lineas Abril Octubre
transgénicas T,
5 8.7 Caracterizar fisiol6gicamente lineas Junio Noviembre
transgénicas T,
5 5.8 Mapear fisicamente el transgen en lineas elite T, Agosto Noviembre
6 6.3 Obtener lineas transgénicas T, Enero Abril
6 6.4 Analizar genética y molecularmente lineas Enero Abril
transgénicas T,
5 5.6. Analizar genética y molecularmente lineas Abril Octubre
transgénicas T,
5 5.7 Evaluar capacidad de plantas T, para crecer en Abril Octubre
suelo con bajo P disponible
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Ob;. Resultado Indicador Meta Parcial
Esp.
N° Final Meta Plazo
Obtencién de cDNAs de L. albus, Clones de cDNAs Disponer de al cDNA de al Octubre
1 desde tejidos que exudan citrato en secuenciados menos 10 genes menos el gen de 2004
respuesta a la deficiencia de clonados, mas PEPC de L. albus
fésforo cDNA de PEPC
Obtencién de promotores con alta | Clones con la region 5’ | Clonamiento de los | Clonamiento de Octubre
2 probabilidad de ser especificos de | de los genes AtPT1y 3 promotores al menos el 2003
raiz y regulados por P, funcionales | AP de Arabidopsis, y promotor del gen
en trigo del gen TaPT1 de trigo TaPT1 de trigo
Optimizaciéon de condiciones de % de eficiencia de Plantas de trigo Capacidad de Mayo
3 transformacion por biobalistica de transformacion transformadas con transformar, al 2002
la variedad de trigo Bob white, y de gen reportero; menos, la
trigos elite chilenos Porcentaje de variedad de trigo
eficiencia de Bob white
transformacion de
2% en trigo chileno
y 4% en Bob white
Determinar la funcionalidad en Expresion del gen gus Promotor Disponer de al Julio
4 trigo, de promotores especifico de solo en raices, y especifico de menos un 2004
raices y regulados por fésforo regulado por fésforo raices y regulado promotor
por fésforo, ailado
desde trigo o
Arabidopsis
Trigo transformado con cDNA de Ia Trigo con el gen de la | 20% de incremento 10% de Noviembre
5 PEPC de L. albus con mayor PEPC incorporado en | en la concentracién | incremento en la 2005
capacidad de exudar acidos Su genoma, con y exudacion de concentracion y
organicos y movilizarr P desde habilidad para exudar | citrato y/o malato. exudacion de
fuentes de P de baja solubilidad citrato y/o malato, y 10% de incremento | citrato y/o malato.
utilizar el fésforo desde | en la concentracion 10% de
fuentes insolubles, en | de P inorganico en | incremento en ia
cantidades la fitomasa de la concentracion de
significativamente planta, como P inorganico en
superiores al control consecuencia de la | la fitomasa de la
movilizacién de P planta, como
desde fuentes de P | consecuencia de
de baja solubilidad | la movilizacion de
P desde fuentes
de P de baja
solubilidad
Trigo transformado con tres genes Capacidad de las Aun cuando se Al menos uno de Octubre
6 de L.albus aislados desde tejidos plantas transformadas desconoce la los tres genes 2005
que exudan citrato en respuesta a | para crecer en suelos identidad de los contribuye a
la deficiencia de fésforo con baja disponibilidad | genes, se espera | aumentar 10% la
de fosforo que cada uno de | fitomasa aérea y
ellos contribuya a | la concentracion
incrementar 10% la | de P inorganico
fitomasa aérea y la en suelos con
concentracion de P | bajo P disponible
inorganico
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Obj. |Activid Resultado Indicador Meta Parcial
Esp. ;
N° N° Final Meta Plazo
Disponer de partidores disefiados | Numero de oligo- Veintiocho oligo- Veintiocho oligo- Enero
1 1.1 para identificar expresion nucleotidos nucleétidos nucleotidos 2002
diferencial de genes mediante
“differential display”
Obtener RNA desde L. albus, para | Cantidad de RNA | 200 pg RNA total, | 200 ug RNA total Mayo
1 1.2 realizar experimentos de total extraido solo de 2003
“differential display” tejidos que exuden
citrato (raicillas
proteoideas)
Aislar fragmentos de cDNA N° de productos Aproximadamente 80 productos Junio
1 1.3 expresados diferencialmente en L. diferenciales 100 productos diferenciales 2003
albus en respuesta a la (cDNASs) diferenciales
deficiencia de fésforo
Reamplificar productos N° de productos | Aproximadamente 50 productos Julio
1 1.4 diferenciales aislados en el punto diferenciales 80 productos diferenciales 203
1.3 reamplificados diferenciales
Clonar productos diferenciales, N° de productos 50 productos 30 productos Diciembre
1 15 aislados en el punto 1.4 diferenciales clonados clonados 2003
(cDNA) clonados
Secuenciar y determinar probable | N° de clones y N° 50 clones, cada 30 clones, cada Febrero
1 1.6 identidad y funcién de los cDNAs de colonias por | uno secuenciado al | uno secuenciado 2004
clonados en el punto 1.5, clon secuenciados menos 3 veces, al menos 3 veces
mediante analisis de homologia e identificados desde colonias desde colonias
con genes conocidos independientes (i.e. | independientes
135 (i.e. 90
secuenciaciones) | secuenciaciones)
Confirmar expresion diferencial de | N° de fragmentos | 40 fragmentos de | 30 fragmentos de Agosto
1 1.7 fragmentos mediante “northern positivos los 50 los secuenciados 2004
biot” secuenciados en el | en el punto 1.6.
punto 1.6.
Disponer de una banco de cDNAs Genoteca de Una genoteca de | Una genoteca de Agosto
1 1.8 de raicillas proteoideas de L. albus cDNA en fago cDNA en fago cDNA en fago 2002
mantenido en ausencia de fosforo | lambda, con alto lambda, con alto lambda, con alto
titulo titulo titulo
Obtener cDNA correspondiente al Secuencia del cDNA cDNA Diciembre
1 1.9 gen de PEPC de L. albus cDNA con correspondiente al | correspondiente 2002
homologia a gen de PEPC de L. | al gen de PEPC
PEPC de otras albus de L. albus
fuentes
Obtener cDNAs codificantes de N° de clones Clonar 30 cDNAs | Clonar 20 cDNAs | Octubre
1 1.10 otros genes de L. albus que se de otros genes de de otros genes 2004
expresan en ausencia de fésforo L. albus que se de L. albus que
(identificados en el punto 1.7) expresan en se expresan en
ausencia de fésforo ausencia de
fosforo
Aislar un fragmento de DNA Aislamiento de Promotor de los Promotor de los Mayo
2 211 correspondiente al promotor de los promotores genes AtPT1 y AP genes AtPT1y 2002
genes AtPT1 y AP de Arabidopsis de Arabidopsis AP de
Arabidopsis
Clonar y secuenciar promotores Clonamiento y Promotor de los Promotor de los
2 2.1.2. aislados en el punto 2.1.1. secuenciacion de | genes AtPT1y AP genes AtPT1y
promotores de Arabidopsis AP de
clonados y Arabidopsis
secuenciados clonados y
secuenciados
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Disponer de una construccion Construcciones Disponer de una Disponer de una | Noviembre
213 génica con los promotores de promotor-gen construccion construccion 2002
Arabidopsis (AtPT1 y AP), y con el reportero génica con los geénica con los
promotor de trigo (TaPT1) promotores de promotores de
fusionados al gen gus Arabidopsis (AtPT1 Arabidopsis
y AP), y con el (AtPT1y AP), y
promotor de trigo con el promotor
(TaPT1) fusionados | de trigo (TaPT1)
al gen gus fusionados al gen
gus
Aislar el gen TaPT1 de trigo Aislar el gen Aislar el gen TaPT1 Aislar el gen Octubre
2.21 TaPT1de trigo de trigo TaPT1 de trigo 2002
Comprobar que el gen TaPT1 se Resultados Verificar que el gen | Verificar que el | Noviembre
22.2. expresa sélo en raices, en trigos experimentos TaPT1 se exprese gen TaPT1 se 2002
mantenidos en ausencia de “Northern blot” soélo en raices y expresé solo en
fésforo bajo deficiencia de raices y bajo
fésforo en trigo deficiencia de
fésforo en trigo
Aislar la region de DNA donde se | Clon con la regién Region de DNA Region de DNA Mayo
223 encuentra el promotor del gen 5’ del gen TaPT1 | donde se encuentra donde se 2003
TaPT1 el promotor del gen encuentra el
TaPT1 promotor del gen
TaPT1
Aislar el promotor del gen TaPT1 Aislamiento del Promotor del gen | Promotor del gen | Septiembre
2.2.4. de trigo promotor TaPT1 TaPT1 de trigo TaPT1 de trigo 2003
Disponer de una construccion Construccion Disponer de una Disponer de una Octubre
23. génica con el promotor de TaPT1 promotor-gen construccion construccion 2003
fusionado al reportero gen gus reportero génica con el geénica con el
promotor de TaPT1 promotor de
fusionado al gen | TaPT1 fusionado
reportero gus al gen reportero
gus
Disponer de construcciones Plasmidio con gen | Construccion para Construccion Abril
3.1. génicas para realizar reportero gus 'y realizar para realizar 2002
experimentos de optimizacion de | gen de seleccion experimentos de experimentos de
transformacién mediante bar, fusionados al optimizacion de optimizacion de
biobalistica en trigo promotor ubiquitin | transformacion de transformacion
trigo de trigo
Obtener una condicion de Expresion Optimizar las Optimizar las Mayo
3.2. transformacion a través de transciente del condiciones de condiciones de 2002
biobalistica que genere una alta gen gus en biobalistica que biobalistica que
eficiencia de transformacion en células permita transformar permita
trigo embrionarias de | eficientemente una transformar
trigo. variedad de trigo eficientemente
primaveral chileno | una variedad de
trigo primaveral
chileno
Co-transformar células Crecimiento de | Obtener embriones Obtener Abril
41 embrionarias de trigo con las células transformados con embriones 2004
construcciones promotor ubiquitin- | embrionarias de | las construcciones transformados
gen bar y promotores de trigo en medio indicadas con las
Arabidopsis-gen gus y trigo-gen selectivo de construcciones
gus transformacion indicadas
Obtener primera generacion (T,) Porcentaje de 3% de eficiencia 1% de eficiencia Julio
4.2 de plantas transgénicas eficiencia de 2004
portadoras de la construccion transformacién de
quimérica de interés, a partir de un cv. de trigo
células embrionarias chileno
transformados
Verificar la presencia de los genes Presencia del Plantas resistentes Plantas Julio -
4.3 introducidos en las plantas promotor en al herbicida resistentes al 2004
transformadas T, plantas BASTA, con la herbicida BASTA,
transformadas, construccion con la - ¥ \\
detectada por promotor-gus construccion. A\
PCR incorporada promotor-gu. i
incorporada-;
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Definir los promotores funcionales | Resultado de los Promotores Al menos uno de Julio
4.4, en raices y regulados por fésforo ensayos de funcionales, los tres 2004
actividad del gen | especificos de raiz, promotores
gus modulados por evaluados,
fésforo funcionales
Criterios fisioldgicos para Contenido y Determinar la Determinar ia Noviembre
5.1. seleccionar la variedad de trigo exudacion de concentracion de | concentracion de 2002
chileno a ser utilizada en citrato y malato, citrato, malato, citrato, malato,
transgénesis concentracion de | fosfoenolpiruvato y | fosfoenolpiruvato
fosfoenolpiruvato | actividad PEPC en | y actividad PEPC
y actividad PEPC, | raices de trigo no | en raices de trigo
en raices de transformado no transformado
plantas de trigo no
transformado
Disponer de una construccion Plasmidio con la Disponer de una Disponer de una Agosto
52. génica con el mejor promotor fusién promotor- construccion construccion 2004
identificado en el objetivo 4, y el PEPC génica con el mejor génica con el
cDNA de PEPC promotor y el cDNA | mejor promotor y
de PEPC el cDNA de
PEPC
Transformar células embrionarias Crecimiento de Obtener células Obtener células | Diciembre
5.3 de trigo con la construccion génica células embrionarias de embrionarias de 2004
desarrollada en el punto 5.2 embrionarias de | trigo transformadas trigo
trigo, en medio | con la construccion | transformadas
selectivo promotor-PEPC con la
construccion
promotor-PEPC
Obtener primera generacion de | Crecimiento de las | Obtener plantas Obtener plantas Marzo
5.4. plantas transgénicas (T,) plantas de trigo en desde células desde células 2005
portadoras del gen de interés, a medio selectivo embrionarias embrionarias
partir de las células embrionarias transformadas transformadas
transformados
Determinar la presencia de los Presencia de la Plantas resistentes Plantas Marzo
5.5. genes introducidos en las plantas | PEPC en plantas al herbicida resistentes al 2005
transformadas transformadas, BASTA, con la herbicida BASTA,
detectada por construccion con la
PCR promotor-PEPC construccion
incorporada promotor-PEPC
incorporada
Determinar el numero de copias Analisis de Confirmar que el Confirmar que el Octubre
5.6 de la PEPC en las plantas T, “Southern blot” gen de la PEPC se | gen de la PEPC 2005
transformadas integr6 al genoma se integro al
del trigo genoma del trigo
Plantas transformadas con la Concentracion de Disponer de Disponer de Noviembre
5.7 PEPC, caracterizadas metabolitos, plantas plantas 2005
fisiolégicamente, y con habilidad actividad transformadas con transformadas
para crecer en presencia de enzimatica, la PEPC, con con la PEPC, con
fuentes de fésforo de baja crecimiento en mayor capacidad | mayor capacidad
solubilidad fuentes de P de | para utilizar fuentes para utilizar
baja solubilidada, de P insoluble y fuentes de P
y tolerancia a tolerar aluminio insoluble y tolerar
aluminio fitotoxico aluminio
fitotoxico
Identificar cromosoma(s), numero Resultados de Identificar Identificar
5.8 de loci y nimero de sitios de analisis FISH cromosoma(s), cromosoma(s),

namero de sitios_ |2~
i 4

de integracion.ge
gen de PEPC’en
plantas de trgo

transformadas
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( Disponer de una construccion Plasmidios con la | Disponer de una Disponer dg ‘una Septiembre
6 6.1. génica con el mejor promotor fusion promotor- construccion construccion 2004
identificado en el objetivo 4, genes de L.albus | génica con el mejor génica con el
fusionado a genes aislados de L. promotor y el cDNA | mejor promotor y
albus de tres genes el cDNA de tres
aislados de L. genes aislados
albus de L. albus
Transformar células embrionarias Crecimiento de Obtener células Obtener células Enero
6 6.2; de trigo con la construccién génica células embrionarias de embrionarias de 2005
desarrollada en el punto 6.1 embrionarias de | trigo transformadas trigo
trigo, en medio con 3 transformadas
selectivo construcciones con 3
promotor-genes de | construcciones
L.albus promotor-genes
de L.albus
Obtener primera generacion de | Crecimiento de las Obtener plantas Obtener plantas Abril
6 6.3 plantas transgénicas (T,) plantas de trigo en desde células desde células 2005
portadoras de las construcciones medio selectivo embrionarias embrionarias
génicas anteriores, partir de las transformadas transformadas
células embrionarias
transformadas
Determinar la presencia de las Presencia de las | Plantas resistentes Plantas Abril
6 6.4 construcciones génicas construcciones al herbicida resistentes al 2005
introducidas en las plantas génicas en BASTA, con la herbicida BASTA,
transformadas T, plantas construccion con la construc.
transformadas, promotor-gen de Promotor-gen de
detectada por lupino incorporado lupino
PCR incorporado
Determinar la presencia de las Presencia de las Confirmar que las | Confirmar que las Octubre
6 6.5 construcciones génicas construcciones construcciones construcciones 2005
introducidas en las plantas génicas en génicas se génicas se
transformadas T, plantas integraron al integraron al
transformadas, genoma del trigo | genoma del trigo
detectada por
PCR
Evaluar el potencial de tres Peso fresco de la Los tres genes Al menos uno de Octubre
6 6.6 transgenes, para otorgar biomasa aérea y contribuyen a los tres genes 2005
capacidad al trigo para crecer en | concentracion de | incrementar 10% la contribuye a
suelo con bajo fosforo disponible P inorganico fitomasa aérea y la | incrementar 10%
concentracion de P | la fitomasa aérea
inorganico yla
concentracion de
P inorganico

METAS DE LA PROPUESTA

Junio 2002 Disponer de un sistema de transformacion de plantas funcionando en trigo
Junio 2004 Disponer de un promotor raiz especifico y modulado por fésforo, funcional en trigo.
Diciembre 2005  Disponer de lineas de trigo transgenicas, con capacidad para solubilizar fosforo (P)

desde fuentes de P de baja

solubilidad
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12. IMPACTO DEL PROYECTO

12.1. Economico

El desarrollo y utilizacién de cultivares de trigo con habilidad para movilizar el fosforo
inorganico retenido en el suelo se traducira en los siguientes beneficios economicos:

e Reduccion de los costos de produccion. La liberalizaciéon de aranceles como
consecuencia de los tratados de libre comercio enfrenta a la regién a una situacion de
competitividad probablemente no sostenible. Los rendimientos del trigo en la agricultura
tecnificada practicamente han tocado “techo”, de manera que es poco probable lograr
incrementos de rendimiento importantes, mediante el mejoramiento genético
convencional. Por lo tanto, se hace necesario implementar estrategias dirigidas a reducir
costos de produccion, de modo de lograr mayor competitividad en la agricultura del
centro sur y sur del pais. La magnitud de la reduccion de costos mediante el uso de
variedades transgénicas, sera proporcional a su capacidad para solubilizar fosfatos del
suelo. Asumiendo un cv. adaptado a la IX Regién, la superficie de cultivo en suelos
volcanicos (167.000 ha), y un costo promedio de US$ 40/ha en fertilizantes fosfatados,
eventuales incrementos en la movilizacion de P de 5, 10, 20 y 30%, provocaran
reduccién de costos equivalentes a US$ 0,33, 0,67, 1,3 y 2,0 millones anuales.

e Reduccion de la importacién de fertilizantes fosfatados. El impacto sobre este item
sera proporcional a la reduccién en la dosis de P,05, como consecuencia de la habilidad
de los nuevos cvs. para movilizar el P retenido. La incorporacién de esta nueva
tecnologia a otras especies, eventualmente se traduciria en un efecto sumatorio sobre la
reduccion de importaciones.

e Aumento del rendimiento del trigo en la pequefia agricultura. El 70% de la
explotaciones dedicadas a la produccion de trigo entre la IX Region esta representada
por la pequefia agricultura mapuche, con rendimientos promedios de alrededor de 15
ggm/ha. La utilizacién de cvs. con capacidad para movilizar P permitira aumentar los
rendimientos del trigo, manteniendo constante los bajos niveles de fertilizacion fosfatada
actualmente utilizadas en este estrato de la agricultura.

e Eventual expansion de la produccion y utilizacion de rocas fosféricas nacionales.
Cultivares que exuden Aacidos organicos en la rizésfera, tendran la capacidad de
movilizar el P de las rocas fosforicas. Consecuentemente, esta nueva tecnologia pudiera
eventualmente traducirse en una mayor utilizacion de esta fuente de fertilizantes
nacionales de lenta solubilidad, cuya produccion actualmente no supera las 5.000 Ton
anuales.

e Es importante considerar que los acidos organicos movilizan el P unido principalmente al
aluminio (APP*) en suelos volcanicos, ligandose a este metal. Puesto que la toxicidad por
aluminio ocurre esencialmente én los apices de la planta, la exudacion de acidos
organicos a través de estos tejidos radicales se traduciria no sélo en plantas tolerantes a
la deficiencia de P, sino también a la toxicidad por aluminio.
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El 65% de las explotaciones dedicadas a trigo en el pais esta representada por superficies
inferiores a 1,2 ha, y que contribuyen con el 15% de la produccién nacional (ODEPA, Censo
Agricola 1997). Estas explotaciones corresponden a la pequefa agricultura del trigo, cultivo
que representa la base de su alimentacion. Cualquier tecnologia dirigida a mejorar la
productividad del cultivo, tendra impacto social de importancia en este sector de la
agricultura. Especial mencién se debe hacer a la agricultura mapuche, que representa el
estrato mas importante de los pequefos agricultores de la IX Regidn. Los programas de
reasignacion de tierras realizados por el Estado de Chile, necesariamente deben estar
acompafados de un fuerte programa de desarrollo tecnoldégico en este sector. En el
mediano plazo, este proyecto ofrecera una opcion tecnoldgica para aumentar los
rendimientos del trigo de la pequefia agricultura, mediante variedades que utilizaran mas
eficientemente los reducidos niveles de P,O5; normalmente aplicados al cultivo.

12.3. Otros (legal, gestion, administracion, organizacionales, etc.)

La aplicacion de leyes de propiedad intelectual se esta traduciendo en una seria limitacion al
avance tecnolégico, obligando a pagar derechos por el uso de ciertas tecnologias. Esto
puede llegar a constituirse en un freno al desarrollo de paises en crecimiento. Para lograr un
avance cuali y cuantitativo en orden a superar las brechas tecnologicas con los paises
desarrollados, es esencial generar plataformas propias de desarrollo. A este respecto, la
implementacion de la tecnologia de transformaciéon de trigos chilenos, y la obtencion de
genes propios, con potencial para resolver un problema generalizado de los paises que
desarrollan su agricultura en suelos fijadores de P, colocard a Chile, y a la IX Region en
particular, en una posicién de privilegio en el mejoramiento genético del trigo.

El desarrolio de esta propuesta permitira fortalecer la investigaciéon en el cultivo mas
importante del pais, formar un equipo inter-disciplinario e inter-institucional en un tema de
relevancia, y utilizar mas eficientemente la infraestructura disponible para biotecnologias en
INIA Carillanca.

Aun cuando no existen restricciones para la produccidon experimental de plantas
transgénicas, la autorizacion para su introducciéon en el ambiente requiere cumplir requisitos
que aseguren su inocuidad. Si bien este proyecto desarrollard plantas transgenicas, su
utilizacién sera esencialmente experimental, mientras no se disponga de una legislacion que
regule su liberalizacion en el pais.
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13. EFECTOS AMBIENTALES

13.1. Descripcion (tipo de efecto y grado)

Continuar con la situacion actual; efecto ambiental negativo; grado de impacto
mediano a alto en el largo plazo. Aun cuando el fésforo es un elemento de relativa baja
movilidad en el perfil del suelo, la utilizacion “necesariamente indiscriminada” de fertilizantes
fosfatados en suelos volcanicos puede desplazar el fosforo en solucion hacia estratas
inferiores. Este movimiento del fosforo en el perfil finalmente alcanzaréa las napas freaticas,
contaminando aguas de bebida, lagos, rios, y el mar (Tilmann, 1999). Si bien existen
evidencias sobre eutroficacion de ecosistemas en lagos del sur del pais, se desconoce el
impacto de la aplicacién indiscriminada de fosfatos en el suelo, sobre la calidad del agua de
bebida y su efecto en la poblacién.

Plantas transgénicas; efecto ambiental neutro. El desarrollo de plantas transgénicas y
sus efectos sobre el medio ambiente y la salud humana es un tema que merece especial
atencion, pero imposible de abordar de manera extensa. Brevemente, los principales
cuestionamientos a plantas transgénicas dicen relacién con la posibilidad de cruzamiento
natural entre el transgen y los relativos silvestres (o malezas), con las propiedades
alergénicas de plantas transformadas, y con la introduccion de genes adicionales al transgen
de interés. Respecto al primer cuestionamiento, el mejoramiento genético convencional esta
permanente introduciendo un numero indeterminado de genes en los cultivares elite para
lograr el objetivo deseado, sin discriminar entre aquellos asociados o no asociados al
caracter deseado. En un estudio sobre el tema, Ellstrand (2001) demostré que la posibilidad
de cruzamientos entre especies cultivadas y malezas genéticamente emparentadas, es un
evento comin en la naturaleza, indicando que las variedades desarrolladas mediante
mejoramiento convencional, son tan seguras, o inseguras, a aquellas obtenidas mediante
transgénesis. Las propiedades alergénicas de plantas genéticamente modificadas merece
especial atencion, puesto que, a partir de un problema puntual (proteina 2S, transferida a
soya), los paises desarrollados, particularmente Europa, han visto reducido
significativamente el apoyo a la investigacion en ingenieria genética de plantas. El problema
de los paises desarrollados, sin embargo, lo estan solucionando los paises en desarrollo, en
los cuales el area cultivada con plantas transgénicas se incrementd 51% entre 1999 y 2000
(James, 2000). Respecto al Ultimo punto, actualmente se estan desarrollando. nuevas
tecnologias dirigidas a eliminar genoma adicional al transgen de interés (“clean technology”).
Presiones ambientalistas sobre la investigacion biotecnoldgica pudiera eventuaimente
afectar la disponibilidad de alimentos en el mundo puesto que, de acuerdo a Norman
Bourlaug (2000), el continuo progreso en la ingenieria genética de cultivos es critica para
alimentar a la futura poblacion mundial.

Exudacién de acidos organicos en la rizésfera, efecto ambiental probablemente
neutro; grado de impacto probablemente neutro. Los acidos organicos son exudados en
la rizésfera como aniones y, como tal, no debieran contribuir a incrementar la acidez del
suelo. Esta exudacibn ocurre en un sistema de co-transporte con protones,
desconociéndose el impacto de estos protones sobre el pH del suelo. Se espera que la
exudacion de acidos organicos en plantas de trigo transgénico sea significativamente inferior

a aquella que ocurre en lupino blanco, cultivo que se ha mantenido por mas de 30 afnos en la
agricultura campesina de la IX Region. De hecho, los suelos donde se ha cuItNado esta{

especie permitirian obtener una buena aproximacion sobre el impacto de la exudamon de{f

1«1:

acidos organicos en las poblaciones microbianas, y en la quimica del suelo. =

o
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13.2. Acciones propuestas

No obstante lo anterior, una acciéon implicita en el proyecto consiste en la evaluacion del
impacto de la exudacion de citrato,sobre los cambios en la disponibilidad de nutrientes en el
suelo, asi como los efectos sobre la absorcion de nutrientes. Con el proposito de acentuar
estas modificaciones que eventualmente pudieran ocurrir en el suelo, las evaluaciones se
realizaran, adicionalmente, en plantas transformadas donde el transgen se estara
expresando constitutivamente.

13.3. Sistemas de seguimiento (efecto e indicadores)

Eventual incremento en la acidez de suelos en el corto plazo. Mediciones cuantitativas
de pH del suelo inicial y final, en ensayos de macetero (actividad 5.7).

Eventual incremento en la concentracion de ciertos metales en la solucién del suelo, y
en la planta. Cuantificacion inicial y final de manganeso , hierro y aluminio en la solucion del
suelo, y en la planta (actividad 5.7)

Eventual efecto en la microflora. La exudacion de acidos organicos en la rizosfera pudiera
traducirse en alteraciones de la poblacion de microorganismos que utilizarian estas fuentes
carbonadas como substrato. Su efecto, negativo o positivo sobre el ambiente, sin embargo,
debiera evaluarse en el mediano a largo plazo, y no esta considera en este proyecto.
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Justificacion de recursos solicitados a FIA

1. Recursos humanos.

1.1. Profesionales. De acuerdo a las bases, el proyecto contempla honorarios para el
coordinador y coordinador alterno, los que se han calculado en.el Cuadro 15.4.

1.2.Técnicos. Se considera la contratacidon de un técnico agricola para desempefiar
funciones en el CRI Carillanca, durante los afios 2003, 2004 y 2005, a tiempo completo. Sus
actividades corresponderan a la mantencion de invernaderos, manejo de plantas
transgénicas, y trabajo de laboratorio en general. Este técnico se desempefiara en INIA
Carillanca, Temuco

1.5. Contrataciéon a honorarios de mano de obra calificada. Se requeriran los servicios,
preferentemente de estudiantes, para realizar actividades especificas dentro del objetivo N°
2. Estas actividades corresponden a los trabajos en la Fac. de Ciencias de la Universidad de
Chile, por un periodo de 20 meses, con un costo de $ 1.200.000 anual.

2. Equipamiento

2.1.1. Equipos computacionales.

Se considera la adquisicidon de un CD writer para el procesamiento y almacenaje de
imagenes de gran tamano (superiores a 20 MG) frecuentemente utilizadas en citogenetica.
Para este propodsito, se requiere alta velocidad de trabajo y almacenamiento digital de
imagenes. El costo aproximado es de $ 161.660.

2.1. Adquisicion de equipos.

2.2.1. Equipos de laboratorio-.

HPLC. La adquisicion de un cromatégrafo liquido de alta resolucién es la inversion de mayor
monto que debera realizar el proyecto (aproximadamente $ 16 millones).. Este equipo no
existe en el CRI Carillanca, y es fundamental para la cuantificacién de acidos organicos.
Rutinariamente, las evaluaciones se han realizado mediante métodos enzimaticos, con un
costo aproximado de $ 2.000/muestra, separadamente para cada acido (utilizando kit). El
HPLC ofrece la ventaja de la precision, rapidez y sensibilidad, permitiendo cuantificar una
serie de acidos organicos en forma paralela, imposible de realizar por otros métodos. En
este proyecto se analizaran aproximadamente 4.000 muestras, correspondientes a acidos
organicos en tejidos radicales, y en exudados de variedades no transformadas, y en un
niamero elevado de lineas transgénicas. Por el nUmero de determinaciones necesarias de
realizar, la cuantificacion mediante métodos enzimaticos no es una opcion factible para la
gjecucion del proyecto. :

Equipo de electroforesis. Este equipo tiene un costo aproximado de $ 1.400.000, y se
pretende adquirir en el segundo afo de ejecucion del proyecto. Esté destinado al Laboratorio
de Biologia Molecular de la Fac. de Ciencias de la Universidad de Chile, para realizar las
actividades incluidas en el objetivo especifico N° 2. Este tipo de equipo es de alta demanda
en el trabajo rutinario de biologia molecular, de manera que su disponibilidad'.q,tiempo
completo es una condiciéon necesaria.

o X\
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4. Movilizacion, viaticos y combustibles

4.1. Viaticos y pasajes nacionales . Se consideran dos reuniones anuales de coordinacion
del grupo de trabajo, a realizarse alternadamente en Temuco, Santiago y Concepcidn, asi
como eventuales viajes del equipo de coordinacion a Santiago o Concepcion.

4.2. Vidticos y pasajes nacionales Se incluye también el costo del pasaje de un
especialista en biobalistica de CIMMYT durante el afio 2003), y del Dr G. Neumann durante
el afo 2005. La invitacién al Dr. Neumann coincidiria con la realizacion del seminario
propuesto dentro de las modalidades de transferencia del proyecto.

4.5 Combustibles. Incluye las salidas a colecta de suelos y eventual traslado de los
profesionales del CRI Carillanca que trabajaran en el proyecto. Este Centro de Investigacion
se ubica en el sector rural de Temuco, de dificil movilidad mediante locomocién colectiva. El
problema se acentla en periodos de trabajo que escapan a los horarios normales.

5. Materiales e insumos.

5.2. Insumos de laboratorio. Este item representa el gasto de mayor magnitud en el costo
total del proyecto. El monto se justifica por el elevado costo de los reactivos que se utilizan
en biologia molecular. Por citar sélo algunos ejemplos, la construccidon de una genoteca
tiene un costo aproximado de $ 1.000.000 so6lo en materiales; el fésforo radiactivo total a
utilizar suma alrededor de $ 2.000.000; los insumos para la pistola génica involucran un
costo de $ 4.000.000. A estos ejemplos se debe sumar los materiales para el cultivo de
tejidos, para el “differential display, y para la identificacion y aislamiento de promotores, entre
los principales.

7. Difusion.

7.4. Seminarios.

El proyecto considera la realizacion de un seminario en el afo 2005, con un costo de 2
millones de pesos.

7.7. Otros.

Este item también incluye la atencion a las visitas de estudiantes y agricultores,
programadas dentro de las actividades de transferencia.

8. Gastos Generales

8.1.Consumos basicos. Se contemplan los item de: luz, teléfono, fax y correspondencia.
Estos se han estimado en funcidn a un costo unitario mensual, determinado en funcion al
gasto incurrido por estos conceptos en proyectos similares desarrollados por la institucion
postulante. Los consumos basicos corresponden a aquellos que se realizaran en el CRI
Carillanca.

8.2. Fotocopias. Se contempla fotocopia de informes, articulos, documentos relacionados
con la ejecucidon del proyecto, etc. Las fotocopias corresponden a aquellas que se
consumiran en el CRI Carillanca.

8.3. Materiales de oficina. Considera tinta para impresora, hojas, disquetes, cuadernos de
laboratorio, archivadores, y articulos de escritorio en general. Estos materiales corresponden
a aquellos que se utilizaran en el CRI Carillanca.
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16. ANALISIS ECONOMICO DEL PROYECTO

16.1. Criterios y supuestos utilizados en el analisis

Indicar criterios y supuestos utilizados en el célculo de ingresos (entradas) y
costos (salidas) del proyecto

La racionalidad del analisis se basa en el impacto econémico esperado por la reduccion de
la fertilizacion fosfatada en trigo, como consecuencia de la adopcién de cultivares con
habilidad para movilizar el P retenido en el suelo. El analisis considera como potenciales
usuarios de la nueva tecnologia, toda la superficie de trigo ubicada en suelos derivados de
cenizas volcanicas entre la Vil y la X regiones.

En promedio de las dos ultimas temporadas agricolas, la superficie de trigo sembrada en
suelos volcanicos de la zona a que se hace referencia alcanzaria a 360.166 ha anuales. De
esta superficie, aproximadamente el 15% (54.997 ha) corresponderian a siembras con
semilla certificada (controlada por el Servicio Agricola y Ganadero), y el 5,6% (20.000 ha) a
semillas conocidas como “piratas”, especialmente de origen francés. De este modo, la
superficie total de trigo sembrada con semillas certificadas y no certificadas, alcanzaria a
74.977 ha, lo que corresponderia al 20,8% del total de semillas utilizadas en la zona centro-

sury sur del pais (Cuadro 1).

Cuadro 1. Superficie de trigo sembrada con semillas certificadas y no certificadas (“piratas”)
en la zona centro sur y sur de Chile (ha).

Promedio Superficie con semilla
Region 1999 /00 | 2000/ 01 | daltimas dos | certificada zona centro sur
temporadas. y sur (ha).
Hectareas %
VI 53.470 60.830 57.150 8.573 15
VI 112.006 111.600 |111.803 16.770 15
X 160.663 166.970 |163.817 25.525 15
X 24.942 29.250 27.396 4.109 19
Total Zona Centro | 351.081 369.250 |360.166 54.977
Sury Sur
Pais 391.580 414.000 |402.790
Otras semillas no certificadas, especialmente var.|20.000 5.6
Francesas usadas en la zona sur. e
TOTAL ZONA CENTRO SUR Y SUR 74.977 20.§%
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Supuestos del analisis

Para calcular la superficie total anual sembrada con la nueva semilla, se ha asumido que
la distribucion informal de semilla representa el doble de la semilla adquirida
formalmente, y que es utilizada al afio siguiente de su adquisiciéon por el productor.

e La superficie potencial de uso de nuevas variedades inmediatamente posterior a su
liberacion, corresponde a 74.997 ha (base de la curva de adopcion).

e El cambio de las semillas que usan los agricultores es gradual, de manera que la
superficie de siembra de trigo en que es usado el nuevo producto tecnologico, se espera
crezca en el tiempo, en la medida que este es conocido (evolucion de la curva de
adopcion).

e El cambio de semilla podria aumentar el costo de produccién del cultivo debido al
incremento marginal en el precio de este insumo, asociado a su agregado tecnoldgico. Si
un insumo es mejor que otro, el comprador esta dispuesto a pagar un precio adicional,
por lo que seria esperable que las nuevas semillas tengan un mayor precio que aquellas
que actualmente se comercializan en el mercado. Este incremento se ha estimado en $
1.000/ggm, respecto al valor actual de la semilla certificada, y reflejaria el retorno a la
inversion para producir dicha semilla.

¢ La dosis/ha de semilla se mantiene sin variacion, y la dosis/ha de fésforo disminuye, sin
afectar el rendimiento del cultivo. De este modo, el beneficio econébmico del uso del
nuevo insumo tecnolégico estaria dado por el ahorro de fertilizantes fosfatados, como
consecuencia del uso mas eficiente del fésforo retenido en el suelo. Puesto que se
desconoce la cantidad posible de movilizar, se ha asumido que las plantas solubilizaran
P en rangos fluctuantes entre 10 y 30% de sus necesidades. Esto se traduciria en
reducciones de la fertilizacion fosfatada, proporcionales a la movilizacion.

De esta manera, el beneficio de la innovacion estaria dado por la expresion:

B = (QPi — QPf) * $P * S, donde:

B = Beneficio econdémico de la innovacion en $.

QPi = Cantidad de kilos de P,0O5 por ha usado antes de incorporar la nueva semilla
QPf = Cantidad de kilos de P,0; por ha usado con la nueva semilla.

$P = Precio del kilo de P,0s.

S = Superficie en que es usada la nueva semilla.

Por otra parte, el costo de la innovacion estaria dado por la expresion:

C = (Cf-Ci)* Qs * S, donde :

C = Costo de la innovacién en $.

Cf = Costo de la semilla nueva, mejorada por transgénesis. N
Ci = Costo de la semilla sin mejorar. A, gy A%y,
Qs = Cantidad de semilla por ha. / ﬁ
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Evaluacion economica del proyecto.

La curva de adopcién de la nueva tecnologia se inicia asumiendo que el 5 % de la superficie
que se siembra con semilla certificada y no certificada indicada en el Cuadro 1 (74.997 ha),
se sembrara con la variedad mejorada mediante transgénesis, para alcanzar un crecimiento
anual del 30% al cuarto afo posterior a su liberacion.

Por otra parte, se ha considerado que la nueva semilla se distribuye entre los productores de
trigo de manera informal, procedimiento que si bien es ilegal, representa una situacion real
de uso de semilla en trigo. Se ha supuesto que por cada hectéarea de trigo sembrado con la
nueva semilla, al afio siguiente se sembrara dos hectéareas adicionales con la variedad, pero
no certificada. De este modo, la superficie seria de 3.700 ha el primer afio, para alcanzar
hasta 281.000 ha al octavo afio. De acuerdo a esta curva de adopcion, al octavo ano se
alcanzaria a cubrir el 78 % de la superficie de trigo sembrada con la nueva semilla en la
zona centro-sur y sur del pais (Cuadro 3). La proporcion restante corresponderia a
agricultores que tradicionalmente han utilizado una misma variedad, reticentes al cambio

Figura 1. Curva de adopcién de la nueva tecnologia

CURVA DE ADOPCION
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Para efectos de célculo, se ha utilizado una dosis de fésforo de 100 kilos de P,O5 por
hectarea, en la situacion sin proyecto. Esta estimacién se basa en una dosis promedio de
fertilizacion fosfatada en trigo para las regiones VIl a X, a un precio de $ 280 por kg de P,Os
utilizado.

Se ha supuesto un incremento de precio de la semilla transgénica de 1.00Q/‘pQr‘;qd%h‘./;E,'rﬂ-~
“royalty” de la semilla de trigo certificada actual es del orden de 2.000 $/qgm. _Y,..’;{;g?" 7
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Para que los productores de trigo adopten la nueva variedad, el beneficio debe ser mayor al
costo. Si se considera un incremento del precio de la semilla transgénica de $1.000 por ggm
(i.e. aproximadamente $2.000 por hectarea), el beneficio debe ser mayor a este valor. Sila
cantidad de P,O5 disminuida fuera de 5 kilos/ha (ie. 5% de P movilizado) a un precio de
$280/kg P,0s, el ahorro seria de $1.400 por hectérea, es decir, menor que el costo, por lo
que no seria conveniente la innovacion.

La evaluacién econdémica del proyecto se ha hecho a través del Valor Presente Neto, a una
tasa de descuento del 12 % anual. Como se ha supuesto que el crecimiento de la superficie
sembrada con la nueva variedad de trigo se estabiliza al octavo afo, y después se mantiene
en el tiempo, el flujo de caja de este afio se ha tratado como una perpetuidad, por la
expresion FC/r, donde r es la tasa de descuento.

Considerando como estandar una disminucién de la dosis de 15 kg/ha P,Os (ie. 15 % de P
movilizado) por efecto del uso de la semilla transgénica, y un incremento en su costo de
$2.000 por ha, el VPN(12%) alcanzaria a $5.300 millones (Cuadro 3). Este valor
corresponderia a $3.170 millones, si la disminucién de la dosis de P,O; fuera de 10
kilos/ha(10% de P movilizado), y a $7.436 millones si dicha disminucién alcanzara a 20
kilos/ha (20% de P movilizado), respectivamente. Si el incremento del costo de la semilla
fuera nulo, el rango de variacion del VPN (12%) seria de $4.265 a $ 12.795 millones (Cuadro
2).

De acuerdo al monto de los valores estimados en el analisis econémico, el proyecto es
altamente rentable. Los beneficiados serian agricultores de todos los tamafios de propiedad
de las diferente regiones involucradas. Puesto que los agricultores con superficies de menor
tamafio representan el mayor nimero de la explotaciones dedicadas al cultivo del trigo, el
proyecto tendria un fuerte impacto social.

Cuadro 2. Analisis de sensibilidad del proyecto a variables criticas.
(Valor Presente Neto del proyecto, en $).

Incremento del costo

i ic )
de la semilla ($/qqm) Niveles de reduccion (kg P,Os / ha)

30 20 15 10
0 $12.795.148.763 | $8.530.099.175 | $6.397.574.382 | $ 4.265.049.588
1.000 $ 11.701.546.305 | $7.436.496.717 | $5.303.971.923 | $3.171.447.129

(1) Corresponde a la reduccion de la fertilizacion fosfatada, considerando como 100 kg/ha de P,Os El
calculo asume que estos niveles de reduccion son iguales a la movilizacion de P desde el suelo, sin
efectos sobre el rendimiento.
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16.2. Flujo de Fondos del Proyecto e Indicadores de Rentabilidad
(calcular el VAN y la TIR dependiendo del tipo de proyecto)

El presente proyecto no contempla inversion en sus flujos anuales. Los flujos a traves de los
afios considerados son todos positivos, de manera que la TIR se hace infinita, y su valor no
es un indicador valido de considerarse en el presente analisis.

El flujo de fondos del proyecto e indicadores de rentabilidad se presentan adjuntos en la hoja
siguiente (archivo Excel). En éste se ha considerado como ejemplo el flujo de fondos para un
15% de reduccion en la dosis de P,Os, correspondiente a una estimacion de movilizacion de
P de equivalente al 15% las necesidades del cultivo. En el Cuadro 2 se presenta el indicador
de rentabilidad, para rangos de movilizacion de P fluctuantes entre 10 y 30%
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RIESGOS POTENCIALES Y FACTORES DE RIESGO DEL
PROYECTO

. Técnicos

Promotores de Arabidopsis, no funcionales en trigo. Los promotores de los genes
que codifican para un transportador de fosfato de alta afinidad (AtPT1) y para la enzima
alcalina fosfatasa (AP) de una especie dicotiledonea (Arabidopsis), pudieran no ser
funcionales en una monocotiledonea (trigo). La explicaciéon técnica a esta
disfuncionalidad estaria asociada al requerimiento de factores de transcripcién
especificos para cada uno de ellos, y que pudieran no estar presentes en el genoma del
trigo.

La expresion del gen TaPT1 de trigo, no es especifica de raices. La expresion de
este gen no se ha evaluado funcionalmente, y solo se dispone de su secuencia
nucleotidica. Considerando que todos los transportadores de fosfato de alta afinidad
descritos a la fecha se expresan en raices y son regulados por P, es altamente probable
que asi también ocurra con el gen TaPT1. Sin embargo, su funcionalidad en trigo (ie.
especificidad en raices, y de expresién modulada por P), requiere ser demostrada.

Baja eficiencia de transformacién de variedades de trigo chilenas. La eficiencia de
transformacion en trigo esta directamente asociada con la receptividad del genotipo. Aun
cuando se han logrado notables avances respecto a la estandarizacion de la técnica de
transformacion de trigo en el CIMMYT (México) con la variedad Bob white, se desconoce
la eficiencia de transformacién de las variedades chilenas.

Plantas transformadas con el gen de la PEPC, no exudan cantidad suficiente de
acidos organicos. Si bien se dispone de numerosos antecedentes sobre transgénesis
con el gen de la PEPC, no existen evidencias publicadas respecto a su utilizacién dirigida
a acumular y exudar acidos organicos en la rizésfera. Llama la atencion, sin embargo,
los trabajos realizados con este propdsito con la citrato sintasa (discutido en la
justificacion del proyecto), una enzima sin funcion de carboxilacién y, por lo tanto,
imposible que contribuya a reemplazar el carbono exudado como acidos organicos.
Precisamente, ésta es la funcion de la PEPC de raices. De acuerdo a la informacion
proporcionada por el Dr. Neumann (G. Neumann, U. de Hohenheim, Alemania), la
estrategia propuesta en este proyecto se esta utilizando actuaimente en U.S.A. y
Alemania. El grupo de Johnson (U. de Minessota, U.S.A.) introdujo la PEPC en alfalfa,
logrando un incremento significativo en la produccién de malato, pero no de citrato. Esta
informacién (no publicada alin) sustentaria la factibilidad técnica de nuestra propuesta
Plantas transformadas con otros genes de lupino no se establecen adecuadamente
en suelos bajos en P disponible. Si esto ocurriera, indicaria que los transgenes no
participan directamente en el .ciclo del carbono en raices. Puesto que éstos
corresponden a genes que se expresan en tejidos que exudan citrato en respuesta a la
deficiencia de P, probablemente cumplirian una funcién esencial para mantener activo el
mecanismo de exudacion en la planta. Ejemplos de este tipo estan representados por el
gen sqdx (sonda cDNA disponible para el proyecto), que participa en el reciclaje de P
desde fosfolipidos de membrana, y que representan genes potenciales de ser
incorporados en plantas transgénicas con PEPC. X
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17.2. Economicos

Por la naturaleza del proyecto, no se visualizan riesgos econémicos para su ejecucion

No se visualizan riesgos de gestion
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17.5. Nivel de Riesgo y Acciones Correctivas
Riesgo Nivel Acciones
Identificado Esperado Propuestas
Promotores de Arabidopsis | Al menos uno de Se buscaran otros promotores que
no funcionales en trigo los dos es puedan describirse en la literatura
funcional Identificar un promotor propio de trigo

La expresion del gen
TaPT1 de trigo no es
especifica de raices

Se espera que sea
especifico de
raices y regulado
por fésforo

Aun cuando no fuera especifico de
raices, pero regulado por fésforo, sera de
utilidad para evaluar la funcion de la
PEPC, y de otros genes de lupino en
trigo. Sin embargo, no seria adecuado
para generar un cultivar comercial

Hacer experimentos de “differential
display” en trigo para identificar genes
regulados por fésforo, y especificos de
raices

Baja eficiencia de

transformacion de

variedades de trigo
chilenas

Alrededor de un
2% de eficiencia

Evaluar otras variedades de trigo chilenas
Utilizar la variedad de trigo Bob white, de
alta eficiencia de transformacion mediante
biobalistica

Plantas transformadas con
PEPC no exudan
cantidades suficiente de
acidos organicos

Al menos un
evento de
transformacion
genera una planta
que exuda acidos.
organicos

Introducir el gen de la citrato sintasa para
dirigir el fluyp de carbono desde
oxaloacetato a citrato

Necesidad de introducir otros genes
asociados con la estrategia de exudacion

Plantas transformadas con
otros genes de lupino no
se establecen
adecuadamente en suelos
bajos en P disponible

Al menos uno de
los tres genes
seleccionados

contribuye a
aumentar la
capacidad de la
planta para crecer
en suelos bajos en
P disponible

Evaluar otros genes aislados de lupino
blanco
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18. ESTRATEGIA DE TRANSFERENCIA DE RESULTADOS

Se visualiza que los resultados no estaran disponibles para la transferencia a los usuarios
dentro del plazo de su ejecucion. A diferencia de los avances mundiales de investigaciones
biotecnologicas dirigidas a resolver estreses biodticos, no existen actualmente en el mundo
plantas transformadas con tolerancia a la deficiencia de P que se estén cultivando
comercialmente.

No obstante lo anterior, se consideran 3 modalidades de transferencia que incluyen:
sensibilizacion de la opinién puablica al concepto de plantas genéticamente modificadas,
realizacion de un seminario, y publicaciones cientificas y divulgativas.

1. Sensibilizacion a la opinién publica. Tomando en cuenta que la propuesta plantea la
utilizacién de transgénesis en plantas, y el eventual rechazo de la comunidad al
desarrollo de productos transgénicos, la propuesta considera un programa de
informacién dirigido a sensibilizar a la opinidén publica respecto de los productos agricolas
genéticamente modificados. Para lograr este objetivo, se invitardn a 12 cursos de
ensefianza media a conocer los laboratorios e invernaderos donde se ejecutara este
proyecto, visita que se complementara con una charla sobre biotecnologias. Estos
cursos seran seleccionados entre las comunas de IX Region, esperando cubrir un
publico objetivo de alrededor de 500 alumnos. El programa se hara extensivo a
organizaciones de agriculiores de la IX Region, con un publico objetivo de
aproximadamente 200 agricultores.

2. Seminario técnico. La propuesta contempla la preparacion y ejecucién de un seminario
a desarrollarse en el CRI-Carillanca, IX Region. Esta actividad se realizara en el afio
2005, y contara con la participacion de investigadores nacionales, y de los investigadores
directamente involucrados en la ejecucion del proyecto, y eventualmente de un expositor
extranjero. Este seminario se financiara parcialmente con fondos del proyecto

3. Publicaciones cientificas y divulgativas. Se considera la publicacion de articulos
cientificos en revistas internacionales, y divulgativos en revistas nacionales y de
circulacion regional.

La estrategia del uso de la PEPC de lupino blanco para introducir en trigo la habilidad de
solubilizar el P retenido en el suelo, asi como los genes y promotores que se generaran en
este proyecto, son susceptibles de patentamiento. El patentamiento es una opcion de
transferencia de resultados, sirviendo adicionalmente como mecanismo de proteccion de
inventos tecnoldgicos. Dado que la concrecion de una patente requiere tiempo (1 a 2 afos) e
involucra un alto costo (2 a 3 millones de pesos), se considera realizable dentro del contexto
de una segunda parte de esta linea de trabajo.
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19. CAPACIDAD DE EJECUCION DEL PROYECTO

19.1. Antecedentes y experiencia del agente postulante y agentes asociados
(Adjuntar en Anexo B el Perfil Institucional y documentacion que indique la naturaleza
Jjuridica del agente postulante)

INIA Carillanca dispone actualmente tanto de profesionales especializados en el tema, como
de las herramientas biotecnolégicas que se utilizardn para realizar la propuesta. Las
especialidades incluyen fertilidad de suelos, fisiologia molecular, biologia molecular, cultivo
de tejidos, citologia molecular y transformacién de trigo mediante biobalistica. Para aquellas
actividades de las cuales no se dispone de la experiencia necesaria, el proyecto considera la
participacion de profesionales de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile, y del
Depto. de Botanica de la Universidad de Concepcion.

En forma complementaria se mantienen contacto permanente con profesionales actualmente
trabajando en las areas de transformacion de cereales mediante biobalistica (Dra. Silvia
Travella, Universidad de Zurich, Suiza), y fisiologia molecular del estrés inducido por
deficiencias de fosforo (Dr. Gunter Neumann, Universidad de Hohemnhein, Alemania).
Ambos investigadores han manifestado su intencién de colaborar en este proyecto.
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19.2. Instalaciones fisicas, administrativas y contables

1. Facilidades de infraestructura y equipamiento importantes para la ejecucion del proyecto.

Esta propuesta se desarrollara en el Centro Regional de Investigacion Carillanca (Temuco),
en la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile (Santiago), y en el Depto. de Botanica
de la Universidad de Concepcion, Concepcion.

INIA Carillanca dispone de laboratorios equipados para trabajos en biologia molecular,
ingenieria genética, y transformacion de plantas. Entre los principales equipos, se cuenta
con un secuenciador automatico, una unidad de biobalistica para transformacion genética,
termocicladores, camaras de flujo laminar, microscopio de epifluorescencia, sala de
radiactividad, sala de cultivo de tejidos, camaras de incubacién con temperatura controlada,
cuarto fotogréafico, invernaderos y refrigerador —70°C, entre otros.

Los laboratorios que colaboraran en el desarrollo de la propuesta (Lab. de Genética
Molecular Vegetal, Fac. Ciencias, Universidad de Chile, y Lab. de Fisiologia Vegetal del
Depto. de Botanica de la Universidad de Concepcion), estan equipados adecuadamente
para realizar los trabajos comprometidos en este proyecto.
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2. Capacidad de gestion administrativo-contable.

Toda las actividades de gestién del proyecto se concentraran en INIA-Carillanca. Este
Centro de Investigacion dispone de un Depto. de Contabilidad, que permitira realizar la
gestion contable del proyecto en forma independiente del nivel central de INIA.

La estructura administrativo-contable de INIA se esquematiza a continuacion.

Nivel Central Nivel Regional

Director Nacional

Sub Director de
Administracion Director Regional
y Finanzas

Sub Director de

Contador Jefe de Administracion
General Presupuesto y Finanzas
Jefe Depto.

Contabilidad y
Presupuesto

Encargados de
Proyectos
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20. OBSERVACION SOBRE POSIBLES EVALUADORES

(Identificar a el o los especialistas que estime inconveniente que evalien la
propuesta. Justificar)

Nombre Institucion Cargo Observaciones
4» OGN 40

!

/5 ;@s 4’/\
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ANEXO A

ANTECEDENTES DEL EQUIPO DE COORDINACION Y
EQUIPO TECNICO DEL PROYECTO
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ANEXO B

ANTECEDENTES DEL AGENTE POSTULANTE
Y CARTAS COMPROMISO
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