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Lineas colombianas de papa genéticamente modificadas resistentes
a Tecia solanivora (Lepidoptera: Gelechiidae) bajo campo confinado

Colombian genetically modified potato lines resistant to Tecia solanivora (Lepidoptera: Gelechiidae)
under a confined field
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Resumen: Tecia solanivora es una de las plagas mas perjudiciales en el cultivo de la papa en Centro y Suramérica. En
este trabajo ocho lineas de papa genéticamente modificadas (GM) con el gen crylAc derivado de Bacillus thuringiensis
(lineas de papa Bt) fueron caracterizadas a nivel molecular, inmunologico y bioldgico bajo condiciones confinadas de
bioseguridad en condiciones de laboratorio, invernadero y campo experimental ¢ igualmente se realizaron pruebas pre-
liminares de equivalencia sustancial. Tanto el gen como la proteina CrylAc fueron detectados y cuantificados en hojas
y tubérculos. Las lineas de papa Bt DC 40.5, DC 40.7A, DC 40.7B, PP 28, PP 28.1 y PP 40.A, fueron resistentes al ser
expuestas al ataque de Tecia solanivora. Los resultados obtenidos, indican que dos lineas de papa GM son promisorias
para continuar con pruebas de evaluacion y seleccion para una posible comercializacion futura.

Palabras clave: Polilla guatemalteca. crylAc. Plantas transgénicas. Solanum tuberosum.

Abstract: Tecia solanivora is one of the most damaging pest of potato crops in Central and South America. Eight
genetically modified (GM) potato lines with Bacillus thuringiensis crylAc gene (Bt potato lines) were characterized at
molecular, immunological and biological level under biosafety confined, greenhouse and experimental field conditions.
Additionally, preliminary assays regarding substantial equivalence were determined. CrylAc protein and gene were
detected and quantified on leaf and tubers. DC 40.5, DC 40.7A, DC 40.7B, PP 28, PP 28.1 and PP 40.A, Bt potato lines
were resistant to Tecia solanivora when they were exposed. Results obtained indicated that two GM potato lines are

promising for further assessments and selection tests as well as future possible commercialization.
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Introduccion

Tecia solanivora (Povolny, 1973) (Lepidoptera: Gelechiidae)
es un insecto plaga de habito mondfago que ataca tubérculos
de papa (Solanum tuberosum L.) en campo y almacenamien-
to, ocasionando pérdidas que oscilan entre el 50y el 100% de
la produccién del cultivo (MacLeod 2005). Esta especie se
reporto por primera vez en Guatemala y fue accidentalmente
introducida a Costa Rica, Venezuela, Colombia, Ecuador y fi-
nalmente a las Islas Canarias. Debido a su capacidad invasiva
y al dafio que ocasiona en el cultivo de papa, T. solanivora se
considera como la plaga entomolégica mas dafiina que afecta
este cultivo en Centro y Sur América (Puillandre ef al. 2008;
Torres-Leguizamon et al. 2009).

El principal método de control de esta plaga se realiza
mediante insecticidas quimicos con un promedio de 12 a 15
aplicaciones por periodo de cultivo (MacLeod 2005). Esta
practica ademas de incrementar el costo de produccion del
mismo, genera resistencia en las poblaciones de la plaga,
produce problemas en la salud humana y ocasiona un im-
pacto negativo sobre el ambiente (Konstantinou et al. 2006;
Dominguez et al. 2009). Teniendo en cuenta que las larvas

de T solanivora son las que se alimentan, y lo hacen exclu-
sivamente de los tubérculos de la papa (Sandoval y Vilatufia
1998), cualquier estrategia que implique aplicaciones exter-
nas estara limitada para acceder al contacto con la plaga, lo
que implica la busqueda de nuevas alternativas de control
mas eficientes.

El desarrollo de plantas genéticamente modificadas que
expresan proteinas insecticidas derivadas de Bacillus thurin-
giensis se considera una alternativa eficiente para controlar
este tipo de plagas (Schnepf ef al. 1998; Sansinenea et al.
2000; Villanueva et al. 2009). Esta tecnologia ya ha sido
previamente usada en otros cultivos a nivel mundial desde
1996 (James 2012). Diferentes grupos de investigacion han
escogido a la papa (Solanum tuberosun) como cultivo objeto
de investigaciones en ingenieria genética con el fin de intro-
ducirle caracteristicas adicionales. Se ha generado varieda-
des de papa transformadas genéticamente resistentes al virus
del enrollamiento de la hoja (Kawchuk ez al. 1991) al virus
X (Jongedijk et al. 1992; Truve et al. 1993) y Y de la papa
(Farinelli et al. 1994; Yan-ru et al. 1996). También existen
trabajos en variedades como Désirée que confiere resistencia
a nematodo Globodera pallida (Urwin et al. 2001) y contra
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lepidopteros como Phthorimaea operculella usando genes
crylAc (Davidson ef al. 2002; Davidson et al. 2006). Recien-
temente se ha obtenido una papa conocida con el nombre de
Amflora, la cual posee un almidoén con alto contenido de ami-
lopectina, ideal para uso industrial (BASF 2011). Todas estas
investigaciones han incluido pruebas de campo bajo condi-
ciones de bioseguridad con el fin de evaluar los productos
generados en el laboratorio.

Investigaciones del grupo de Biotecnologia Vegetal CIB-
UNALMED de la Corporacién para Investigaciones Biolo-
gicas desarrollaron lineas de variedades comerciales de S.
tuberosum subsp. andigena transformadas con el gen crylAc
de B. thuringiensis, para el control de 7. solanivora, con re-
sultados promisorios a nivel de laboratorio (Valderrama et
al. 2007). En el presente estudio se reporta la caracterizacion
molecular, inmunolodgica, bioldgica y pruebas preliminares
de equivalencia sustancial (comparacion de la composicion
quimica y propiedades organolépticas de la contraparte con-
vencional no GM con las GM) de las lineas de papa GM que
presentaron la mejor respuesta de resistencia al insecto en
condiciones de laboratorio. El estudio se realiz6 bajo condi-
ciones confinadas de invernadero de bioseguridad y campo.
Hasta donde se conoce, es la primera vez que en Colombia
se realiza este tipo de estudios con papa GM a nivel de inver-
nadero de bioseguridad y campo confinado. Se identificaron
dos lineas de papa GM promisorias por su alto nivel de resis-
tencia frente de la plaga, para continuar con los procesos de
evaluacion hacia su posible comercializacion.

Materiales y métodos

Material vegetal. Lineas de papa desarrolladas por el grupo
de Biotecnologia Vegetal CIB-UNALMED de la Corpora-
cion para Investigaciones Biologicas, DC 40.5, DC 40.7A,
DC 40.7B, DC 40.72 derivadas de la variedad Diacol Capiro
S. tuberosum subsp. andigena y las lineas PP 28, PP 28.1, PP
40.A, PP 40.3 derivadas de la variedad Parda Pastusa S. tube-
rosum subsp. andigena, transformadas con el gen crylAc de
B. thuringiensis, fueron seleccionadas para este estudio por
presentar la mejor respuesta biologica frente al ataque de lar-
vas de 7. solanivora a nivel de laboratorio (Valderrama et al.
2007). Estas lineas de papa GM fueron desarrolladas antes de
2006 y fueron mantenidas in vitro, de donde fueron obtenidas
para los ensayos realizados en este estudio entre 2007 y 2011.

Individuos de Zecia solanivora. Larvas, pupas, adultos y
huevos de Tecia solanivora fueron obtenidos de una colo-
nia establecida a partir de tubérculos infestados en almace-
namiento en el municipio de Soraca (Boyaca, Colombia) y
mantenida en el laboratorio de Entomologia de la Corpora-
cion Colombiana de Investigacion Agropecuaria (Corpoica)
Centro de Investigacion Tibaitata usando la metodologia es-
tablecida por Londofio y Montoya (1994).

Evaluacién molecular del material vegetal. A partir de teji-
do foliar in vitro de las plantas genéticamente modificadas de
papa, se extrajo ADN genémico siguiendo el método repor-
tado por Doyle y Doyle (1990). Para la identificacion del gen
crylAc en las plantas transformadas, se realizaron reacciones
de PCR empleando los primers CRYC1 (5’- ATCTTCACCT-
CAGCGTGCTT - 3%) y CRYC2 (5° — GGCACATTGTTG-
TTCTGTGG - 3”), que amplifican una region del gen crylAc
correspondiente a un fragmento de 766 pb (Valderrama et al.

2007). Se utilizé una muestra de 200 ng de ADN gendmico,
mezclado con una solucién que contenia cada cebador a una
concentracion 0.4 uM, 0.2 mM de dNTPs, 1.5 unidades de
Taq polimerasa (Fermentas, California U.S.A), 1X de solu-
cioén tampon de PCR (50 mM KCl, 10 mM Tris-HCI, pH 8.3)
y 1.5 mM de MgCl.. Las amplificaciones fueron realizadas en
un termociclador iCycler (Bio-Rad, CA, EEUU), mediante
las siguientes condiciones: un paso inicial de 94 °C por 3
min; 25 ciclos de amplificacion de 1 min de denaturacién a
94 °C, 1 min de alineamiento a 52 °C y 1 min de extension
a 72 °C; seguido de un ciclo extra de extension de 10 min a
72 °C. Los productos de PCR fueron analizados en un gel
de agarosa al 1%, tefiidos con bromuro de etidio (1pg/ml)
usando solucién tampon 0.5X Tris-borato EDTA y visualiza-
dos en un UV transilluminator (Fotodyne Inc., Harhand, WI,
EEUU). Para determinar el ntimero de copias del gen crylAc
integrado en las plantas genéticamente modificadas, se reali-
76 un analisis de PCR en Tiempo Real en un LightCycler® 2.0
Real-Time PCR System (Roche Applied Science, Germany)
y analizados en un LightCycler Software 4.0 (Roche, Maine,
Germany). En un volumen final de 20 pl se adicionaron 4 pl
de LC FastStar DNA Master Plus SYBR Green (Roche, Mai-
ne, Germany), 0.4 uM de cada cebador CrylAcReal Time
(sentido 5'-CGCCGCTCCACAACAACGTA-3" y antisen-
tido 5-TCCTTGCCTGGGTGGCACAT-3") que amplifican
una region de 211 pb del gen crylAc, y 50 ng de ADN del
material vegetal. El programa de amplificacion incluyd un
paso inicial de 95 °C por 10 min; 40 ciclos de cuantificacion
de 10sa95°C, 10 sa 58 °Cy 10 s a 72 °C. Finalmente,
el programa incluy6 una curva con un incremento de tem-
peratura de 45 °C a 95 °C en 0.1 °C. Para la cuantificacion
se us6 el método comparativo C, (2*°") (Livak y Schmitt-
gen 2001; Beltran et al. 2009). Las curvas fueron generadas
usando el gen referencia endogeno de una sola copia Nitrato
reductasa (Harris et al. 2000) amplificado con los cebadores
NitRed (sentido 5° TGAATGTGTGCAAGCCTCACAAG
3’y antisentido 5> ATGTCCATGGACTATGATCCAAG 3°)
que amplifican una regioén de 230 pb del gen, y diluciones se-
riadas en 10X con cantidades finales de 500, 50, 5y 0,5 ng de
ADN genomico de las plantas genéticamente modificadas de
papa, cada uno con tres réplicas mas un control negativo (sin
ADN). Como muestra calibrador se tomo¢ la linea DC 40.5, la
cual se conoce que posee una sola copia del transgen crylAc
(Valderrama et al. 2007).

Evaluacion inmunolégica del material vegetal. A partir de
hojas y tubérculos de las plantas de papa GM establecidas in
vitro, a nivel de invernadero de bioseguridad y en parcelas
experimentales en campo confinado se detectd y cuantificd
la proteina CrylAc, mediante una “Double Antibody Sand-
wich-Enzyme-Linked Inmunosorbent Assay” (DAS-ELISA)
usando un Bt-Cryl Ab/1Ac kit (Agdia, Inc., Mishawaka, In-
diana, EEUU). Cada uno de los ensayos se realiz6 siguiendo
las instrucciones del fabricante a partir de 100 mg de tejido.
La densidad optica a 450 nm de la placa fue medida en un
lector de ELISA (Bio-Rad, Hércules, CA, EEUU). La canti-
dad de la proteina CrylAc expresada en las plantas de papa
fue cuantificada usando una curva estandar con 0,7, 1,4, 2,1,
2,8 y 3,5 ng/ul de proteina CrylAc suministrada como con-
trol positivo en el kit comercial.

Establecimiento de material vegetal a nivel de inverna-
dero de bioseguridad. El establecimiento de las plantas de
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papa bajo condiciones de invernadero, se hizo siguiendo las
condiciones publicadas por Torres et al. (2012). De esta for-
ma, plantas in vitro de cinco semanas y con una altura de
8 cm de cada linea de papa GM y sus respectivos contro-
les no modificados fueron lavadas con agua para retirar los
residuos del medio de cultivo y sembradas en invernadero
de bioseguridad, usando un sustrato inerte constituido de
escoria de carbon y cascarilla de arroz quemada en propor-
cion 15/10, respectivamente, a una distancia entre plantas
de 15 cm. Las plantas fueron cubiertas con vasos plasticos
transparentes y regadas con agua dos veces diarias durante
15 dias para formar una camara hiimeda y posteriormen-
te fertilizadas con una solucién constituida por elementos
mayores (nitrato de potasio 52 g, nitrato de amonio 15.6
g, superfosfato triple 20.8 g) y elementos menores (sulfato
de magnesio 6,864 g, sulfato de potasio 3,74 g, sulfato de
hierro 0,537 g, sulfato de manganeso 0,624 g, acido borico
0,03744 ¢, sulfato de zinc 0,215 g, sulfato de cobre 0,0173
g, y molibdato de amonio 0,0173 g). Después de tres apor-
ques y cinco meses de crecimiento de las plantas, se cose-
charon los tubérculos para ser repartidos en tres grupos: el
primer grupo fue destinado a evaluaciones en bioensayos;
el segundo grupo para ser almacenados bajo condiciones de
bodega durante seis meses y posteriormente evaluados en
bioensayos; y el tercer grupo para entrar en el proceso de
maduracién y posterior siembra en condiciones de campo
experimental.

Evaluacion bioldgica del material vegetal establecido a
nivel de invernadero de bioseguridad. El primer y segun-
do grupo de tubérculos cosechados en invernadero de biose-
guridad fueron evaluados en el laboratorio de Entomologia
de Corpoica C.I. Tibaitata (20 £ 2 °C; HR 70 = 2%) y en
el laboratorio de Biotecnologia Vegetal CIB-UNALMED, a
una temperatura de 22 =2 °C y HR de 75 + 2%. Los bioen-
sayos se realizaron en experimentos de no eleccion, donde
la larva es obligada a comer el alimento suministrado o mo-
rir por inanicioén. Cada experimento se realizo con un disefio
experimental completamente al azar con 10 repeticiones por
cada tratamiento. Cada unidad experimental estuvo com-
puesta por un vaso de poliestireno recubierto en su interior
con papel craft, con el proposito de eliminar la estatica de
larvas de T solanivora hacia el poliestireno. En el fondo del
vaso fue puesto un aro de tubo polivinilcloruro (pvc) que
sirvié de soporte a los tubérculos evaluados. En cada uni-
dad experimental, se colocaron sobre el tubérculo 10 larvas
de primer instar de 7. solanivora. La unidad experimental
fue sellada con la tapa del vaso de poliestireno que en el
centro tenia un orificio cubierto con poliéster para permitir
la aireacion dentro del vaso. A los 35 dias del montaje del
experimento se evalud el numero de individuos desarrolla-
dos (larvas, pupas y adultos), incidencia del dafio (nimero
de tubérculos afectados) y severidad del dafio, medida divi-
diendo los tubérculos afectados en cuatro porciones (cada
una equivalente al 25%) y dependiendo del nimero de por-
ciones afectadas se asign6 un porcentaje de dafio de 0, 25,
50, 75 6 100%. De igual forma, se establecié un nivel de
resistencia teniendo en cuenta el nimero de evaluaciones
realizadas con cada tratamiento y la respuesta obtenida para
cada una. Los datos fueron analizados por medio de un ana-
lisis de varianza (ANOVA) y una prueba de comparacion
multiple de Tukey mediante el paquete estadistico SAS®
version 9.1.3.

Establecimiento de material vegetal a nivel de campo ex-
perimental. Las lineas de papa genéticamente modificadas
que presentaron las mejores caracteristicas después de las
evaluaciones moleculares, inmunolégicas y bioldgicas, fue-
ron seleccionadas para ser evaluadas en campo confinado,
en un lote de 1600 m? ubicado en el campo experimental
de Corpoica C.I. sede La Selva, en Rionegro Antioquia, a
2120 msnm (6°07°44,50”N 72°24°50,70”0), precipitacion
promedio anual entre 1.800 y 2.500 mm y una temperatura
media de 17 °C. Fue escogido por no contar en su momento
con cultivos de papa comercial a menos de 10 km a la re-
donda. El lote fue adecuado mediante el establecimiento de
una barrera fisica (malla aérea anti-aves y lona verde como
proteccion lateral) y una barrera bioldgica viva (plantas de
maiz Zea mays, entre 2 y 3 m de alto). Se plante6 un experi-
mento de libre eleccion bajo un disefio experimental de blo-
ques completos al azar con tres repeticiones por tratamiento.
Cada repeticion estaba compuesta de cuatro surcos de 10 m
de largo, con una densidad de siembra de 30 cm entre plantas
y 1 m entre surcos para un total de 33 plantas de papa por
surco y 132 plantas por repeticion. La distancia de siembra
entre tratamientos y bloques fue de 2 m. La distribucion de
las parcelas se realiz6 por sorteo en el momento de la siem-
bra. El material vegetal fue cosechado a los 120 dias después
de la siembra.

Evaluaciéon biolégica del material vegetal establecido a
nivel de campo experimental. Las plantas GM de papa es-
tablecidas en campo confinado, después de 56 dias de sem-
brado el material y con una frecuencia semanal hasta alcanzar
los 120 dias de cultivo, fueron expuestas a liberaciones de la
plaga con una densidad de tres parejas/m? de adultos de 7.
solanivora. La resistencia o susceptibilidad de los tubérculos
cosechados ante el ataque de la plaga fue medida teniendo en
cuenta los individuos desarrollados, la incidencia de la plaga
y la severidad del dafio detallado anteriormente.

Estudios preliminares de equivalencia sustancial. Los tu-
bérculos obtenidos de las plantas GM fueron evaluados con
su contra parte convencional (no GM), para determinar si
existen posibles diferencias en cuanto a la composicion qui-
mica y propiedades organolépticas. De manera adicional, las
propiedades mencionadas fueron evaluadas bajo presion de
infeccion de un fitopatdgeno, tratando de evidenciar la alte-
racion de los componentes del tubérculos ante un evento de
estrés. Tubérculos de cada tratamiento fueron rebanados, de-
positados en cajas de vidrio y divididos en dos grupos: infec-
tadas y no infectadas. Las muestras infectadas se llevaron a
luz ultravioleta por 10 minutos para estimular la respuesta de
defensa y posteriormente incubadas a 26 °C durante dos dias.
Pasado este tiempo se infectaron con Fusarium oxysporum 'y
se incubaron por tres dias a 25 °C. Se liofilizé y el producto
se lavo con porciones de metanol. La solucién de metanol
se sometid a evaporacion asistida por vacio, obteniéndose el
extracto crudo, que fue equilibrado a 2.000 ppm. De cada
producto, 20 pul fueron fraccionados usando cromatografia li-
quida de alta eficiencia en modo preparativo (HPLC-P), em-
pleando una fase estacionaria C18 empacada en una columna
de 150 x 2 mm y una fase movil con un gradiente de metanol
desde 20 a 100% hasta los 10 minutos y finalmente, 100%
metanol hasta los 15 minutos. Se us6 deteccion UV median-
te un detector DAD (Diode Array Detector) a longitudes de
onda de 210, 230, 254 y 280 nm. Adicional a la evaluacion
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cromatografica, después de la evaluacion molecular, inmu-
nolodgica y bioldgica en los distintos estados, las dos lineas
GM seleccionadas como las mas promisorias fueron evalua-
das bromatologicamente tomando 100 g de tubérculos cose-
chados determinando la humedad y materia volatil, sélidos
totales, proteina, grasa total, cenizas, carbohidratos totales y
calorias. Las técnicas empleadas fueron: secado con estufa,
calculos por diferencia, Kjeldahl, hidrolisis acida, calcina-
cion, determinacion indirecta factor Atwater (Bernal 1994).

Resultados

Evaluacién molecular. De las 10 lineas de papa evaluadas,
en las ocho GM se amplifico un fragmento de 766 pb, resulta-
do que confirmo la presencia del gen crylAc en el genoma de
las plantas. El control de plantas no transformadas no mostrd
amplificacion de este fragmento. De las cuatro lineas GM de
la variedad Parda Pastusa, en tres (PP28; PP 28.1 y PP 40.3)
se calculdé que poseen una sola copia del gen cry/Ac en su
genoma, mientras que en la linea PP 40.A de esta misma va-
riedad no se pudo distinguir si tenia 1 o 2 copias del transgen.
De las cuatro lincas GM de la variedad Diacol Capiro, dos
lineas (DC 40.7A y DC 40.7B) presentan entre 1 y 2 copias
del transgen, la linea DC 40.72 present6 dos copias y la DC
40.5, presento una sola copia (Tabla 1).

Evaluacién inmunolégica. En las plantas in vitro de cada
linea GM de papa evaluada, se detectd la proteina CrylAc en
niveles entre el 2 y el 5% en relacion con el total de proteina
presente en el tejido, en este caso hojas (Tabla 2). En contras-
te, las lineas no GM, no mostraron presencia de la proteina
CrylAc. Las lineas DC 40.7a con un 4,87% y la linea PP
28 con un 5,03% fueron las lineas con la mayor expresion
de proteina CrylAc. En las hojas de plantas establecidas en
invernadero, se detect6 la proteina CrylAc en niveles entre
el 27 y 31%. sin diferencias significativas entre las lineas GM
de la variedad Diacol Capiro. En la variedad Parda Pastusa, la
linea GM que expresd la mayor cantidad de proteina CrylAc
fue PP 40.A (31,51%) y la linea con menor porcentaje fue PP
28.1 con un 26,15%. Siete de las ocho lineas GM de las dos
variedades fueron positivas para la presencia de la proteina
CrylAc en los tubérculos cosechados en invernadero. Se en-
contr6 que la linea PP 40.3 expreso la proteina en hojas y no
en tubérculos en las plantas a nivel de invernadero y campo,
aun cuando se evidencio la presencia del transgen en ambos
tejidos, mediante PCR. Las lineas con mayor cantidad de pro-
teina CrylAc en tubérculos fueron DC 40.5 con 36,83% y la
PP 28 con 30,02%. La linea DC 40.7B presento niveles infe-
riores al 1% de proteina CrylAc en los tubérculos. De otro
lado, tubérculos cosechados en invernadero y almacenados
durante seis meses bajo condiciones de bodega (simulando

Tabla 1. Numero estimado de copias del gen crylAc en las lineas de papa GM de las variedades Diacol Capiro (DC) y Parda Pastusa
(PP), calculado por el método 2T mediante PCR en tiempo real. C (n=3), C (+/-SD).

Linea Gen CT Gen CT Numero de copias
DC crylAc Nitred 26,84 +/-0,095
DC 40.7A crylAc 23,13+/-0,09 Nitred 26,84 +/-0,095 1-2
DC 40.7B crylAc 23,18+/-0,05 Nitred 26,84 +/-0,095 1-2
DC 40.5 crylAc 23,46+/-0,02 Nitred 26,84 +/-0,095 1
DC 40.72 crylAc 22,66+/-0,06 Nitred 26,84 +/-0,095 2
pp crylAc Nitred 26,66 +/-0,08
PP 28 crylAc 24,98+/-0,06 Nitred 26,66 +/-0,08 1
PP 28.1 crylAc 23,45+/-0,01 Nitred 26,66 +/-0,08 1
PP 40.A crylAc 23,23+/-0,02 Nitred 26,66 +/-0,08 1-2
PP 40.3 crylAc 24,6+/-0,03 Nitred 26,66 +/-0,08 1

Tabla 2. Resumen de los datos obtenidos en diferentes evaluaciones realizadas a las lineas de papa GM y lineas de papa control, bajo condiciones

de laboratorio (in vitro), invernadero, bodega y campo.

Porcentaje proteina CrylAc (SD)

; Real Time PCR — -
Linea PCR 706 bp in vitro Invernadero Bodega Campo Tubérculos
# Copias crylAc hojas hojas tubérculos tubérculos
DC 8) 8) 8) ) © O 8)
DC 40.5 (+) 1 2,72(+/-0,3)c 27,54(+/-0,2)a 36,83(+/-0,1)a 11,59 (+/-0,03)a 0,7(+/-0,13)a
DC 40.7A ) la2 4,87(+/-0,1)a 26,58(+/-0,1)a 1,552(+/-0,8)b 4,85(+/-0,06)b
DC 40.7B +) la2 3,97(+/-0,12)b 26,36(+/-0,7)a 0,9(+/-0,1) b 4,52(+/-0,09)b
DC 40.72 (@) 2 3,27(+/-0,13)ab  26,31(+/-0,09)a 26,13(+/-0,6)a 4,80(+/-0,05)b 0,3(+/-0,09)b
PP ) ) ) ) ) ) ¢
PP 28 +) 1 5,03(+/-0,08)a 31,27(+/-0,1)ab  30,02(+/-0,09)a 5,00(+/-0,03)b 0,6(+/-0,05)ab
PP 28.1 (@) 1 2,5(+/-0,1)b 26,15(+/-0,8)a 27,67(+/-0,05)b 5,65(+/-0,04)b
PP 40.A ) la2 4,62(+/-0,13)a 31,51(+/-0,9)ab 28,48(+/-0,8)a 8,65(+/-0,13)a 0,7(+/-0,17)b
PP 40.3 (+) 1 2,12(+/-0,6)b 28,89(+/-0,3)ab (-) (-)

Medias con la misma letra no presentan diferencias significativas de acuerdo con la prueba significativa de Tukey (P < 0,0001).
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el proceso de maduracion que se realiza comercialmente en
Colombia), dieron positivas para la proteina Cry1Ac con por-
centajes entre el 4,5 y 11,6% en las lineas GM. Las lineas no
GM y PP 40.3, siguieron siendo negativas a la deteccion de
proteinas CrylAc. En los tubérculos cosechados en campo
confinado, se detectd la proteina CrylAc en niveles muy ba-
jos, con valores inferiores al 1% del total de proteina en el
tejido de las lineas GM evaluadas (Tabla 2).

Establecimiento de las papas GM en invernadero de
bioseguridad y campo experimental. De acuerdo con los
resultados obtenidos en las evaluaciones moleculares, inmu-
nologicas y biologicas, a nivel de laboratorio e invernadero
de bioseguridad (Tablas 2 y 3), de las 8 lineas de papa GM,
DC 40.5, DC 40.72, correspondientes a la variedad Diacol
Capiro y a las lineas PP 40.A y PP 28, correspondientes a
la variedad Parda Pastusa, fueron seleccionadas como pro-
misorias para continuar siendo evaluadas en campo a nivel
experimental, con sus respectivos controles no modificados
genéticamente.

Al comparar la forma de los tubérculos de las lineas de
papa GM y control no transformado cosechados en campo
experimental, no se presentaron diferencias en la forma y las
caracteristicas de la piel y pulpa de los tubérculos. Los tubér-
culos fueron redondos en ambas variedades. La textura de
la piel en todas las lineas fue lisa. Solamente se presentaron
diferencias entre variedades en el color de la piel debido a
que en la variedad Diacol Capiro se observé un color marron
claro y para la variedad Parda Pastusa el color predomind
fue el marrén intenso con algunas manchas moradas. De
igual forma, el color de la pulpa que predomind para todas
las lineas de la variedad Diacol Capiro fue amarillo claro y
para la variedad Parda Pastusa fue amarillo intermedio.

Evaluacion biolégica. Al exponer las lineas GM y las no
GM a la presion de la plaga, el analisis estadistico mostrd que
hay diferencias altamente significativas entre los tratamientos
(P <0.0001). La Tabla 3 muestra los resultados obtenidos de
la prueba de comparacion multiple de Tukey (a = 0,05), en
los diferentes estados de la evaluacion. Con los tubérculos re-
cién cosechados de invernadero de bioseguridad se encontro
que las lineas DC 40.5, DC 40.7A, DC 40.7B, DC40.72, PP
28, PP 28.1 y PP 40.A, son altamente resistentes al ataque de

la plaga en condiciones de altos niveles de infestacion y que
las lineas DC control, PP control y PP40.3 son altamente sus-
ceptibles al desarrollo bioldgico de la plaga. Los resultados
obtenidos en los bioensayos con tubérculos almacenados por
seis meses en condiciones de bodega, indicaron la presencia
de diferencias altamente significativas entre tratamientos (P
< 0,0001) y una clasificacion de medias proveniente de la
prueba de comparacion multiple de Tukey (a = 0,05) (Tabla
3). Las lineas control DC, PP y la linea PP 40.3 presentaron
individuos desarrollados de la plaga y la mayor incidencia y
severidad con respecto a los demas tratamientos. En gene-
ral se evidencia que todas las lineas de papa GM (excepto la
PP40.3) son resistentes al desarrollo bioldgico de la plaga,
debido a que no permitieron el desarrollo de ésta en condi-
ciones de bodega. Estos resultados concuerdan con aquellos
obtenidos en experimentos con tubérculos recién cosechados
de invernadero.

La incidencia de la plaga en los tubérculos de las lineas
de papa GM y control no modificadas cosechados en campo
experimental (Fig. 1), fue en promedio no superior al 1,5%.
Mientras que el promedio de tubérculos cosechados en los

Figura 1. Lineas de papa GM y control, con 120 dias de cultivo bajo
condiciones de campo experimental.

Tabla 3. Resumen de los bioensayos realizados con material vegetal obtenido de las lineas de papa GM y las lineas de papa control, bajo condiciones

de cuarentena, casa de malla, bodega y campo.

Bioensayos Resistencia
Linea Incidencia Severidad

U. Cuarentena Casa malla Bodega Campo  U. Cuarentena Casa malla Bodega Campo Indice Nivel

DC 90a 32,03a 100a 0,89a 85¢ 90,12a 100a 51,64a 1,57 AS

DC 40.5 0b 4,06b 10c 1,14a 0b 2,6b 2,5¢ 24,39b 4,78 R
DC 40.7A 10b 2,00b 60b 0b 35,4b 37,5¢cb 3,78 MR

DC 40.7B 10b 3,86b 55.5b 7,5b 6,60b 30,5¢b 4 R

DC 40.72 20b 3,40b 70b 1,14a 12,5b 12,18b 50cb 54,06a 4 R

PP 80a 35,43a 100a 1,08a 80a 83,11a 90a 59,09a 1,28 AS

PP 28 Ob 3,36b Oc 3,51b 0b 8,64b Oc 65,43a 4,78 R

PP 28.1 0b 0,96b Oc 0b 2,77b Oc 4,5 R

PP 40.A 0b 0,40b 30b 1,06a 0b 7,41b 16,5cb 36,50b 4,85 R

PP 40.3 100a 43,33a 90a 97,5a 87,22a 90a 1,35 AS

Medias con la misma letra no presentan diferencias significativas de acuerdo con la prueba significativa de Tukey (P < 0,0001).
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Figura 2. Cromatogramas superpuestos de los extractos obtenidos de
las plantas GM y no GM de la variedad Diacol Capira A. Parda Pastusa
B. DC infectados con F. oxysporum C.y PP infectados con F. oxyspo-
rum D. En todas las imagenes: eje “Y” intensidad de absorcion (mAU),
eje “X” tiempo de retencion en minutos.

tratamientos evaluados estuvo por encima de 3000 (PP con-
trol estuvo cerca a 8000 tubérculos), la incidencia de dafio
mas alta ocasionada por 7. solanivora no super6 los 200 tu-
bérculos en ninguno de los tratamientos. Esta incidencia se
observd de manera indiscriminada en las lineas control no
modificadas genéticamente y las lineas de papa GM. Sin em-
bargo, la severidad del dafio indico la presencia de diferen-
cias altamente significativas entre tratamientos (P < 0,0001)
y una clasificacion de medias proveniente de la prueba de
comparacion multiple de Tukey (o = 0,05). Las lineas DC
40.5 y PP 40.A presentaron la menor severidad de dafio con
24.39 y 36.5% respectivamente.

Evaluacién de la equivalencia sustancial. Para el analisis
de los resultados cromatograficos se eligio la longitud de
onda 210 nm debido a que los componentes de la muestra
absorbieron mejor el espectro U.V y los picos presentados
fueron mas homogéneos. Al superponer los cromatogramas
para comparar los perfiles de los extractos infectados y los no
infectados de las dos variedades de papa se observo alta simi-
litud en el tiempo de retencidn y la absorbancia, mostrando
picos analogos en las lineas GM de papa y su respectivo con-
trol no modificado, demostrando que no hay cambios signi-
ficativos con y sin infeccion (respuesta inmune) (Fig. 2). Por
otro lado, las lineas de papa PP40.A y DC40.5, encontradas
como las mas promisorias, fueron analizadas bromatologica-
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Figura 3. Analisis bromatologico A) de la linea PP40.A y su respectivo
control no GM; B) de la linea DC40.5 y su respectivo control no GM.
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mente. Las diferentes pruebas realizadas a los tubérculos GM
demuestran que sus propiedades organolépticas son analogas
a las del control en las dos variedades (Fig. 3).

Discusion

En este trabajo se evalué molecular, inmunolégica y biolo-
gicamente lineas de papa (Solanum tuberosum subsp. andi-
gena) genéticamente modificadas con potencial de resistir
al ataque de Tecia solanivora bajo condiciones confinadas
(invernadero y campo), asi como la equivalencia sustancial
de las lineas mas promisorias. Lo anterior con el objeto de in-
cluir en el manejo integrado de plagas una estrategia de con-
trol eficiente para esta plaga, ya que se protegen los tejidos
internos de la planta con accion especifica para este insecto
(Schnepf et al. 1998; Maagd et al. 1999; Sansinenea 2000),
se conservan las propiedades organolépticas del tubérculo y
de la planta en general. Adicionalmente la proteccion de la
planta se presenta sin importar las condiciones climaticas y
distribucion ambiental, y durante todo la temporada de culti-
vo, haciendo que la poblacion de insectos expuesta sea unica-
mente aquella que se alimenta de las planta de papa.

De las 43 lineas de papa GM desarrolladas por Valderra-
ma et al. (2007), se seleccionaron las ocho que presentaron
la mejor respuesta bioldgica frente al ataque de larvas de 7.
solanivora a nivel de laboratorio. Sin embargo, después de
conservarse y multiplicarse in vitro por varios afos, fue im-
portante determinar si éstas lineas aun contenian el gen de in-
terés y mas aun determinar el nimero de copias del transgen,
ya que esto no fue realizado para las lineas seleccionadas en
este estudio y es importante determinarlo. Multiples integra-
ciones pueden traer efectos que disminuyen o desestabilizan
la expresion del gen foraneo, finalizando en el silenciamien-
to del gen (Flavell 1994; Vaucheret et al. 1998; Kondrak et
al. 2006; Beltran et al. 2009). Esto significa que usualmente
eventos de una sola copia o bajo numero de copias son de-
seables.

La técnica PCR en tiempo real resultd ser una alternativa
practica y rapida para la cuantificacion del nimero de copias
del transgen en el genoma de las plantas de papa GM, una
vez que se logrd estandarizar las condiciones de la reaccion.
Contar con un gen calibrador adecuado, para éste caso el gen
codificante de la enzima nitrato reductasa, de amplia distri-
bucion en plantas y que ha sido empleado para determinar
el numero de copias de transgenes en S. tuberosum (Harris
et al. 2000), facilito la practica de la técnica, lo que permite
en Ultimas estar en capacidad de ofrecer informacion de pa-
trones de integracion mas complejos y mas especificidad en
los fragmentos, en comparacion con el clasico Southern Blot.
Los estudios que han comparado las técnicas de southern blot
y PCR en tiempo real para determinar el numero de copias
de un transgen, han establecido diferencias entre una y otra
técnica entre 14 y 100% de eficiencia y precision, siendo mas
efectiva la PCR en tempo real (Bubner y Baldwin 2004), de-
bido a la subestimacion del nimero de copias en el southern
blot, relacionado con la insercion de mas de una copia del
T-ADN en el mismo lugar (en tandem), la pérdida de sitios de
restriccion y la generacion de fragmentos de ADN de tamafio
muy similar (Mason ef al. 2001; Yang et al. 2005). Ademas la
laboriosidad del método, necesidad de grandes cantidades de
ADN, asi como la dificultad de distinguir entre una verdadera
copia de un transgen y un “background” de hibridacién con el
genoma de la planta (Mason ef al. 2001).

El modelo usado en este estudio para determinar el nu-
mero de copias del transgen en cada una de las lineas de
papa, necesitd que las eficiencias de amplificacion fueran tan
similares como fuera posible para los genes evaluados. La
eficiencia de las amplificaciones estuvieron muy cercanas a
dos, un valor tedrico que indica que el producto de PCR es
duplicado en cada ciclo (Wilkening y Bader 2004). Para la
variedad Diacol Capiro fue de 1,84, para la variedad Parda
Pastusa fue de 1,911 y para el gen nitrato reductasa fue de
1,98, indicando esto condiciones optimas de amplificacion.

Las diferencias encontradas en la evaluacion inmunologi-
ca de la proteina CrylAc de los tejidos en los diferentes es-
tados de esta investigacion (laboratorio, invernadero, bodega
y campo), pueden deberse a que la expresion de la proteina
es afectada por factores ambientales o genéticos. La cons-
truccion realizada por Valderrama ef al. (2007) contenia los
promotores constitutivos del virus del mosaico del coliflor
2X35S en las lineas genéticamente modificadas con codigo
40 y ubiquitina en las lineas con codigo 28, asociados a la
region codificante del gen crylAc, por tanto se esperaba la
expresion homogénea en todos los tejidos. Sin embargo, se
encontrd que la linea PP 40.3 expreso la proteina en hojas
y no en tubérculos en las plantas a nivel de invernadero y
campo, atn cuando se evidencio la presencia del transgen en
ambos tejidos, mediante PCR. Es posible que se haya alte-
rado la estabilidad del transgen en esta linea, debido a mu-
taciones, deleciones o rearreglos en el ADN que alteran la
estructura del transgen, por cambios epigenéticos que inhi-
ben su trascripcion o por procesos transcripcionales que afec-
tan la estabilidad, procesamiento o transporte del ARN o de
las proteinas codificadas por el transcrito, o posiblemente se
pudo haber inhibido el promotor en los tubérculos debido a
factores organoespecificos (Meyer 1998; Hobbs et al. 1990,
Magbool et al. 1999; Gahakwa et al. 2000).

Por otra parte, encontrar que la concentracion de la pro-
teina CrylAc pasa en promedio de 5% en las plantas in vitro
a 28% en las plantas establecidas a nivel de invernadero, da
gran relevancia a los factores ambientales. Las condiciones
ambientales de las plantas in vitro son completamente dife-
rentes a las que se presentan bajo condiciones de invernadero
y por lo tanto presentan como resultado respuestas bioqui-
micas y fisiologicas distintas. Las condiciones del sustrato,
luz, nutricidon, son completamente diferentes. El ambiente in
vitro, con una alta humedad relativa, bajo o nulo intercam-
bio gaseoso, escasez de CO, durante casi todo el periodo,
produccion de etileno y baja densidad del flujo de fotones
fotosintéticos, induce perturbaciones en las plantas desarro-
lladas bajo esa condicion. Después de transferir las plantas al
ambiente ex vitro, las plantas tienen que corregir todas esas
anormalidades para aclimatizarse al nuevo ambiente, ya sea
en invernadero o campo (Kadlecek et al. 2001). Al realizar
un analisis comparativo de las concentraciones de proteina
CrylAc, se puede presentar el trabajo realizado por Vanegas
et al. (2010), quienes determinaron niveles de expresion de
la proteina CrylAc de 45ug/g de tejido en plantas de papa in
vitro, usando para ello una construccion genética similar. En
esta investigacion, las concentraciones aparentemente bajas
in vitro (5% del nivel de proteina CrylAc) correspondian a
10pg/mg de tejido, lo cual claramente refleja una mayor nivel
de expresion de la proteina CrylAc en las plantas de papa
aqui utilizadas.

En condiciones normales, como preparaciéon para ser
sembradas en campo los tubérculos que se cosechan se dejan
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en bodega para su maduracion durante 120 dias. En este estu-
dio, los tubérculos cosechados en invernadero y almacenados
en bodega para su maduracion, fueron evaluados al dia 180
(seis meses) para determinar la concentracion de la proteina
CrylAc, estableciendo si podria proteger por mas tiempo al
tubérculo cuando se enfrentara a un ataque de la plaga. Se
encontr6 que la concentracion de la proteina disminuyd en
promedio de 28 a 10%, posiblemente por el deterioro que se
presentd en los tubérculos. Sin embargo como se evidencia
en las pruebas biologicas, esta concentracion fue suficiente
para que los tubérculos se protegieran frente al ataque de las
larvas de 7. solanivora.

Los diferentes bioensayos realizados en la unidad de cua-
rentena con los tubérculos recién cosechados de invernadero
y aquellos almacenados en bodega durante seis meses, de-
mostraron la accion directa de la expresion y accion de las
proteinas CrylAc sobre el intestino de las larvas que consu-
mieron algo de los tejidos evaluados procedentes de las plan-
tas modificadas genéticamente. Larvas muertas con producto
de la accidén de una proteina Cry de Bt presentaron las ca-
racteristicas tipicas de: “coloracién del contenido del cuerpo
marrén—negruzco segin se va descomponiendo, capsula del
cuerpo un poco mas alargada que el cuerpo (deformada) y
paralisis” (Cafiedo et al. 1998; Lagnaoui et al. 2000).

Desafortunadamente para realizar la evaluacion en campo
experimental, la obtencién de la autorizacion por parte de la
entidad reguladora para los organismos genéticamente modi-
ficados tomo un poco mas de un afio, lo que provoco que la
semilla durara en proceso de maduracion hasta tres veces mas
de lo normal (Capitulo IIT Decreto 4525 del 06 de diciembre
de 2005 ICA; Capitulo II Resolucion 946 del 17 de abril de
2006 ICA). No obstante, esta semilla fue usada en campo
para las pruebas. La evaluacidén en campo con las lineas de
papa GM coincidié con la ola invernal del primer semestre
del 2011 en la totalidad de Colombia (Cepal 2012). Esto oca-
siond que la plaga no afectara drasticamente el cultivo expe-
rimental, debido a que el ambiente ideal para que ocasione
dafios el de sequia (Notz 1995). A esto se sumo que el por-
centaje de proteina CrylAc respecto al total de las proteinas
de los tubérculos producidos por las plantas genéticamente
modificadas fue muy bajo (menos del 1% con relacion al total
de las proteinas totales de los tubérculos). Esa concentracion
no fue suficiente para poder controlar el ataque de la poca
plaga que afectd el cultivo. Se puede atribuir este hallazgo
al ataque indiscriminado de larvas de 7. solanivora en los
controles no modificados genéticamente y las lineas de papa
GM. Es importante resaltar, que aun cuando se presentaron
las condiciones mencionadas, las lineas DC40.5 y PP 40.A
fueron las que presentaron la menor severidad de dafo con
24.39 y 36.5%, respecto a 51.64 y 59.09% en las lineas DC y
PP control, respectivamente. lo que indic6 que seguian sien-
do las mejores candidatas a continuar siendo evaluadas. Por
esta razon fueron base de las evaluaciones de la equivalencia
sustancial.

Los estudios analiticos de la composicion de nuevos ali-
mentos como los productos biotecnologicos producidos por
ingenieria genética, no solo son importantes para establecer
la equivalencia sustancial con su contraparte convencional.
También son importantes porque son estudios prerrequisitos
para la evaluacion nutricional y toxicoldgica de las lineas
consideradas promisorias (Schauzu 2000). La superposicion
de los cromatogramas de los extractos de las lineas de Diacol
Capiro y Parda Pastusa infectadas con F. oxysporum o sin in-

fectar, demostraron un tiempo de retencion y una absorbancia
similar con picos andlogos con los controles no modificados
genéticamente. Esto sumado a los resultados encontrados en
las pruebas bromatoldgicas, evidenciaron una alta similitud
y por tanto ausencia de cambios significativos en las lineas
GM, y en la respuesta inmune, lo que demuestra que las pro-
piedades organolépticas de las plantas GM de papa son ana-
logas a las del control en las dos variedades.

Conclusion

Dos lineas de papa genéticamente modificadas (DC40.5 y PP
40.A) fueron seleccionadas como promisorias resistentes a
Tecia solanivora. Los resultados obtenidos en todas y cada
una de las pruebas moleculares, inmunologicas, bioldgicas y
de equivalencia sustancial, asi como los tiempos y condicio-
nes en las que fueron evaluadas (laboratorio, invernadero y
campo), demostraron que éstas lineas se deben seguir estu-
diando bajo condiciones de campo, certificando su inocuidad
alimentaria, asi como su posible comercializacion en el me-
diano plazo.
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