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INTRODUCCION




Tecia solanivora Povolny
(Lepidoptera: Gelechiidae)

Gtala (1956) | Venezg ela
Boened (importacion, 1983)
v
Colombia (1985)
Bsaiand Principales zonas de Produccion:
P Cundinamarca, Boyaca, Santander,

Antioquia, Narino

\WWwWWw.iicasaninet.net




Ciclo Biologico de T. solanivora

Adulto

Fotos: D. Villanueva




Tubérculos de papa afectados por la polilla

Pérdidas entre el 25 - 50% de la
produccion total.

Afecta indiscriminadamente
semilla almacenada y tubérculos
en campo.

Considerada como una de las
plagas de mayor impacto
economico en papa.
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Manejo Integrado de Plagas
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Bacillus thuringiensis  (Bt)

 Formador de esporas

* Inclusiones cristalinas ( -
endotoxinas)

 Selectivamente toxicas
para ciertos ordenes de la
clase Insecta, asi como
para algunos nematodos

y platelmintos







Ventajas de la Ingenieria Genética de plantas para
expresar genes cry de Bt

Proteccion de tejidos internos de las plantas.
Proteccion independiente del tiempo.

Mayor estabilidad de las proteinas Cry.
Pocas aplicaciones de otros insecticidas.

Menor impacto ambiental que los Insecticidas
quimicos. Bt no afectaria insectos benéficos; solo
los que se alimentan del tejido interno de la planta.



Plantas transgénicas de papa

Resistentes al ataque de Pthorimaea opercullella
crylAc (Ebora et al., 1994)
crylAb (Jansens et al., 1995, Cafedo et al., 1998)

cryV (LI et al, 1998; Douches et al, 1998;
Mohammed et al.,2000).

Primeros ensayos en campo de papas
geneticamente  modificadas (en Egipto) fueron
desarrollados en 1997.

Danos en lineas de papa Bt se encuentran entre el
12 y 20%, variedad Atlanticy Oy 1 % en la variedad
Spunta.

Estos resultados de campo son semejantes a los
bioensayos realizados en laboratorio (Douches et al,.
1998; Mohammed et al, 2000).



OBJETIVO

Desarrollar lineas
transgenicas de variedades
colombianas de papa,
potencialmente resistentes a
la polilla de la papa mediante
la introduccion de genes
crylAc de Bacillus
thuringiensis.



METODOLOGIA




1. Ligacion promotores +
gen crylAc en vector

PCAMBIA

2. Transferencia a
Agrobacterium

0

=D

T-DNA

Ingenieria
genética en
E.coli

3. Transformacion
de hojas



4. Regeneracion
en medio

S selectivo

3. Transformacion

de hojas % D% Ny
6. Evaluacion :
molecular y 5. Deteccion de

bioldgica pC— transformantes



Primers:

Especificos para el gen
crylAc y promotores



Evaluacion de la expresion y presencia de proteinas

Cry
RNA
REAL TIME PCR
No. Copias Transgen
RT-PCR

DAS-ELISA



Establecimiento de |la colonia
de T. solanivora

Londofo y
Montoya (1994)
Camara
Oviposicion
Camara
Incubacion
Posturas
Camara

Adultos \
&



Bioensayos en laboratorio

Larvas ler instar

h

Incubacion (8 dias)

% Mortalidad



Endurecimiento y cultivo bajo
condiciones de invernadero
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Bioensayos en invernadero
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Obtencion de las lineas transgénicas de
papa en campo a escala semicomercial

> BIOENSAYOS

Peso total de tubérculos

Peso de tubérculos afectados

Porcentaje de dafno

Porcentaje de eficacia

Porcentaje de control

Pruebas con tubérculos transgénicos almacenados



Pruebas de inocuidad
Evaluacion de la equivalencia sustancial

!

tubérculos modificados genéticamente
Vs
tubérculos convencionales



Evaluacion del flujo de genes

-Determinar movimiento del polen.

-Evaluacion de la sincronia de la floracion de especies
cultivadas con especies silvestres.

-Compatibilidad sexual entre especies cultivo vy
especies silvestres relacionadas.

-Ecologia de las especies receptoras.



RESULTADOS




Construcciones genéticas en  E. coli

CaMV35S crylAc NOS
1R Resistencia
Ubiquitina  crylAc NOS en la planta
TER
Higromicina
Ubiquitina crylAc NOS
TER
Higromicina

CaMV35S 2X AMV  crylAc NOS -
TER lKanamlcma

Gen
reportero

Gus Plus

GFP

Gus



Transformacion de explantes de hoja

Diacol Capiro,
Parda Pastusa,

Pandeazlcar y
Purace l




DETECCION DEL GEN crylAc

c-DC-| DCMG PP-| PPMG




DETECCION DE PROTEINAS CrylAc



(0.02-1% de proteinas solubles de la hoja) (Jouanin et al., 1998).

Cry3Bb1 protein in various plant tissues, were measured by ELISA and
were found to vary between 0.01 to 0.081 ug/mg fresh weight of plant
tissue, depending on the tissue type and the time of harv est.



Fuente: Valderrama et al, 2007



Se definieron 36 lineas de las
variedades de papa Diacol Capiro
(11), Pardo Pastusa (8) y Pan de
Azucar (17), transformadas con el
gene crylAc de Bacillus
thuringiensi s bajo la expresion de
los promotores Ubiquitina y
CaMV35S.

Confirmacion de la integracion del
gene crylAc en el genoma de las
plantas, una muy buena expresion
del mismo y adecuada cantidad de
proteina CrylAc expresada en los
tubérculos de plantas transgénicas.




Deteccion del transgen por PCR en Tiempo
Real



Cuantificacion Absoluta: Determinacion del numero
de copias del transgen



INVERNADERO DE BIOSEGURIDAD



INVERNADERO DE BIOSEGURIDAD






Especies silvestres con habitats cerca de campos
cultivados

S. bukasovii alrededor de Peruanita en un campo cerca de Huancayo,
3600 m.a.s.| (Junin). 2002

Fuente: Scurrah et al. 2007






CONCLUSION




Se han desarrollado lineas transgénicas de las
variedades colombianas de papa mediante la
iIntroduccion de un gen crylAc de Bacillus
thuringiensis, de las cuales se seleccionaron 4
lineas de Diacol Capira y 4 lineas de Parda
Pastusa con potencial resistencia a la polilla de
la papa hasta el momento demostrado a nivel de
laboratorio.



PERSPECTIVAS




Diversidad de papa

Entomofauna Asociada

. FLUJO DE
al cultivo de la papa

GENES
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