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En las plantas transformadas decrecieron de manera marcada los niveles de malondialdehido a
los 15y 30 d durante la aclimatizacion. En el caso de otros aldehidos, clorofila b y totales también

fueron menores los valores de estos indicadores en este grupo de plantas (0-30 d).

Los resultados mostrados sugieren que la integracion del ADN foraneo en las plantas de pifia
tiene lugar en una regién del genoma relacionado con la sintesis de clorofilas y la peroxidacion
lipidica.

Para las plantas obtenidas por tecnologias recombinantes, los efectos indeseados encontrados
pueden aparecer por el proceso de introduccién de genes foraneos. También puede ocurrir como
resultado de la interaccion de los transgenes, la composicion genética natural de la planta y el
medio ambiente (Brake et al., 2005). Ademas, la insercion al azar de las secuencias de ADN
pueden provocar la modificacion, interrupciéon o silenciamiento de los genes existentes y la

activacion de los genes silenciados (Haslberger, 2003; Danny et al., 2006).

En la actualidad, la transgénesis es una herramienta importante para el mejoramiento genético
(Gémez-Lim y Litz, 2004). Sin embargo, existen detractores de los organismos modificados
genéticamente (Schubert, 2005). Por lo tanto estudios a niveles bioquimicos, fisiologicos,
agricolas y ecolégicos deben desarrollarse para determinar si el producto alimentario que se oferta

al mercado tiene inocuidad cientificamente demostrada (Gail et al., 2003).

Varios estudios metabdlicos en plantas transgénicas revelan efectos no deseados provocados por
la transformacion genética (Haslberger, 2003). Se han informado en el cultivo de la papa (Conner
et al., 1994; Birch et al., 2002), en arroz (Momma et al., 1999), canola (Shewmaker et al., 1999),
en semillas de colza (Al-Kaff et al., 2000b), en cebada (Horvath et al., 2001) y en maiz (Saxena y

Stotzky, 2001).

Al-Kaff et al. (2000a) informaron que en plantas transgénicas de colza que contenian el gen bar,
de manera inexplicable, se hizo sensible al herbicida FINALE®, después de la infeccién con el
virus del mosaico de la coliflor. El cultivo transgénico en condiciones naturales, mostré una
expresion diferente de los transgenes ante la infeccion viral del patégeno, con la supresion de la
expresion del gen bar. Esta respuesta estd relacionada con el proceso transcripcional de los
genes foraneos y el silenciamiento. La estabilidad en la expresion de los transgenes es un
importante caracter en los cultivos genéticamente modificados, por lo que ante situaciones de

patégenos trasmisores de virus pueden dar lugar a la pérdida de expresién de otros genes no
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relacionados con la resistencia a enfermedades. Este efecto es una consecuencia de la activacion
de genes de defensa responsables de evitar que se replique el virus, lo que causa que se

silencien genes homoélogos.

Por otra parte, Horvath et al. (2001) dieron a conocer cambios inesperados en la estabilidad y
expresion del transgen insertado en el genoma del cultivo de la cebada. Estudios de campo
demostraron diversidad de genotipos como resultado de la transformacion genética e introduccion
del gen bar. También Satu (2005) informaron en el cultivo de la papa variaciones en su
composicion natural. Para su estudio utilizaron la metabolémica que les permitid hacer una
caracterizacion completa de la composicion metabdlica de lineas transgénicas y compararla con el
cultivar progenitor. Los resultados indicaron eventos metabdlicos inesperados en seis cultivares
genéticamente modificados. Estos investigadores asociaron la sintesis de nuevos metabolitos, a la
frecuencia y distribucion de los transgenes. En la expresion del fenotipo de plantas adultas se
encontraron cambios. Hasta el momento, no se tiene conocimiento de referencias publicadas

sobre los efectos indeseados que pudieran provocar los genes de quitinasa 'y AP24.

Los resultados de este acapite indican que la transformacion genética de la pifa con los genes
bar, AP24 y quitinasa causaron cambios en los niveles bioquimicos, durante las etapas tempranas
de aclimatizacion ex vitro. Los niveles de malondialdehido y otros aldehidos son diferentes entre
las plantas transformadas y no transformadas, también se observd que los contenidos de los
pigmentos clorofilicos variaron, estos cambios pudieran no manifestarse en plantas adultas

establecidas en condiciones de campo, de alli la importancia de continuar estos estudios.

4.3.2. Efectos secundarios bioquimicos de la aplicacién del herbicida FINALE® en plantas

transgénicas de pifia en fase de aclimatizacién.

En la figura 9 se observa el porcentaje de supervivencia de las plantas transformadas y no
transformadas de pifia a los 15 d de ser aplicadas y no con el herbicida FINALE®. A los 15 d de
aplicado el herbicida las plantas no transformadas comenzaron a morir, mientras que las plantas
transformadas supervivieron al estrés y no mostraron diferencias significativas con relacién a las
plantas testigo (plantas no tratadas con el herbicida FINALE®). Aunque los valores fueron
estadisticamente diferentes al comparar los dos grupos de plantas (transformadas y no
transformadas). Las plantas transformadas a los 15 d de aplicado el herbicida transitaron por un
periodo de recuperacion al estrés abidtico inducido por el producto activo fosfinotricina. Diferentes

variables bioquimicas mostraron el estado fisioldgico de las plantas de pina durante este periodo.
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Figura 9. Efecto de la transformacién genética en la supervivencia de plantas de
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estadisticamente (ANOVA, Tukey, p>0.05). Para el analisis, los datos se

transformaron segun y '=2arcoseno (y/100)0-5.

La figura 10 presenta los cambios metabdlicos producidos en plantas transformadas de pifia
portadoras del gen bar, y en las no transformadas después de 15 d de aplicadas con el herbicida
FINALE®. El efecto del herbicida FINALE® provocd una reduccidn en el contenido de
malondialdehido en las plantas no transformadas (figura 10A). El grupo de plantas no
transformadas que no se le aplicé el herbicida, mostré un mayor contenido de este indicador, al
aplicar el herbicida la disminucién fue significativamente mayor que en las plantas transformadas.
En las plantas transformadas no se encontraron diferencias significativas entre las aplicadas o no
con el herbicida, lo cual indica que este grupo de plantas estén mas preparadas para prevenir una
mayor peroxidacion lipidica. A los 15 d aun se observaron diferencias significativas entre los dos

grupos de plantas evaluadas con la aplicacion del herbicida.

El contenido de otros aldehidos se comportdé de manera muy similar al nivel de malondialdehido,
el mismo disminuyé tanto en las plantas transformadas como en las no transformadas (figura
10B). Sin embargo, en las plantas no transformadas se observo una disminucién mas marcada
después de la aplicacién del herbicida, con diferencias significativas entre estos grupos de
plantas. Es importante destacar que las plantas de pifia transformadas no mostraron una
respuesta de cambio metabdlico en estos dos indicadores evaluados y esto puede estar dado por

la afectacion de las membranas ante dos factores de estrés abidtico: la acumulaciéon temporal del
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amonio y la formacién de compuestos derivados de la fosfinotricina como resultado del producto

de la accion del gen bar.

Aunque los compuestos derivados de la fosfinotricina no se han descrito como téxicos a las
células vegetales (Shimizu et al., 1997), los mismos se forman paulatinamente y provocan un
desbalance interno con dafios en la integridad del funcionamiento de la célula. Torres et al. (1999)
comprobaron que la acumulacion de amonio es uno de los factores principales de estrés en las
plantas de lechuga no transformadas. El malondialdehido constituye el metabolito primario de la
respuesta de las plantas a un estrés como resultado de la peroxidacion lipidica en las membranas

celulares y es promotor de la formacion de otros aldehidos (Moller, 2001).

El herbicida FINALE® incrementé la actividad peroxidasa en los dos grupos de plantas
(transformadas y no transformadas), pero el efecto fue mas dramatico en las plantas no
transformadas (figura 10C). Durante el proceso de estrés oxidativo por factores abitticos se forma
el peroxido de hidrégeno por la accion del radical superoxido y con ello se estimula la actividad
peroxidasa, tanto en las plantas transformadas como en las no transformadas. Los resultados
obtenidos en la actividad peroxidasa indican que el estrés provocado por la aplicacion del
herbicida FINALE® indujo la activacion de diversas respuestas celulares. La relacion de los niveles
de malondialdehido y otros aldehidos y la actividad peroxidasa se describio en diferentes
condiciones de estrés oxidativo (Gross et al., 2000; Moller, 2001). El incremento de la actividad
peroxidasa es una de las respuestas catabodlicas que puede estar asociada a la reduccion del
peréxido de hidrogeno en la célula, el cual puede provocar un aumento de los niveles de

malondialdehido y otros aldehidos.

Mohammadi y Kazemi (2002) encontraron un incremento en la actividad peroxidasa en plantas de
trigo sometidas a estrés. También Nawar y Kuti (2003) determinaron un incremento de la actividad
peroxidasa en Vicia faba L. ante situaciones similares. Los resultados mostrados indicaron que el
incremento de estas enzimas puede estar dado por una respuesta celular de las plantas de pifa

cuando son afectadas por condiciones desfavorables a su metabolismo.
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Los niveles de clorofila a, b y totales en las plantas no transformadas fueron siempre disminuidos
por la aplicacién del herbicida (figura 10D,E,F). Sin embargo, el herbicida incrementd el contenido
de clorofila a, b y totales en las plantas transformadas (figura 10D,E,F). El herbicida afectd
drasticamente los niveles de clorofila b en las plantas no transformadas (figura 10E). Por el
contrario, en las plantas transformadas fue siempre significativamente superior (figura 10E). El
contenido de clorofilas totales fue siempre inferior en las plantas no transformadas (figura 10F).

La expresion del gen bar en las plantas transformadas (linea transgénica 90), evité un incremento
de las lesiones necrosadas en las hojas, después de la aplicacién del herbicida FINALE® segun
los resultados mostrados en el acapite 4.2.1. Esto permite que se contrarreste la pérdida
progresiva de pigmentos fotosintéticos. La respuesta de las plantas para mantener la actividad
fotosintética a los mismos niveles que en condiciones no estresantes, pudo ser lo que ocasiono el
aumento de los pigmentos clorofilicos a, b y totales. Respuestas fisiolégicas similares para

compensar los dafios causados por estrés fue descrita por Scarpari et al. (2005).

Sakamoto y Murata (2001) sugirieron que para estabilizar o proteger las membranas frente a un
estrés abidtico en plantas transgénicas se sobreexpresa la enzima glicinbetaina sintetasa, la cual
protege la actividad metabdlica y fisiolégica de los cloroplastos y estabiliza la estructura
cuaternaria de los complejos proteicos tales como el fotosistema Il. En las plantas no
transformadas ocurre una reduccion de los contenidos de clorofila a, b y totales después de la
aplicacion del herbicida FINALE®, lo cual puede estar asociado a la ausencia en estas plantas del
gen bar. Esto provoca que no se inactive la fosfinotricina y se acumule el amonio con afectaciones
en las estructuras de los cloroplastos y pérdida de pigmentos clorofilicos (Metz et al., 1998).
Scarpari et al. (2005) determinaron que las plantas sometidas a un estrés mostraron alteraciones
bioquimicas relacionadas directamente con los niveles de sintesis de etileno, las que se
relacionan con las respuestas de las clorofilas, con disminucion del contenido frente a situaciones

de dano celular.

El herbicida FINALE® provocé una reduccién del contenido de fenoles solubles en las plantas
transformadas y no transformadas (figura 10G). Los compuestos fendlicos presentan estructuras
muy diversas, pero todos se originan a partir de la fenilalanina y la tirosina (Zobel et al., 1999). Los

fenoles son metabolitos secundarios de plantas que han sido asociados a procesos de estrés
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tanto biético como abidtico (Casal et al., 1994; Pereira et al., 2000), los mismos pueden ser libres,

fijarse a las paredes celulares por enlaces covalentes o polimerizarse para formar lignina.

El incremento de los niveles de fenoles solubles en las plantas transformadas puede estar
relacionado con la liberacion de fenoles ligados a las paredes celulares (ruta catabdlica). Esta ruta
de movilizacion de fenoles ligados a las paredes celulares se estudié en plantas como respuesta
para lograr la supervivencia a diferentes tipos de estrés (Yaginuma et al., 2002). Este fue el caso
de las plantas de pifia transformadas que lograron mayores valores de supervivencia después de

la aplicacion del herbicida FINALE® (acapite 4.2.1).

Por otra parte, los niveles de fenoles ligados a las paredes celulares aumentd en las plantas no
transformadas después de la aplicacién del herbicida FINALE®. Mientras que las plantas
transformadas no mostraron cambios en los niveles de fenoles ligados a las paredes celulares
después de la aplicacion del herbicida (figura 10H). El comportamiento observado en las plantas
no transformadas puede estar asociado al proceso de apoptosis celular (muerte celular
programada) que experimentaron las plantas en el transcurso del tiempo, debido a que estas
plantas no son resistentes al herbicida y en la medida que transcurrio el tiempo se observo en este
grupo de plantas lesiones necrosadas en las hojas y finalmente muerte de la planta (acapite
4.2.1). En estudios realizados por Gilchris (1998) se determiné que el proceso de ligamiento de los

fenoles a las paredes celulares aumenta durante la muerte celular.

En cuanto al contenido total de proteinas (figura 10l), en el mismo se observé un aumento en las
plantas no transformadas y una disminucion en las plantas transformadas después de la
aplicacion del herbicida FINALE®. Estos resultados pueden estar asociados al proceso acelerado
de muerte celular programada que ocurre donde el estrés al herbicida FINALE® fue mayor (plantas
no transformadas). La muerte celular programada se induce como mecanismo de defensa de la
planta frente a situaciones de estrés abidtico, en el caso especial que ocurren interrupciones en el
estado oxidativo o en el estado energético celular (Beers y McDowell, 2001). El incremento del
contenido de proteinas en las células en apoptosis puede estar relacionado, entre otras causas,
con la aparicién de proteasas asociadas a la apoptosis o con la posterior formacion de los

fragmentos de péptidos.
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Jones (2001) determind que los cambios bruscos en el metabolismo provocan una respuesta
hipersensitiva en la célula. Esta respuesta conduce a la produccion de fitoalexinas téxicas,
quitinasas, proteasas y nucleasas que se excretan al medio, y se liberan cuando la vacuola
colapsa. La propia accidn de las proteasas sobre los elementos proteicos de las células hace que

en etapas avanzadas se produzca un aumento del nivel de proteinas totales.

Samali y Orrenius (2001) estudiaron varios grupos de proteinas y su relacion con la respuesta al
estrés, sefalan que el efecto del estrés abidtico producido por las altas temperaturas provoca la
aparicion de proteinas especificas. Estas proteinas estan relacionadas con el proceso de
apoptosis, y con procesos de defensa contra los dafios producidos por la muerte de las células.
Las proteinas expresadas ante condiciones de estrés pueden ser inducidas por mecanismos de

estrés oxidativo.

Contrastantemente, en las plantas transformadas hubo una disminucién del contenido total de
proteinas cuando se le aplicd el herbicida. Aun cuando estas plantas supervivieron al proceso de
estrés abidtico inducido por el herbicida, en ellas la disminucion de la concentracion de proteinas

pudo estar asociada al periodo de transicidon previamente mencionado.

Es importante sefalar que el analisis integral de los resultados descritos en este trabajo de tesis
demostré que la transformacién genética en plantas de pifia mediante A. tumefaciens con la
insercion del gen bar confirio tolerancia al herbicida FINALE®. Los estudios bioquimicos realizados
permiten explicar posibles cambios metabdlicos provocados por la inserciéon del gen bar, que
constituye la base para estudios de los caracteres agronémicos de interés y su relacion con la

bioseguridad.

4.3.3 Tolerancia al herbicida FINALE®, perfil proteémico, el nimero de cromosomas e
indicadores bioquimicos y agrondmicos en plantas transgénicas de pifia en condiciones de

campo.

A los 30 d de aplicado el herbicida FINALE® todas las plantas no transformadas habian muerto, sin
embargo el 98% de las plantas transformadas (linea 90) supervivieron al estrés. Las no
transformadas comenzaron a morir a partir de los 7 d posteriores a la aplicacion del herbicida. Las

plantas transformadas toleraron la concentracion aplicada al igual que en aclimatizacién. El
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herbicida en este grupo de plantas tolerantes no provocé afectaciones graves que impidieran su

supervivencia y desarrollo fisiolégico normal (figura 11).

En la tabla 11 se muestra la supervivencia a los tres meses después de aplicado el herbicida
FINALE®. En ese momento, todas las plantas no transformadas habian muerto. Sin embargo, el

93% de las plantas transformadas (linea 90) supervivieron al estrés.

Tabla 11. Porcentaje de supervivencia de las plantas de pifia Cayena lisa Serrana después de
tres meses de aplicado el herbicida FINALE®.

Plantas no Plantas no Plantas transformadas Media Error tipico
transformadas transformadas micropropagadas general de la media
macropropagadas micropropagadas
(testigo) (testigo)
No Asperjadas No Asperjadas No Asperjadas
asperjadas con el asperjadas con el asperjadas con el
con el herbicida con el herbicida con el herbicida
herbicida FINALE® herbicida FINALE® herbicida FINALE®
FINALE® FINALE® FINALE®
100.0 a 0.0b 93.3 a 0.0b 91.7 a 93.3a 63.05 6.1

Medias con letras iguales no difieren estadisticamente (ANOVA, Tukey, p>0.05). Para el analisis, los datos
se transformaron segun y’ = 2 . arcoseno (y/100)0.5. Las plantas fueron asperjadas con el herbicida
FINALE® a los tres meses de haber sido transplantadas a condiciones de campo.

Autores como Facchini et al. (2008) plantean que el herbicida produce alteraciones metabdlicas
entre las que se encuentran: inhibicion de las funciones de la membrana celular por acumulacion
de amonio, reduccién de la biosintesis de péptidos, proteinas y nucleétidos, incremento de la
protedlisis y la inhibicion rapida de la fijacion fotosintética de CO, (entre 2 a 8 h), acompanada por
dafo permanente en el aparato fotosintético. En consecuencia, las plantas dejan de crecer desde

el mismo dia de la aplicacion de glufosinato, aunque no se manifiesten signos visibles.

Segun Mulwa et al. (2006), la eficiencia del herbicida glufosinato de amonio es mayor en plantas
en activo crecimiento. El mecanismo primario del herbicida en las plantas es inhibir la enzima
glutamina sintetasa. Esta enzima que cataliza la sintesis de la glutamina juega un papel central en
el metabolismo del nitrégeno de las plantas, principalmente en el proceso de asimilacion de
amoniaco en nitrégeno organico; la fosfinotricina inhibe mas rapido el proceso de fotosintesis en

las plantas jovenes.
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C Testigo micropropagado

Figura 11. Plantas de pifia en condiciones de campo a los 30 dias
después de aplicado el herbicida FINALE®.



La inhibicion de la glutamina sintetasa por la fosfinotricina trae consigo una disminucion en la
concentraciéon de glutamina como también de glutamato (Wendler et al., 1990). Una explicacion a
esta inhibicién de la fotosintesis por la fosfinotricina es la disminucion en el suplemento de
potencial de aminoacidos donadores, tales como el aspartato, asparagina, serina, glicina y
glutamato, lo cual es un obstaculo para que el glicerato retorne al Ciclo de Calvin. La falta de estos
aminoacidos donadores también impide la transaminacién del glioxalato, por lo que éste se

acumula e inhibe a la ribulosa-1,5-carboxilasa y por ende la fijacion del CO..

La mayoria de las investigaciones realizadas describen que el proceso de inhibicion de la
fotosintesis por fosfinotricina en plantas C, (Wendler et al., 1990). Estudios en plantas C;
mostraron que la acumulacién de amonio en estas plantas es mucho mayor que en las plantas C,4
(Gangopadhyay et al., 2009; Gaurab et al., 2009). También se evidencié que una disminucion en
la concentracién de O, y un aumento en las concentraciones de CO, compensaban los efectos
inhibitorios de la fosfinotricina en la fotosintesis. En el caso de la pifia al ser una planta CAM, con
cierto comportamiento Cs, las implicaciones de la acumulacion de amonio pueden tener un efecto

diferente al que normalmente ocurre en plantas C,.

En la actualidad se realizan investigaciones a plantas transgénicas en condiciones de campo. Los
ensayos estan dirigidos a la respuesta del organismo transgénico en el medio ex vitro y su
comparacion con grupos de plantas no transformadas (Quemada et al., 2008). El impacto en las
producciones es otra de las observaciones, asi como el analisis de las diferencias y semejanzas
con el cultivo original (Gore et al., 2008; Meihls et al., 2008). La interaccion genotipo - ambiente es
otro de los estudios que mayormente se refiere en la literatura, asi como la interaccién ecoldgica

de los organismos genéticamente modificados (Snoeren et al., 2007; Meihls et al., 2008).

Sripaoraya et al. (2006), fueron los primeros en analizar la estabilidad del transgen bar, su
expresion y tolerancia al herbicida FINALE® en el cultivo de la pifia (Ananas comosus cv. Phuket)
en condiciones de campo. Sin embargo, de este trabajo investigativo realizado en Tailandia, se
informan algunos caracteres agricolas evaluados, el estudio solo incluye la primera generacion
vegetativa. Esos autores describen los efectos tdxicos que provoca el herbicida en las plantas de

pifia no transformadas, los signos visuales en las hojas fueron en forma de quemadura foliar.
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Por otra parte, Enriquez-Obregén et al. (1998) evaluaron la tolerancia al herbicida FINALE® a
plantas de cafia de azucar que contenian en su construccion genética el gen bar, las condiciones
de cultivo fueron en campo. Las plantas no transgénicas (testigos) mostraron lesiones
necrosadas, y murieron después de una semana de la aplicacion del herbicida FINALE®. Sin
embargo, en las plantas transgénicas se observaron signos producidos por el efecto toxico del
herbicida, pero se seleccionaron de forma cualitativa las plantas que presentaron menores

afectaciones.

Los resultados obtenidos en este acapite permitieron comprobar en condiciones de campo la

tolerancia de las plantas transgénicas (linea 90) al herbicida FINALE®.

Comparacion del perfil protedmico de plantas de pifia transformadas con Agrobacterium

tumefaciens y no transformadas.

El estudio electroforético (SDS PAGE) de extracto de hojas de pifia transformadas y no
transformadas aparece en la figura 12. A las 72 h se observdé una mayor diferencia entre los
niveles de proteinas de las diferentes plantas analizadas, de alli que se seleccionaran este grupo

de muestras para comparar el perfil protedmico de los diferentes tratamientos.

Los perfiles proteicos resultantes de extractos de hojas sometidos a los diferentes tratamientos se
analizaron comparativamente. El numero de manchas detectado en el analisis digital y confirmado
visualmente fue de 520+ 45 (figura 12), con un patron altamente reproducible en las tres réplicas
de cada tratamiento. Para considerar diferencias entre manchas se sigui6 como criterio: i) la
presencia consistente o la ausencia en todas las réplicas analizadas; y ii) la existencia de
proporciones entre los tratamientos que difieren en mas de 1.5 veces. El andlisis estadistico de los
datos (ANOVA, LSD p<0,05) (tabla 12) permitié6 comprobar diferencias cualitativas y cuantitativas
entre los tratamientos. En total, 18 manchas mostraron diferencias significativas, tanto cualitativas
(13) como cuantitativas (5) y en plantas sometidas a estrés por la aplicacién del herbicida 15
manchas mostraron diferencias cualitativas y tres diferencias cuantitativas, al comparar plantas

transformadas y no transformadas.
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Figura 12. Electroforesis SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 12,5% tefiidos con
Sypro RUBY de extractos de plantas de pifia crecidas en condiciones de campo. Se

aplicaron 20 pg de extracto proteico en cada carril:
1. 2. 3. Testigo no transformado, no aplicado con herbicida (24 horas)
4. 5. 6. Testigo no transformado, aplicado con herbicida (24 horas)
7.8.9. Clon 90, aplicado con herbicida (24 horas)

10. 11. 12. Clon 90, no aplicado con herbicida (24 horas)

13. 14. 15. Testigo no transformado, aplicado con herbicida (48 horas)
16.17.18. Testigo no transformado, no aplicado con herbicida (48 horas)
19. 20. 21. Clon 90, aplicado con herbicida (48 horas)

22. 23. 24. Clon 90, no aplicado con herbicida (48 horas)

25. Testigo no transformado, aplicado con herbicida (72 horas)

26. Clon 90, aplicado con herbicida (72 horas)

27. Clon 90, no aplicado con herbicida (72 horas)

28. 29. Testigo no transformado, aplicado con herbicida (72 horas)

30. 31. 32. Testigo no transformado, no aplicado con herbicida (72 horas)
33. 34. Clon 90, aplicado con herbicida (72 horas)

35. 36. Clon 90, no aplicado con herbicida (72 horas)

37. 38. 39. Testigo no transformado, aplicado con herbicida (7 dias)

40. 41. 42. Testigo no transformado, no aplicado con herbicida (7 dias)
43. 44. 45. Clon 90, aplicado con herbicida (7 dias)

46. 47. 48. Clon 90, no aplicado con herbicida (7 dias)



Tabla 12. Diferencias cualitativas y cuantitativas en el analisis comparativo del
perfil proteico de las muestras.

No. de Plantas no tratadas con el herbicida Plantas tratadas con el herbicida
Manchas Testigo Transformadas  Tasa Testigo Transformadas Tasa

204 5477.33 11803.38 2.15 11989.43 24256.87 2.03
207 1674.64 1948.03 1.16 0 229.88

1109 0 98.1 0 141.22

1808 576.87 443.73 0.76 1636.57 889.87 0.54
2106 71.23 325.67 4.57 0 112.49

2201 5920.47 6676.2 1.12 11989.43 24256.87 2.02
2404 0 0 330.44 96.81 0.29
3204 2957.13 1673.63 0.56 0 104.25

4215 0 1557.83 0 79.02

5202 0 0 1141.37 25.93 0.02
5214 0 382.1 0 29.17

6802 0 0 232.97 16.44 0.07
6805 0 0 210.64 19.18 0.09
6809 0 0 139.14 23.02 0.16
7302 615.8 574.8 0.93 5280.3 10204 1.93
7406 0 0 225.9 38.37 0.16
7705 603.94 1689.57 2.79 1399.3 750.53 0.54
7809 0 0 114.5 0 0

En el analisis de los perfiles bidimensionales de la linea transgénica (linea 90) y su parental (CIS)
se demostro que no existen diferencias significativas en las proteinas mayoritarias (figura 13). La
presencia o ausencia de proteinas en el mapa bidimensional de las plantas tratadas con herbicida
nos indica que bajo condiciones de estrés en las células vegetales se sintetizan nuevas proteinas
que juegan un papel importante en la resistencia o que estan relacionadas con los procesos de
defensa contra los dafos producidos por la muerte programada de las células (apoptosis). Asi
mismo, también se produce la degradacion de otras especies proteicas como respuesta a dicho

estrés.
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Figura 13. Comparacion de los perfiles proteicos 2D de extractos de hojas de pifa. A)
extractos de hojas de pina CIS- sin aplicar herbicida; B) extractos de hojas de piha CIS-
aplicadas con el herbicida; C) extractos de hojas de pifia Clon 90- sin aplicar el herbicida; D)
Extracto de hojas de pifia Clon 90- aplicadas con el herbicida. Aparece un gel representativo de
cada tratamiento a las 72 horas. En todos los casos se colocaron 100 ug de proteinas en el gel, el
isoelectroenfoque se realizé en tiras de 17 cm, pH 5-8. Los geles 2D contenian 12% de acrilamida y se
tifieron con Sypro RUBY.
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Figura 14. Perfil proteico 2D de extractos de hojas de pifia. Aparece un gel representativo de los
tratamientos evaluados, donde se sefalan con recuadros las zonas en las que se observaron diferencias
en la expresion de proteinas al comparar plantas transformadas y plantas no transformadas. En las zonas
ampliadas (A-E) los circulos indican diferencias cualitativas (presencia/ausencia) y los tridangulos las
manchas que aumentan o disminuyen su intensidad, respectivamente. Se colocaron 100 ug de proteinas
en cada gel, el isoelectroenfoque se realizé en tiras de 17 cm, pH 5-8. Los geles 2D contenian 12% de
acrilamida y se tifieron con Sypro RUBY.



Las variaciones en el perfil protéomico de las plantas no transformadas pueden estar asociadas a
una respuesta biolégica como consecuencia de alteraciones fisiologicas y defensivas de estas
plantas, donde el estrés al herbicida FINALE® fue mayor. La aplicacion de herbicidas produce en
la célula respuestas moleculares especificas, en el caso especial que ocurren interrupciones en el
estado oxidativo o en el estado energético celular. Estas se desencadenan producto de los dafios
en los cloroplastos con afectacion de la proteina D1. Asi como de la enzima glicina
descarboxilasa, ademas inhiben rutas metabdlicas concretas, y los cambios bioquimicos que se

producen (Jorrin et al., 2009).

Los estudios de protedmica permiten una mejor caracterizacion de la pifia transgénica. La
disponibilidad de informacion genémica ha hecho posible el analisis global de la expresion génica,
lo que se ha visto facilitado por el desarrollo de tecnologias gendmicas, tales como
microordenamientos, y SAGE (Serial Analysis of Gene Expresion) (Rossignol et al., 2006). Estos
estudios han impulsado el conocimiento, a nivel molecular, de cualquier aspecto de la biologia
vegetal, y en particular de la interaccién planta-patdgeno (Talbot, 2003). No obstante, el anélisis a
nivel de ARNm presenta una serie de limitaciones vy la interpretacion fenotipica de los resultados
no es siempre adecuada. Es necesario, por tanto, complementar dichos estudios con otras
aproximaciones “Omicas” (proteémica y metaboléomica) y de bioquimica clasica (Castro et al.,

2005).

Los estudios de protedmica se justifican ya que las proteinas son las biomoléculas encargadas de
ejecutar la informacion impresa en los genes, y las que finalmente determinan el fenotipo. Por otra
parte, se desconoce la funcién de la mayoria de los genes (85% de los 25 000 o 32-56 000
descritos en Arabidopsis y arroz no tienen una funcién asignada). La transcriptomica proporciona
informacién incompleta, ya que no considera las modificaciones postraduccionales, asi como la
interaccion entre proteinas o proteinas y otros ligandos, lo que finalmente puede determinar su
actividad (Feder y Walter, 2005). Otro elemento es que la correlacion entre el contenido celular de
algunos ARNm y su producto génico correspondiente es a menudo muy baja (Gygi et al., 1999).
Se estima que los cambios en el nivel de ARNm representan unicamente 60-70% de los cambios

en los niveles de proteinas (MacKay et al., 2004).
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El éxito de cualquier experimento de protedmica dependera en ultimo extremo de la disponibilidad
de informacién gendmica sobre el organismo de estudio, o especies filogenéticamente muy
cercanas, lo que permitira identificar las proteinas de interés mediante comparacion de los
patrones de huella peptidica o secuencia aminoacidica obtenidos mediante espectrometria de
masa con los anotados en las bases de datos de ADN gendmico. Por ultimo, no existe un método
de amplificaciéon equivalente a la PCR, por lo que el estudio de proteinas presentes en la célula en
bajo niumero de copias constituye un importante reto aun no totalmente resuelto. Las limitaciones
2001)00.

La expresion de productos de genes que son directamente téxicosolveran a medida que se
BRHRRAD o SoRRIERIRISRIVBBINSRIRS U AIRRRIRSIRERIE P! 8k 3R e plantas de pifa
transformadas y no transformadas. El ensayo revela la aparicién de una banda de baja masa
molar, aproximadamente de 20 kDa, que puede estar asociada a la expresion del gen bar. La
secuencia de la enzima utilizada corresponde a la fosfinotricina acetil transferasa de Streptomices
higroscopicus (Kerry et al.,, 2001). La banda esperada se expresé diferencialmente en plantas

transformadas con respecto a las no transformadas.

1 2 3 4 5 6
(kDa) i

66.2
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31
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Figura 15. Analisis por Western Blot de muestras de plantas de pifia
transformadas y no transformadas. Corresponde a un ensayo de
Inmunodeteccion. Carriles: 1. Plantas no transformadas; 2, 3, 4. Plantas
transformadas 48, 72 horas y 7 dias 5. Marcadores de baja masa
pretefidos. 6. Marcadores Broad Range. En todos los casos se aplicaron
30 ug de proteinas por carril. Se revelaron con anticuerpo usado Anti-PAT
(SIGMA).
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En el area de la Biotecnologia al trabajar con organismos genéticamente modificados, el nuevo
producto agricola obtenido requiere de exhaustivos estudios. Los analisis fisioldgicos, bioquimicos
y moleculares se deben enfocar al analisis de las diferencias y semejanzas con el cultivo original.
En esta investigacion se realizaron estudios protéomicos para estudiar y comparar las proteinas
de plantas transformadas y no transformadas de pifia. Se demostré la similitud del proteoma de
plantas transformadas y no transformadas. Se detectaron manchas correspondientes a proteinas
minoritarias en las plantas no transformadas en respuesta al estrés abiotico provocado por el
herbicida FINALE®. El ensayo de inmunodeteccién revel6 la presencia de una banda con una
masa molecular asociada a la expresion del gen bar.

e Analisis del cariotipo. Conteo cromosémico.

Al analizar los meristemos de las raices de las plantas de pifia en condiciones de campo, se
encontréo el mismo nivel de ploidia. La técnica citogenética demostré que tanto las plantas
transformadas aplicadas o no con el herbicida FINALE®, las plantas testigos macropropagadas y
micropropagadas mostraron 2n=50 cromosomas (figura 16). Este nivel de ploidia corresponde al

de las plantas diploides en pifia (Bor et al., 1987).

Figura 16. Cromosomas de una
célula del apice radicular de una
planta de pifia cultivada en campo
(100x). Todas las plantas analizadas
mostraron 2n=50 cromosomas.

Varios indicadores del cariotipo pueden ser alterados por rearreglos estructurales en los
cromosomas. En algunos casos puede variar el nimero cromosémico y la simetria de ellos. En

otros casos no se encuentra variacion en el nUmero cromosomico ya que en muchos géneros el
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numero y la morfologia cromosémica son constantes entre las distintas especies que lo componen

(Barro et al., 2003).

Muchas evidencias han sugerido que la integraciéon del ADN-T causa rearreglos cromosdémicos
significativos en tabaco (Ohba et al., 1995). Ademas, Castle et al. (1993), que estudiaron 36
mutantes de Arabidopsis y produjeron semillas después de la transformacién con ADN- T,
encontraron indicios de traslocaciones cromosomicas en nueve de ellas. Los autores concluyeron
que los rearreglos cromosomicos podrian ser una caracteristica comun de las plantas
transformadas con ADN-T. Por otra parte, Takano et al. (1997) describieron rearreglos marcados
(inversiones y duplicaciones) del ADN gendémico en los sitios de integracion. En esta tesis no se
realizé un estudio detallado de los rearreglos cromosdmicos en pifia, pero se observd que el
namero y forma de los cromosomas parecié ser similar. Sin embargo no se ignora que las
modifiaciones mencionadas anteriormente podrian haber ocurrido.

o Evaluacién de los caracteres bioquimicos, agronémicos y bromatologicos.

El estudio de la influencia de la transformacion en los caracteres bioquimicos y agronémicos se
presenta en las figuras 17-21, y la tabla 13. Las plantas micropropagadas transformadas
asperjadas con el herbicida no mostraron diferencias fenotipicas al compararse con las plantas

micropropagadas transformadas no asperjadas con FINALE®, al afio de crecimiento en campo.

Por el contrario, se apreciaron diferencias experimentales entre las plantas transformadas
micropropagadas asperjadas con el herbicida FINALE® y las plantas micropropagadas testigos sin
aplicar el herbicida. Se observaron variaciones en los niveles de fenoles ligados a las paredes
celulares, fenoles solubles y fenoles totales (figura 17), asi como en las proteinas totales (figura

18). Por otra parte se detectaron cambios en la masa del fruto sin corona (tabla 13).

Como se muestra en las figuras 18 y 19 aparecen diferencias en el contenido de proteinas, los
niveles de clorofilas b y clorofilas fotales entre las plantas micropropagadas transformadas
asperjadas con el herbicida y las plantas macropropagadas testigos. También se modificé la
actividad de la enzima fenilalanina amonio liasa, superoxido dismutasa y la glutamina sintetasa
(figura 20). La altura y diametro de las plantas, y el tamafio de la corona del fruto (tabla 13) se

modificaron también.
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Figura 17. Contenido de fenoles solubles, ligados a las paredes celulares y totales evaluados a
la hoja D de plantas de pifia (CIS) después de un ano de haber sido trasplantadas a

condiciones de campo. Medias con letras iguales no difieren estadisticamente (ANOVA de
un factor, Tukey, p>0.05).



0.025 -
0.020 -

a
a
b b
0.015 -
0.010 -
0.005 -
0.000 \ ‘ ‘ )

Plantas No Plantas No Plantas Plantas
Transformadas Transformadas Transformadas Transformadas
Macropropagadas Micropropagadas Micropropagadas Micropropagadas
No Asperjadas con Asperjadas con el
el Herbicida Herbicida

Contenido de proteinas
(mg/g masa fresca de la hoja)

Figura 18. Comportamiento del contenido de proteinas de extractos procedentes de
la hoja D de plantas de pifia (CIS) después de un afo de haber sido
trasplantadas a condiciones de campo. Plantas no transformadas
macropropagadas Yy micropropagadas, plantas transformadas
micropropagadas no asperjadas y asperjadas con el herbicida FINALE®.
Media general= 0.018 mg/g masa fresca de la hoja , Error tipico de la
media= 0.001 mg/g masa fresca de la hoja . Medias con letras iguales
no difieren estadisticamente (ANOVA de un factor, Tukey, p>0.05).

Como se menciond en el acapite 4.3.1, durante la fase de aclimatizacion los niveles de
malondialdehidos, otros aldehidos, pigmentos de clorofilas b, y clorofilas totales disminuyeron solo
por el efecto de la transformacion genética. Estas diferencias entre las plantas transformadas y no
transformadas no se observaron después de un ano de estar expuestas las plantas a condiciones
experimentales de campo (figura 21). Sin embargo, los niveles de fenoles (solubles, ligados a la
pared celular y totales), proteinas totales y masa del fruto sin corona fueron estadisticamente

diferentes, entre estos dos grupos de plantas.

Por otra parte, el herbicida FINALE® causé varios efectos cuando se asperjaron las plantas
transformadas jévenes durante la fase de aclimatizacion. Estos efectos no se observaron en
plantas adultas. El intervalo de duracién entre la aplicacion del herbicida y la evaluacién de estos
indicadores fue relevante. Cuando el herbicida fue asperjado durante la fase de aclimatizacién, los
indicadores bioquimicos se evaluaron a los 15 d posteriores a la aplicacion. En contraste, durante
el desarrollo en campo, las determinaciones bioquimicas se evaluaron a los 9 meses de la

aplicacion del herbicida.
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El analisis protedbmico mostrado en el acapite 4.3.3 indicé que no existieron diferencias marcadas
en las proteinas mayoritarias de las plantas transformadas (aplicadas o no con el herbicida) a las
72 h. Por su parte, la determinacién del contenido total de proteinas al afio del crecimiento en

campo tampoco mostro diferencias estadisticas (figura 18).
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Tabla 13. Evaluaciones de caracteres agronémicos y bromatolégicos realizadas a plantas de pifia (CIS) después de un afo de haber
sido transplantadas a condiciones de campo.

Plantas no Plantas no transformadas Plantas transformadas micropropagadas
transformadas micropropagadas Media Error tipico
macrz)tzl's(:%i%adas (testigo) general dela
No asperjadas con No asperjadas con el No asperjadas con Asperjadas con el media
el herbicida herbicida FINALE® el herbicida herbicida FINALE®
FINALE® FINALE®
Altura de la planta (cm). 63.70 b 7111 a 7942 a 77.34 a 72.89 7.26
Diametro de la planta 73.04 b 93.57 a 97.63 a 91.76 a 89.00 9.02
(cm).
Diametro del pedunculo 195 a 181 a 1.74 a 1.87 a 1.84 0.08
(cm).
Longitud del pedunculo 18.31 a 17.01 a 208 a 2243 a 19.63 1.51
(cm).
Masa del fruto con corona 185 a 140 b 169 ab 161 ab 1.63 0.16
(k).
Masa del fruto sin corona 0.78 a 050 b 082 a 0.72 a 0.70 81.77
(kg).
Masa de la corona del 048 a 040 b 0.43 ab 041 ab 0.43 0.03
fruto (kg)
Longitud de la corona 2275 a 18.20 ab 1480 b 1234 b 17.02 35.33
(cm).
Numero de ojos en el 99.83 a 50.83 b 72.67 ab 74.68 ab 74.50 7.29
fruto .
Numero de espirales en el 3 a 3 a 3 a 3 a 3 0.00
fruto .
Profundidad de los ojos 0.20 a 017 a 0.28 a 024 a 0.22 0.04
del fruto (cm).
Diametro del corazon del 1.87 a 1.75 a 208 a 198 a 1.92 0.17
fruto (cm).
Longitud del fruto (cm). 1253 a 828 b 10.52 ab 9.99 ab 10.33 0.65
Diametro superior del 9.22 a 890 a 9.18 a 8.56 a 8.96 0.37
fruto (cm).
Diametro inferior del fruto 9.62 a 897 a 8.73 a 8.56 a 8.97 0.25
(cm).
Contenido de vitamin C 1519 a 16.87 a 1425 a 1532 a 15.40 1.43
(mg/100 mL jugo).
Porcentaje de acidez (%). 153 a 1.36 a 1.71 a 167 a 1.56 0.12
Contenido solidos 1763 a 15.04 a 16.87 a 185 a 17.01 1.68
solubles
(° Brix)
Indice de madurez 1222 a 1110 a 10.58 a 12.67 a 11.64 1.21
Numero de coronas por 1 1 1 1
fruto.
Ciclo de generacion de la 18 18 18 18
planta (meses).
Presencia de espinas en Pocas, cortas y Pocas, cortas y solo en Pocas, cortas y Pocas, cortas y
las hojas solo en las hojas las hojas viejas solo en las hojas solo en las hojas
viejas viejas viejas
Color de la hoja. Verde oscuro con Verde oscuro con Verde oscuro con Verde oscuro con
manchas rojizas manchas rojizas manchas rojizas manchas rojizas
Forma de los ojos del Ojos planos de Ojos planos de forma Ojos planos de Ojos planos de
fruto. forma hexagonal hexagonal forma hexagonal forma hexagonal
Color del fruto. Anaranjado - rojizo Anaranjado - rojizo Anaranjado - rojizo Anaranjado - rojizo
Forma del fruto. Cilindrica Cilindrica Cilindrica Cilindrica
Presencia de espinas en Pocas (solo en los Pocas (solo en los Pocas (solo en los Pocas (solo en los
la corona del fruto extremos de las extremos de las hojas) extremos de las extremos de las
hojas) hojas) hojas)

Los datos se transformaron para el analisis segun y'=y°'5

Medias con letras iguales no difieren estadisticamente (ANOVA de un factor, Tukey, p>0.05). Las plantas fueron asperjadas con el
herbicida FINALE® a los tres meses de haber sido transplantadas a condiciones de campo.
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El efecto del cultivo in vitro incidié en las evaluaciones realizadas. Cuando se compararon las
plantas macropropagadas testigos con otros grupos de plantas, se encontraron diferencias
estadisticas en los niveles de clorofilas b (figura 19) y fenoles solubles, ligados a las paredes
celulares y totales (figura 17). En la actividad de la fenilalanina amonio liasa, superoxido
dismutasa y la glutamina sintetasa también se observaron variaciones (figura 20). La altura y el
didmetro de la planta, la masa del fruto (con y sin corona), el niumero de ojos en el fruto y la

longitud del fruto sufrieron afectaciones (tabla 13).

El cultivo in vitro frecuentemente produce rejuvenecimiento y cambios epigenético en muchas
plantas. Sin embargo estos efectos generalmente disminuyen durante el transcurso del
crecimiento en campo y la primera multiplicacion clonal (Lorenzo et al., 2001; Sripaoraya et al.,
2001). En investigaciones realizadas en el cultivo de la pifia en el Centro de Bioplantas, durante
mas de 20 afios solamente se han encontrado dos variantes somaclonales confirmadas. La
variacion somaclonal en este cultivo se considera un evento poco probable (Pérez et al., 2009). En
la tabla 13 se muestran los resultados de los indicadores evaluados para la primera generacién

vegetativa. Probablemente el efecto del cultivo in vitro desaparezca en las préximas generaciones.

El aumento de las clorofilas b y totales en las plantas micropropagadas con respecto a las
macropropagadas puede deberse al efecto de la juvenilidad y revigorizacion que adquieren las
plantas salidas de un sistema de micropropagacién. Tienen mayor capacidad fisiolégica en menos
tiempo y tasa de crecimiento, todo esto contribuye a que tengan menores desérdenes en la

organizacién de las granas de los cloroplastos (Precce y Sutter, 1991; Rodriguez et al., 2003).

En las plantas macropropagadas cuando aumentan los niveles en la actividad especifica de
enzimas como la fenilalanina amonio liasa y la superoxido dismutasa, disminuye el contenido de
clorofilas b y totales porque estas enzimas se inducen por las especies reactivas de oxigeno.
Segun Edna et al. (2008) la superdxido dismutasa tiene como primer blanco las clorofilas, cuyos
niveles aumentan como mecanismo de defensa para proteger y estabilizar las membranas de los
cloroplastos, lo cual mantiene la actividad metabdlica y fisiolégica. Ademas, Castro et al. (2005)
sefiala que la glutamina sintetasa es la principal enzima involucrada en la asimilacion de amonio
en plantas y es un blanco del ingrediente activo fosfinotricina del herbicida FINALE® (Castro et al.,
2005). Esta enzima es fijadora de nitrégeno y esta relacionada con el desarrollo fisioldgico de las

hojas (Cohen y Mayfield, 1997; Pastori et al., 2000; Pascual et al., 2008).
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Las diferencias en la concentracion de proteinas totales es un resultado esperado, producto de la
incorporacién de genes asociados a la transgénesis que pudieron dar lugar a la sintesis de
proteinas. Por otra parte los niveles de fenoles (solubles, ligados a la pared celular y totales)
fueron siempre superiores en las plantas transformadas, lo que pudiera estar asociado a un

aumento del metabolismo de los fenoles como consecuencia de la transformacion.

La presencia de las enzimas glucanasas y quitinasas se han visto expresadas en tejidos de
plantas transformadas que no han sido sometidas a estrés con el patégeno y pertenecen al grupo
de proteinas relacionadas con la patogénesis (Taira et al., 2005). Estas enzimas tienen también

funciones importantes en procesos de desarrollo de las plantas.

Se ha descrito que las proteinas PR en general tienen otras funciones que no estan directamente
relacionadas con el estrés bidtico. Ademas de los roles en la defensa de plantas informados para
la B- 1,3- glucanasa, algunos autores demuestran funciones fisiolégicas que incluye la fertilizacion
(Nagendra-Pradra et al., 2007), formacién del polen en las flores, germinacion de la semilla,
maduracion del fruto (Leubner-Metzger y Meins, 1999). Wrobel- Kwiatkowska et al. (2004),
relacionaron la actividad protectora contra el patégeno de la - 1,3- glucanasa con la presencia de

metabolitos secundarios como los fenoles, que pueden potenciar la inhibicion del patégeno.

En el estudio realizado para comparar plantas no transformadas y lineas transgénicas de Linux
usitatissimum L. con resistencia a Fusarium sp. Wrobel- Kwiatkowska et al. (2004) encontraron
que para las tres lineas evaluadas el contenido de compuestos fendlicos fue siempre superior en
las plantas transformadas que en las testigo. Los resultados demostraron que no existe una
correlacion simple entre el contenido de estos compuestos y la resistencia de la planta ante el
ataque del patégeno. La actividad de la B- 1,3- glucanasa en respuesta a la infeccion del patégeno
se conoce, sin embargo la influencia de esta enzima en el estatus metabdlico de la célula
hospedero no ha sido explicada. Al estudiar los perfiles metabdlicos (mas de 150 compuestos)

estos autores observaron diferencias sustanciales entre las plantas transgénicas y las testigos.

En la comparacién bromatolégica de los frutos (tabla 13) no se encontraron diferencias
significativas entre los cuatro grupos de plantas evaluadas. Los indices de calidad se comportaron
de forma favorable segun lo informado por varios autores que han caracterizado previamente esta

variedad de pifa. En el caso de la vitamina C, los valores entre 13 y 18 (mg/100 mL de jugo) se
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corresponden a las caracteristicas de las Cayenas descritas por otros autores (Py et al., 1987),
quienes destacan que el contenido de vitamina C en los frutos de pifia es uno de sus

componentes nutritivos mas importantes.

Otro de los indicadores a tener en cuenta para evaluar la calidad requerida por los mercados
importadores es la madurez del fruto en la que influye el porcentaje de acidez del jugo. El indice
de madurez se obtiene de la relacién que se establece entre los sdlidos solubles y la acidez. Las
variaciones de este indicador de madurez se deben a los cambios que experimentan los acidos
del jugo. Este factor depende mucho del estado en que se tome la muestra del campo, aspecto
importante a evaluar pues permite determinar la época de cosecha en dependencia de las

condiciones ambientales y de cultivo (Gadelha y Vieria, 1986).

La evaluacion de la acidez del jugo permitié comprobar que no existieron diferencias significativas
entre los tres grupos de plantas de pina evaluadas y los valores estuvieron en rangos aceptables
para este indicador. La baja acidez en los jugos de pifia influye favorablemente en el sabor del
fruto, pues resulta mas agradable al paladar cuando se consume como fruta fresca, por lo que los

frutos no deben cosecharse antes de la madurez comercial (Zambrano y Castellanos, 1997).

El porcentaje de solidos solubles, es un indicador que brinda informacion en el momento de la
cosecha, ya que la pifia es un fruto no climatérico que una vez que se desprende de la planta
mantiene sus cualidades o propiedades internas, por lo que los sélidos solubles tienen que
alcanzar un valor minimo para que esta pueda ser consumida y considerarse como fruta de
calidad. Al analizar este indicador tampoco se encontraron diferencias significativas en los frutos
de pifia de cada grupo de plantas evaluadas y los valores se comportaron en correspondencia con
los descritos como Optimos para este cultivar. Este es un caracter muy importante ya que

contribuye al dulzor de la fruta.

Hasta el momento se han evaluado plantas de pifa transformadas durante la aclimatizacion y
crecimiento en campo. Se encontraron algunas variaciones en los indicadores bioquimicos y
agrondmicos, sin embargo estas no son lo suficientemente relevantes para limitar la transgénesis
como una importante herramienta en el mejoramiento genético en el cultivo de la pifia. Tales
estudios se completaran mediante la evaluacion y caracterizacion de las plantas transformadas y

no transformadas en la segunda y tercera generaciones vegetativas.
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5 CONCLUSIONES

1. Se establecid una metodologia para la transformacion genética de callos con estructuras
embriogénicas de pifia mediante A. tumefaciens. Se demostro la factibilidad del uso de los
Biorreactores de Inmersion Temporal como una herramienta para la selecciéon de lineas
transgénicas de pifa resistentes a fosfinotricina. El agente de seleccion fue efectivo a
concentraciones menores en comparacion con los frascos convencionales de

micropropagacion.

2. Se seleccionaron en condiciones de aclimatizacion las lineas 90, 40, 44, 46 y 27 con niveles
de tolerancia al herbicida FINALE®; mientras las lineas 90, 79, 41, 1 y 20 mostraron proteccién
frente al ataque del patdgeno Phytophthora nicotiana var. parasitica. La linea 90 mostré

niveles altos de tolerancia al herbicida y resistencia al oomicetes.

3. Las plantas transformadas (linea 90) y las no transformadas fueron estadisticamente similares
en cuanto a la masa fresca, altura y supervivencia asi como, en la actividad peroxidasa
durante los 30 primeros dias de la aclimatizacion. Sin embargo, cambios significativos
causados por la transgénesis, se detectaron en los niveles de malondialdehido, otros

aldehidos, clorofilas, fenoles y proteinas.

4. En la fase de aclimatizacion, las plantas transformadas (linea 90) y no transformadas
respondieron de forma diferente a la aplicacién del herbicida FINALE®. A los 15 d posteriores a
la aplicacion, ambos grupos tenian respuestas desiguales en cuanto a la supervivencia, los
niveles de malondialdehido, otros aldehidos, clorofilas, fenoles y proteinas. Solamente eran
similares en cuanto a la actividad peroxidasa que habia aumentado, tanto en el material

transgénico como no transgénico, como respuesta al herbicida.

5. El estudio en campo de la primera generacion vegetativa de la linea transgénica 90, mostré su
capacidad para supervivir a la aplicacién del herbicida FINALE®. Las proteinas mayoritarias del
proteoma no variaron y se mantuvo con 50 cromosomas. Se observaron diferencias
estadisticas con respecto al testigo micropropagado no transformado y al testigo
macropropagado en cuanto a niveles de fenoles, clorofilas, proteinas; actividad fenilalanina
amonio liasa, superéxido dismutasa, glutamina sintetasa; masa del fruto sin corona; altura de
la corona; y altura y diametro de la planta. Sin embargo, tales variaciones inesperadas no
justifican el rechazo de la transgénesis como una herramienta importante para el mejoramiento

genético de la pifa.
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6 RECOMENDACIONES

1. Aplicar el método de transformacién desarrollado en esta investigacién doctoral para introducir

otros transgenes en el genoma de Cayena lisa Serrana.

2. Profundizar en el estudio de las restantes lineas transgénicas promisorias en cuanto a la

tolerancia al FINALE® y la resistencia a Phytophthora nicotianae var. parasitica.

3. Continuar la evaluacion de la linea transgénica 90 en la segunda y la tercera generaciones

vegetativas, asi como, realizar determinaciones de riesgos.
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