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RESUMEN

La variedad comercial de cafia de azucar RA 87-3 se transformd mediante biobalistica con una construccién
genética que porta el gen epsps de la cepa CP4 de Agrobacterium tumefaciens, y el gen nptll que confieren resistencia a
glifosato y resistencia a kanamicina/geneticina, respectivamente. Las lineas transformadas fueron multiplicadas en
invernadero y se evaluo la resistencia al herbicida utilizando diferentes concentraciones de glifosato (3, 4 y 8 I/ha). Las lineas
resistentes al herbicida (RH) se evaluaron en campo para confirmar la resistencia a glifosato (3 I/ha) y realizar un analisis
preliminar del comportamiento de estas con respecto al cultivar parental. Todas las lineas transformadas mantuvieron la
resistencia al herbicida pero muchas mostraron cambios fenotipicos. Las diez lineas RH que resultaron muy parecidas a la
variedad RA 87-3 se analizaron fenotipica y genéticamente utilizando los nueve descriptores morfolégicos obligatorios
propuestos por la “International Union for the Protection of New Varieties of Plants” (UPOV) y con 339 marcadores
moleculares, respectivamente. Seis lineas de las anteriores presentaron cambios morfoldgicos y genéticos menores y fueron
seleccionadas para ensayos en campo durante dos ciclos vegetativos (cafia planta y soca 1), en dos areas de produccion de
Argentina. Las seis lineas RH presentaron caracteristicas agronémicas, industriales y de composiciéon quimica indistinguibles
respecto del cultivar parental. La herencia estable del gen CP4 epsps fue confirmada mediante ensayos de RT-qPCR y
Southern blot en diferentes generaciones clonales (cafia planta y soca 1). Los estudios confirmaron la utilidad de la
transformacion genética como una herramienta complementaria a la mejora clasica, y destaca la ventaja del uso de los
descriptores de UPOV junto con los marcadores moleculares para una seleccion temprana de eventos transgénicos que
tengan un alto parecido con el genotipo parental. Tomando en cuenta los resultados, una de las seis lineas estudiadas se
selecciond para una posible liberacion comercial, la cual debe ser sometida a evaluacion por parte de los entes regulatorios
(CONABIA, SENASA y DNMA).
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ABSTRACT
Development of the transgenic sugarcane event TUC 87-3RG resistant to glyphosate

The commercial variety of sugarcane RA 87-3 was transformed by biobalistic with a genetic construct that carries
the epsps gene of the CP4 strain of Agrobacterium tumefaciens, and with the nptll gene that confer resistance to glyphosate
and resistance to kanamycin / geneticin, respectively. Transformed lines were multiplied in greenhouse and resistance to the
herbicide was evaluated using different concentrations of glyphosate (3, 4 and 8 | / ha). Resistant lines to the herbicide (RH)
were evaluated in the field to confirm resistance to glyphosate and to carry out a preliminary analysis of their behavior with
respect to the parental cultivar. All transformed lines maintained resistance to the herbicide but many showed phenotypic
changes. Ten RH lines that were very similar to the RA 87-3 variety were analyzed phenotypically and genetically using the
9 compulsory morphological markers proposed by The International Union for the Protection of New Varieties of Plants
(UPOV) and with 339 molecular markers, respectively. Six lines of the previous ones presented minor morphological and
genetic changes and were selected for field trials during two vegetative cycles (cane plant and ratoon 1), in two production
areas of Argentina. The six RH lines presented agronomic, industrial and chemical composition characteristics indistinguis-
hable from the parental cultivar. The stable inheritance of the CP4 epsps gene was confirmed by RT-gPCR and Southern blot
assays in different clonal generations (growth cycles). Our studies confirmed the usefulness of genetic transformation as a
complementary tool to classical improvement and highlight the advantage of the use of UPOV descriptors together with mole-

Fecha de ingreso: 19/09/18 - Fecha de egreso: 26/10/18

*Los autores contribuyen de manera equivalente al presente trabajo. Instituto de Tecnologia Agroindustrial del Noroeste
Argentino (ITANOA).

**ITANOA, Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas (CONICET).

***Estacion Experimental Agroindustrial Obispo Colombres (EEAOC). noguera@eeaoc.org.ar

|1



Revista Industrial y Agricola de Tucuman (2018) Tomo 95 (2): xx-xx

cular markers for an early selection of transgenic events that have a high similarity with the parental genotype. Taking into
account the results, one of the six lines evaluated was proposed for a possible commercial release, under the requirements

of regulatory affairs offices (CONABIA, SENASA and DNMA).

Key words: Saccharum spp., glyphosate, CP4 epsps gene, herbicide resistance.

INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

La cafia de azucar (Saccharum spp.) es el principal
cultivo productor de azucar y representa mas del 70% la
produccién mundial (Dillon et al., 2007). Adicionalmente,
hay un interés creciente en la expansién y el mejoramiento
de este cultivo debido a que es una importante fuente de
biomasa para la produccion de energia, ademas de ser
una materia prima promisoria para la obtencién de
polimeros y quimicos con valor agregado. Debido a la
extrema complejidad del genoma de la cafia de azucar
(Grivet et al., 2001) y a que el mejoramiento clasico es
lento y laborioso, en muchos casos, los caracteres de
interés agronémico e industrial no se encuentran en el
germoplasma cultivado ni en especies emparentadas,
resultando practicamente imposible la introgresion de
dichos caracteres a través de cruzamientos sexuales.

Consecuentemente, la transformacion genética es
una herramienta valiosa que permite superar estas
limitaciones, y posibilita la introduccion de caracteres de
interés para lograr incrementos de rendimiento y
disminucion de costos tendientes a una producciéon mas
sustentable. Varios genes han sido introducidos por
ingenieria genética en forma exitosa en cafia de azucar,
por ejemplo, el gen bar que confiere resistencia a
glufosinato de amonio (Enriquez-Obregén et al., 1998;
Gallo Mehager and Irvine 1996; Falco et al. 2000;
Leibbrandt and Snyman 2001); el gen cry1A que otorga
resistencia a insectos (Rapulana and Bouwer, 2013) y el
gen de la isomaltulosa sintasa para la producciéon del
disacarido isomaltulosa (Basnayake et al., 2012). Sin
embargo, hasta el presente solo se han informado dos
eventos transgénicos de cafia de azucar aprobados para
su comercializacion, una variedad tolerante a la sequia en
Indonesia en 2013 (James, 2013) y un evento resistente a
insectos liberado al cultivo comercial en Brasil en el 2017
(Mano, 2017).

Para llevar a cabo el proceso de desregulacion
comercial de un cultivo transgénico en Argentina, los
ensayos en campo son esenciales para evaluar
adecuadamente el impacto potencial de este en los
ambientes agricolas y en la seguridad alimentaria. Se
requieren también estudios moleculares y bioquimicos
para verificar la expresion estable de los genes
introducidos en la planta, ademas de evaluar la
composicion quimica y las caracteristicas agrondmicas.
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Estos dos ultimos aspectos son especialmente importantes
en cultivos como la cafia de azucar, donde se conoce que
la transformacion genética y los procesos de regeneracion
in vitro pueden provocar importantes cambios epigenéticos
y genéticos, lo que genera una descendencia muy
heterogénea con cambios fenotipicos notables (Gallo-
Meagher and Irvine, 1996; Arencibia et al., 1999; Arencibia
et al., 2000; Sala et al., 1999; Gilbert et al, 2009). Por lo
tanto, para una posible liberacién comercial es de suma
importancia obtener lineas transformadas con herencia
estable para el caracter(es) introducido(s), con un
rendimiento agronémico e industrial comparable al cultivar
elite parental.

El desarrollo de cultivos resistentes al glifosato
sigue siendo una de las aplicaciones comerciales mas
importantes de la ingenieria genética vegetal (Green,
2009b) y hasta el momento hay siete cultivos resistentes
al glifosato liberados comercialmente en el mundo,
incluidos alfalfa, colza, col, algodén, maiz, soja y
remolacha azucarera (Green, 2009a). En 2017 se
plantaron cultivos modificados genéticamente (GM) en
mas de 189,8 millones de hectareas en el mundo, y los
cultivos GM resistentes a herbicidas (RH) representaron el
47% del area total de cultivos GM. El mismo afio se
plantaron en Argentina aproximadamente 23 millones de
hectareas con cultivos transgénicos RH, de los cuales el
77% corresponde a la produccion de soja (ISAAA 2017).

Mediante estudios realizados en cafia de azUcar se
han estimado pérdidas de hasta un 70% de rendimiento
debido a las malezas, dependiendo de la gravedad de la
infestacion (Gupta, 1960; lbrahim, 1984). En Argentina,
mas de 300 especies de malezas afectan el cultivo de caia
de azucar y las pérdidas de rendimientos se han estimado
en hasta 50% en algunas areas de produccion (Olea et al.,
2009). Los altos costos inherentes al control de las
malezas y la creciente preocupacion por el medio ambiente
han llevado a la busqueda de alternativas mas baratas y
mas efectivas, como el uso de herbicidas biodegradables
de amplio espectro como el glifosato y el glufosinato de
amonio.

Por otro lado, es importante destacar que para
introducir cualquier material transgénico al cultivo
comercial, es fundamental llevar a cabo un proceso
denominado desregulacién, el cual es un requisito
indispensable en todos los paises donde se
comercializara dicho material transgénico. En nuestro pais
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existe, desde el afio 1991, un sdélido sistema regulatorio de
Organismos Vegetales Genéticamente Modificados
(OVGM), de manera que cada evento debe atravesar un
proceso de evaluacion de bioseguridad para poder llegar
al mercado. Los pasos del sistema regulatorio son: i)
evaluaciéon agroecoldgica, conducida por la Comision
Nacional Asesora en Biotecnologia Agropecuaria
(CONABIA); ii) evaluacion de la inocuidad alimentaria,
realizada por el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASA) vy iii) evaluacion de la
conveniencia comercial de la aprobacion del evento para
su produccion y comercializacion, lo cual esta a cargo de
la Direccion Nacional de Mercados Agroalimentarios
(DNMA).

En el presente trabajo se demuestra que la
transformacion de la cafia de azdcar mediante bombardeo
con  microproyectiles  permite  recuperar lineas
transformadas genéticamente muy similares a la variedad
élite parental. Se obtuvo una linea RH a partir de un
numero relativamente pequefio de eventos de
transformacion, la cual presentdé ademas caracteristicas
fenotipicas, agrondmicas e industriales similares a la
variedad de origen, considerado esto un prerrequisito para
una posible liberaciéon comercial.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y condiciones de cultivo in vitro

Se prepararon callos embriogénicos de la variedad
elite parental RA 87-3 para realizar el bombardeo con
microproyectiles recubiertos con el ADN de interés, como
se describe en Vellicce et al. (2011).

Construccioén genética y transferencia de genes

El plasmido pEA1 contiene los genes sintéticos CP4
epsps y nptll. Ambos genes se fusionaron a promotores
constitutivos fuertes para favorecer la expresion en plantas
monocotiledéneas, el promotor de ubiquitina de maiz para
el gen nptll y el promotor de actina de arroz para el gen
CP4 epsps. El gen CP4 epsps fue fusionado con la
secuencia codificante del péptido de transito de cloroplasto
(cTP4) de Petunia hybrida. La construccion genética
completa fue proporcionada por Biosidus AG SA. Para el
bombardeo de callos embriogénicos se utilizaron
microparticulas de tungsteno (M10, con un diametro
promedio de 0,8 um), sobre las cuales se precipitaron 3,2
pl del plasmido pEA1. El bombardeo se realizé utilizando
un acelerador de microparticulas en condiciones de vacio
con una presion de helio de 1200 psi, desarrollado en el
Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) segun el modelo
descrito por Finer et al. (1992). Las condiciones de
bombardeo fueron optimizadas utilizando el plasmido pFN1
que contiene el gen reportero de B-glucuronidasa (gusA)
(Vellicce et al., 2011).

Condiciones de
micropropagacion

La seleccion de las plantas transformadas se
realizé utilizando un medio de cultivo que contenia 45 mg I
de geneticina segun Bower et al. (1996) con
modificaciones. Los brotes seleccionados se regeneraron
en medio suplementado con 0,7 mg de BAP I sin 2,4-D
con un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad.
Posteriormente, los brotes regenerados se
micropropagaron y enraizaron de acuerdo con un
protocolo previamente optimizado para la variedad de
cafia de azucar RA 87-3 (Noguera et al., 2010) y se
aclimataron bajo condiciones controladas en invernadero
(2500 lux y 80-100% de humedad).

selecciéon, regeneracion y

Ensayos de resistencia a herbicidas en condiciones de
invernadero

Para evaluar la resistencia al glifosato de las lineas
transformadas, las plantas se rociaron con una solucion
de glifosato a distintas concentraciones (3, 4 y 8 I/ha) de
una formulacion comercial (Helm 48% p/v, Helm
Argentina) y las plantas sobrevivientes se evaluaron a
una, dos y cuatro semanas posteriores a la aplicacion del
herbicida.

Deteccion de plantas transgénicas por PCR

A partir de 200 mg de hojas molidas con N,
provenientes de 88 lineas regeneradas resistentes a la
geneticina y de plantas control no transformadas, se
realizé la extraccion de ADN gendmico utilizando el
método descripto por Aljanabi (1999). Con la finalidad de
detectar las lineas genéticamente transformadas, se
amplific6 mediante PCR un fragmento de 561 pb del gen
epsps usando los cebadores EPA-F (5'-
GCTCGATTTCGGCAATGC-3") y EPA-R (5'-
GTTTGATGACTTCGATGTCGG-3'). La reaccion de
amplificacion por PCR se realizé durante 30 ciclos de
acuerdo con las siguientes condiciones: desnaturalizacion
a 95°C durante 30 s, hibridacién a 64°C durante 30 s y
elongacion a 72°C durante 60 s.

Determinacion del contenido de clorofila

Se colectaron muestras a diferentes tiempos (0, 1,
2 y 4 semanas) de las lineas transgénicas en invernadero
(G) y de plantas no transformadas tratadas con 3 I/ha de
glifosato. La extraccion del contenido total de clorofila se
realizé a partir de un disco de hoja de cafia de azucar de
aproximadamente 15 mg con 500 pl de solucion de
acetona al 80%. Las muestras se incubaron durante una
hora a 4°C y luego se diluyeron 10 veces para la
cuantificacion espectrofotométrica. El contenido total de
clorofila (a y b) se midié con un espectrofotometro UV-
Visible Agilent 8453 (EE.UU.), siguiendo el método
descrito por Lichtenthaler (1987).
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PCR cuantitativa en tiempo real

Para la extraccion del ARN total se colectaron hojas
jévenes de las lineas transgénicas 28 y 37 (RH) y de la
variedad parental no transformada RA 87-3, provenientes
de cuatro ciclos consecutivos de crecimiento (invernadero
(G); cafa planta, P; soca uno, R1 y soca dos, R2). EI ARN
total se aisl6 de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (SV Total RNA Isolation Kit, Promega, EE.UU.).
La sintesis del ADNc se realiz6 con la transcriptasa reversa
SuperScriptll (Invitrogen) a partir de 1 ug de ARN total
tratado con DNasa y oligo-dT15 como cebadores. El ADNc
sintetizado se usd para realizar la PCR cuantitativa en
tiempo real (RT-qPCR). Las reacciones realizaron en
presencia del colorante SYBR green (Biodynamics,
Argentina) y se monitorearon con el sistema de PCR en
tiempo real Mini Opticon (BioRad, EE.UU.). En el estudio

se usaron los siguientes cebadores: EPS4-F (5'-
CGCGCATCACCGGCCTTCTGG-3') y EPS4-R (5'-
CCGCCATTGCCGACGCCATC-3). Como gen de

referencia se usd un fragmento de actina de cafa de
azucar y se amplific6 usando el cebador directo ACT2-F
(5'-AATGGTCAAGGCTGGTTTTG-3") y el cebador inverso
ACT2-R (5'-CCTCTCTTGGACTGTGCCTC-3'). Todos los
amplicones tienen un tamafio de aproximadamente 125 pb.
La mezcla de reaccion contenia 1x SYBR Green PCR
MasterMix (Mezcla Real®, Biodynamics, Argentina); 0,4
UM de los cebadores directo y reverso y 1 ul de ADNc
(dilucion 1: 5) en un volumen total de 15 pl. La
amplificacion por PCR se realizé durante 39 ciclos de
acuerdo con las siguientes condiciones: desnaturalizacion
a 95°C durante 15 s, hibridacion a 60°C durante 30 s y
extension a 68°C durante 40 s. Las hojas provenientes de
plantas no transgénicas de RA 87-3 sirvieron como
muestra de referencia, y los resultados se normalizaron
frente a la amplificacion del gen de actina. La expresion
relativa de los transcriptos se calculé utilizando los valores
de ciclo umbral (Ct) obtenidos de cada muestra de la
siguiente manera: expresion relativa = 2-AA, siendo ACt =
muestra Ct - actina Cty AACt = muestra ACt - A Muestra de
Ct ref (Livak and Schmittgen, 2001). Los valores promedio
se calcularon a partir de muestras ensayadas por
triplicado.

Resistencia al glifosato y caracteristicas de
crecimiento fenotipico en el campo

Se pulverizaron plantas de cafia de azucar (P) de
tres meses de edad con una solucién 3 I/ha de glifosato de
una formulacion comercial (Helm 48% p/v, Helm Argentina)
y se evaluaron los resultados 15 y 30 dias después de la
aplicacion del herbicida. Diez plantas de cafa de azucar
(10 meses de edad) de cada una de las lineas transgénicas
(6, 15, 18, 22, 23, 27, 28, 29, 36 y 37) fueron evaluadas en
cuanto a sus caracteres cualitativos y cuantitativos
siguiendo las pautas propuestas por la UPOV (2005) para
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la diferenciacién de variedades de Saccharum L. En la
evaluacion fenotipica se utilizaron los nueve caracteres
obligatorios exigidos por la UPQOV para identificar las
variedades de cafa de azucar.

Caracterizacion genotipica mediante marcadores
moleculares

El ADN total se extrajo por el método de CTAB
descripto anteriormente (Aljanabi, 1999) a partir de tejido
molido con N, de las siguientes lineas resistentes al
glifosato: 6, 15, 18, 22, 23, 27, 28, 29, 36 y 37, y de la
variedad parental RA 87-3 micropropagada in vitro y de
manera convencional, como control de genotipo. También
se incluyeron otras tres variedades de caia de azucar de la
coleccion de germoplasma de la EEAOC (LCP 85-384,
TUC 97-7 y TUC 95-24) para validar la utilidad de la técnica
molecular. Para caracterizar los genotipos se utilizaron
nueve combinaciones de cebadores para generar
marcadores moleculares TRAP (de sus siglas en inglés de
“Target Region Amplified Polymorphism”). Los cebadores
sentido (Alwala, 2006) fueron disefiados a partir de cuatro
genes asociados con el metabolismo de la sacarosa, y los
cebadores arbitrarios antisentido se obtuvieron de Li and
Quirds (2001). La mezcla de reaccion para la amplificacion
contenia: 1X tampon Tag ADN polimerasa; 2,5 mM MgCl,,
0,1U Tag ADN polimerasa; 0,16 uM de ambos cebadores
(Invitrogen, Life Technologies); 88 uM de cada dATP, dTTP
y dGTP; 72 uM de dCTP; 1,4 uM de Cy5.5-dCTP (GE
Health care Life Sciences) y 100 ng de ADN. Los
parametros de amplificacion fueron: 1 ciclo a 94°C durante
4 min; 35 ciclos a 94°C durante 45 s, 45°C durante 45 sy
72°C durante 1 min; y 1 ciclo a 72°C durante 7 min. Los
productos de amplificacion se separaron mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes en el equipo Li-cor DNA Analyzer 4300.
Los geles se analizaron usando el software SagaMX
AFLP® (LI-COR), considerando todas las bandas
amplificadas y evaluadas de manera dominante.

Los datos de marcadores moleculares y también los
de caracteres morfolégicos se transformaron en matrices
binarias de 0 o 1. La similitud se calculdé a partir de las
matrices de datos moleculares, morfolégicos o la
combinaciéon de ambas empleando el coeficiente de
Jaccard (Sneath and Sokal, 1973a). Los analisis de
conglomerados se llevaron a cabo utilizando el analisis de
similitud de McQuitty (UPGMA) (Sneath and Sokal, 1973b).
El médulo FIND se utilizé para identificar todos los arboles
que fueron compilados por el modulo CONSEN para
evaluar la solidez de la topologia del arbol. Todos los
célculos se llevaron a cabo utilizando el software InfoStat
(Di Rienzo et al., 2009).

Analisis de Southern blot
Se amplificaron por PCR un fragmento de 428 pb
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del gen epsps y un fragmento de 598 pb del gen nptll a
partir de pEA1. Dichos fragmentos fueron utilizados como
sondas para hibridar con el ADN gendmico extraido de
hojas molidas con N, de plantas resistentes al glifosato y
plantas no transformadas, en dos edades de cultivo (P y
R1). Los ADN genémicos (aproximadamente 20 ug por
muestra) y el plasmido pEA1 (10 ug) fueron digeridos con
las enzimas de restriccion Mfel o Bpu10l, separados por
electroforesis mediante un gel de agarosa al 0,8% y luego
transferidos a una membrana de nylon (Hybond+,
Amersham). Las membranas se hibridaron con los
fragmentos del gen epsps y nptll marcados previamente
con **P-dCTP durante toda la noche a 65°C, utilizando un
kit (Prime-a-Gene, Promega). A continuacion, las
membranas se lavaron tres veces con diferentes
concentraciones de buffer de citrato sédico salino (SSC)
(2X; 1X 'y 0,5 X) suplementados con SDS al 0,1% y fueron
expuestas a una pantalla de fésforo (GE) para ser
escaneadas, luego de 24 h de exposicion, utilizando un
equipo Phosphorimager Storm 845 (GE).

Comparaciéon de caracteres agronémicos y quimicos
entre las seis lineas resistentes al herbicida y su
variedad parental RA 87-3

Seis lineas transgénicas RH (15, 18, 22, 27, 28 y
37) y la variedad parental RA 87-3 no transformada fueron
evaluadas en dos localidades ubicadas en areas de
produccién independientes del noroeste de Argentina
(provincias de Tucuman y Salta). Los ensayos se
implantaron, en cada sitio, segun un disefio de bloques
completos al azar (RCBD) con tres repeticiones, donde
cada unidad experimental estuvo conformada por una
parcela de tres surcos de siete metros de largo. Se
plantaron dos tratamientos de la variedad parental RA 87-3,
uno con cafa semilla proveniente de vitroplantas y otro con
cafia semilla propagada en campo de manera
convencional, ya que informes anteriores han mostrado
que en algunos casos el material vegetal propagado in vitro
muestra diferencias de crecimiento en comparacion con las
plantas propagadas en campo (Arencibia et al., 1999;
Arencibia et al., 2000; Sala et al., 1999). En las edades de
corte de cana planta y soca 1 se evaluaron los siguientes
caracteres agronémicos: rendimiento de cafa por parcela
(kg de cafal/parcela), altura, peso y diametro del tallo.
Estos ultimos se evaluaron a partir de una muestra de diez
tallos tomados al azar del surco central de cada parcela.
Estas mismas muestras se procesaron en laboratorio para
realizar las siguientes determinaciones quimicas:
contenido de proteina, fibra en tallo y contenido de
sacarosa en jugo. Las proteinas totales se determinaron
mediante el método Kjeldahl, siguiendo los procedimientos
AOAC (2009), utilizando un destilador Buchi B-324. La
evaluacion del contenido de fibra detergente acida (FDA) y
fibra detergente neutra (FDN) se realizd utilizando un
analizador de fibora ANKOM 2000, de acuerdo con la

metodologia ANKOM (2006a, 2006b). La determinacion del
contenido de sacarosa se realiz6 mediante cromatografia
liqguida de alta resoluciéon (HPLC), utilizando una bomba y
un inyector automatico Alliance. La columna utilizada fue
Sugar Pak (Waters), utilizando como solucién de EDTA
calcica 0,05 M en fase mévil a un caudal de 0,5 ml/min y
detector de indice de refraccion (Waters). Para cada
variable, los datos se analizaron estadisticamente
mediante ANOVA y prueba de LSD de Fisher (nivel de
significacion 5%).

RESULTADOS Y DISCUSION

Transformacion y seleccion de lineas transgénicas
resistentes al glifosato

Se bombardearon mil setecientos veintiocho (1728)
callos de la variedad comercial de cafia de azucar RA 87-3
con el plasmido pEA1 que contiene el gen sintético CP4
epsps, que confiere resistencia al glifosato, y el gen nptll de
E. coli utilizado para la seleccion de células transformadas
con el antibidtico kanamicina/geneticina. Ochenta y ocho
(88) plantulas fueron seleccionadas como resistentes a la
geneticina, pero solo 43 lineas sobrevivieron el proceso
completo de regeneracion in vitro. De estas plantas, 36
resultaron PCR positivas (eficiencia de transformacion del
2,1%) para el gen CP4 epsps (Figura 1). Esta eficiencia es
ligeramente mas alta que la informada anteriormente en
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Figura 1: Analisis molecular por PCR de las lineas
transgénicas. 1-13 lineas evaluadas luego de la seleccién; c,
plantas no transformadas utilizadas como control negativo; +,
dilucion 1/1000 del plasmido pEA1 utilizado como control
positivo; M, marcador molecular 100bp. La flecha negra indica
un producto de PCR de 561 pb correspondiente a un
fragmento del gen epsps.

[ ey

cafa de azucar (1,6%) por Vickers et al., (2005).

Con el fin de determinar la resistencia frente al
glifosato, todas las plantas transformadas, incluidas las siete
plantas PCR-negativas, se micropropagaron y se evaluaron
en condiciones de invernadero (G). De las 43 lineas, 17
resultaron resistentes al glifosato (3I/ha), mientras que cinco
lineas mostraron resistencia intermedia y 21 lineas no
mostraron resistencia al herbicida a las concentraciones
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probadas. Muchos reportes afirman que Ia
micropropagacion in vitro de la cafia de azlcar puede causar
plantas menos vigorosas y productivas (Gilbert et al., 2009;
Vickers et al., 2005; Basnayake et al., 2012; Hoy et al.,
2003). En un reciente estudio en Australia, se compararon
siete variedades transgénicas cultivadas in vitro con
respecto a la variedad propagada en campo y se observo
que estas eran mas pequefas con tallos mas delgados que
aquellas propagadas convencionalmente en campo. Sin
embargo, ya en el segundo aino de crecimiento, los
rendimientos y los fenotipos fueron indistinguibles entre
ambos tipos de propagacion. La experiencia de nuestro
programa de propagacion in vitro en la EEAOC confirma
esta observacion, ya que el primer afio de plantacién de
plantulas propagadas in vitro puede en algunos casos dar
lugar a tallos mas cortos y delgados; sin embargo, durante la
propagacion subsiguiente en campo, tales diferencias
desaparecen (datos no mostrados). Por la razén antes
mencionada, todas las lineas transgénicas se
micropropagaron bajo un esquema optimizado que minimiza
la variacién somaclonal, y luego se propagaron en campo
durante al menos dos afios, previo a la evaluacion de los
rasgos agronémicos e industriales.

Pruebas de resistencia al glifosato en campo y
evaluacion de caracteristicas fenotipicas de las lineas
transformadas

Las 17 lineas resistentes al glifosato, seleccionadas
en invernadero, fueron plantadas en un ensayo en campo
para confirmar la resistencia al herbicida y evaluar
preliminarmente el crecimiento y el fenotipo de las mismas.
Todas las lineas evaluadas mantuvieron la resistencia al
glifosato observada, pero varias de ellas mostraron una
clara diferencia de crecimiento en comparaciéon con el
genotipo parental, similar a lo observado en el invernadero.
Diez lineas transgénicas, seleccionadas por su parecido
fenotipico con la variedad parental, se analizaron
morfolégicamente utilizando los nueve descriptores
obligatorios propuestos por la UPOV. Cuando se
analizaron dichos descriptores ninguna de las diez lineas
evaluadas mostré una identidad del 100% con la variedad
parental RA 87-3; pero varias de ellas solo difirieron en
caracteristicas fenotipicas menores como la coloraciéon de
los tejidos vegetales (Tabla 1). Cuatro de las lineas RH
evaluadas (6, 23, 29 y 36) presentaron cambios en mas del
50% de los descriptores analizados con respecto a la
variedad parental y, por lo tanto, fueron descartadas. Las

Tabla 1 Caracterizacion de diez lineas transgénicas y de la variedad parental RA 87-3 utilizando los descriptores morfolégicos

de la UPOV.
Adherencia . Color de Color de S T A Color del Anchura a.l
Caracteristicas® de vaina Dla(r’rgletro F%LTa la parte IZ,?:JLZ:‘: la alineacion F:;T;a co!lar dela punto me_dlo
delahoja tallo il expuesta al sol ey yema vaina .de la dela Iong!tud
al sol hoja de la hoja
15 débil delgado cil. 184A 166A ausente ovada 199A estrecho
18 débil delgado cil. 184A 153D ausente ovada 200B estrecho
22 media grueso  cil. 185A 151A ausente ovada 146B estrecho
27 media grueso cil. 71A 151A ausente ovada 146B estrecho
28 media grueso  cil. 184A 183A ausente ovada 200A estrecho
37 débil grueso  cil. 79A 152D ausente ovada 146B estrecho
6 media medio cil. 59A 59A ausente ovada 152A estrecho
29 débil delgado conoidal 199A 187A ausente ovada 146C estrecho
36 media medio cil. 598 54B ausente ovada 144B estrecho
23 media delgado cil. 183A 186B ausente triangular 144A estrecho
RA 87-3* débil grueso  cil. 79C 151A ausente ovada 200A estrecho
RA 87-3 débil grueso cil. 79A 183A ausente ovada 200A estrecho

2Nueve caracteres obligatorios para identificar variedades de cafia de azucar de acuerdo a la UPOV.
Cadigos alfanuméricos estipulados en el sistema de clasificacion de la UPOV (e.g.184A).
Las mediciones fueron llevadas a cabo en cafia planta (P) de 10 meses de edad.

RA 87-3*, propaganda in vitro.
RA 87-3, propaganda convencionalmente.

En negrita, se marcan las coincidencias con respecto a los controles.

cil.: cilindrico.
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seis lineas restantes (15, 18, 22, 27, 28 y 37) que
mostraron identidad en al menos cinco de los nueve
descriptores se seleccionaron para un analisis posterior
como posibles candidatas para una liberacién comercial.
Las dos lineas destacadas en este estudio fueron las
lineas 28 y 37 que presentaron seis y siete coincidencias
en los descriptores de la UPOV respecto a la linea
parental, respectivamente. Se ha demostrado
anteriormente que los descriptores morfolégicos de la
UPQV combinados con marcadores moleculares pueden
utilizarse en cafa de azucar para estimar la diversidad
genética, elegir cruzamientos para identificar lineas
superiores y proteger los derechos de propiedad intelectual
(Perera et al., 2012).

Niveles de expresion del gen CP4 epsps en lineas
transgénicas tratadas con glifosato y su relacion con el
contenido de clorofila

Se utilizé PCR cuantitativa en tiempo real (RT-
gPCR) para medir los niveles de expresion del gen CP4
epsps en las seis lineas resistentes al glifosato (15, 18, 22,
27, 28 y 37) y evaluar una posible relacion con la
resistencia al herbicida. Se encontré que los niveles de
expresion génica relativa aumentaron de 15 a 25 veces en
las seis lineas examinadas, en comparacién con las
plantas control no transformadas. Los niveles de expresién
de CP4 epsps mas elevados se observaron en las lineas
18, 28 y 37 (Figura 2a).

Para cuantificar y visualizar la resistencia al
glifosato, se tomaron muestras de hojas (G) de las seis
lineas transformadas y de plantas control no transformadas
(RA 87-3), luego del tratamiento con glifosato (3 I/ha).

El contenido de clorofila relacionado con la
capacidad de resistencia de las lineas fue similar en todas

las concentraciones de glifosato a las 0, 1, 2 y 4 semanas
después de la aplicacion. Si bien este contenido fue similar
al de las plantas no transformadas no tratadas, se
observaron diferencias sustanciales con respecto a las
plantas no transformadas tratadas con herbicida (Figura
2b-e). Las plantas tratadas no transformadas perdieron la
mayor parte del contenido de clorofila una semana
después del tratamiento, mientras que las lineas
transformadas resistentes retuvieron el contenido de
clorofila de manera similar a las plantas control no tratadas
(datos no mostrados). Las lineas transgénicas con el nivel
de expresion del gen CP4 epsps mas bajo (22) y mas alto
(37) mostraron una resistencia similar, lo que sugiere la
ausencia de una relacion directa entre la resistencia al
herbicida y los niveles de expresién a la concentracion de
glifosato aplicada (datos no mostrados). En este sentido,
los ensayos de Southern blot son necesarios para evaluar
el numero de insertos en las lineas transgénicas y poder
correlacionar con el nivel de expresion del/los transgen/es.
Un alto niumero de insertos podria correlacionarse con una
mayor produccién de proteina, como se informd
anteriormente (Altpeter, 2005), y por lo tanto a una mayor
resistencia al glifosato. Sin embargo, un estudio reciente
en cafia de azucar no mostrd correlaciéon entre los niveles
de expresion génica y el nuimero de inserciones del
transgén (Jackson et al., 2013).

Evaluacion genotipica de lineas transformadas usando
marcadores moleculares

Para establecer si la semejanza morfoldgica entre las
lineas RH y la variedad parental tiene una correlacion a nivel
genético, se usaron nueve marcadores moleculares
independientes de tipo TRAP para caracterizar las diez
lineas transgénicas evaluadas previamente con los
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Figura 2: Cuantificacion de los niveles de expresion del gen epsps por RT-qPCR y evaluacion de la resistencia al glifosato en

las lineas transgénicas.

(a) PCR cuantitativa en tiempo real de lineas transgénicas. El promedio de la variacion (n veces) en los niveles de expresion del gen
epsps en seis lineas transgénicas con respecto a la planta no transformada RA 87-3 fue calculado a partir de muestras por triplicado.

(b-e) Cambios fenotipicos en plantas de la linea transformada (37) a las 0, 1, 2 y 4 semanas, respectivamente, después del tratamiento
con herbicida (3 I/ha de glifosato). Las plantas RA 87-3 no transformadas se usaron como control. Para ambos estudios se usaron

muestras de plantas cultivadas en invernadero (G).
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marcadores morfolégicos. Ademas de las lineas RH, se
incluyeron tres variedades de cafia de azucar, de las cuales
dos presentan un alto grado de similitud (TUC 95-24 y TUC
97-7) y un genotipo mas distante (LCP 85-384) a RA 87-3
(Perera et al., 2012). Se obtuvo un total de 339 bandas no
ambiguas, de las cuales 212 (62%) fueron polimérficas, con
un promedio de 37 bandas por combinacion de cebador
(datos no mostrados).

En el dendrograma obtenido (Figura 3) no se
detectaron diferencias genéticas en cinco (15, 18, 22, 28 y
37) de las seis lineas que muestran un alto parecido
fenotipico con el genotipo parental RA 87-3. La linea
restante (27) presentd dos bandas diferentes de las 277 que
caracterizaron a la variedad (99% de similitud), mientras que
las cuatro lineas transformadas que exhibieron un fenotipo
distinto a la linea parental RA 87-3 presentaron un mayor
grado de polimorfismo (92 - 95% de similitud). Sin embargo,
las diez lineas RH caracterizadas genéticamente mostraron
una mayor similitud con RA 87-3 (> 92%) en comparacién
con el 78% encontrado para variedades genéticamente
cercanas y 68% para la variedad genéticamente distante de
la coleccion de germoplasma de la EEAOC.

Nuestros resultados muestran que el uso de
marcadores moleculares TRAP constituye un primer
enfoque, rapido y reproducible para seleccionar lineas
transgénicas promisorias que se asemejen a su genotipo
parental. Ademas, podria constituir un enfoque mas
adecuado para detectar cambios genéticos con respecto a
otras técnicas de marcadores moleculares como RAPD
(Taylor et al., 1995) y AFLP (Joyce, 2014), previamente
evaluadas en cana de azucar, con las cuales no se

sorprendente considerando la naturaleza de los
marcadores TRAP que estan orientados en loci especificos
y no estan distribuidos en todo el genoma, por lo tanto el
elevado polimorfismo encontrado requiere de estudios
complementarios para su interpretacion.

Dado que los datos de marcadores moleculares se
pueden combinar con los de rasgos morfolégicos para
caracterizar mejor a los genotipos y revelar las relaciones
genéticas y la diversidad genética (Perera et al., 2012), se
construyd un dendrograma combinando ambos tipos de
datos (Figura 4). La caracterizacion morfolégica de las
variedades TUC 95-24, TUC 97-7 y LCP 85-384 se obtuvo
de estudios previos. La topologia del dendrograma fue
similar a la obtenida con marcadores moleculares; las
lineas transgénicas compartieron mas del 89% de similitud
con la linea parental, mientras que las variedades
genéticamente cercanas compartieron el 75% y la variedad
genéticamente distante, el 65% de similitud. Dado que los
rasgos morfolégicos revelaron mayor polimorfismo, su
inclusién permitié diferenciar todas las lineas RH
evaluadas. Al combinar los marcadores morfologicos y
moleculares, las lineas RH 28 y 37 resultaron ser las mas
similares a la variedad parental RA 87-3 (mas del 98% de
similitud) (Figura 4).

El presente trabajo muestra que la combinacién de
marcadores TRAP y marcadores morfoldégicos es un
enfoque adecuado para evaluar, caracterizar y seleccionar
lineas transgénicas con fenotipo y comportamiento
similares al genotipo del receptor. Cabe destacar que esta
es la primera vez que este tipo de caracterizacion integral,
incluidos los rasgos de la UPQV, se realiza para evaluar

pudieron detectar diferencias genéticas entre clones con una variedad de cafia de azucar transformada
variaciones fenotipicas evidentes. Este resultado es algo genéticamente.

23 — 23

36_;'_ 36 ——

29 — 29—

6 6

27 — 18

37 o I

28 2

2 oTH

18
15

RAB7-3
RA87-3*
TUC 97-7 1
TUC 95-24 I
LCP 85384

0,00 0,03 0,06 0,08 0,11 0,14 0,17 0,20 0,22 0,25 0,28 0,31 0,34
Distance (1-S)

28 —
37
RA87-3 ﬂ
RA87-3*

TUC 97-7
TUC 95-24

LCP 85-384

Figura 3: Dendrograma de las lineas transgénicas de RA 87-3
y de cuatro genotipos de cana de azucar en base al analisis
de 339 alelos originados de nueve combinaciones de primer
TRAP utilizando el coeficiente de Jaccard y el método de
agrupacion UPGMA con InfoStat, presentado como distancia
(1-S, S: similitud). Las lineas representaron similitudes de
0.98; 0.92; 0.89; 0.86; 0.75 and 0.65.
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Figura 4: Evaluacion molecular y morfolégica de lineas
transgénicas. El dendrograma de los cuatro genotipos de
cafna de azucar y de las lineas transgénicas se basé en el
analisis de 339 alelos producto de nueve combinaciones de
cebadores TRAP y 60 alelos producidos a partir de los nueve
caracteres morfolégicos obligatorios propuestos por la
UPOV, utilizando el coeficiente de Jaccard y el método de
agrupacion UPGMA con InfoStat, presentado como distancia
(1-S, S: similitud). Las lineas representaron similitudes de
0,97; 0.89; 0.75 y 0.65.
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Numero de copias, estabilidad genética y expresion del
transgén CP4 epsps

Con el fin de estudiar el numero de inserciones del
transgén CP4 epsps en el genoma de la planta, se
realizaron analisis de Southern blot utilizando las enzimas
de restriccion Mfel y Bpu10l, las cuales poseen un sitio
Unico de corte en el plasmido pEA1. Todos los eventos
transformados RH evaluados en dos edades de cultivo,
cafia planta (P) y soca 1 (R1), contienen multiples
inserciones. Se comprobd la presencia de al menos siete
insertos para las cuatro lineas transgénicas destacadas
(15, 18, 28 y 37) cuando se utilizaron sondas para
identificar el gen CP4 epsps (Figura 5a-b) y el gen nptll
(datos no mostrados). Es interesante observar que todas
las lineas transformadas (RH) examinadas contenian
multiples insertos transgénicos, algo que se ha informado
previamente en cafa de azucar cuando se usa ADN
circular para la transformacion (Franks and Birch, 1991).
Como este estudio solo analizé las lineas transformadas
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Figura 5: Caracterizacion molecular de lineas transgénicas.
(a-b) Analisis del numero de copias en lineas transgénicas en
cafna planta (P) por medio de Southern blot utilizando las
enzimas Bpu10l y Mfel, respectivamente, con la sonda epsps.
La variedad RA 87-3 no transformada (NT) se utilizd como
control. (c) Cuantificacion de la estabilidad de la expresion
del gen epsps en tres generaciones de propagacion (P, R1y
R2) mediante RT-qPCR. El promedio de la variaciéon(n veces)
de la expresion del gen epsps en dos lineas transgénicas (28,
37) en comparacion con la planta no transformada RA 87-3 se
calcul6 a partir de muestras por triplicado. P: planta de cana;
R1: soca 1; R2: soca 2

genéticamente que muestran alta resistencia al herbicida
en el analisis de Southern blot, podria haber una
correlacion entre esta y los multiples insertos transgénicos
(Figura 5a-b)

Uno de los aspectos mas importantes al evaluar una
variedad transgénica para una posible liberacion comercial
es garantizar la herencia estable del transgén introducido.
Esto es especialmente importante en un cultivo plurianual
de propagacion vegetativa, como la cafia de azuUcar, en la
cual se debe verificar la expresion estable de(l) los
transgén(es) en varios ciclos de cultivo (P, R1 y R2). Para
esto, las lineas seleccionadas (28 y 37) se propagaron
durante cuatro generaciones (una en invernadero (G) y tres
en campo (P, R1 y R2). Para confirmar la transcripcion
estable del gen CP4 epsps a lo largo de las diferentes
generaciones clonales se realizaron analisis RT-qPCR. El
gen CP4 epsps se transcribié a niveles similares (20-25
veces) en las dos lineas transgénicas durante las tres
edades de cultivo evaluadas (P, R1 y R2) (Figura 5c), los
cuales fueron similares a los observados en plantas
cultivadas en invernadero (Figura 2a). Estos resultados
confirmaron la herencia estable del transgén observada en
ensayos de Southern blot en edades de cafia planta (P)
(Figuras 5a-b) y soca 1 (R1) (datos no mostrados).

Rendimiento agronémico de las seis lineas resistentes
a herbicida

Los resultados obtenidos de los ANOVA realizados
para los caracteres agronémicos mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre la variedad parental y
las lineas transformadas 15, 18 y 22 para algunas de estas
variables en los dos sitios de prueba. Ademas, las dos
lineas destacadas (28 y 37) por presentar una mayor
similitud genética con la variedad parental RA 87-3 (in vitro
y propagaciéon convencional) no evidenciaron diferencias
estadisticamente significativas con esta en ninguno de los
casos y para todas las caracteristicas agronémicas
estudiadas (Tabla 2).

Composicion quimica de las lineas transgénicas
evaluadas

Con respecto a la composicion quimica, las lineas
transgénicas no mostraron en general diferencias
estadisticamente significativas con la variedad receptora
en ninguna de las caracteristicas estudiadas (proteinas,
FDA, FDN y Sacarosa), independientemente de las areas
geograficas y edades de corte evaluadas. Solamente la
linea 18 presentd una diferencia en el contenido total de
proteina en el primer afio de crecimiento (P) en la localidad
de Colonia Santa Rosa (Salta) (Tabla 3).

Los resultados de las pruebas en campo mostraron
solo diferencias menores entre las seis lineas transgénicas
y la variedad parental RA 87-3 cuando se analizaron
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Tabla 2. Caracteres agronomicos de seis lineas transgénicas resistentes a glifosato y de plantas control de la variedad parental
RA 87-3multiplicadas diferencialmente (in vitro y propagadas en campo) evaluadas en las dos principales regiones productoras
de Argentina y en dos campaiias consecutivas de crecimiento: caiia planta (P) y soca 1 (R1).

Tucuman

Altura del tallo

Peso del tallo

Diametro del tallo

Rendimiento por parcela

(cm) t (Ka) T (cm) T (Kg)
R1
15 148.3 a 193.3 bed 0.56 ¢ 0.68 b 2.14d 2.03b 195.7 a 2270a
18 151.7 a 180.0d 0.58 bc 0.69b 2.31 bed 1.93b 162.7 a 236.3 a
22 165.0 a 190.0 cd 0.81a 0.93a 262a 2.36a 196.7 a 235.0a
27 160.0 a 206.7 abc 0.74 ab 1.00 a 251abc 237a 186.7 a 239.7 a
28 156.7 a 210.0 ab 0.68abc 0.95a 2.29 cd 2.36a 167.7 a 231.7 a
37 158.3 a 200.0 abc 0.76 a 0.92 a 2.39 abc 231a 202.3 a 218.7 a
RA87-3* 161.7 a 2133 a 0.76 a 0.94 a 2.54 ab 248 a 185.7 a 247.7 a
RA87-3 161.7 a 216.7 a 0.79 a 1.03 a 241abc 242a 178.0 a 2433 a

Salta

Altura del tallo

Peso del tallo

Diametro del tallo

Rendimiento por parcela

Lineas (cm) t (Kg) T (cm) t (Kg)
R1
15 195.0 a 170.0 ¢ 0.59b 0.54 b 197 c 1.77b 196.2 ab 1573 ¢c
18 2233 a 190.0 bc 0.73 ab 0.63 b 2.10 be 219a 248.7 a 183.3 bc
22 220.0a 206.7 ab 0.87 a 0.83 a 241a 241 a 206.7 ab 202.7 ab
27 228.3 a 2233 a 0.88 a 0.89 a 234 a 235a 195.2b 198.7 ab
28 216.7 a 216.7 a 0.78 a 0.94 a 2.26a 239a 206.5 ab 200.3 ab
37 2333 a 220.0 a 0.88 a 0.98 a 2.27 ab 239 a 210.7 ab 219.7 a
RA87-3* 2233 a 216.7 a 0.81a 0.85a 223 ab 2.38a 220.8 ab 217.7 ab
RA87-3 236.7 a 230.0 a 0.86 a 0.87 a 2.28 ab 243 a 232.0 ab 2273 a

RA 87-3* propagada in vitro.

1 Datos obtenidos a partir de una muestra de diez tallos (n = 10) por réplica.

Andlisis estadistico llevado a cabo por ANOVA 'y test LSD de Fisher.

Las medias seguidas por la misma letra dentro de una columna para cada regiéon no son significativamente diferentes (p> 0,05).

diferentes caracteristicas agronémicas y de composicion
quimica (Tablas 2 y 3). Las determinaciones de sacarosa,
proteina, fibra detergente acida y fibra detergente neutra se
encuentran dentro de los rangos de valores informados por
Organization for Economic Co-operation and Development
(OECD, 2011).

Se han informado resultados similares en estudios
en campo en los cuales se demostré que es posible
recuperar completamente el fenotipo parental en eventos
de cafa de azucar transgénica con caracteristicas

10

agronomicas e industriales comparables (Leibbrandt and
Snyman, 2003; Gilbert et al., 2005). Estos reportes, junto
con los resultados encontrados en este estudio, muestran
la utilidad de la ingenieria genética en el mejoramiento de
la cafa de azucar.

Los resultados obtenidos demuestran el potencial
de la transformacion genética como una herramienta
efectiva y complementaria a los enfoques clasicos de
mejora genética para introducir nuevos caracteres en el
complejo genoma de la cafia de azucar. Ademas, las
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Tabla 3. Composicion quimica de seis lineas transgénicas resistentes a glifosato y de plantas control de la variedad parental RA
87-3multiplicadas diferencialmente (in vitro y propagadas en campo) evaluadas en las dos principales regiones productoras en

Argentina (Tucuman y Salta) y en dos campaias consecutivas de crecimiento: cafa planta (P) y soca 1 (R1).

Tucuman
Proteina ADF NDF Sacarosa
Lineas (g/100g) T (g/100g) T (g/100g) T (g/100g) T
P R1 P P
15 214 a 1,46 a 16.41 a 20.04 a 31.69a 3229 a 18.26 a 2112 a
18 2.22a 1,19 a 17.74 a 20.14 a 33.01a 31.78 a 18.22 a 2112 a
22 2.09a 1,61a 18.56 a 21.72a 33.22a 33.19a 18.59 a 20.72 a
27 2.31a 1,38 a 20.18 a 19.89 a 36.30 a 31.83 a 18.48 a 20.52 a
28 230a 1,63 a 18.63 a 21.26 a 35.07 a 32.75a 19.03 a 20.87 a
37 241 a 1,42 a 19.03 a 22.25a 35.33 a 34.37 a 18.80 a 21.67 a
RA87-3* 237a 1,42 a 18.41 a 20.86 a 3492a 32.53a 18.51a 21.09 a
RA87-3 212 a 1,48 a 18.18 a 21.21a 35.08 a 31.61a 18.77 a 21.51a
Salta
Proteina ADF NDF Sacarosa
Lineas (g/100g) T (g/100g) T (g/100g) T (g/100g) T
R1 P R1 P R1
15 1.25 bc 1.96 a 14.54 a 21.57 a 28.04 a 35.81a 19.81a 19.70 a
18 1.09¢ 1.38 a 13.62 a 20.94 a 25.87 a 35.84 a 21.05a 19.14 a
22 1.33b 152 a 16.37 a 20.07 a 2891 a 33.83a 20.21a 20.80 a
27 1.40 ab 1.56 a 15.34 a 21.51a 27.07 a 35.90 a 20.73 a 20.28 a
28 1.36 ab 1.67 a 14.58 a 21.89a 26.07 a 36.25a 20.95a 20.62 a
37 1.26 bc 1.54 a 13.50 a 21.62a 26.83 a 35.68 a 20.89 a 20.25a
RA87-3* 1.55a 1.58 a 15.11a 18.64 a 30.22 a 31.74 a 20.29 a 19.66 a
RA87-3 1.39 ab 1.77 a 15.43 a 19.77 a 27.90 a 34.16 a 20.47 a 20.41 a

RA 87-3* propagada in vitro.

1 Datos obtenidos a partir de una muestra de diez tallos (n = 10) por réplica.

Andlisis estadistico llevado a cabo por ANOVA y test LSD de Fisher.

Las medias seguidas por la misma letra dentro de una columna para cada regién no son significativamente diferentes (p> 0.05).

evaluaciones fenotipicas, morfoldgicas, genéticas,
agronomicas y quimicas permitieron la selecciéon de dos
lineas RH (28 y 37) casi idénticas a la variedad parental, lo
cual fue evidenciado por los analisis de Southern blot que
mostraron que estas se originaron a partir de un mismo
evento de transformacién (Fig. 5a-b). El hecho de que
estas dos lineas fueron seleccionadas en forma
independiente garantiza la reproducibilidad y confiabilidad
de nuestros estudios.

En sintesis, a partir de los resultados obtenidos en

los ensayos descriptos anteriormente se reunieron las
evidencias cientificas que permitieron seleccionar el evento
transgénico candidato para llevar a cabo la desregulacion
comercial, conforme a las normativas vigentes en el pais.
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