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Mejoramiento Genetico'l

* El hombre ha seleccionado
y modificado a las plantas.

e Mas de 10,000 anos.

* Fomento del avance de la
Ciencia y Tecnologia.
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Mejoramiento Genético 2

Ny

Seleccion artificial Ingenieria Genética

“Cross the best with the Reduce costos e
best and hope for the best” incrementa rendimientos
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Diversidad Genetica

GENOTIPO

Variabilidad genética

FENOTIPO

Pluralidad de caracteristicas

AMBIENTE
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Diversidad Genética

Entre los factores que favorecen la diversidad genética y la
interaccion de estos genotipos con el ambiente, son las
mutaciones.

 Mutaciones naturales o espontaneas, son las que se
producen en condiciones normales del desarrollo y del
ambiente. Evolucion.

* Mutaciones inducidas, son las provocadas por un
agente exdgeno (fisicos, quimicos y bioldgicos).
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Mutacion
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Mutaciones Inducidas

La mutagénesis inducida se utiliza desde
mediados del siglo XX.

» Sustancias quimicas o radiaciones.
* Cambios al AZAR.

* Diversas mejoras.

e Aprox. 3088 nuevas variedades

Vegetales; 70% a’rea de CUItiVO. W. Murcott mandarin (left) and Tango (right).
Photo credit: T. Williams, UC Riverside.

Cambios semejantes a los que ocurren
naturalmente de manera espontanea.

No son considerados
Organismos Genéticamente Modificados (OGMs)
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Nuevas Tecnicas de

Mejoramiento Genético

Mutaciones
* Nucleasas Sitio Dirigidas (SDN)
 Mutagénesis Dirigida por Oligonucleétidos (ODM)

Producen alteraciones
en la secuencia de
nucledtidos de un gen.

 Pérdidas el Gigsiog Nucleotide
* |nserciones ’
* Sustituciones

Muut@on
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ODM -Principio

En una proteina, pequenos cambios especificos en la
secuencia de aminoacidos dentro de un sitio critico son,
en muchos casos, responsables de las diferencias en el
desempeno de la proteina y del fenotipo del organismo.

GCGATTACAGGCCAGGT@GTAGGATGATTCGGACC WT
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ODM - Definicion

Es la introduccion a la célula de oligonucledtidos
homologos a un ADN blanco y que inducen, en
nucledtidos sitio-especificos, sustituciones, inserciones
o deleciones a través de los Mecanismos de Reparacion.

S'ggﬂaagctgtaatgctcta—
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ODM - Usos

Es una técnica empleada para corregir o introducir cambios
especificos en sitios definidos del genoma.
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ODM — Cambios

inducidos

=k ipli T ipti
DNA str:rrl‘i(i:trep o Iﬁtron /Exon slrca)]: ss?tg‘: &
Piolet |, Tanscrpton 1. Cambiar la secuencia de

Potenual / —r— aminoacidos de las

;elg:‘l::‘c:;y i Splicing Initial transcription product proteinas.
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splicing _~~containing only exons gen (S tOp co dons or
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- frameshift mutations).

Initial translation
product

(amino acid chain) ¢ Posttranslational modification 1. MOdIflcar Ia expreSIOn del
gen (por cambios en las
Finished protein .
secuencias promotoras).
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Inhibir la expresion de
genes no deseados.

Aumentar la expresion de
genes benéficos.

Producir cambios en las
proteinas para hacerlas mas
eficientes y efectivas.

fppt.com



ODM - Oligonucleotidos

Los oligonucledtidos son cadenas sencillas (de secuencia
conocida) de ADN/ARN, de aprox. 20-100 nucledtidos
sintetizados quimicamente.

Son disenados con paridad a una secuencia blanco dentro del
genoma de la planta pero con la intencidon de generar desfase
en una o mas bases.

CTCCTGTGGAGAAGTCTGC

LELERLLRTRRLnlLrnl
-+ CGTGGACTGAGGACACCTCTTCAGACGGCAATGAC . ..

ﬁ
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ODM —Tipos de

oligonucleoétidos

1. ADN, cadena sencilla con un solo desfase para la secuencia blanco.

2. Quimeras RNA/DNA o DNA/DNA, con baja eficiencia 'y
reproducibilidad.

3. Oligonucleodtidos que forman triple hélice (TFOs), tienen una
asociacion mas estable con el ADN duplex.

4. ARN, se estan estudiando.

.

>

fppt.com



ODM - Introduccion de

oligonucleodtidos

Mecanismos de introduccion a las plantas:

v Quimicos (mediados por polyethylene glycol)
v EIectroporacién (electropermeabilizacion)
v Lipofeccién (vesiculas de lipidos catidnicos)

v" Biobalistica (disparos de particulas de oro recubiertas del
oligonucledtidos)

N Tranct g o \rol .
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ODM — Biobalistica

ADN cromosdmico

Microp articul as rodeadas de ADN \
<

Células vegetales o~ L g
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"Pistola de genes"
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Produccion de
plantulas transformadas
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ODM - Integracion de

oligos de ADN

VRV XN * Algunas modificaciones
ODM-oligonucleotide 3 . .
7 /" Host genome incrementan la capacidad

\ | I| : ’\’\'- de union y previenen la

degradacion.
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ODM - Integracion de

oligos quimeéricos

Homologous
pairing

C

J Sequential
l repair events
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TRENDS in Plant Science

ARN-rojo
ADN-morado

e Se forma una estructura
de Bucle

* El mismatch se resuelve
por un proceso de
Reparacion del ADN
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ODM — Destino del

oligonucleotido

* Oligos de 20-30 nt son
usados eficientemente.

* Oligos de 80-100 nt
generalmente son toxicos
para las células.

 Después dela
incorporacion del cambio,
el oligo es degradado.

fppt.com



ODM — Mecanismos de

reparacion del ADN

El oligonucledtido NO se integra al genoma de las células de la
planta hasta que se INDUCE el Mecanismo de Reparacion que
cambia la secuencia enddgena por la secuencia deseada.

ROS )
icati UV light X-rays
Alk I):‘-rays t Repincatlon Polycyclic aromatic lonizing radiation
s o e hydrocarbons Anti-tumor agents
Spontaneous reactions

Oxidation (8-0x0G) A-G mismatch
Uracil T-C mismatch Bulky adducts Double strand break
Abasic site Insertion Intrastrand crosslink Interstrand crosslink
Single strand break Deletion
s = Mismatch Nucleotide Double Strand
Base Excision . ot . .
Repair (BER) Repair Excision Repair Break Repair
(MMR) (GG-and TC-NER) J(NHEJ and HR)
fppt.com




N Mismatch
N

Mismatch recognition e Altamente conservado.

e Mecanismo de reparacion
post-replicacion.

 Desfase de basesy
tambien inserciones y
deleciones.

Resynthesis
DNA polymerases Ligation

— O~
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ODM — Nucleotide

excision repair

* Muy versatil.

 Muy complejo.

* Elimina lesiones del
genomay tambien de
genes
transcripcionalmente
muy activos.
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ODM - Aplicaciones

* Microorganismo: Bacterias y
Levaduras.

* Mamiferos: Células animales
y, en un futuro, en |la
ganaderia y terapia génica.

* Plantas: Maiz, arroz,
tabaco, trigo, etc

4

Plantas resistentes a la accion
de un herbicida.
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ODM —Plantas

Esta técnica puede aplicarse a cualquier planta si la secuencia,
incluyendo el efecto de |la modificacion, es CONOCIDA.

En contraste con otros métodos NO se inserta ADN, por lo que
NO hay integracion al azar, NO hay inserciones multiples o
efectos debidos a la insercion en lugares no deseados.

El gene de interés se mantiene en su contexto cromosomal
normal, lo que reduce las oportunidades de alterar su
expresion normal, a menos que esa sea la intencion.

<— b /--\n
i
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ODM —Plantas

* Se ha observado baja frecuencia de mutacion inducida (104).

* A nivel molecular son indistinguibles de las plantas obtenidas
por seleccion natural.

e Es dificil realizar |la seleccion de las mutaciones deseadas.

* Las técnicas de secuenciacion de alto rendimiento son una
opcion para la seleccion.

Wikd mustard plant
(Brassica oleracea)

Brussels
sprouts

Strain Kohlrabi Kale Broccoli Cabbage Cauliflower

Modified Stem Leaves Flower buds Lateral Terminal Flower
trait and stem leaf buds leaf bud buds

fppt.com



No emplea vectores, con lo que se
elimina el riesgo de mutagenesis
asociada.

Dado que actua en genes
especificos, no se alterarian otros.

Podria NO generar otros cambios
en el genoma, como ocurre con
los procesos naturales o
inducidos.

fppt.com



ODM - Limitantes

—

* Diseno del oligonucleétido.

* La secuencia blanco. Influyen en el cambio de la

e Estructura de la cromatina.
>_ .
. Componentes de la secuencia del ADN blanco
maquinaria de reparacion. (1-60%)
* Etc.
mm—

e

/)Iam protoplast
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ODM — Nuevas

caracteristicas

* Maiz, trigo, canola, y platano.

* Tolerancia a un amplio rango de
herbicidas (HT)

 HT empleado para la seleccion.

En general, mutaciones que
AFECTAN A UN GEN ENDOGENO
en especifico.

fppt.com



ODM — Nuevas

caracteristicas

* Posibles nuevas propiedades:
Heat g

A ¥
e Alargar |la vida de anaquel ; (
* Resistencia a plagas o ¥

* Aumentar el rendimiento &

e Alterar el contenido de acidos Drought ==
grasos y aminoacidos.

* Tolerancia el estrés abiotico. Salinity

* Mecanismos de defensa contra
patogenos.

Heavy Metals * =i

cprpen-COM



ODM — Consideraciones

* Los organismos desarrollados, en muchos casos, podrian no
ser distinguibles de aquellos que se obtuvieron por tecnicas
de mutacion “tradicional” o de los organismos silvestres.

* La deteccion y trazabilidad son puntos clave en los sistemas
regulatorios de los OGMs, pero..la tecnica de ODM no
requiere de la introduccion de secuencias de ADN de otras
especies al genoma natural.

(Breyer D, 2009)
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ODM — Consideraciones

Muchos expertos de diferentes paises coinciden en que estos
materiales deben etiquetarse como NO-GM (Genéticamente
Modificados).

Esta técnica requiere menos tiempo de implementacion y
analisis, en comparacion con otras, y se espera se
comercialice mas rapido dado que es NO-TRANSGENICA vy
podria evitar restricciones regulatorias.

(Lusser M, 2013)

fppt.com
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Figure 1 Number of scientific publications on new plant breeding
technologies 1991-2009.

(Lusser M, 2012)



ODM - Instituciones

Lideres

Table 1 Ten leading institutions developing new plant breeding technologies ranked
according to absolute number of publications and number of covered techniques

Institution Location Number of publications Techniques?
Wageningen University Wageningen, The Netherlands 21 C,R,G,B,A
University of California, Riverside  Riverside, CA, USA 11 O,RGA
John Innes Centre Norwich, UK 9 C.RGA
J.R. Simplot? Boise, ldaho, USA 9 C
Austrian Academy of Sciences Salzbuirg. Austria 9 R
University of Amsterdam Amsterdam 6 Z,0,C,R
lowa State University Ames, lowa, USA 6 74
Max-Planck Institute Koln, Germany 4 0,R,G
University of Michigan Ann Arbor, Michigan, USA 4 C,Z
Institute of Plant Genetics and Gatersleben, Germany 1 0,6

CroE Plant Research (IPK)

3Each technique is represented by a letter. Z, ZFN; O, ODM; C, cisgenesis/intragenesis; R, RADM; G, grafting; B, reverse
breeding: A, agro-infiltration. PPrivate institution.

(Lusser M, 2012)



ODM - Patentes

Table 3 Ten leading organizations in patents on new plant breeding techniques ranked according to absolute number of patents and
number of covered techniques

Institution Country Entity Number of patents Techniques
Sangamo Biosciences us Private 11 z
Dow Agrosciences us Private 5 zZ
University of Delaware us Public 5 0
Mmpiot us Private 5 C
Cornell Research Foundation us Private 5 G
Keygene The Netherlands Private 4 0
Pioneer Hi Bred Us Private 3 Z,0
Cibus Genetics US Private 3 0
Wageningen University The Netherlands Public 3 c
Plant Bioscience UK Private 2 C,A

Z, ZFN; O, ODM; C, cisgenesisf/intragenesis; G, grafting; A, agro-infiltration.

(Lusser M, 2012)



ODM - ¢iOGMSs?

Segun el Protocolo de Cartagena sobre Seguridad de la
Biotecnologia del Convenio sobre Diversidad Bioldgica (2000) la
Biotecnologia Moderna puede definirse como la aplicacion de:

 Teenicas in vitro de acido nucleico; incluidos~el acido
desorribdmuclelco (ADN) recombinante y la-fAyeccion directa
de acido nucleico~eg células u orgap#tos,

e La fusidn de células paeS alla telda familia taxondmica; que
superan las _Agarreras fisiologicas~naturales de |Ia
reproducei®n o de la recombinacion y que Teson técnicas

HiZadas en la reproduccion y seleccion tradicional.

fppt.com



ODM - ¢iOGMSs?

Organismo Genéticamente Modificado (OGM/OVM): cualquier
organismo vivo que posea una combinacion nueva de material
genético que se haya obtenido mediante la aplicacion de la
biotecnologia moderna.

fppt.com



ODM — Sugerencias

* Los organismos obtenidos por Mutagenesis Dirigida por
Oligonucledtidos (ODM), al no emplear técnicas de la
Biotecnologia Moderna, podrian ser considerados como
NO Geneticamente Modificados.

* Pero se sugiere que, independientemente de la técnica de
mejoramiento genético empleada, las nuevas variedades
de plantas sean evaluados de acuerdo a sus nuevas
caracteristicas y a el producto final que se genere.
(Evaluaciéon/Analisis de Riesgo).

fppt.com



ODM — Sugerencias

 Que para las instituciones publicas de nuestro pais los
permisos de experimentacion sean menos restrictivos.

* Se incentiven y apoyen econdOmicamente los proyectos que
empleen Mutagénesis Dirigida por Oligonucledtidos.

e Se dé prioridad a los productos de consumo nacional y de
los cuales no tenemos autonomia alimentaria.

fppt.com



MUCHAS GRACIAS POR
SU ATENCION

‘.'.\'i
KEEP
CALM

AND

ORDER
MORE
PRIMERS
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Propiedad Intelectual

Derechos del Obtentor

protegidas por

Mejoramiento
Convencional

Pasado

Source: Michael Kock, Syngenta

Patentes

protegidas por

Presente

GM: fuertes diferencias en el
alcance de la proteccion a nivel
regional, nacional y por cultivo
tiempo

Futuro
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