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DESCRIPCION
Transformacion y regeneracion de plantas Allium
Campo de la invencion
La invencion se refiere a un método de transformacion de plantas de la familia Allium y a las plantas transformadas.
Antecedentes de la invencién

Existen pocos protocolos publicados para la transformacion y regeneracion de especies de Allium. Las especies de
cosecha de Allium son probablemente las especias vegetales mas importantes econémicamente para las cuales la
tecnologia de transformacién es todavia dificil. Para otras cosechas de hortalizas importantes, se han producido
sistemas de transformacion eficientes.

Inicialmente, se creia que muchas monocotiledéneas no eran susceptibles de transformacién mediada por Agrobac-
terium. El desarrollo de técnicas de transferencia directa de genes condujo pronto a que el bombardeo fuese el mé-
todo preferido de transformacion de monocotiledéneas. Sin embargo, la transferencia directa de genes no carece de
problemas. A menudo, se han observado frecuencias de transformacion bajas y una frecuencia elevada de patrones
de integracion anormales en plantas transgénicas. Recientemente, la transformacion de monocotiledéneas mediada
por Agrobacterium ha ganado favor y muchas especies de monocotiledéneas (con inclusion de arroz, trigo, cebada,
maiz y cafia de azucar) han sido transformadas ya utilizando este método. Un componente fundamental en el éxito
de estos sistemas ha sido el uso de tipos de tejido predominantemente embriogénicos, y protocolos de seleccion
precisos posteriores a la transformacion.

Recientemente, Haseloff (1997) ha modificado el gen gfp para mejorar su uso como gen marcador transgénico en
sistemas de plantas viables. La proteina verde fluorescente (GFP) hace posible que los investigadores sigan con
precision el destino de cualesquiera células que expresen este gen y optimicen asi la supervivencia de las células
posterior a la transformacion. Un sistema de este tipo ha sido Gtil en el desarrollo del protocolo de transformacion de
Allium consignado en esta memoria.

Como monocotiledéneas, las especies de Allium estaban predispuestas a ser reacias a la transformacion. Las cebo-
llas (Allium cepa L) son una cosecha con exigencias ambientales diversas. Por esta razon, han sido relativamente
poco estudiadas con respecto a la aplicacion de biotecnologia. Existe s6lo un pequefio numero de informes de su-
ministro de DNA a plantas Allium (Klein 1987; Dommisse et al. 1990; Eady et al. 1996; Barandiaran et al. 1998). Tres
investigadores utilizaron transferencia directa de genes, mientras que Dommisse et al (1990) demostraron que pue-
de ser posible la transformacién mediada por Agrobacterium. Algunos informes de protocolos de regeneracion para
Alliums que son apropiados para estudios de transformacion han sido publicados (Hong y Deberg 1995; Xue et al.
1997; Eady et al. 1998; Saker 1998). Existe sdlo un informe acerca del desarrollo de agentes selectivos potenciales
para el uso en transformacion de Allium (Eady y Lister 1998a).

Mas recientemente, US 7.112.720 describe un método de transformacion de plantas de cebolla utilizando transfor-
macion mediada por Agrobacterium y empleando embriones inmaduros como la fuente de explante. Desde enton-
ces, se han publicado varios informes adicionales de transformacion de cebolla (Zheng et al. 2001b; Bastar et al.
2003; Aswath et al. 2006), puerro (Eady et al. 2005) y ajo (Kondo et al. 2000; Eady et al. 2005). Sin embargo, todos
estos informes son ineficientes y estan basados en el uso de embriones inmaduros (v.g. todas las transformaciones
previas de Eady et al) o el uso de tejido floral (Bastar et al. 2003) o callo derivado de tejido radicular de plantas jove-
nes (Aswath et al. 2006) o callo de embriones cigéticos maduros (Zheng et al. 2001), o callo derivado de primordios
de brotes meristematicos (Kondo et al. 2000). Ninguno de los protocolos desarrollados hasta ahora ha utilizado re-
generacion directa de tejido de hojas inmaduras como se resefia en esta invencion.

Hasta la fecha, no ha sido utilizado o considerado viable tejido de hoja como fuente viable de tejido para transforma-
cion de Allium. El tejido de hoja no ha sido investigado o considerado como un material de partida util debido a difi-
cultades en la obtencidon de una transformacion satisfactoria del tejido de hoja. Adicionalmente, las células de las
hojas de monocotiledéneas son notoriamente reacias a la regeneracion, al contrario que el tejido de hoja de dicotile-
doéneas que se regenera a menudo muy facilmente. No existe informe alguno acerca de la regeneracion eficaz dire-
cta de tejido de hoja de Allium aislado y sdlo la regeneracion con baja frecuencia de escamas gemelas, en las cuales
un pequeiio numero de células en el lado abaxial de la hoja superior de la escama gemela se regenera (revisado por
Eady 1995, actualizado en Eady y Hunger 2008). Ha aparecido recientemente un informe acerca de la regeneracion
de hojas de ajo por embriogénesis de callo y somatica (Fereol et al. 2002). La identificacion en este trabajo de tipos
de células de hojas inmaduras 'plasticas' procedentes de la base de la hoja de especies de Allium y su uso para
transformacion y regeneracion es un descubrimiento inesperado y nuevo que puede mejorar notablemente la aplica-
cion de biotecnologia a las especies de Allium de cosecha.

Objeto de la invencion

Es un objeto de la invencion proporcionar un método de transformacion de plantas Allium o proporcionar al menos al
publico una eleccién util.
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Sumario de la invencién

La invencién proporciona un método de transformacion de plantas del género Allium que comprende inocular un
tejido de hoja de una especie de Allium con una cepa de Agrobacterium tumefaciens que contiene un vector o plas-
mido adecuado y regenerar luego selectivamente las células de Allium que han integrado la secuencia de DNA.

Especificamente, la presente invenciéon proporciona un método de transformacién de células de una especie de
planta Allium con un polinucleétido de interés que comprende los pasos de:

(i) aislar una seccién de hoja de la planta Allium a transformar;

(i) co-cultivar la seccion de hoja con Agrobacterium que contiene uno o mas vectores adecuados que com-
prenden el polinucleétido de interés durante un periodo de tiempo suficiente para conseguir la transferencia de la
secuencia de polinucledtidos de interés a una o mas células de las hojas de la planta; y

(iii) transferir la seccidon de hoja a un medio de seleccién que permite la selecciéon de células de la planta
Allium transformadas.

Las piezas de hoja se transforman preferiblemente con un vector binario. Mas preferiblemente, las piezas de hoja de
una especie de Allium se inoculan antes de su diferenciacion en cultivos de tejido. Sin embargo, los trozos de hoja
de una especie de Allium pueden inocularse inmediatamente después de su aislamiento. Preferiblemente se utilizan
piezas de hojas inmaduras. Adicionalmente, el medio de seleccion incluye un agente para destruir selectivamente el
Agrobacterium.

El método de acuerdo con la presente invencion es adecuado para uso con cualquier planta Allium. Mas especifica-
mente la planta Allium es una cualquiera de Allium cepa, Allium fistulosum o Allium ampeloprasum, Allium ascaloni-
cum, Allium schoenoprasum o Allium sativum.

Las células de Allium transformadas pueden citarse también para generar plantas enteras. Por consiguiente, el mé-
todo de la presente invencion puede comprender también el paso de regeneracion de una planta a partir de las célu-
las transformadas.

De acuerdo con otro aspecto, la invenciéon proporciona una planta Allium transformada por el método de acuerdo con
el método de la presente invencién. La planta Allium puede transformarse con un polinucleétido de interés que con-
fiere una ventaja agronémica. Por ejemplo: resistencia a herbicidas, tales como glifosato y/o fosfinotricina; resisten-
cia a enfermedades fungicas, tales como la pudricion blanca de Allium; resistencia a enfermedades viricas, tales
como el Virus del Moteado Amarillo del Lirio o los virus responsables de la enfermedad del mosaico del ajo; resis-
tencia a enfermedades bacterianas; resistencia a plagas de insectos tales como la cresa de la cebolla y/o los tripi-
dos.

Alternativamente, la planta Allium puede transformarse con un polinucleétido de interés que confiere una modifica-
cion del camino del espigado y la floracion. Por ejemplo, el nivel, el reconocimiento o la actividad del agente hormo-
nal de la floracion. Alternativamente, la planta Allium puede transformarse con un polinucleétido de interés que
confiere una ventaja de rasgo de calidad. Por ejemplo, la sobreexpresion o silenciacion de genes del camino de la
coloracion o sus reguladores. O bien, el polinucleétido de interés confiere sobreexpresion o silenciacion de los genes
del camino del azufre o sus reguladores, por ejemplo la silenciacion del gen Ifs por el uso de secuencias de RNAi de
Ifs; o la sobreexpresion o silenciacion de genes del camino de los carbohidratos o sus reguladores, por ejemplo el
gen sst1 o secuencias de RNAI de sst1.

Breve descripcion de los dibujos

La invencion se describira a continuacion a modo de ejemplo Unicamente y con referencia a los dibujos siguientes,
en los cuales:

La Figura 1 es un analisis PCR para el gen gfp en ajo transgénico en el invernadero (Labbook ref. 110967). Muestras:
1(Blanco), 2-10 (0629 16 C), 11-14 (0629 21 B), 15 (0630 6 A), 16 (0631 5 G), 17 -18 (0631 8 B), 19-41 (0631 11 E), 42-
43 (0631 17. F), 44-45 (0631 18 B), 46 (0631 18 Q), 47-50 (0631 19 A), 51 Ajo No Transgénico, 52 plasmido
pART27H mGFP5-ER. (Los numeros que figuran entre paréntesis se refieren a sucesos separados transgénicos
de ajo).

Condiciones de la PCR: cebadores GFPa y b 0,5 pM, Mg2+ 2 mM, 40 ciclos (94°C, 1 min, 60°C, 1 min, 72°C, 1 min).
Secuencias de los cebadores (GFPa: ACGTCTCGAGCTCTTAAAGCTCATCATG) (GFPb:
ACGTCTCGAGGATCCAAGGAGATATAACA.

La Figura 2 muestra los resultados del sondeo por transferencia Southern para el gen gfp en plantas transgénicas de
Allium sativum transformadas con pART27H-mgfp-ER. En la Figura 2a: pista 1: 0630 6(A); pista 2: 0631 2(C); pista
3: 0631 2(G); pista 4: 0631 5(A); pista 5: 0631 8(A); pista 6: 0631 8(B); pista 7: 0631 8(1); pista 8: 0631 8(M); pista 9:
0631 11(B); pista 10: 0631 11(E); pista 11: 0631 17(B); pista 12: 0631 17(1); pista 13: 0631 17(N); pista 14:
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063118(B); pista 15: control de ajo no transgénico. En la Figura 2b, pista 1: 0631 18(F); pista 2: 0631 18(1); pista 3:
0631 18(K); pista 4: 0631 18(Q); pista 5: 0631 20(A); pista 6: 0631 20(E); pista 7: 0631 20(F); pista 8; 0631 21(B);
pista 9: 0631 22(B); pista 10: 0631 23(A); pista 11: 0631 24(B); pista 12: control de ajo no transgénico.

La Figura 3 es una hoja inmadura interior de cebolla (A. cepa) una semana después del cocultivo que muestra la
expresion de GFP.

La Figura 4 es una hoja inmadura externa de cebolla (A. cepa), 11 dias después del cocultivo, mostrando la expre-
sién de GFP multicelular.

La Figura 5 es un cultivo nodular de cebolla (A. cepa) 13 semanas después del cocultivo, mostrando la expresion de
GFP.

La Figura 6 es un cultivo de regeneracion de cebolla (A. cepa) de un tejido de hoja inmadura transformado, 4 meses
después del cocultivo, mostrando la expresion de GFP.

La Figura 7 es un cultivo nodular formado a partir de hojas inmaduras de cebolla (A. cepa).

La Figura 8 muestra la regeneracion de brotes de hojas inmaduras de cebolla (A. cepa) cultivados en un medio P5
modificado que contenia 4-FPA en medio P5 modificado que contenia 4-FPA, un mes después de la transferencia al
medio de regeneracion SM4.

La Figura 9 es una hoja inmadura de cebolleta (A. fistulosum) que exhibe la expresion de GFP 12 dias después del
cocultivo.

La Figura 10 es una hoja inmadura de cebolleta (A. fistulosum) que exhibe el tejido GFP multicelular 21 dias des-
pués del cocultivo.

La Figura 11 es un cultivo nodular con estructuras embriogénicas que se forman a partir de hojas inmaduras de
cebolleta (A. fistulosum) después de 12 semanas de cultivo en un medio P5 modificado que contiene 4-FPA y BA.

La Figura 12 es un brote de regeneracion procedente de una hoja inmadura de cebolleta (A. fistulosum) cultivado en
un medio P5 modificado que contiene 4-FPA, 4 dias después de la transferencia a medio de regeneracion SM4.

La Figura 13 es una hoja de puerro que exhibe la expresion de GFP 8 dias después del cocultivo.

En la Figura 14, Fig. 14A muestra cultivos embriogénicos nodulares de puerro procedentes de una transformacion
de hojas inmaduras que muestran estructuras embrionarias inmaduras de GFP. Fig. 14B muestra cultivos de brotes
de puerro que se regeneran a partir de cultivos de hojas inmaduras 1 mes después de la transferencia a medio SM4.

La Figura 15 es un tejido de hoja de ajo 10 dias (panel superior izquierdo), 3 semanas (panel superior derecho) y 2
meses (panel inferior izquierdo) después de cocultivo con Agrobacterium que contiene el vector binario pArt27 m-
gfp-ER.

La Figura 16 muestra la regeneracion de plantas de ajo que contienen el gen informador gfp. Fotografia iluminada
superior izquierda del cultivo de brotes. Fotografia superior derecha bajo excitacion con luz azul muestra la fluores-
cencia verde. Abajo, material compuesto de planta de ajo entera bajo excitacion con luz azul que muestra la fluores-
cencia verde indicativa de la integracion y expresion del gen informador gfp.

La Figura 17 muestra la transformacion de ajo con genes de resistencia fungica. La Figura 17a muestra el constructo
de T-DNA transformado en ajo utilizando el sistema de transformacion de hojas inmaduras para conferir expresion
de genes informadores, resistencia a antibiéticos y actividad de oxalato-oxidasa a fin de conferir resistencia a ciertos
patégenos fungicos. La Figura 17b muestra las plantas de ajo transformadas regeneradas, que se han regenerado a
partir de tejido de hoja transformado. La Figura 17c muestra la expresion de GFP en el tejido de planta regenerado.
La Figura 17d muestra el analisis histoquimico de la actividad de oxalato-oxidasa en ajo transgénico. La tincion ne-
gra indica actividad enzimatica (tinte absorbido por el sitio de corte de la hoja; por tanto, no todo el tejido se ha tefii-
do). La Figura 17e muestra el analisis molecular de la integracion del transgén de oxalato-oxidasa en el ajo. Las
pistas 1-7 de la izquierda muestran la region del transgén informador gfp amplificada en 4 lineas de ajos transgéni-
cos. Las pistas 8-15 de la derecha muestran la region del transgén selector de higromicina amplificada en 4 pistas
de ajo transgénico. Pistas 1y 9, control de plasmido positivo. Pistas 2 y 10 DNA genémico de Allium (control negati-
vo). Pistas 3-6 y 11-14, DNA de plantas transgénicas de ajo 0818 1E, 7b, 0819 5a, y 0821 6d respectivamente. Pis-
tas 0, 7, 8, y 15 DNA marcador. Los fragmentos amplificados para el gen gfp son un fragmento de 833 pares de
bases, y uno de 1100 pares de bases para el fragmento del gen de higromicina.

La Figura 18 muestra la transformacion de ajo con genes de resistencia viral. La Figura 18a muestra el constructo de
T-DNA transformado en ajo utilizando el sistema de transformacion de hojas inmaduras para conferir expresion del
gen informador, resistencia a antibidticos y resistencia a los potivirus OYDV y LYSV a fin de conferir tolerancia a la
Enfermedad del Mosaico del Ajo. La Figura 18b muestra plantas transgénicas de ajo procedentes de transformacion
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de hojas inmaduras utilizando el constructo T-DNA en la Figura 18a desarrollado en un invernadero PC2 después de
seleccion sobre el antibiético higromicina. La Figura 18c muestra el anadlisis PCR de 6 lineas (0714 #2B, #2C, #2A,
#3A, #10B y 0713 #21 C) regeneradas a partir de transformacién de hojas inmaduras utilizando el constructo de T-
DNA resefiado en la Figura 18a. El gel superior muestra los productos de amplificacion para un fragmento del gen
gfp de 833 pares de bases, el segundo gel muestra los productos de amplificacion para un fragmento del gen de
higromicina de 1100 pares de bases. El tercer gel muestra los productos de amplificacion para un fragmento de
sentido de 993 pares de bases del constructo de RNAI, y el cuarto gel muestra los productos de amplificacion para
un intrén y fragmento antisentido de 1268 pares de bases del constructo de RNAI. Se recuperaron 3 lineas 0714
#2C, #3A y #10B y se muestra que contienen todos los componentes del constructo de T-DNA.

Definiciones

Antes de describir las realizaciones de la invencion en detalle, sera util proporcionar algunas definiciones de térmi-
nos utilizados en esta memoria.

El término "expresion" incluye la produccion de polinucleétidos y polipéptidos, en particular, la produccién de RNA
(v.g., mRNA) a partir de un gen o porciéon de un gen, e incluye la produccion de una proteina codificada por un RNA
0 gen o porcién de un gen asi como la aparicién de un material detectable asociado con la expresion. Por ejemplo, la
formacién de un complejo, por ejemplo, de una interaccion proteina-proteina, interaccion proteina-nucleoétido, o ana-
loga, se incluye dentro del alcance del término "expresion". Otro ejemplo es la fijacion de un ligando fijador, tal como
una sonda de hibridacién o anticuerpo, a un gen u otro oligonucleétido, una proteina o un fragmento de proteina y la
visualizacion del ligando de fijacion. Asi pues, la intensidad incrementada de un punto en una microrred, o una trans-
ferencia hibridacion tal como una transferencia Northern, o en una inmunotransferencia tal como transferencia Wes-
tern, o en una red de cuentas, o por analisis PCR, se incluye dentro del término "expresion" de la molécula bioldgica
subyacente.

El término "aislado" hace referencia a algo que se ha separado de su ambiente natural.

El término "oligonucleotido” se refiere a un polinucledétido, tipicamente una sonda o cebador que incluye, sin limita-
cion, desoxirribonucleétidos monocatenarios, ribonucleétidos mono- o bicatenarios, hibridos RNA:DNA, y DNAs
bicatenarios. Los oligonucleoétidos, tales como oligonucleétidos sonda de DNA monocatenario, se sintetizan a menu-
do por métodos quimicos, por ejemplo utilizando sintetizadores automaticos de oligonucledtidos que estan disponi-
bles comercialmente o por una diversidad de otros métodos, con inclusién de sistemas de expresion in vitro, técnicas
recombinantes, y expresion en células y organismos.

El término "planta" hace referencia a cualquier planta entera, o cualquier parte de la misma, con inclusion de células,
semillas y cualquier érgano de planta, tal como raices, hojas, tallos y analogos, o cualquier progenie de los mismos.
El mismo incluye también tanto monocotiledéneas como dicotiledéneas, y en particular incluye cualquier plata del
género Allium.

El término "polinuclestido”, cuando se utiliza en singular o plural, hace referencia en general a cualquier polirribonu-
cledtido o polidesoxirribonucleétido, que puede ser RNA o DNA no modificado o RNA o DNA modificado. Esto inclu-
ye, sin limitacion, DNA mono- y bicatenario, DNA con inclusién de regiones mono- y bicatenarias, RNA mono- y
bicatenario, y RNA con inclusion de regiones mono- y bicatenarias, moléculas hibridas que comprenden DNA y RNA
que pueden ser monocatenarias o, mas tipicamente, bicatenarias o incluyen regiones mono- y bicatenarias. Se in-
cluyen también regiones tricatenarias que comprenden RNA o DNA o a la vez RNA y DNA. Se incluyen especifica-
mente mMRNAs, cDNAs, y DNAs gendmicos. El término incluye DNAs y RNAs que contienen una o mas bases
modificadas, tal como bases tritiadas, o bases inusuales, tales como inosina. Los polinucleétidos de la invencién
pueden abarcar secuencias codificantes o no codificantes, o secuencias sentido o antisentido.

"Polipéptido" como se indica en esta memoria, hace referencia a un oligopéptido, péptido, o secuencia de proteina, o
fragmento de la misma, y a moléculas existentes naturalmente, recombinantes, sintéticas o semisintéticas. En los
casos en que se cita en esta memoria el término "polipéptido" para hacer referencia a una secuencia de aminoacidos
0 una molécula de proteina existente naturalmente, no debe entenderse que "polipéptido" y términos analogos limi-
tan la secuencia de aminoacidos a la secuencia completa nativa de aminoacidos para la molécula de longitud total.
Se comprendera que cada referencia a un "polipéptido” o términos analogos en esta memoria incluira la secuencia
de longitud total, asi como cualesquiera fragmentos, derivados o variantes de la misma.

El término "transformacion" hace referencia a la técnica de transferir material polinucleotidico extrafio a una célula. El
polinucleétido se incorpora generalmente en el genoma hospedador dando como resultado herencia genética esta-
ble del polinucledtido extrafio. Se hace referencia a las células u organismos que contienen el polinucleétido extrafio
como "transformadas" o "transgénicas" o "recombinantes".

El término "vector" hace referencia a una molécula de acido nucleico capaz de transportar otro acido nucleico al que
se ha unido, particularmente de una célula a otra. Un tipo de vector es un episoma, es decir, un acido nucleico capaz
de replicacion extra-cromosomica. Otro tipo de vector es un vector es un vector integrador que esta disefiado para
recombinarse con el material genético de una célula hospedadora. Los vectores pueden ser a la vez de replicacion
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auténoma e integradores, y las propiedades de un vector pueden diferir dependiendo del contexto celular (es decir,
un vector puede ser de replicacion auténoma en un tipo de célula hospedadora y puramente integrador en otro tipo
de célula hospedadora). Los vectores capaces de dirigir la expresion de acido nucleicos expresables a los que estan
unidos operativamente se designan en esta memoria como "vectores de expresion".

La practica de la presente invencion empleara, a no ser que se indique otra cosa, técnicas convencionales de biolo-
gia molecular y biologia vegetal (con inclusion de técnicas recombinantes), microbiologia, biologia celular, y bioqui-
mica, que estan dentro de la experiencia en la técnica. Tales técnicas se explican detalladamente en la bibliografia,
tales como Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 edicién, Sambrook et al., 1989; Oligonucleotide Synthesis,
MJ Gait, ed., 1984; Animal Cell Culture, R.I.Freshney, ed., 1987; Methods in Enzymology; Acadernic Press; Inc.;
Handbook of Experimental Immunology, 42 edicién, D.M.Weir & CC. Blackwell, eds., Blackwell Science Inc. 1987;
Gene Transfer Vectors Mammalian Cells, J.M. Miller & M.P. Calos, eds., 1987; Current Protocols in Molecular Biolo-
gy, F.M. Ausubel et al., eds., 1987; y PCR: The Polymerase Chain Reaction, Mullis et al., eds., 1994; Maniatis et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York (1982); Sambrook y
Russell, Molecular Cloning: A Laboratory manual, 32 edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York
(2001); Ausubel et al, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, Nueva York (1992); Methods in
Plant Molecular Biology, Maliga et al, Eds., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York (1995); Arabidopsis,
Meyerowitz et al, Eds., Cold Spring Harbor Laboratory Press; Nueva York (1994); Arabidopsis protocols, J. M Marti-
nez-Zapater y J. Salinas, Eds., Human Press, Totowa, N.J., USA (2001), y las diversas referencias citadas en dichos
lugares.

Descripcion detallada de la invencion

La invencioén proporciona un método de transformacion estable en plantas del género Allium. Mas especificamente,
la invencion proporciona un método de transformacion directa de material de hojas de plantas del género Allium. Las
plantas Allium han sido tipicamente dificiles de transformar y hasta la fecha nadie ha sido capaz de transformar
directamente con éxito material de hojas de plantas Allium. Sorprendentemente, se ha encontrado que el tejido de
las plantas Allium puede ser transformado directamente utilizando transformacién mediada por Agrobacterium, y las
células transformadas pueden utilizarse a su vez para regenerar plantas Allium transformadas.

El primer paso del método de acuerdo con la presente invencion consiste en preparar una seccion de hoja de una
parte de Allium. Podria utilizarse cualquier seccion de material de hoja; sin embargo, preferiblemente el material de
hoja se obtiene de secciones de hojas inmaduras y mas preferiblemente a partir de las hojas internas mas proximas
a la placa basal (aproximadamente un tejido de hoja de 1,5 cm® de la base central) de seccion de hojas inmaduras
obtenido de una planta Allium preferiblemente después de la etapa durmiente del ciclo vital.

Las secciones de hoja se preparan luego para la transformacion. Preferiblemente, esto implica la esterilizacion del
tejido y el corte de la hoja en rodajas delgadas, por ejemplo de espesor menor que 2 mm, o incluso mas preferible-
mente menores que 1 mm de espesor. Esto puede conseguirse utilizando un escalpelo estéril o cualquier dispositivo
de corte apropiado.

La transferencia de una secuencia de polinucleétidos extrafa al genoma de las células de hoja se realiza por trans-
formacién con Agrobacterium. La técnica de transformacion mediada por Agrobacterium es una técnica bien conoci-
da y establecida. El sistema se desarrollé a partir de la forma natural de transformacion de plantas que da como
resultado la enfermedad de agallas de la corona. Resumidamente, en la enfermedad de agallas de la corona, Agro-
bacterium tumefaciens utiliza un plasmido inductor de tumores (Ti) existente naturalmente para transferir una pieza
de DNA replicada del plasmido denominado T-DNA. Los genes en el T-DNA existente naturalmente dan como resul-
tado la formacion de agallas en la planta en el sitio de infeccion. La secuencia de T-DNA codifica también tipicamen-
te proteinas que dan como resultado la producciéon de aminoacidos especificos que son metabolizados por el
Agrobacterium, pero no por la planta.

Este sistema ha sido utilizado para la transformacion de plantas utilizando polinucleétidos de interés. Los plasmidos
Ti han sido modificados especificamente por ingenieria genética para propésitos de transformacion. Por ejemplo, los
plasmidos Ti han sido modificados por ingenieria genética para eliminar los oncogenes de la secuencia de T-DNA
que dan como resultado la formacion de tumores, y éstos han sido reemplazados por casetes de clonacién para la
introduccion del polinucledtido de interés, promotores para impulsar la expresion de polinucledtidos de interés, y
también para incluir marcadores de seleccion. Se afiaden también a menudo genes de replicacion para permitir la
replicacion del plasmido en hospedadores distintos de Agrobacterium. Los genes de virulencia (Vir) requeridos para
la habilitacién de Agrobacterium para que sea capaz de transformar una célula de planta se han separado también
sobre un plasmido separado distinto del plasmido que contiene el polinucleétido de interés, que se conoce comun-
mente como un vector binario.

Existen muchos plasmidos Ti y vectores binarios disponibles para uso en la transformacion mediada por Agrobacte-
rium. Una persona experta en la técnica podria seleccionar un plasmido adecuado e insertar el polinucleétido de
interés y llevar a cabo el proceso de transformacion de acuerdo con metodologias muy conocidas.
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El método de la presente invencién es adecuado para uso en la transformacion de células de plantas Allium con
cualquier polinucledtido de interés. Por ejemplo, pero sin caracter limitante, el polinucledtido de interés podria confe-
rir una ventaja agronémica, v.g. resistencia a herbicidas tales como glifosato y/o fosfinotricina como se ha demostra-
do en la cebolla previamente utilizando un sistema de transformacion basado en embriones inmaduros (Eady et al
2003). La resistencia a enfermedades fungicas tales como la pudricion blanca de Allium, la resistencia a enfermeda-
des viricas tales como el Virus del Moteado Amarillo del Lirio o los virus responsables de la enfermedad del mosaico
del ajo. Resistencia a enfermedades bacterianas. Resistencia a plagas de insectos, como se demuestra en la cebo-
lla utilizando previamente callo de embriones cigéticos maduros (Zheng et al. 2004), tales como la cresa de la cebo-
lla y/o los tripidos. La modificacion del camino del espigado y la floracion por el uso de secuencias de polinucleétidos
que pueden afectar al nivel, el reconocimiento o la actividad del agente hormonal de la floracion.

Alternativamente, un polinucleétido de interés podria conferir una ventaja de rasgos de calidad, v.g. la sobreexpre-
sion o silenciacion de genes del camino de la coloracion o sus reguladores. La sobreexpresion o silenciacion de los
genes del camino del azufre o sus reguladores, por ejemplo la silenciacion del gen Ifs por el uso de las secuencia de
RNAi de Ifs. La sobreexpresiéon o silenciacion de genes del camino de los carbohidratos o sus reguladores, por
ejemplo, la sobreexpresion de la silenciacion del gen sst1 por el uso de secuencias de RNAI de sst1.

El polinucledtido de interés se inserta en un vector adecuado y el Agrobacterium se prepara utilizando métodos bien
conocidos en la técnica. Preferiblemente, esto incluye el uso de acetosiringona en el medio de proliferacion final para
mejorar la actividad del gen vir. El Agrobacterium se inocula luego en las piezas de hoja, lavando y resuspendiendo
preferiblemente las agrobacterias en medios liquidos de plantas que no contienen antibiéticos y acetosiringona (v.g.
Eady et al 2000) a una densidad o6ptica comprendida entre 0,1 y 0,9 a 520 nm y sumergiendo luego las piezas de
hoja en este liquido. Con preferencia, se mezclan aproximadamente 10 a 20 rodajas de material de hoja con ~ 1,5 ml
de agrobacterias en un tubo Eppendorf. La inoculacion se aumenta preferiblemente por una agitacion enérgica breve
del tejido y las agrobacterias seguida por infiltracién a vacio durante 30 minutos. Después de este periodo de inocu-
lacién, se elimina el exceso de agrobacterias y preferiblemente se seca el tejido sobre papel de filtro hasta que se
elimina todo el exceso de liquido.

Después de la inoculacion, las piezas de hoja se co-cultivan utilizando métodos bien conocidos en la técnica con
secciones de hoja preparadas durante un periodo de tiempo suficiente para conseguir la transferencia de la secuen-
cia del polinucledtido de interés a una o mas células de hojas de la planta. Preferiblemente, las piezas de hoja se
ponen sobre medio P5 (Eady et al. 2000) y se co-cultivan durante 3 a 7 dias en oscuridad a 28°C. El método de la
presente invencion es adecuado para uso en cualquier planta del género Allium. Por consiguiente, se apreciara que
el T-DNA, el vector, las agrobacterias, la inoculacion, el co-cultivo y las condiciones del medio requeridos para con-
seguir una transferencia satisfactoria pueden variar debido a factores tales como la planta especifica de Allium utili-
zada, el agente seleccionable utilizado y la cepa especifica de Agrobacterium y combinacion de vectores utilizada.
Por esta razén, puede requerirse alguna optimizacion para conseguir las condiciones optimas, y en particular el
periodo de tiempo requerido para conseguir la transferencia de la secuencia de polinucleétidos, para una transfor-
macion particular. Sin embargo, esto podria ser conseguido facilmente por una persona experta.

Después de la incubaciéon con el Agrobacterium, es necesario seleccionar luego aquellas células que se hayan
transformado con éxito. Esto se realiza tipicamente por inclusiéon de un gen marcador seleccionable que se co-
transforma en la célula con el polinucledtido de interés. El gen marcador seleccionable codifica generalmente una
proteina que confiere resistencia de alguna forma a la célula transformada, por ejemplo la resistencia a un antibiético
o un herbicida. Los marcadores seleccionables comunes pueden incluir, pero sin caracter limitante, antibioticos, v.g.,
kanamicina con resistencia codificada por el gen de resistencia nptll, para seleccién en medios que contienen kana-
micina, o gliomicina con resistencia codificada por el gen de higromicin-fosfotransferasa, para seleccién en medios
que contienen higromicina B; herbicidas, v.g. glifosato con resistencia codificada por, verbigracia, el gen cp4, o fos-
fonotricina con resistencia codificada, por ejemplo, por el gen bar. Muchos marcadores de seleccion se conocen en
la técnica y podria utilizarse cualquier forma de un sistema de seleccién sin desviarse del alcance de la presente
invencion. Una revision general de marcadores de seleccidon potenciales puede encontrarse en Wilmink y Dons
(1993) y mas especificamente para Alliums, en Eady y Hunger 2008.

Las secciones de hoja se incuban luego en presencia del medio de seleccién particular de acuerdo con el marcador
de seleccién utilizado. La duracion total de tiempo requerida para la incubacién con el medio de seleccion puede
variar también, pero debe ser suficiente para obtener una poblacion de células de hojas de Allium transformadas. El
medio de selecciéon puede incluir también un agente, por ejemplo un antibiético tal como timentina, para destruir
cualquier Agrobacterium remanente.

Las células de hojas de Allium transformadas pueden utilizarse luego para generar una planta transformada de
Allium en caso deseado. La regeneracion de plantas enteras a partir de tejido de hoja es conocida. Resumidamente,
las células transformadas se cultivan en un medio de regeneracioén (por ejemplo Eady et al. 2000) que contiene una
citoquinina, preferiblemente cinetina o 4FPA, o zeatina, o combinacién de citoquinina y auxina, que estimula la rege-
neracion de yemas de brotes multiples. Las yemas de brotes se transfieren luego a un medio sin regulador de creci-
miento (v.g. medio MS, con %2 de nivel de azicar) o un medio con baja concentracién de auxina para alargamiento
ulterior del brote y la induccidn y el crecimiento de raices para obtener plantulas. Se apreciara que dependiendo de
la planta Allium particular utilizada, se requerira cierta optimizacion de citoquinina, concentraciones y tiempo necesa-
7
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rio apropiadas a fin de regenerar una planta Allium. Dichos procedimientos de optimizacion son bien conocidos y se
realizan rutinariamente en cualquier experimento de transformacion.

Como se muestra en los ejemplos, la transformacién de cebolla, ajo, cebolleta y puerro se han conseguido con éxito
utilizando el método de la presente invencion. Por esta razén, el método tiene éxito en una gran diversidad de plan-
tas Allium, y por consiguiente tiene aplicaciones en la transformacion de cualquier planta del género Allium, pero en
particular Allium cepa, Allium fistulosum o Allium ampeloprasum, Allium ascalonicum, Allium schoenoprasum y Allium
sativum.

La presente invencion proporciona también una planta Allium transformada de acuerdo con el método de la presente
invencion. En particular, el Allium es Allium cepa, Allium fistulosum o Allium ampeloprasum, Allum ascalonicum,
Allium schoenoprasum'y Allium sativum.

Se apreciara que el método puede utilizarse para producir cualquier planta transformada deseada dependiendo del
polipéptido de interés particular. Por ejemplo, el polinucleétido de interés podria conferir una ventaja agronémica,
v.g., resistencia a herbicidas tales como glifosato y/o fosfinotricina (Eady et al 2003). Resistencia a enfermedades
fungicas tales como la pudriciéon blanca de Allium. Resistencia a enfermedades viricas tales como el Virus del Mo-
teado Amarillo del Lirio o los virus responsables de la enfermedad del mosaico del ajo. Resistencia a enfermedades
bacterianas. Resistencia a plagas de insectos tales como la cresa de la cebolla y/o los tripidos. La modificacion del
camino del espigado y la floracion por el uso de secuencias de polinucleétidos que pueden afectar al nivel, recono-
cimiento o actividad del agente hormonal de la floracién.

Alternativamente, el polinucleétido de interés podria conferir una ventaja de rasgo de calidad, v.g. la sobreexpresion
o silenciacién de genes del camino de la coloraciéon o sus reguladores. La sobreexpresion o silenciacion de genes
del camino del azufre o sus reguladores, por ejemplo la silenciacion del gen Ifs por el uso de sus secuencias de
RNAI (Eady et al, 2008). La sobreexpresion o silenciacion de genes del camino de los carbohidratos o sus regulado-
res, por ejemplo, las secuencias del gen sst1 o RNAI de sst1.

Los ejemplos expuestos a continuaciéon se dan para fines de ilustracion y no deben considerarse en modo alguno
como limitantes del alcance de la invencion.

Ejemplo 1 - Procedimiento de transformacion

. Preparacion de cultivos nocturnos de Agrobacterium. Cada preparacion se realizé por duplicado
para asegurar un cultivo satisfactorio para cocultivo. Para cada plasmido, se obtuvieron dos lotes de
50 ml de LB y se afiadieron a cada uno 500 pl de las partes alicuotas apropiadas de Agrobacterium
(guardadas a -80°C). Se afiadieron después a cada matraz los antibidticos apropiados. Para
PART27H-mgfp5ER (que tiene los genes hptll y myfp5-ER en el T-DNA) se afiadieron a cada matraz
50 pl de Espectinomicina (100 mg/ml de stock) y estreptomicina (100 mg/ml de stock). Estos matraces
se pusieron luego en una maquina de sacudidas a 28°C durante una noche.

. Esterilizacion de los dientes. Se disgregaron bulbos de ajo en dientes individuales y se quito luego
la piel exterior de éstos. De cada diente, se recorto el lado inferior de la placa basal de la que emergen
las raices utilizando una cuchilla de escalpelo para limpiar el tejido. Los dientes se pusieron luego en
frascos de vidrio inclinados y se lavaron brevemente en agua bidestilada. Se desech6 el agua bidesti-
lada y se cubrieron luego los dientes en etanol al 70% y se lavaron durante aproximadamente 30 se-
gundos. Mientras los dientes se lavaban en alcohol, se preparé una solucion de blanqueo al 30%
(blanqueante comercial al 30% con dos gotas entre 20 por 100 ml). La solucion alcohdlica se desechd6
luego y los dientes se lavaron brevemente con algo de solucién de blanqueante al 30%, la cual se
desecho luego. Los dientes se sumergieron finalmente en la solucidon de blanqueo restante. Los fras-
cos inclinados se pusieron luego en una maquina de sacudidas durante 30 minutos a la temperatura
ambiente.

° Preparacion de Agrobacterium. El Agrobacterium se retiré de la maquina de sacudidas a 28°C y se
rellené con LB (1:1) (se afadieron 50 ml de LB al Agrobacterium y se agité enérgicamente antes de
afiadir de nuevo 50 ml de esta solucion diluida al matraz cénico vacio). Se rellenaron también los anti-
biéticos por adiciéon de la mitad de la parte alicuota afadida inicialmente al cultivo nocturno. Para
PART27H-mgfp5ER (que tiene los genes hptll y myfp5-ER en el T-DNA) esto consistié en 25 ul de
Espectinomicina (100 mg/ml de stock) y estreptomicina (100 mg/ml de stock). A continuacion, se afia-
dieron 10 pl de stock de acetosiringona (500 mM en DMSO) para dar una concentracion final de 0,1
mM. Estos matraces se pusieron luego nuevamente en la maquina de sacudidas a 28°C durante al
menos 3 horas.

. Lavado de los dientes. Una vez que los dientes hubieron permanecido en la solucién de blanqueo en
la maquina de sacudidas durante 30 minutos, se desecho esta solucion y se lavaron los dientes 4 ve-
ces con agua esteéril.
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Organizacion del equipo. Se dispensaron 400 pl de medio liquido P5 en tubos Eppendorf estériles.
Se pusieron en funcionamiento campanas de flujo laminar y se esterilizaron. Se obtuvieron microsco-
pios y fuente luminosa, se esterilizaron los instrumentos y se obtuvieron también capsulas Petri estéri-
les. Se retiraron las placas P5 del frigorifico y se abrieron en la parte posterior de una campana de
flujo laminar para secarlas.

Aislamiento de secciones de hojas inmaduras. Los dientes de ajo se cortaron horizontalmente al-
rededor de 1 cm por encima de la placa basal y se desech6 la seccion superior. La hoja de almace-
namiento restante y algo de las hojas mas inmaduras y mas anchas exteriores se cortaron y se
desecharon luego. El tejido de hoja restante se cortd horizontalmente en rodajas desde el diente para
crear secciones de hojas delgadas. Se pusieron secciones de hoja de 1 a 3 dientes (dependiendo del
tamafio del diente) en sendos tubos Eppendorf que contenian 400 ul de P5 liquido.

Preparacion de Agrobacterium. Después de al menos 3 horas (una vez que se hubieron aislado to-
das las secciones de hojas) el Agrobacterium se retird de la maquina de sacudidas a 28°C. Una parte
alicuota de este Agrobacterium se transfirié a un tubo Falcon de 50 ml y se centrifugé a ~ 4000 rpm
(3220 x g) durante 5 minutos. Se vertio luego el sobrenadante y se desechd. El pelet se resuspendio
luego en P5 liquido para dar una DO comprendida entre 0,7 y 0,9 cuando se leia la absorbancia a 550
nm. Se afadié solucion stock de acetosiringona (500 mM en DMSOQO) a esta solucion stock a una tasa
de 0,8 ul/ml para dar una concentracion final de 0,4 mM.

Infeccion de las secciones de hojas. Se afiadieron 400 pl de solucién de Agrobacterium a cada tubo
Eppendorf que contenia secciones de hojas. Estos tubos se sometieron luego a agitacion vorticial du-
rante 30 segundos, después de lo cual cualesquiera secciones de hojas que se hubieran pegado a las
paredes de los tubos o a la tapa se desprendieron por sacudida a fin de sumergirlas en la solucion.
Las tapas de cada tubo Eppendorf se perforaron luego con una cuchilla de escalpelo y se pusieron en
una camara de vacio a 25 pulgadas (635 mm) de mercurio durante 30 minutos.).

Extension en placas de las secciones de hojas infectadas. Después del tratamiento a vacio, la so-
lucién de Agrobacterium se extrajo por pipeteado de los tubos Eppendorf que contenian las secciones
de hojas. Estas secciones de hojas se pasaron luego por raspado suave a una capsula Petri estéril
que contenia 2 piezas de papel de filtro estéril (Whatman 1, 90 mm de diametro). Cada seccion de
hojas se separo luego cuidadosamente y ambos bordes cortados se secaron sobre el papel de filtro.
Esto se realiz6 bajo el microscopio. Cuando todos los explantes se hubieron secado, se transfirieron a
una capsula Petri que contenia P5 sélido. Las placas se mantuvieron luego a la temperatura ambiente
en la oscuridad en un armario en la sala de cultivo durante 5 dias.

Sub-irrigacion. Después que las secciones de hoja se hubieron incubado durante 6 dias en medio P5
se sometieron luego a sub-irrigacion en medios P5/4FPA (véase la tabla siguiente) que contenian
agentes de seleccion. Las secciones de hojas infectadas con PART27H-mgfp5ER (que tiene los genes
hptll y myfp5-ER en T-DNA) se pusieron primeramente sobre medios P5/4FA que contenian 200 mg/I
de timentina y 5 mg/l de higromicina. Después de 3 semanas en este medio, las secciones de hojas se
sometieron a sub-irrigacion sobre medios P5 + 4FPA que contenian 200 mg/ml de timentina y 10 mg/I
de higromicina. Estas secciones de hojas se sometieron luego a sub-irrigacion en este medio cada 3
semanas hasta que hubieron transcurrido 12 semanas en los medios de selecciéon. Durante este pe-
riodo, las secciones de hojas se mantuvieron en la oscuridad a la temperatura ambiente.

Cribado de GFP. Las secciones de hojas que se habian infectado con PART27H-mgfp5ER (que tiene
los genes hptll y myfp5-ER en el T-DNA) se cribaron bajo un microscopio con luz azul para expresion
de GFP (Figura 15) antes de someterse a sub-irrigacion en medios nuevos. Cualquier material que no
expresaba GFP se desechd. Algunos explantes de hojas se cortaron en secciones mas pequefas du-
rante este periodo para permitir un contacto mas completo con los medios de seleccion.

CONC. DEL Cantidad

SOLUCIONES STOCK STOCK para 1|
BDS Macro 20x 50 mi
BDS Micro 200x 5 mil
BDS (modificado) Vits 200x 5ml
Hidrolizado enzimatico de caseina 50 mgl/l 50 mg
4-FPA 8,5mg/ml (5mM) | 1 ml
Sacarosa (3%) 30 g/l 30g
Volumen Final 1000 ml
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pH inicial

pH final 6
Agar: Gelrite 449
Envases Frascos Duran de 11
Después de tratamiento en autoclave

Glifosato (Gly 0,05) 0,1M 500 ul
Timentina (T200) 300 mg/ml 670 ul
Timentina (T250) 300 mg/ml 830 ul
Geneticina (G12) 50 mg/mi 240 ul
Higromicina (H5) 50mg/ml 100 ul
Higromicina (H10) 50mg/ml 200 ul

Tabla - Composicion de los medios P5/4FPA con los agentes selectivos que se indican para adicion después de
tratamiento en autoclave dependiendo del gen marcador seleccionable utilizado.

Regeneracion de brotes. Una vez que los explantes de las secciones de hojas hubieron permanecido
en el medio de seleccién durante 12 semanas, se transfirieron los mismos a medio SM4 que contenia
los antibiéticos apropiados. Para los explantes transformados con PART27H-mgfp5ER (que tiene los
genes hptll y myfp5-ER en el T-DNA) esto era 150 mg/I de timentina y 5 mg/l de higromicina. En este
punto, los brotes nodulares producidos en los explantes de hojas se desmenuzaron (Figuras 15 & 16).
Cualquier tejido derivado de un solo explante se agrupo y se definié por su nimero de placa y una le-
tra a fin de evitar cualquier duplicacién de los sucesos de transformacion.

Regeneracion de raices. Se observo luego el tejido que expresaba GFP respecto a la produccion de
brotes. Una vez que se hubo formado un brote adecuado, se transfirié el mismo a medio ¥2 MS30 que
contenia los antibidticos correctos para el tratamiento correspondiente a fin de inducir la formacién de
raiz (Figura 16).

Obtencion de plantas a partir de los explantes. Los cultivos de brotes enraizados se lavaron en
agua para eliminar el exceso de agar y se trasplantaron luego con mezcla de cultivo en tiestos en una
instalacion de invernadero confinado durante la primavera.

Ejemplo 2 - Proteina Verde Fluorescente

Tabla 1. Resumen de lineas de ajo supuestamente transgénicas que expresaban un gen informador gfp. El gen
informador gfp procedia del fragmento Spel del vector binario pBINm-gfp5-ER (proporcionado por J. Hasseloff, De-
partment of Plant Sciences, University of Cambridge, UK) que estaba insertado en el sitio

Spel del vector binario pART27 (Gleave 1992).

No.

o om ~ @D o AW R =
=
8

0631
" 0831
0631
0831

- s o
[~ R =

0831 -

Experimento Planta en el Resultadodela Lab-bo
Invernadero PCR para GFP

Linea No. Constructo Ref para
"10 (A) pART27H-mGFPS5-ER Vv + __ 11096
14 (A)  pART27H-mGFP5-ER v + 11008
16{C} ~ - PART27H-mGFP5-ER ¥ + 11096
21(8) pART27H-mGFPS-ER ¥ + . 11088
6(A)  PART27H-mGFPSER  Muerta s 11086
"2{G) . pART27H-mGFP5-ER ') + 11096
2 (M pART27TH-mGFP5-ER v + 11098
2(c PART27H-mGFPS-ER v £ 11088
3c) pART27H-mGFP5-ER v + - 11086
5(A) - pART27H-mGFPS-ER V. . 11096
5(G) =~ PpART27H-mGFP5ER v + - 11098
7B pART27H-mGFP5-ER . o
8(A) pARTZ7H-mGFP5-ER S A . 11006
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14 0631 8(B) pART27TH-mGFP5-ER | + 11086!
15 0631 . 1)) pARTZ7H-mGFP5-ER ) + - 11086
16 0631 8 (K) PART27H-mGFP5-ER v + . 11096
17 06831 B (M) pART27H-mGFP5-ER Y + 11086!
18 0831 11 (A) * pART27H-mGFP5-ER v + 11096
19 0831 11 (B) PARTZTH-mGFP5-ER v . 11096t
20 0831 11 (E) pARTZTH-mGFP5-ER v + 11096
21 063 11 (H) PART27H:mGFP5-ER
22 D631 17 (A) . pART27TH-mGFP5-ER :
23 0631 17(8) PART27H-mGFP5-ER v + 11096t
24 0631 17 (F) PARTZTH-mGFP5-ER V- + 11096
25 0631 17(H) “pART27H-mGFP5-ER v + 11006
26 0631 , AT pART27H-mGFP5-ER v + 11096!
27 0631 17 (N) PART27H-mGFPS-ER ¥ + 11096
28 0631 18 (A) PARTZ7H-mGFP5-ER - + + 11096
29 063 18(8) pART27H-mGFP5-ER + + 110968
30 0631 18 {F) pART27H-mGFP5-ER v + 11098
31 0631 18 () PARTZTH-mGFPS-ER . * 11096
32 0631 18 (1) pART27H-mGFP5-ER v + " 11096
33 0631 18 (N) PART27H-mGFP5-ER . V . . 11006
34 0631. 18 (Q) pART27H-mGFP5-ER N + 11096!
35 0631 19 (&) © pART27H-mGFP5-ER \ + - 11006!
36 0831 © 20(A)  PpART27TH-mGFPS-ER ¥ + 11086«
a7 061 - - 20(B) - pART27H-mGFPS5-ER v e 11006
38 0631 C o 204B) PART27H-mGFP5-ER v .+ 11096«
38 0631 . 20() . PpART27TH-mGFPSER ¥ + 11096
40 0631 21 (A) PART27H-mGFP5-ER v - 11086
41 0631 21(8) pART27TH-mGFPS-ER * 11096«
42 0631 . 21(C) _  pART27H-mGFP5-ER V + "11096+
43 0631 - 2(8) PART27H-mGFP5-ER v o + 11086
44 0631 23 (A) PART27TH-mGFP5-ER y + 11096
45 0631 24(B) .  pART2Z7TH-mGFP5-ER " 11096«

Analisis Southern

Para confirmar la naturaleza transgénica de las plantas Allium, se realizé un analisis Southern por sondeo del DNA
gendémico digerido con la sonda del gen gfp (Fig. 2). Dado que Hindlll corta el T-DNA sélo una vez, fue posible ex-
hibir el nimero de copias del analisis Southern. 3 de los 25 transformantes que se muestran tienen copias simples
(pistas 1 & 11 2a, y 4, 2b). Los otros transformantes tienen copias multiples.

Extension a otras especies del género Allium

El ejemplo de transformacion arriba descrito puede utilizarse con otras especies de cosechas de Allium, que incluyen
Allium cepa (cebolla), fistulosum (cebolleta) y ampeloprasum (puerro).Las Figuras 3-14 siguientes muestran que el
proceso de transformacion descrito produce patrones de expresion de transferencia de genes iniciales idénticos GFP
en el material de hojas jévenes (inmaduras) de especies de cebolla (Allium cepa), cebolleta (Allium fistulosum) y
puerro (Allium ampeloprasum), y que el cultivo de dicho tejido puede producir facilmente cultivos de brotes (Fig. 8,
12, 14).

Ejemplo 3 - Resistencia fungica

11
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Se transforma tejido de hojas de ajo por el método que se ha descrito en el Ejemplo 1. Se utiliz6 una secuencia de
T-DNA que contenia un gen marcador seleccionable resistente a higromicina, el gen informador gfp y un constructo
de gen de oxalato-oxidasa (oxoxo) (Figura 17a).

Después de la transformacion, la planta se regenera (Figura 17b) sobre un medio de regeneracién que contiene
higromicina (como se ha descrito arriba) que exhibe expresién de GFP (Figura 17c). La actividad de oxalato-oxidasa
de este tejido se demuestra por tincion histoquimica (Simmons et al. 2004) (Figura 17d). El analisis PCR del DNA
genomico de estas plantas demuestra la presencia del constructo génico (Figura 19e).

Las enzimas tales como oxalato-oxidasa u oxalato-descarboxilasa son agentes antifungicos potentes contra hongos
productores de oxalato tales como las especies de Sclerofium (Bidney et al (1999) (v.g. S. cepivorum, el agente
causal de la pudricion blanca de Allium). La transferencia de este gen y su actividad es una demostracion de la apli-
cabilidad del método de la presente invencién para producir plantas Allium dotadas de resistencia fungica.

Ejemplo 4 - Resistencia viral

Se transforma tejido de hojas de ajo por el método descrito en el Ejemplo 1. Se utilizaron un constructo de T-DNA
que contenia un gen marcador seleccionable resistente a higromicina, un gen informador de gfp y una secuencia de
silenciacion de RNAI dirigida contra una parte de consenso de la secuencia de la proteina de la cubierta del virus
enano amarillo de la cebolla (OYDV) y el virus de las estrias amarillas del puerro (LYSV) respectivamente para con-
ferir resistencia a la enfermedad del mosaico del ajo (Figura 18a).

Se generaron plantas enteras (Fig. 18b) utilizando los métodos arriba descritos y se demostré que exhibian expre-
sion de GFP (no representado). El andlisis PCR demuestra la presencia de las secuencias hyg, gfp y RNAI (Fig.
18c).

La invencion describe un sistema de transformacion repetible para Allium. Los transformantes primarios de regene-
racion parecen ser fenotipicamente normales. La expresiéon de GFP, como un marcador visual seleccionable, permi-
tia que se optimizaran las condiciones de seleccion posteriores a la transformacion. Se ha demostrado que el
marcador GFP es util también en la seleccion de plantas transgénicas de otras especies que son dificiles de trans-
formar (Vain et al. 1998). Se han establecido ahora las condiciones de seleccion, que permiten la identificacion de
transformantes basada exclusivamente en su capacidad para enraizamiento en medios selectivos.

Este método de produccion de Alliums transgénicos es repetible y eficiente. Requiere un breve periodo de tiempo la
produccion de plantas transgénicas y utiliza técnicas que pueden funcionar a frecuencias elevadas (34 plantas
transgénicas del tejido de 8 dientes, o lo que es igual 350% de frecuencia de transformacion), comparadas con mé-
todos previos que producian en el mejor de los casos sucesos de baja frecuencia (12 sucesos independientes de
440 embriones inmaduros, o lo que es igual 2,7%, Eady et al, 2000).

Debe entenderse que el alcance de la invencion no esta limitado a las realizaciones descritas y que por consiguiente
pueden hacerse numerosas variaciones y modificaciones en estas realizaciones sin apartarse del alcance de la
invencion tal como se expone en esta memoria descriptiva. Esto es particularmente aplicable a modificaciones de
medios y condiciones de seleccién que podrian ser alterados por un experto en la técnica sin apartarse del alcance
de la invencidn. Asimismo, los tipos de genes o secuencias de DNA que pueden insertarse no estan limitados a los
descritos especificamente en la memoria descriptiva dado que estos podrian alterarse sin desviarse del alcance de
la invencion.

Aplicabilidad industrial

La invencion proporciona un nuevo método de transformacion de plantas del género Allium y en particular de plantas
de ajo y cebolla. Se proporcionan también plantas transformadas por el método. Esto permite que especies de cose-
chas de Allium que son especies vegetales econdmicamente importantes sean transformadas por una diversidad de
genes para mejora de las variedades de cosecha de Allium.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de transformaciéon de células de una especie de planta Allium con un polinucleétido de interés,
que comprende los pasos de:

(i) aislar una seccién de hoja inmadura de la planta Allium a transformar;

(i) co-cultivar la seccion de hoja con Agrobacterium que contiene uno o mas vectores adecuados que com-
prenden el polinucledtido de interés durante un periodo de tiempo suficiente para conseguir la transferencia de la
secuencia de polinucledtidos de interés a una o mas células de hoja de la planta; y

(iii) transferir la seccion de hoja a un medio de seleccion que permite la seleccion de las células de la planta
Allium transformada.

2. El método de la reivindicacién 1, en donde el uno o mas vectores es un vector binario.

3. El método de la reivindicacion 1 6 2, en el cual el medio de seleccion incluye un agente para destruir selecti-
vamente el Agrobacterium.

4. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el cual la planta Allium es una
cualquiera de Allium cepa, Allium fistulosum o Allium ampeloprasum, Allium ascalonicum, Allium schoenoprasum o
Allium sativum.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el cual el polinucleétido de interés confiere una
ventaja agronémica.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el cual el polinucleétido de interés confiere
resistencia a:

(a) herbicidas que incluyen, pero sin caracter limitante, glifosato y fosfinotricina;
(b) enfermedad fangica con inclusién, pero sin caracter limitante, de la pudriciéon blanca de Allium;

(c) virus con inclusion, pero sin caracter limitante, del Virus del Moteado Amarillo del Lirio y los virus respon-
sables de la enfermedad del mosaico del ajo;

(d) enfermedades bacterianas; o
(e) plagas de insectos que incluyen, pero sin caracter limitante, la cresa de la cebolla y los tripidos.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el cual el polinucleétido de interés confiere una
modificacion del camino del espigado y la floracion.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el cual el polinucleétido de interés afecta al
nivel, reconocimiento o actividad del agente hormonal de la floracion.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el cual el polinucleétido de interés confiere una
ventaja de rasgo de calidad.

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,y 9, en el cual el polinucleétido de interés confiere
sobreexpresion o silenciacion de los genes del camino de la coloracion o sus reguladores.

1. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, y 9, en el cual el polinucleétido de interés confiere:
(a) sobreexpresion o silenciacion de los genes del camino del azufre o sus reguladores;
(b) la silenciacién del gen Ifs por el uso de sus secuencias de RNAi de LFS; o

(c) la sobreexpresion o silenciacion de los genes del camino de los carbohidratos, o sus reguladores, con
inclusion, pero sin caracter limitante, de sst1 o sst2.

12. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, que comprende adicionalmente el
paso de regenerar una planta a partir de las células transformadas.
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FIGURA 13
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Figura 14

Fig 14a .
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Figura 14 cont.
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FIGURA 17
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FIGURA 17 cont.
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Figura 18
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FIGURA 18 (cont.)
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