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@ RESUMEN

El barrenador de la cafia de azlcar, Diatraea saccharalis, es una de las principales
plagas del cultivo de cafia de azucar (Saccharum spp.) en el continente americano. Este
insecto es controlado parcialmente mediante practicas culturales, métodos biolégicos y
aplicaciones quimicas; sin embargo, continla ocasionando importantes pérdidas econo-
micas. La transformacion genética de la cafia de azucar con genes derivados de Bacillus
thuringiensis (Bt) constituye una tecnologia eficiente para el manejo de esta plaga. En cafna
de azucar se logro la expresion de proteinas Bt individuales, aunque no la sobreexpresion
apilada (stacking) de proteinas Cry y proteinas insecticidas vegetativas (Vip). En el presente
estudio, genes cry y vip fueron incorporados mediante bombardeo de microproyectiles en
callos embriogénicos de cana de azucar de la variedad TUC 03-12. La presencia de los
transgenes se evaludé mediante ensayos de PCR. Posteriormente, las lineas transgénicas
fueron aclimatadas y multiplicadas en invernadero para su evaluacién fenotipica y molecu-
lar. La presencia de las proteinas Cry y Vip se determiné mediante kits de deteccion por flu-
jo lateral. La resistencia de las lineas transgénicas frente a D. saccharalis se evalué median-
te bioensayos bajo condiciones controladas, y los niveles de expresion de los transcriptos
en las lineas candidatas se cuantificaron mediante ensayos de gRT-PCR. De las 374 lineas
evaluadas por PCR, 229 resultaron positivas para al menos uno de los transgenes. La pre-
sencia de la proteina Cry se detectd en 123 lineas transgénicas evaluadas, mientras que
la proteina Vip se detecto en tres lineas. Entre las 134 lineas evaluadas mediante bioensa-
yos, 31 presentaron altos niveles de toxicidad frente a larvas de D. saccharalis (>90 % de
mortalidad) y 29 lineas mostraron niveles de toxicidad que ocasionaron entre 67 y 89 % de
mortalidad. De las lineas evaluadas fenotipicamente, se analizaron los niveles de expresion
relativa de 19 lineas, observandose variaciones entre 3 y 140 veces para el gen cry y entre
2y 1400 veces para el gen vip en comparacién con plantas control no transformadas. La
resistencia a insectos se incremento significativamente mediante la transformacion gené-
tica de la caia de azucar con los genes cry y vip. El desarrollo de variedades transgénicas
resistentes constituye una solucion tecnoldgica que podria integrarse a programas de ma-
nejo integrado de plagas.

Palabras clave: Biolistica, Estrés biético, Manejo de plagas, Genes Bt piramidados,
Saccharum spp.

f§ ABSTRACT

Transgenic sugarcane expressing insecticidal proteins increases
resistance to Diatraea saccharalis
The sugarcane borer Diatraea saccharalis is a major pest of sugarcane (Saccharum

spp.) in the Americas. The insect is partially controlled by cultural, biological, and chemical
methods, but still causes significant economic losses. Genetic transformation of sugarcane
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with genes from Bacillus thuringiensis (Bt) constitutes an efficient technology to address
borer management. In sugarcane, the expression of individual Bt proteins has been
previously reported, but not the stacking overexpression of Cry and vegetative insecticidal
proteins (Vip). In the present study, cry and vip genes were incorporated by microprojectile
bombardment into embryogenic sugarcane calli of the variety TUC 03-12. The presence
of the transgenes was evaluated by PCR assays. Subsequently, transgenic lines were
acclimated and multiplied in the greenhouse for phenotypic and molecular assessments.
Lateral flow detection kits were used to determine the presence of Cry and Vip proteins.
The resistance of transgenic sugarcane lines against D. saccharalis was evaluated through
bioassays under controlled conditions. The expression levels of transcripts in candidate
lines were quantified by qRT-PCR assays. Out of 374 lines evaluated by PCR, 229 were
positive for at least one of the transgenes. The presence of the Cry protein was detected
in 123 transgenic lines evaluated, whilst the Vip protein was detected in three lines. Among
134 lines evaluated in bioassays, 31 lines showed high toxicity levels to D. saccharalis larvae
(>90% mortality) and 29 lines revealed toxicity levels causing 67-89% mortality. Of these
phenotypically assayed lines, 19 relative gene expression levels were studied, showing
variations between 3 to 140-fold for the cry gene and between 2 to 1400-fold for the vip
gene compared with non-transformed control plants. Insect resistance was significantly
improved by the genetic transformation of sugarcane with cry and vip genes. Developing
resistant transgenic varieties will provide a technological solution that could be included

into integrated pest management.

Key words: Biolistic, biotic stress, pest management, pyramided Bt genes.

8 INTRODUCCION

Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) es
una de las principales plagas de la cafia de azucar en las
Américas (Ostengo et al. 2022), incluida Argentina. Las lar-
vas neonatas se alimentan del parénquima foliar y de las
vainas, mientras que las larvas mas desarrolladas perforan
los tallos, afectando la integridad fisiologica de la planta.
Los tuneles formados en los entrenudos favorecen ade-
mas la colonizacion por hongos y bacterias asociados al
complejo de podredumbre roja, lo que reduce indirecta-
mente el rendimiento y la calidad del azucar y el etanol.

Los avances tecnoldgicos han permitido un rapi-
do progreso en el desarrollo de plantas transgénicas para
la protecciéon contra plagas mediante la transferencia de
genes derivados de plantas, insectos y bacterias (Bude-
guer et al. 2021). Las proteinas insecticidas mas relevantes
son producidas por la bacteria Bacillus thuringiensis (Bt),
que las sintetiza tanto en su fase vegetativa (Vip) como en
la fase de esporulacién (Cry). Los genes cry y vip se han
utilizado ampliamente para generar plantas transgénicas
con un control efectivo de plagas lepiddpteras de impor-
tancia econdémica. Estas proteinas poseen modos de ac-
cién similares, pero sin homologia estructural y con sitios
de union diferentes en el intestino medio larval, lo que re-
duce notablemente la posibilidad de resistencia cruzada
(Carriere et al. 2016).

Tras la adopcién masiva de cultivos portadores
de tecnologias Bt, se ha detectado resistencia en algunas
poblaciones de plagas objetivo (Tabashnik et al. 2013).
Para disminuir la presion de seleccién y retrasar el incre-
mento en la frecuencia de alelos de resistencia, se aplican
estrategias de manejo como la expresion de altos niveles
de toxina Bt en la planta (“high-dose”), la piramidacion de
proteinas con diferentes sitios de accion y la utilizacion de
refugios no-Bt (Cristofoletti et al. 2018). En cana de azu-

car, actualmente no existe ninguna variedad transgénica
comercial con genes Bt apilados.

El desarrollo de variedades comerciales de cana
de azucar con genes Bt piramidados podria constituir
una herramienta valiosa para el manejo de plagas, redu-
ciendo el uso de insecticidas quimicos, disminuyendo
costos de produccién y contribuyendo a la sostenibilidad
del cultivo.

El objetivo de este estudio fue desarrollar y ca-
racterizar eventos transgénicos de la variedad local TUC
03-12, de la Estacion Experimental Agroindustrial Obispo
Colombres, que expresen genes Bt apilados (cry y vip)
para conferir resistencia a D. saccharalis.

8 MATERIALES Y METODOS

Material vegetal, vector y transformacion ge-
nética

Los callos embriogénicos de TUC 03-12 utili-
zados para los bombardeos fueron preparados segun lo
descripto por Bower y Birch (1992). Las transformaciones
se llevaron a cabo en dos ensayos independientes: el pri-
mero entre diciembre de 2022 y abril de 2023, y el segun-
do entre diciembre de 2023 y abril de 2024. Se utilizaron
tres plasmidos: 1) gen cry bajo el promotor Zm-UBI1; 2)
gen vip bajo el promotor Zm-UBI1; vy, 3) gen nptll bajo
el control del promotor Actina. El gen nptll codifica una
proteina que confiere resistencia al antibiotico geneticina.
Para el bombardeo de los callos, los tres plasmidos purifi-
cados se co-precipitaron siguiendo el protocolo descripto
por Altpeter y Sandhu (2010). Se utilizaron un acelerador
de microparticulas desarrollado por el Centro de Tecnolo-
gia Copersucar (actual Centro de Tecnologia Canavieira) y
uno de BioRad, siguiendo las especificaciones del fabri-
cante.
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Condiciones de seleccién, regeneracion y mi-
cropropagacion

Los callos transformados se seleccionaron en un
medio de cultivo con 50 mg L' de geneticina. Los brotes
seleccionados se regeneraron en un medio con 0,7 mg L™
de 6-bencil amino purina (BAP) bajo un régimen de luz de
16 h (Noguera et al. 2015). Los brotes regenerados fue-
ron luego micropropagados y enraizados siguiendo un
protocolo previamente optimizado (Noguera et al. 2010),
y aclimatados bajo condiciones especiales de invernadero
(2500 lux y 80 — 100% de humedad) antes de ser transferi-
dos a condiciones de crecimiento ex vitro.

Deteccion de eventos transgénicos por PCR

Se extrajo ADN gendmico a partir de tejido foliar
de lineas potencialmente transgénicas resistentes a geneti-
cina, de maiz Bt comercial con ambos genes cry y vip api-
lados (control positivo) y de plantas no transgénicas (con-
trol negativo), utilizando el método descripto por Aljanabi et
al. (1999). La presencia de los genes cry, vip y nptll se de-
tectd por PCR utilizando cebadores especificos y condicio-
nes de termociclado descriptas en Budeguer et al. (2024).
Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en
gel de agarosa (1% p/v). La eficiencia de transformacién
se calculé como el total de las lineas transgénicas para al
menos un gen de interés en funcion del nimero de callos
transformados.

__ ) Determinacion de niveles de expresion de
transcriptos por RT-qPCR

Se utilizaron hojas jévenes de los 21 eventos mas
promisorios del ensayo 2022-2023 y de la variedad no
transformada TUC 03-12 para la extraccion de ARN total,
siguiendo las instrucciones del fabricante (SV Total RNA
Isolation Kit; Promega, USA), empleando los cebadores y
condiciones descritos en Budeguer et al. (2024). TUC 03-
12 se usé como control de referencia y los datos se norma-
lizaron con el gen actina. La expresioén relativa se calculd
mediante el método 2-42¢t (Livak y Schmittgen, 2001), con
muestras por triplicado. Los datos se analizaron mediante
un modelo lineal generalizado con distribucion binomial y
enlace logit, seguido de la prueba a posteriori DGC en Na-
vure 1.2.0 (Navure 2023).

Deteccidn de proteinas mediante tiras de flujo
lateral

La presencia de las proteinas Cry y Vip en los
eventos transgénicos se evalué cualitativamente median-
te el kit AgraStrips® ELISA lateral flow (Romer Lab®), si-
guiendo las instrucciones del fabricante. Una variedad co-
mercial de maiz Bt con ambos genes apilados se utilizé
como control positivo. Se analizaron todos los eventos del
ensayo 2022-2023 que sobrevivieron a la aclimatacion ex
vitro, mientras que en el ensayo 2023-2024 se evaluaron
Unicamente los eventos apilados y aquellos que contenian

solo el gen vip.

Ensayos fenotipicos contra D. saccharalis en
condiciones controladas

Se realizaron ensayos fenotipicos en bandejas Pit-
man para evaluar la resistencia de las lineas transgénicas
obtenidas en el ensayo 2022-2023 frente a D. saccharalis.
Las lineas del ensayo 2023-2024 no fueron evaluadas de-
bido a que no alcanzaron el tamafo adecuado al momento
del estudio. En cada pocillo se coloco un fragmento foliar
de cada linea y una larva L1 de D. saccharalis. Después
de cuatro dias, se registr6 la mortalidad larval y se corrigié
mediante la férmula de Abbott (Abbott, 1925). Se utilizé
como control negativo la variedad no transformada TUC
03-12, mientras que un maiz Bt se empled como control
positivo.

En una primera etapa se evaluaron 134 lineas
transgénicas, con valores promedio calculados a partir de
triplicados. Posteriormente, las 50 lineas mas resistentes
se sometieron a una segunda evaluacion con seis repeti-
ciones. Los datos se analizaron mediante un modelo lineal
generalizado con distribuciéon binomial y enlace logit, se-
guido de la prueba a posteriori DGC en Navure.

8 RESULTADOS

Transformacion, seleccion y detecciéon de
eventos transgénicos por PCR

En la Tabla 1 se presentan los resultados obteni-
dos en los ensayos 2022-2023 y 2023-2024.

Niveles de expresion de transcriptos por RT-
qPCR

Entre los eventos del ensayo 2022-2023, la linea
294 mostré el nivel mas alto de expresion para ambos
genes (143,09 y 313,63 veces para cry y vip, respectiva-
mente) (Figura 1). En las demas lineas, la expresion relativa
del gen cry vario entre 3 y 34 veces respecto a las plantas
control no transformadas (Figura 1A). Los niveles relativos
de expresion del gen vip detectados fueron entre 2 y 1400
veces mayores respecto al control. Cuatro lineas (Grupo
A, Figura 1b) se destacaron con niveles de expresién entre
280 y 1400 veces. La linea 114 presentd el mayor nivel de
expresion para vip (1443,9 veces) (Figura 1B).

Detecciéon de proteinas Bt mediante tiras de
flujo lateral

La proteina Cry se detect6 en 131 de las 171 li-
neas evaluadas (76,6%) del ensayo 2022-2023. La protei-
na Vip se detectod en tres de las nueve lineas sobrevivien-
tes, que resultaron apiladas (33,3%) (Figura 2). De las 50
lineas obtenidas en el ensayo 2023-2024 evaluadas, 36
fueron positivas para Cry y 14 para ambas proteinas, lo
que indica un 100% de expresion del gen Cry.

Tabla 1. Resultados obtenidos de la transformacion, seleccion y deteccion por PCR para dos ensayos de transformacion.

Ensayos Gene gun Callos Eventos Numero de eventos PCR+ Eficiencia de
transformacion bombardeados seleccionados cry vip cry +vip transformacion (%)
2022-2023 Copersucar 3960 600 229 0 18 6,24
2023-2024 BioRad 660 345 143 4 63 31,82
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Figura 1. Cuantificacion de los niveles de expresion génica mediante andlisis de RT-gPCR en lineas transgénicas, relativas a la expre-
sion de la variedad sin transformar. A) Gen cry en 21 lineas transgénicas. B) Gen vip en nueve lineas transgénicas.

Figura 2. Deteccion de proteinas Bt en lineas transgénicas me-
diante tiras de flujo lateral para las proteinas Cry y Vip. El control
de maiz Bt presentd bandas positivas para ambas proteinas. La
linea 74 fue negativa para Cry y Vip. En la linea 316 se detectd
Cry, pero no Vip.

) Ensayos fenotipicos

En la primera prueba, se evaluaron 134 lineas y
se seleccionaron las 50 mas resistentes, que pasaron a
una segunda etapa de evaluacion. En el segundo ensa-
yo, 30 lineas (Grupo A) exhibieron mortalidades entre 78
y 99%. Dieciocho lineas se destacaron con mortalidad
>90%, incluyendo dos eventos que expresaban ambas
proteinas Bt, las lineas 157 y 294 (Figura 3). La Figura 4
muestra la respuesta de D. saccharalis (mortalidad de Ab-
bot) en hojas de diferentes lineas transgénicas.

@ DISCUSION

Dado que la produccién de cafa de azucar esta
fuertemente influenciada por el estrés biotico, el mejora-
miento convencional, respaldado por herramientas bio-
tecnolégicas, busca constantemente desarrollar nuevos
genotipos con mayor rendimiento de azlcar y biomasa,
asi como mayor tolerancia al estrés. Sin embargo, encon-
trar nuevos recursos genéticos para generar variedades
con mayor tolerancia a las plagas es un desafio. Las va-
riedades élite pueden utilizarse como material de partida
para el mejoramiento de cultivos mediante ingenieria ge-
nética, incorporando nuevas caracteristicas que confieran
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Figura 3. Ensayos fenotipicos en hojas bajo condiciones controladas para evaluar la resistencia frente a D. saccharalis. Porcentaje de
mortalidad de Abbot obtenido para las 50 lineas transgénicas evaluadas.
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Figura 4. Ensayos fenotipicos en hojas desprendidas bajo condiciones controladas A) Dafo foliar causado por D. saccharalis en
hojas de plantas control y linea susceptible, tras cuatro dias de ensayo. B) Linea resistente con dafo minimo y larvas muertas al cuarto

dia de ensayo.

resistencia a D. saccharalis.

Un protocolo de transformacion requiere un pro-
cedimiento de cultivo de tejidos que permita la recupe-
racion del mayor nimero posible de plantas regeneradas
con un método de transformacion altamente eficiente,
Neumann et al. (2020). La transferencia génica incluye
varias etapas del cultivo de tejidos, incluyendo la selec-
cién y regeneracion de plantas, que son los principales
determinantes de la eficiencia de la transformacién génica
mediante bombardeo de particulas en la cafa de azucar
(Singh et al., 2013; Budeguer et al., 2021). En este trabajo,
se observé un mayor porcentaje de transformantes en el
ensayo 2023-2024 (31,82%) en comparacion con el en-
sayo 2022-2023 (6,24%). Esta mejora podria atribuirse al
uso de un acelerador de particulas mas eficiente (Biorad).
Estos valores de eficiencia son superiores a los alcanza-
dos por otros grupos en diferentes variedades de cafa de
azucar (1,6%) utilizando la misma metodologia (Budeguer
et al., 2021). La eficiencia de transformacion se multiplico
por aproximadamente 6 para la misma variedad de cafia
de azlicar en comparacién con estudios previos (Noguera
et al., 2015, Budeguer et al., 2024, Enrique et al., 2024).

En el presente trabajo, las construcciones se

disefiaron considerando el uso de promotores fuertes
para obtener altos niveles de expresion de los transgenes
(Mohan et al., 2017). Los promotores Zm-Ubi1 del maiz y
Act del arroz son promotores constitutivos fuertes que se
utilizan frecuentemente en la transformacion genética de
monocotileddéneas, incluyendo la cafia de azucar (Weng et
al., 2006, Wang et al., 2017). Nuestro grupo desarroll6 la
variedad transgénica TUC 87-3 RG con ambos promoto-
res, y se obtuvieron resultados sobresalientes en cuanto
al nivel de expresién de las proteinas NPTIl y EPSPS (No-
guera et al., 2015). En este trabajo, el nivel de expresion
relativo del gen cry mostro variaciones entre 3y 140 veces
en comparacion con las plantas control no transformadas.
Estos niveles observados fueron superiores a los citados
previamente en Budeguer et al. (2024), donde las lineas
transgénicas con el gen cry bajo el control del promotor
Cab1 exhibieron niveles de expresion de hasta 11,7 veces
en comparacién con las plantas control. En cuanto al gen
vip, el grupo A destacé con niveles de expresiéon de 280 a
1400 veces, como se observé en trabajos previos, donde
ambos utilizaron el promotor de ubiquitina del maiz (Bude-
guer et al., 2024).

La expresion de la proteina Bt puede mejorar la
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resistencia a plagas en plantas transgénicas (Weng et al.,
2011; Gao et al., 2016). En el presente trabajo, el 76,6 % y
el 100 % de las lineas transgénicas para el gen cry expre-
saron esta proteina en ambos ensayos de transformacion.
Esto demuestra la eficacia tanto del promotor como del
gen para la expresion en cafia de azucar. Por otro lado,
el gen vip presentd un porcentaje de expresion del 33 %
y el 26 % en ambos ensayos. Estos resultados podrian
mejorarse mediante la optimizaciéon de codones para in-
crementar la expresiéon de la proteina Vip en cultivos de
cafia de azucar (Kalia y Kaur, 2019; Khan et al., 2020). Las
plantas transgénicas que expresan proteinas Bt presen-
taron un porcentaje de mortalidad larvaria de Abbot sig-
nificativamente mayor que las plantas control, con lineas
que mostraron una mortalidad larvaria superior al 90 %.
Estos resultados podrian correlacionar la expresion pro-
teica con el nivel de resistencia de las lineas Bt obtenidas.
Sin embargo, es necesario un andlisis cuantitativo de la
expresion proteica para confirmar esta correlacion (Weng
et al., 2011; Gao et al., 2016). Finalmente, consideramos
necesario evaluar la resistencia en campo de las lineas
mas prometedoras para seleccionar el evento o eventos
que impulsaran el proceso de desregulacion para su co-
mercializacion.
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