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RESUMEN

Los organismos genéticamente modificados tienen como requisito para
su liberacion al ambiente en etapa experimental un andlisis de los posibles
riesgos que pudiera ocasionar al medio ambiente, a la diversidad bioldgica y
a la sanidad vegetal, animal y acuicola, de acuerdo con la ley de bioseguridad
de los organismos genéticamente modificados en México. El frijol (Phaseolus
vulgaris L.) genéticamente modificado con el gen defensina de Arabidopsis
thaliana (pdf1.2) tiene la caracteristica de conferir tolerancia/resistencia
de amplio espectro contra hongos fitopatégenos del frijol. Se analizaron
las interacciones entre cinco lineas homocigotas del cv. Flor de Mayo Anita
modificadas genéticamente con el gen defensina (FMA-pdf1.2), con los
microorganismos Trichoderma harzianum, hongo antagonista de patégenos,
Rhizobium tropici, bacteria fijadora de nitrdgeno y Rhizophagus intraradices,
hongo micorrizico. El suelo estéril se inoculd con estos microorganismos
y se evalué su densidad, infeccién o colonizacion en las raices del frijol. T.
harzianuam mostré mayor niimero de unidades formadoras de colonias (UFC)
en suelo de plantas no modificadas que en las que expresaron defensina;
sin embargo, los valores de UFC en las plantas modificadas se encontraron
dentro del intervalo reportado por otros autores para este tipo de relaciones
simbidticas. Por otra parte, aun cuando R. tropici se desarrolla intra e
intercelularmente, espacios donde se expresa la proteina defensina, el nimero
de nddulos superd al de las plantas testigo no modificadas. Finalmente, el
porcentaje de infeccion de R. intraradices fue inconsistente, éste resulté
bajo tanto en plantas FMA-pdf1.2 como en plantas no modificadas, por lo
que en este caso no fue claro el efecto de la defensina. Lo anterior sugiere
que la presencia de defensina no representa un factor de riesgo contra
microorganismos que no invaden el espacio inter e intracelular de las plantas
modificadas, o bien contra microorganismos no incluidos en el espectro de
accion de pdf1.2.

Palabras clave: Organismos no-blanco, antagonista, simbiosis,
péptidos antimicrobianos.

SUMMARY

Genetically modified organisms have as a requirement for their release into
the environment at the experimental stage an assessment of the possible
risks that could be caused to the environment, to biological diversity, and to
plant, animal and aquaculture health, in accordance with the biosafety law
of genetically modified organisms in Mexico. Common bean (Phaseolus
vulgaris L.) modified with the Arabidopsis thaliana defensin gene (pdf1.2)
has the characteristic of conferring broad-spectrum tolerance/resistance to
plant pathogenic fungi of beans. The interactions between five common bean
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homozygous lines cv. Flor de Mayo Anita modified with the defensin gene
(FMA-pdf1.2), with the antagonistic Trichoderma harzianum, the symbiotic
association with Rhizobium tropici and the Rhizophagus intraradices
mycorrhizae association were analyzed. Sterile soil was inoculated with those
microorganisms and their density and infection or colonization in bean roots
were evaluated. T. harzianum showed a larger number of colony-forming units
(CFU) in non-modified plants than in those that expressed defensin; however,
CFU values in the modified plants were within the range reported by other
authors for this type of symbiotic relationships. On the other hand, even though
R. tropici develops at inter and intracellular spaces, where the defensin protein
is expressed, the number of nodules exceeded that of unmodified control
plants. Finally, the R. intraradices percentage of infection was inconsistent,
being low in both FMA-pdf1.2 and unmodified plants; therefore, the effect of
defensin was not clear. The above suggests that the presence of defensin does
not represent a risk factor against microorganisms that do not invade the intra
and intercellular space of the modified plants, or against microorganisms not
included in the spectrum of action of pdf1.2.

Index words: Non-target organisms, antagonistic, symbiosis,
antimicrobial peptides.

INTRODUCCION

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es un cultivo
con gran diversidad genética que incluye germoplasma
con caracteristicas agronémicas de interés, como la
resistencia a condiciones climaticas adversas, resistencia
a plagas y enfermedades y una alta calidad nutricional
(de Carvalho et al,, 2000); sin embargo, algunos genes
que confieren caracteristicas especificas pueden estar
0 no presentes en el germoplasma del frijol comun vy el
mejoramiento convencional puede tomar mucho tiempo.
Cuando los genes de resistencia o genes asociados a
proporcionar ventajas agronémicas no se encuentran
dentro de los parientes silvestres o especies compatibles
para realizar cruzas sexuales, es posible recurrir a fuentes
alternativas de resistencia via ADN recombinante como
método alternativo de mejoramiento genético.

El control de enfermedades ocasionadas por
micoparasitos en cultivos como el frijol, particularmente
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aquellos que se encuentran en el suelo, ha sido un tema
largamente abordado. Diferentes tipos de control como
el quimico, bioldgico y mejoramiento genético han sido
empleados con mayor o menor éxito, dependiendo de
la virulencia del patogeno, la eficiencia del organismo
antagonista, el permiso de uso del producto quimico en
paises determinados, el desarrollo de resistencias y la
existencia de genes de resistencia (Sallam et al., 2008).

El control biolégico es una alternativa complementaria
eficiente y econodmica para el control de enfermedades
foliares y las ocasionadas por patdégenos del suelo (Infante
etal,, 2009). El género Trichoderma incluye varias especies
que sirven como agentes de control bioldgico con efecto
estimulante en los cultivos e inductor de resistencia
localizada y sistémica en plantas, a diferentes patégenos
(Harman, 2000; Martinez-Medina et al., 2010). Trichoderma
es considerado un hongo antagonista de hongos
fitopatdgenos, ya que posee diferentes mecanismos
de accion, como la competencia directa por espacio y
nutrientes, produccion de metabolitos, antibidticos y
parasitismo directo en los hongos que le permiten controlar
su crecimiento y por tanto la enfermedad (Ezziyyani et al.,
2004).

Los hongos micorrizogenos como Rhizophagus
intraradices se utilizan como biofertilizantes; es decir,
insumos bioldgicos que favorecen el desarrollo de cultivos
y plantaciones sin los problemas de contaminacién que
ocasionan los insumos quimicos (Guerrero, 1996). Segun
Sieverding y Barea (1991), los objetivos que persigue el uso
practico de hongos formadores de micorrizas en sistemas
de produccién vegetal son: a) hacer un uso mas eficiente
del foésforo del suelo y de los fertilizantes fosféricos, b)
optimizar la productividad de los suelos y cultivos con
niveles bajos de insumos, c) hacer posible y rentable la
produccién vegetal en condiciones adversas, d) ayudar a
establecer cultivos en suelos erosionados o degradados y
e) formar agregados en el suelo para mejorar su estructura
y porosidad. Aunque el principal beneficio es de caracter
nutricional, una planta puede obtener ventajas adicionales
de la micorriza como la tolerancia a patdgenos, tolerancia
a estrés hidrico, tolerancia a salinidad, detoxificacion,
entre otros; se trata de una simbiosis multifuncional, cuya
actividad gira alrededor de la interaccion planta-hongo-
suelo (Guerrero, 1996).

Rhizobium tropici es una especie rizobial aun poco
estudiada, originalmente aislada de nddulos de raiz en
frijol comun y especies de Leucaena en Sudamérica.
La especie puede establecer simbiosis con varios
hospederos, incluyendo a las fabdceas autdctonas de
América y Australia. El interés en la evolucion de R. tropici
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es el resultado de su cercano parecido genético con las
agrobacterias, lo que indica la interesante posibilidad de
descubrir el vinculo entre la simbiosis y la patogenicidad.
En términos agronomicos, la alta estabilidad genética
del plasmido simbidtico (pSym), la tolerancia al estrés
ambiental y la alta capacidad de fijacion del nitrégeno
de algunas cepas de élite han dado lugar a un mayor
uso de cepas de R. tropici en inoculantes (Gomes et
al., 2015; Lopez-Ortiz et al.,, 2012). La fijacion simbidtica
del nitrégeno atmosférico y fijacion de nutrientes en
leguminosas se lleva a cabo a través de nodulos que se
desarrollan en la raiz de las plantas (Lloret y Martinez-
Romero, 2005), lo que favorece la asimilacion de nitrégeno
y las hace mas competitivas en suelos con baja fertilidad,
por lo que mantener esta relacion simbidtica es de enorme
relevancia para la productividad del cultivo.

En los Ultimos tiempos, el desarrollo de organismos
genéticamente modificados con genes de defensa contra
hongos fitopatégenos ha sido implementado a través de
modelos de tecnologia recombinante que proporcionaron
tolerancia/resistenciacomoentabaco (Nicotiana tabacum)
a Alternaria longipes (Terras et al., 1995), tomate (Solanum
lycopersicum) a Alternaria solani (Parashina et al., 2000),
canola (Brassica napus) a Leptosphaeria maculans (Wang
et al,, 1999) y papa (Solanum tuberosum) a Verticillium
dahliae (Gao et al.,, 2000) y frijol comun a Colletotrichum
lindemuthianum (Espinosa-Huerta et al., 2013).

De acuerdo con la Ley de Bioseguridad de Organismos
Genéticamente Modificados (Secretaria de Sadud, 2005),
en Meéxico todos los modelos tecnolégicos de ADN
recombinante que soliciten un permiso de liberacion
al ambiente en etapa experimental deberan realizar un
analisis de riesgo ambiental para establecer los posibles
riesgos que las caracteristicas de esta tecnologia pudieran
ocasionar al medio ambiente, a la diversidad bioldgica y a
la sanidad vegetal, animal y acuicola.

El frijol cv. Flor de Mayo Anita genéticamente modificado
con el gen defensina de Arabidopsis thaliana (FMA-pdf1.2)
ha sido analizado por sus caracteristicas para conferir
tolerancia de amplio espectro contra hongos fitopatdégenos
como Colletotrichum lindemuthianum (Espinosa-Huerta
et al, 2013). Los objetivos del presente estudio fueron
evaluar las interacciones entre cinco lineas homocigotas
del cv. Flor de Mayo Anita modificadas genéticamente con
el gen defensina (FMA-pdf1.2), con los microorganismos
Trichoderma harzianum, Rhizobium tropici y Rhizophagus
intraradices, bajo la hipotesis de que la defensina pudiera
ocasionar inhibicion en la interaccion entre la planta de
frijol modificada y los microorganismos benéficos dentro
de un ambiente confinado.
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MATERIALES Y METODOS
Preparacion de in6culo

La cepa de T harzianum se sembrd en placas con
medio PDA a partir de un inéculo previamente aislado
e identificado molecularmente (Sanchez-Garcia et al,
2017), el cual se incubd durante 6 d a 25 °C, en oscuridad.
Después de la incubacion se adicionaron de 5 a 10 mL
de agua desionizada estéril sobre la placa para remover
las conidias y la suspension se colocd en un matraz
Erlenmeyer adicionado con 100 mL de agua desionizada
estéril.

La cepa de R. tropici se inoculd en medio YMB a partir
del crecimiento de una colonia definida en cajas Petri
con el mismo medio, el cual se incubd durante 5 d a 28
°C en oscuridad, de acuerdo con el protocolo utilizado
por Martinez-Romero et al. (1991); de esta suspension
se tomaron de 5 a 10 mL y se colocaron en un matraz
Erlenmeyer que contenia 100 mL agua desionizada estéril.
El conteo de bacterias se realizé por medio de una camara
de Neubauer (hematocitometro).

Cultivo de frijol en sustrato con indculo de
T. harzianum y R. tropici

Cinco lineas T5 homocigotas (L2, .3, L4, L7y L9) cv. Flor
de Mayo Anita (Castellanos et al., 2003), transformadas
genéticamente con el gen defensina (FMA-pdf1.2)
(Espinosa-Huerta et al, 2013) fueron germinadas en
macetas con sustrato Sunshine® Mix No. 3. Al sustrato se
le aplicé un riego ligero y se realizaron cinco perforaciones
de 5 cm de profundidad para la adicion del inéculo de
esporas de T. harzianum (106 conidias mL™") o de bacteria
R. tropici (10° UFC mL™"). Se colocd una semilla de frijol,
previamente desinfestada con hipoclorito de sodio,
por maceta. Las condiciones ambientales fueron un
fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad, un intervalo
de temperatura a lo largo del dia de entre 15y 32 °C y una
iluminacion provista por la luz solar a través del techo de
cristal en invernadero.

Cuantificacion poblacional de inéculo de T. harzianum
presente en el sustrato

A los 46 dias después de la siembra se muestred 1g de
sustrato de las macetas de cada una de las lineas de frijol
y se colocd en un matraz Erlenmeyer con 100 mL de agua
doble desionizada, se mantuvo en agitacion a 150 rpm
durante media hora y se procedi¢ a realizar el conteo de
unidades formadoras de colonias (UFC) de T. harzianum
en una camara de Neubauer.
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Conteo de nodulos en plantas de frijol

A'los 40 dias después de la siembra se retird la planta de
la maceta procurando mantener la raiz integra, se sacudio
el sustrato presente de este tejido y se enjuagd con agua
para facilitar el conteo. Una vez que la raiz se encontro libre
de sustrato, se colocé en una charola y se agregd un poco
de agua para evitar su deshidratacién. La raiz se dividio
longitudinalmente, se tomd una tercera parte y se conté
el nimero de nddulos presentes (Grageda C. O. A, 2014;
Com. Pers.)'.

Inoculacion con R. intraradices

Rhizophagus intraradices (Micorriza INIFAP®) (INVAM,
2017), cepa aislada de huerto de naranja en Nuevo Ledn,
México y ampliamente usada en diversos cultivos, fue
inoculado en semillas provenientes de poblaciones
tolerantes o resistentes a C. lindemuthianum (cepas 448
0 1472) de las cinco lineas modificadas de frijol FMA-
pdf1.2 (L2, L3, L4, L7 y L9), y en semillas del cv. Flor de
Mayo Anita no modificado. La inoculacién se realizé con
0.1 g de biofertilizante micorrizico, el cual contenia 100
esporas g'. El sustrato fue una mezcla tierra lama:arena
(1:1) previamente esterilizada. Se procedié a la siembra
y se llevd a cabo un muestreo destructivo a los 45 dias
después de la misma.

Las plantas fueron extraidas de los vasos para realizar
los muestreos. Las raices se humedecieron para retirar
el sustrato sin dafiar la raiz, y proceder a la deteccion de
infeccion radical. La cuantificacion de infeccion radical se
realizé mediante el procedimiento de Kormanik y McGraw
(1982) modificado, las raices se sometieron a un aclareo,
seguido de una tincion con azul tripano y se observaron
al microscopio para detectar estructuras del hongo
micorrizico (hifas, vesiculas y arbusculos). En cada unidad
experimental se determind el porcentaje de colonizacion
en un total de 15 raicillas analizadas.

Diseno de experimento y analisis estadistico

Los experimentos de interaccion entre cada organismo
benéfico y las lineas modificadas se realizaron de manera
independiente bajo un disefio completamente al azar.
Cada microorganismo benéfico (T. harzianum, R. tropici o
R. intraradices) fue inoculado en las cinco lineas de frijol
modificado genéticamente con el gen pdf1.2 (L2, L3, L4, L7
y L9) y el testigo no modificado Flor de Mayo Anita, en al
menos tres repeticiones. La unidad experimental fue una
maceta con una planta. El analisis estadistico consistio en

'Dr. Oscar A. Grageda Cabrera, Investigador, Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias, Campo
Experimental Bajio, Celaya, Guanajuato.
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un analisis de varianza y comparacion de medias a través
de la prueba de Duncan (a = 0.05), mediante el paquete
estadistico Minitab®.

RESULTADOS Y DISCUSION
Cuantificacion poblacional de T. harzianum

La evaluacion de la concentracion final de T. harzianum
presente en el suelo que estuvo en contacto con las plantas
FMA-pdf1.2 L2, L3, L4, L7 y L9 mostré un incremento a
los 46 dias después de la inoculacion con respecto a
la concentracion inicial aplicada (Figura 1). Aunque el
incremento de la concentracién de Trichoderma en las
plantas FMA no modificadas fue significativamente mayor
en comparacion con las poblaciones de frijol FMA-pdfi1.2;
en ambos casos lograron un aumento en la concentracion

final en un espectro de 3.6 x 10°a 4.6 x 10° UFC mL™".

La comparacion de medias entre poblaciones de frijol
FMA-pdf1.2 indicé un comportamiento homogéneo
en la concentracién final de UFC de Trichoderma, por
lo que la disminucién en la colonizacidn no parece
deberse Unicamente a la defensina recombinante, pues
se encontraron diferencias importantes en los niveles
de expresion transcripcional en cada linea FMA-pdf1.2
(Espinosa-Huertaetal,,2013). Deacuerdocon Salas-Marina
et al. (2011), la inoculaciéon de Trichoderma atroviride en
raices de Arabidopsis promueve la expresion de genes de

resistencia como PR-1a (funcién desconocida), PR-2 (B-1,

3-glucanasa), PDF1.2 (defensina), LOX-1 (lipoxygenasa 1)
y ATPCA (peroxidasa a) en hojas y raices a partir de las
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Figura 1. Contenido poblacional de Trichoderma harzianum a los 46 dias después de la inoculacion en plantas de frijol.
Testigo FMA: Frijol Flor de Mayo Anita no modificada; FMA-pdf1.2-L2 a L9: lineas de frijol Flor de Mayo Anita modificadas
con el gen pdf1.2 e inoculadas.
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96 h de su inoculacién; esto sugiere que la inoculacion
de T harzianum en raices de frijol podria promover via
sefalizacion, la expresion de otros genes de defensa y que
se haya detonado un efecto sinergistico transitorio entre
éstos y la defensina recombinante que pudieran reducir la
capacidad de reproduccién (UFC) de T. harzianum en las
plantas FMA-pdf1.2.

Conteo de nddulos en plantas de frijol inoculadas
con Rhizobium tropici

Las plantas de frijol inoculadas presentaron un efecto
de simbiosis con la bacteria R. tropici y visualmente no
se percibieron diferencias en la densidad de nddulos
formados en las raices de plantas no modificadas y las
plantas de las lineas FMA-pdf1.2 (Figura 2); sin embargo,
hay diferencias estadisticas significativas entre las
poblaciones de frijol FMA-pdf1.2 y la poblacion de plantas
de frijol no modificado, asf como entre las poblaciones de
laslineas L3y L7 (P=0.0019) (Figura 3). En este sentido, se
observo una correlacion entre la produccion de defensina
de estas lineas y su capacidad para formar nodulos, ya
que de acuerdo con Espinosa-Huerta et al. (2013), la
linea L3 mostrd una reduccion en los niveles de expresion
transcripcional del gen pdf1.2 de hasta 30 % con respecto
alalinea L7.

Los valores de numero de nédulos de todas las lineas
FMA-pdf1.2y el frijol no modificado se encontraron dentro
del intervalo definido por el CIAT (1987) como Excelente (>
80) para un frijol de habito de crecimiento indeterminado

M FMA no-inoculada
B FMA inoculada

O FMA-pdf 1.2-L2
B FMA-pdf 1.2-L3
W FMA-pdf 1.2-L4
O FMA-pdf 1.2-L7
E FMA-pdf 1.2-L9

Fuente GL  Cuadrado Medio F Valor-P
Entre grupos 6 3.38E+11 2167.53  0.0000
Intra grupos 119 1.56E + 08

Total (Corr.) 125

Medias con letras distintas indican diferencias estadisticas significativas Duncan (0.05).
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Figura 2. Formacion de nodulos en raices de frijol inoculadas con Rhizobium tropici. A. Raices de plantas de frijol Flor de
Mayo Anita no modificada; B. Linea de frijol FMA-pdf1.2-L9.

330 1 B FMA no-inoculada
320 + B FMA-pdf 1.2-1.2
O FMA-pdf 1.2-L3
310 -
B FMA-pdf 1.2-L4
w 300 { B FMA-pdf 1.2-L7
% 290 - O FMA-pdf 1.2-L9
3
£ 280 -
S
g 270 1
=z
260 + Fuente GL CuadradoMedio F Valor-P
250 - Entre grupos 5 664.705 536  0.0019
240 - Intra grupos 24 124.015
230 | Total (Corr) 29

Medias con letras distintas indican diferencias estadisticas significativas Duncan (0.05).

Genotipos

Figura 3. Conteo de nédulos presesentes en plantas de frijol Flor de Mayo Anita a los 40 dias posteriores a su inoculacion
con Rhizobium tropici. FMA-indculo testigo: Frijol sin transformar inoculado y FMA-pdf1.2-L2 a L9: Lineas de frijol
modificadas con el gen pdf1.2 inoculadas.
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como lo es Flor de Mayo Anita. Los valores promedio del
numero de nodulos por planta oscilaron entre 280 y 313,
por lo que se puede concluir que la relacion simbidtica
entre las poblaciones de lineas de frijol FMA-pdf1.2 y la
bacteria benéfica fijadora de nitrdgeno R. tropici se ve
favorecida por efecto de la defensina.

Sibien la proteina que codifica el gen pdf1.2 es especifica
para el control de hongos y no se esperaba efecto sobre
bacterias, era importante evaluarlo con Rhizobium sp.,
particularmente por tratarse de una relacion simbidtica
esencial con frijol desde el punto de vista de produccion
agricola. La capacidad de las lineas FMA-pdf1.2 para
formar nédulos fue mayor que en las plantas de frijol no
modificadas. No es claro el efecto que pudo haber tenido
la expresion de la proteina PDF1.2 en la formacién de
nédulos a favor de las lineas modificadas.

Colonizacién de R. intraradices en raices de frijol

Derivado de la inoculacién de R. intraradices en
poblaciones de lineas de frijol FMA-pdf1.2 que habian
mostrado resistencia a C. lindemuthianum (patotipos
1472 y 448) en un bioensayo previo (Espinosa-Huerta et
al., 2013), se observé que las poblaciones de plantas de
frijol Flor de Mayo Anita no modificadas mostraron una
baja colonizacion del hongo en las raices (25 %) y ésta se
vi6 mas reducida de manera inconsistente en las raices
de las lineas de frijol FMA-pdf1.2 en sus tres repeticiones
45 dias posterior a su germinacion (Cuadro 1). Es posible
gue en este caso se trate de una baja especificidad de
R. intraradices por la planta hospedera, o bien que las
condiciones experimentales no hayan favorecido la
colonizacion.
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Aun cuando los niveles de colonizacion micorrizica
fueron menores en las poblaciones de lineas FMA-pdf1.2,
la colonizacién no mostré diferencias entre poblaciones
de lineas de frijol FMA-pdf1.2 (Figura 4); asimismo, esta
reduccién no afectd el desarrollo de las plantas; es decir,
tanto las plantas colonizadas como las no colonizadas
tuvieron un desempefo similar en su desarrollo.

Estos resultados contrastan con los obtenidos por
Stewart et al. (2007), quienes reportaron que plantas de
N. tabacum transformadas con los genes de péptidos
antimicrobianos MSI-99 (transformacion de cloroplastos)
y D4E1 (transformacion nuclear) fueron probados por
su habilidad para formar asociaciones micorrizicas
comparadas con el genotipo silvestre; no observaron
efectos deletereos en el porcentaje de colonizacién con
Gigaspora rosea o Glomus mosseae; ademas, las lineas
de tabaco transformadas que expresaban MSI-99 en
cloroplastos tuvieron un porcentaje mayor de colonizacion
que el genotipo silvestre. Los resultados indican que las
asociaciones micorrizicas en tabaco no fueron afectadas
negativamente por la expresion de los genes probados
(Stewart et al., 2007).

En el caso de las lineas de frijol FMA-pdf1.2, en las
que la transformacion es nuclear y la expresion de la
proteina defensina es constitutiva, el hongo arbuscular
R. intraradices estuvo expuesto a la proteina, a diferencia
de la defensina expresada en cloroplastos (MSI-99). La
proteina codificada por el gen pdf1.2 tiene la habilidad
de inhibir hongos, por lo que existe la posibilidad de que
ocurra una limitacion de la colonizaciéon de la micorriza
con R. intraradices a nivel de espacios intercelulares entre
células corticales y en el apoplasto intracelular.

Cuadro 1. Porcentaje de infeccidn radical por Rhizophagus intraradices en plantas de frijol Flor de Mayo Anita modificado

con el gen defensina pdf1.2.

Infeccién radical (%)

Tratamiento

R‘lﬁ' RZ‘Y’T Rsﬁ'
FMAT 0 0 0
FMA | 25 25 25
L2-448-Ri 0 0
L2-1472-Ri 25 0
L3-1472-R4 i 25 0 25
L4-1472-T i 25 0 0
L7-1472-Ri Sin muestra Sin muestra 0
L9-448-R i 0 25 0
L9-1472-Ri 0 0 0

TFMA: Flor de Mayo Anita, i: inoculado con Rhizophagus intraradices. 448 y 1472 son cepas de Colletotrichum lindemuthianum para las cuales las
lineas de frijol modificadas fueron R: resistentes o T: tolerantes. ™ Réplica de experimento.
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Figura 4. Colonizacion de raices de frijol inoculadas con Rhizophagus intraradices. A. Raices de plantas de frijol Flor de
Mayo Anita no modificadas; B. Linea modificada genéticamente FMA-pdf1.2-L9-448-R.

Evaluacion de riesgo ambiental en organismos
no-blanco

La hipdtesis de un posible riesgo donde la proteina
PDF1.2 expresada en los tejidos del frijol afectaria a
microorganismos benéficos en el agroecosistema
experimental con la consecuente pérdida de su
biodiversidad y limitaciones en su efecto benéfico fue
originalmente planteada para reunir todos los posibles
elementos que establecerian el nivel del riesgo y un
posible dafio durante la liberacion al ambiente; sin
embargo, la caracterizacion del riesgo (probabilidad
de la exposicién al riesgo y las consecuencias de esta
exposicion) establecid que si bien la defensina se expresa
de manera constitutiva en la planta de frijol y ésta tiene
contacto con microorganismos benéficos, resultando en
algunos casos con reducciones en el nivel de colonizacion
o UFC con respecto a las plantas no modificadas (T.
harzianum vy R. intraradices), la defensina no interfirio en
la respuesta de reconocimiento para el establecimiento
de simbiosis de estos hongos benéficos antagonistas
de patdgeno y micorrizico y, si bien afecté la abundancia
alcanzada por sus poblaciones, no las erradico; por lo
tanto, se considera que la probabilidad de que estos
hongos benéficos sean inhibidos completamente por la
defensina dentro del agroecosistema es baja. Asimismo, el
componente bacteriano R. tropici encargado de la fijacion
de nitrégeno a través de la formacion de nédulos no vié
afectada negativamente su capacidad nodulante; por
el contrario, ésta se favorecié en comparacion con las
plantas no modificadas. Por lo anterior, se establece que
las caracterisiticas del frijol FMA-pdf1.2 no representan un
riesgo para este organismo bajo las condiciones probadas.
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CONCLUSIONES

Las lineas de frijol modificadas con el gen pdf1.2 que
confiere resistencia de amplio espectro contra hongos
patégenos mostraron un fenotipo diferencial con
respecto a la capacidad de crecimiento en la rizosfera y
al establecimiento de la asociacion simbidtica con los
microorganismos benéficos T. harzianum, R. tropici y R.
intraradices. La nodulacion por R. tropici se favorece por
la presencia de la defensina en las plantas FMA-pdf1.2
en contraste con las plantas no modificadas, mientras
que la colonizacién de R. intraradices y T. harzianum se
inhibe en baja proporcion por la defensina, sin riesgo
de que se eliminen las poblaciones. En términos de
evaluacién de riesgo ambiental, el efecto de la defensina
PDF1.2 sobre organismos benéficos como T. harzianum,
R. intraradices y R. tropici en cuanto a su capacidad para
reconocer, sobrevivir, desarrollarse e infectar plantas del
frijol FMA-pdf1.2 es limitado, por lo que su efecto en un
agroecosistema experimental abierto puede ser minimo.
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