UNIVERSIDAD AUTONOMA CHAPINGO

DEPARTAMENTO DE FITOTECNIA

REGENERACION IN VITRO Y ENSAYOS DE TRANSFORMACION GENETICA A
PARTIR DE EMBRIONES INMADUROS DE LINEAS DE MAIiZ DE VALLES
ALTOS DE MEXICO.

TESIS

QUE COMO REQUISITO PARCIAL

PARA OBTENER EL GRADO DE:

MAESTRO EN CIENCIAS EN BIOTECNOLOGIA AGRICOLA

PRESENTA

ESBEYDI MARTINEZ CRUZ

Chapingo, Texcoco, Estado de México Octubre de 2009




REGENERACION IN VITRO Y ENSAYOS DE TRANSFORMACION
GENETICA A PARTIR DE EMBRIONES INMADUROS DE LINEAS DE MAIiz
DE VALLES ALTOS DE MEXICO.

Tesis realizada por Esbeydi Martinez Cruz bajo la direccién del Comité Asesor
indicado, ha sido aprobada por el mismo y aceptada como requisito parcial para
obtener el grado de:

MAESTRO EN CIENCIAS EN BIOTECNOLOGIA AGRICOLA

DIRECTOR: %/

DR. JOSE OSCMASCORRO GALLARDO

ASESOR:

DR. JOSE DE JESUS EZ REYNOSO

,’g r
ASESOR: -

é%’7
DR. JpS/E LUIS %DQ\GUEZ DE LA O

Chapingo, Texcoco, Estado de México Octubre 2009



AGRADECIMIENTOS

Mis mas sinceros agradecimientos a todos los que contribuyeron de manera

directa o indirecta en la realizacion de esta tesis.

A la Universidad Auténoma Chapingo y al Postgrado de Biotecnologia Agricola

por darme la oportunidad de emprender y concluir mi Postgrado.

Al Dr. J. Oscar Mascorro Gallardo, por la direccion, la interminable paciencia
durante el desarrollo de esta tesis, las valiosisimas sugerencias para su
culminacién y en especial por la disponibilidad de compartir sus conocimientos.
Al Dr, José de Jesus Lopez Reynoso por la disponibilidad de los materiales
necesarios para la elaboracion de este trabajo asi como su tiempo y dedicacion

en la revision y redaccion de la tesis.

Al Dr. José Luis Rodriguez de la O por su invaluable disposicién en la revision y

las valiosas contribuciones que ayudaron al mejoramiento de este trabajo.

A Javier Garcia y Rosa Maria Brito quienes contribuyeron en la realizacion de

este trabajo y compartieron sus experiencias y conocimientos conmigo.

A todos los catedraticos del Postgrado en Biotecnologia Agricola que influyeron

en mi formacion.

A mis amigos y compafieros de Postgrado por su amistad y apoyo.

A la Sria. Celia Garcia Cadena por su disposicién y apoyo.



DEDICATORIA

A Dios por darme la oportunidad de realizar uno mas de mis suefos.

A mi hijo Ulises, por todo su amor, paciencia y comprensién, pero sobre todo
por el tiempo que no le pude dar mientras alcanzaba esta meta. Eres el motor

de mi vida.

A mi esposo Bonifacio por su incondicional apoyo y amor pero sobretodo por

caminar juntos a través de la vida. Te amo.

A mis padres Elvia y Bernabé por fijar los cimientos de mi vida e impulsar mi

superacion. Los amo.

A mis hermanas por su carifio y apoyo, en especial a Yuri (por recordarme que
el universo entero confabula para lograr lo que se desea), siempre las llevo en
mi corazén.



DATOS BIOGRAFICOS

El autor nacido en Santa Maria Asuncion Tlaxiaco, Oaxaca, el 23 de abril de
1979. Cursd sus estudios de primara y secundaria en la misma ciudad. En 1994
ingreso a la Preparatoria Agricola de la Universidad Autdénoma Chapingo, donde
estudié también su licenciatura en el Departamento de Fitotecnia, obteniendo el

titulo de Ingeniero Agrénomo, Especialista en Fitotecnia en el afio 2002.

En el periodo de enero de 2005 a enero de 2006 trabajé en el municipio de San
Pedro y San Pablo Teposcolula, Oaxaca, en la elaboraciéon y realizacion de

proyectos productivos.

En enero de 2007 a diciembre de 2008, curso los créditos de la Maestria en

Biotecnologia Agricola en la Universidad Auténoma Chapingo.



CONTENIDO

iINDICE DE CUADROS
INDICE DE FIGURAS
RESUMEN Y ABSTRACT
|. INTRODUCCION
1.1 Objetivos generales
1.2 Objetivos especificos
1.3 Hipotesis
ll. REVISION DE LITERATURA
2.1 Totipotencia celular
2.2 Regeneracién de maiz bajo cultivo in vitro
2.2.1 Embriogénesis somatica
2.2.1.1 Embriogénesis somatica en maiz a partir de
embriones inmaduros
2.2.1.2 Embriogénesis somatica en maiz a partir de
embriones maduros
2.3 Transformaciéon genética de maiz
2.3.1 Transformacion utilizando el método de agroinfeccion
2.3.2 Transformacion utilizando el método de biobalistica
2.4 Aplicaciones de la ingenieria genética para el mejoramiento de
maiz
lIl. MATERIALES Y METODOS
3.1 Regeneracion por embriogénesis somatica
3.1.1 Material vegetal
3.1.2 Establecimiento del cultivo in vitro
3.1.2.1 Esterilizacion del material vegetal
3.1.2.2 Explantes

3.1.3 Induccién de callo embriogénico

Pag.

=

N OO o0 A OO OO =

10
11

14
14
14
15
15
16
16



3.1.3.1 Medios de cultivo
3.1.3.2 Condiciones de cultivo
3.1.3.3 Caracteres evaluados
3.1.4 Induccion de brotacion
3.1.4.1 Medios de cultivo
3.1.4.2 Condiciones de cultivo
3.1.4.3 Caracteres evaluados
3.1.5 Induccién de raiz
3.1.5.1 Medio de cultivo
3.1.5.2 Condiciones de cultivo
3.1.6 Adaptacién ex-vitro
3.1.6.1Condiciones de cultivo
3.1.6.2 Caracteres evaluados
3.2 Protocolo de regeneracion
3.3 Transformacion genética por el método de agroinfeccion
3.3.1 Material vegetal
3.3.2 Iniciacién y mantenimiento de callos
3.3.3 Genes quiméricos
3.3.4 Iniciacion del cultivo de Agrobacterium
3.3.5 Agroinfeccion
3.3.5.1 Inoculacién
3.3.5.2 Cocultivo
3.3.5.3 Maduracion
3.3.5.4 Seleccién
3.3.5.5 Regeneracion
3.3.5.6 Adaptacion ex-vitro
3.3.5.7 Caracteres evaluados
3.3.6 Caracterizacion molecular por PCR de las plantas

transformadas

16
18
18
19
2
19
19
20
20
20
21
21
21
21
23
23
24
24
25
25
25
26
27
27
27
28
28
28



3.3.6.1 Extraccién de ADN gendmico
3.3.6.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
3.3.6.2.1 Iniciadores
3.3.6.2.2 Mezcla de reaccion
3.3.6.2.3 Programa de amplificacion
3.3.7 Protocolo de transformacion genética por el método de
agroinfeccion
IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4 1 Porcentaje de Callo Embriogénico (PCE)
4.1.2 Caracteristicas fisicas de los callos en las lineas de maiz
azul
4.1.2.1 Callo Tipo |
4.1.2.2 Callo Tipo Il
4.1.3 Caracteristicas fisicas de los callos en las lineas de maiz
blanco
4.2 Evaluacion de la regeneracion
4.2.1 Regeneracion obtenida en las lineas de maiz azul
4.2.1 Regeneracion obtenida en las lineas de maiz blanco
4.3 Supervivencia de plantas aclimatadas y variacion morfolégica
4.4 Agroinfeccién
4.4.1 Formacién de callo
4.4 2 Resistencia a PPT y kanamicina
4.4 3 Evaluacién de regeneracion
4.5 Caracterizacion molecular por PCR de las plantas
transformadas
V. CONCLUSIONES
VI. BIBLIOGRAFIA
VII. ANEXOS.

28
30
30
&
32
32

34
34
37

37
38
40

41
41
43
44
47
47
50
51
53

56
57
65



Cuadro 1.

Cuadro 2.

Cuadro 3.

Cuadro 4.

Cuadro 5.

Cuadro 6.

Cuadro 7.

Cuadro 8.

Cuadro 9.

iNDICE DE CUADROS

Lineas de maiz blanco y azul de la UACh
evaluadas en su capacidad de regeneracion por
embriogénesis somatica.

Lineas de maiz desarrolladas en la UACh vy
utilizadas para intentar la trasformacion por el
método de agroinfeccion.

Medios de cultivo utilizados para el desarrollo de
callos embriogénicos, modificados de Vega et al.
(2008).

Mezcla de reacciéon utilizada en el PCR para
amplificar los genes NPTII, ScTPSP y a-zeina.
Porcentaje de callo embriogénico y caracteristicas
fisicas de los callos embriogénicos formados en las
lineas de maiz azul.

Porcentaje de callo embriogénico y caracteristicas
fisicas de los callos embriogénicos formados en las
lineas de maiz blanco.

Regeneracion obtenida en las lineas de maiz azul
inducidas en los medios N6C1SN y MSE3, a las 8
semanas después de la induccion de los explantes.
Regeneracién obtenida en las lineas de maiz
blanco inducidas en el medio de cultivo NBC1SN, a
las 10 semanas después de la inducciéon de los
explantes.

Plantas regeneradas a través de embriogénesis
somatica y porcentaje de supervivencia de lineas

de maiz azul, después de 12 semanas de induccion

Pag.
14

23

26

31

35

36

42

43

44



Cuadro 10.

Cuadro 11.

Cuadro 12.

de los explantes.

Plantas regeneradas a través de embriogénesis
somatica y porcentaje de supervivencia de lineas
de maiz blanco, después de 14 semanas de
induccién de los explantes.

Numero de explantes utilizados en la
transformacion genética por el método de
agroinfeccion por linea y construccién utilizada.
Brotacién y enraizamiento de plantas obtenidas en

los experimentos de agroinfeccién.

ii

45

49

ol



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.
Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

iINDICE DE FIGURAS

Establecimiento del cultivo in vitro de embriones
inmaduros de maiz.

Representacién esquematica de micropropagacion por
embriogénesis somatica de maiz, adaptada de
Bronsema et al., (1997).

Protocolo de regeneracion por embriogénesis somatica
de maiz.

Protocolo de transformacion genética por el método de
agroinfeccién.

Tipo de callo embriogénico formado en las lineas de maiz
azul.

Tipo de callo embriogénico formado en las lineas de
maiz blanco.

Regeneraciéon y obtencién de plantas a través de cultivo in
vitro en lineas de maiz blancos y azules.

Protocolo de trasformacion.

Caracteristicas fisicas de los callos obtenidos en las lineas
de maiz agroinfectadas.

Seleccion 'y regeneracion de brotes embriogénicos
posiblemente trasformados.

Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para detectar el
gen GUS en plantas de maiz transformadas por
agroinfeccion.

Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para detectar el

gen ScTPSP en plantas de maiz transformadas por
agroinfeccion.

iii

Pag.
16

1z

22

33

39

41

46

48
50

52

23

54



REGENERACION IN VITRO Y ENSAYOS DE TRANSFORMACION GENETICA A PARTIR
DE EMBRIONES INMADUROS DE LINEAS DE MAiZ DE VALLES ALTOS DE MEXICO.

REGENERATION /N VITRO AND ASSAYS OF GENETIC TRANSFORMATION OUT OF
IMMATURE EMBRYOS OF MAIZE INBREDS OF HIGH VALLEYS OF MEXICO.

Martinez-Cruz, E.”., Mascorro-Gallardo, Jc =

RESUMEN

Un requisito indispensable para la aplicacién de
las técnicas de transformacién genética, es la
disponibilidad de un procedimiento de
regeneracion in vitro eficiente y reproducible. El
objetivo de la presente investigacion fue
determinar dichos protocolos en 10 lineas de
maiz azul y 20 lineas de maiz blanco
provenientes del Programa de Mejoramiento
Genético de Maiz del Departamento de fitotecnia
de la Universidad Auténoma Chapingo, en
términos de capacidad de regeneracién por
embriogénesis somatica de embriones
inmaduros y eficiencia de transformacién. Para
ello se probaron dos medios de cultivo para la
induccién de embriogénesis el N6C1SN y el
MSES3, y la inducciéon de brotes se hizo en medio
MS suplementado con AlA (0.5 mg.L") y BAP (1
mg‘L”). Adicionalmente fueron hechos algunos
ensayos de transformacion por el método de
agroinfeccion. Los componentes del medio no
influyeron en la formacién de callo embriogénico,
en las caracteristicas fisicas de los callos ni en la
regeneracion de plantas. Se identificaron dos
lineas de maiz (ChAzE5 y ChBI103) que dieron
resultados aceptables de regeneracién aunque
no tuvo asociacién con la produccién de callo
embriogénico. No hubo éxito en la obtencién
transformantes verdaderos bajo seleccién con
fosfonitricina 'y  kanamicina  comprobado
mediante PCR. El potencial de formacién de
callo embriogénico y la regeneraciéon in vitro
tuvo una respuesta favorable vy diferencial
dependiendo de los genotipos evaluados. Es
necesario determinar la presion de seleccién con
el agente selectivo y aumentar la eficiencia de la
agroinfeccion usando el gen reportero GUSint
antes de llevar a cabo nuevos ensayos para
obtener transformantes estables verdaderos.

Palabras clave: Embriogénesis, regeneracion,
maiz, transformacion.
'Tesista “Director de tesis

ABSTRACT

An indispensable requisite for applying genetic
transformation techniques is the availability of an
efficient and reproducible regeneration
procedure. The objective of this investigation
was to determine these protocols in 10 blue
grain inbreds and 20 white grain inbreds from
the Program for Genetic Improvement of Maize
of the Department of Fitotecnia, Autonomous
University of Chapingo, in terms of capacity of
regeneration by somatic embriogenesis from
immature  embryos and  efficiency  of
transformation. Two media for induction of
somatic embryogenic calli were evaluated,
N6C1SN and MSE3; after that, the induction of
shoots was made in MS media supplemented
with AIA (0.5 mg.L-1) and BAP (1 mg.L-1). Some
transformation assays by agroinfection method
were also performed. Media composition did not
influence the formation of embryogenic calli,
physical characteristics of the calli and shoot
production. Two inbreds of maize (ChAzE5 y
ChBI103) were identifed, that gave acceptable
results in shoot production, although this variable
did not associated with the production of
embryogenic calli. There was no success in
obtaining true transformants under
phosphonitricin and kanamicin selection, since
results with PCR were negative. The potential of
formation of embriogenic calli and the in vitro
regeneration had a favorable and differential
response depending of the evaluated genotypes.
It is necessary to determine the selection
pressure with the selective agent, and to
increase the agroinfection efficiency by using the
GUSIint reporter gene before performing new
assays to obtain stable true transformants.

Key words: Embryogenesis,
maize, transformation.

regeneration,



I. INTRODUCCION

Hoy en dia la ingenieria genética, definida como la manipulacién en laboratorio de
la informacion genética de un organismo utilizando las técnicas de la biologia
molecular, se presenta como una poderosa alternativa para obtener cultivares
transgénicos que superen en su productividad y calidad a sus contrapartes
obtenidas por métodos tradicionales (Herrera y Martinez, 2007), pero sin dejar de
lado las metodologias convencionales de mejoramiento, es decir, que los nuevos
conocimientos y la tecnologia del ADN deben ser combinados con el trabajo
practico de campo y llegar a mayores y mas rapidas ganancias en la productividad
del maiz (Paliwal et al., 2001).

El maiz (Zea mays L.) es uno de los principales cultivos en el mundo no sélo por
usarse en la alimentacion humana sino también por otros usos como; un recurso
de ingresos, alimento para animales, abono, usos industriales y para estudios de
genética, genomica y biologia molecular. Por lo cual ha sido estudiado desde hace
muchos afios, como en el trabajo de Green y Phillips (1975) donde se reporta
regeneracion por cultivo de tejidos, y gracias a esa y muchas otras investigaciones
realizadas hasta la fecha se han logrado avances sobre los tipos de explantes,
medios de cultivo y reguladores de crecimiento a utilizar; ya que este valioso
recurso genético sera mejor utilizado si se cuenta con un sistema de

transformacion genética rapida, eficiente y reproducible (Vega et al., 2008).

El primer método de transformacién utilizado en maiz fue el de biobalistica pero
actualmente se ha reportado en varios trabajos que la transformacion de esta
especie puede llevarse a cabo utilizando la bacteria Agrobacterium tumefaciens
(Ishida et al., 1996, Frame et al, 2002, Frame et al, 2006, Sidorov et al., 20086,
Ishida et al., 2007, Valdez et al., 2007 y Vega et al., 2008). Este método ofrece
ventajas adicionales como, la posibilidad de transferir grandes segmentos de ADN
dentro de las células, la regeneracion de un nimero alto de eventos transgénicos,

estables con bajo nimero de copias y correctamente expresados, lo cual produce



menos rearreglos del transgen (Frame et.al.,, 2002 y 2006, Vega et al., 2008).

Ademas de ser una tecnologia bastante economica (Valdez-Ortiz et al., 2007).

Tanto los estudios de induccion y mantenimiento de callo embriogénico como los
de transformacion se ha realizado principalmente utilizando los genotipos A188,
B73, HIl (A188 x B73) y lineas tropicales. Para que la ingenieria genética pueda
aplicarse a variedades e hibridos cuya adaptacion ha sido previamente
demostrada en cada pais o regién, debe de contarse con protocolos eficientes de
regeneracién y de transformacion genética que permitan integrar la ingenieria
genética a los esquemas de mejoramiento clasico. En México, poco se ha logrado
en este aspecto, dejando todo en manos del mejoramiento clasico, por lo cual es
necesario empezar a evaluar los materiales que ya estan adaptados a cada region
de nuestro pais para que en investigaciones posteriores sean utilizadas en

estudios de mejoramiento genético, genomica, biologia molecular, etc.



1.1 Objetivos generales

. Determinar el protocolo de regeneracion que permita identificar lineas de

maiz de Valles Altos de México obtenidas por la Universidad Autonoma
Chapingo con la mayor capacidad de regeneracion por embriogénesis
somatica usando como explantes embriones inmaduros para que puedan

ser utilizadas en trabajos de ingenieria genetica.

Evaluar la eficiencia de transformacioén con el gen ScTPS71-TPSZ2 por el
método de agroinfeccién (Agrobacturium tumefaciens) en lineas de Valles
Altos de México y dos lineas subtropicales del CIMMyT, para tratar de

aumentar su resistencia a sequias.

1.2 Objetivos especificos

i

3.

Identificar el medio de cultivo y los reguladores en los cuales se obtiene la

mayor capacidad embriogénica.

Regenerar plantulas de las lineas embriogénicas y crecerlas para analizar

su comportamiento fenotipico.

Trasformar embriones cigoticos inmaduros por el método de Agroinfeccion
tanto de las lineas de Valles Altos como de dos lineas subtropicales del
CIMMyT.



1.3 Hipotesis

1. La regeneracion obtenida en las lineas de maiz dependeréa del genotipo asi

como del medio de cultivo utilizado.

2. Las lineas desarrolladas y adaptadas a Valles Altos de México pueden ser

transformadas por agroinfeccion.

Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Totipotencia celular

Haberlandt (1902) propuso que todas las células vegetales pueden volver a una
condicién meristematica y desarrollar un nuevo punto de crecimiento, lo cual se
logra después de que el 6rgano o célula ha sido extraido y colocado en medio de
cultivo. Esta re-programacion del desarrollo implica los siguientes eventos

consecutivos (Altman, 1998):

1) Des-diferenciacion de los tejidos u érganos; éste resulta en la activacion de
mecanismos fisiolégicos que dirigen la division celular, bajo condiciones

endogenas y exdgenas apropiadas.

2) Activa division celular en toda la superficie del corte, o actividad meristematica
localizada en regiones especificas de el explante, o ambos; esto resulta a

menudo, pero no siempre, en proliferacion de tejido de calloso.

3) Organizacion de meristemos definidos; esto ocurre en las zonas de division

celular activa y resulta en formacién de brotes o meristemos de raiz, o ambos.

4) Morfogénesis in vitro: Respuestas morfogénicas in vitro que implican la

organogénesis (formacién de nuevas yemas de brotes o nuevas raices), o



embriogénesis somatica (la diferenciacion bipolar de embriones somaticos). La
organogénesis y embriogénesis somatica pueden ser directas, es decir que
provienen del explante y no implica la formacién de callo, o indirectas, de un tejido

calloso.

Totipotencia es la capacidad de una célula de regenerar el fenotipo de un

organismo completo y diferenciado del cual provino (Matell et al.,1985).

2.2 Regeneracion de maiz bajo cultivo in vitro.

Sharp y Evans (1984), mencionan que el cultivo de tejidos en maiz comenzd
probablemente en 1947 con los trabajos de La Rue con endospermo de maiz.
Pero la regeneracion de plantas se reportoé en 1975 por Green y Phillips mediante
la via de embriogenésis somatica a partir de embriones inmaduros (Furini and
Jewell, 1994 y Bronsema et al., 1997).

Las condiciones de cultivo han sido mejoradas usando principalmente como medio
de cultivo al MS (Murashige y Skoog, 1962) y el N6 (Chu et al., 1975) en
combinacion con auxinas promotoras de embriogénesis somatica como el 2,4-
acido diclorofenoxiacético (2,4- D), Dicamba (2-metoxy-3,6-acido diclorobenzoico)
y 4-acido diclorofenoxiacetico (CPA) obteniendo con ellos embriogénesis somatica
(Bhaskaran y Smith, 1990).

En monocotiledoneas, explantes que contienen células meristematicas inmaduras,
desarrollan callos que son competentes para expresar totipotencia. Los
meristemos de brotes, bases de hojas jovenes, inflorescencias inmaduras,
embriones inmaduros, tejido nodal, anteras, embriones maduros y en raras
ocasiones puntas de raiz producen callo regenerable en especies de cereales.
Pero los embriones inmaduros son los mas ampliamente usados en maiz
(Bhaskaran y Smith, 1990).



2.2.1 Embriogénesis somatica

Las técnicas de embriogénesis somatica fueron originalmente desarrolladas para
satisfacer dos metas principales: micropropagacion masiva y el desarrollo de
herramientas celulares para el mejoramiento genético (ejemplo: transformacion
genética y fusion de protoplastos). Estas técnicas se apoyan en el uso de
reguladores sintéticos de crecimiento (auxinas) para inducir la des-diferenciacion

de los tejidos y la formacién de tejido embriogénico (callos) (Strosse et al., 2003).

La embriogénesis somatica se define como el proceso dénde los cultivos de
callos, suspensién o protoplastos desarrollan embriones completos, similares a los
embriones cigoticos producidos en las semillas (Green, 1983). El embrion
somatico es una estructura bipolar independiente y no esta fisicamente unida al
tejido original. Dichos embriones posteriormente desarrollan raices, apice y sus
organos cotiledonares, por lo que son capaces de germinar en plantulas de la

misma manera como sucede con los embriones cigoticos (Ammirato, 1983).

El éxito del cultivo tejidos de maiz es frecuentemente dependiente del tejido
donador elegido para la iniciacion del cultivo, el cual depende del genotipo de las
plantas y también de los estados fisiologicos y de desarrollo apropiados (Green,
1983). Ya que de estos y de las condiciones de cultivo dependera la regeneracion

y especialmente la embriogénesis somatica.

Cuando los embriones inmaduros son colocados en el medio de cultivo, las células
del escutelum se vuelven activas, el niumero de organelos incrementa y la
morfologia vacuolar y nuclolear cambia. Esta reaccion es llamada respuesta de
shock. Una segunda respuesta es la induccion de callo, llamada respuesta de
crecimiento y depende de la presencia de reguladores de crecimiento y es
caracterizada por actividad mitotica en las células que son sensitivas a estos. En

el escutelum se da la apariciéon de una amplia zona meristematica escutelar y se



observa una segunda region meristematica alrededor de la coleoriza (Bronsema et
al., 1997).

Armstrong y Green (1984) y Armstrong y Phillips (1988) proponen que al menos
dos tipos diferentes de callo en el cultivo de tejido de maiz regenerable puede ser
iniciado de algunos genotipos. Callo Tipo-I (organogénico) es caracterizado por un
alto grado de asociacion celular y diferenciacion. Aunque embriones somaticos
bien desarrollados son ocasionalmente observados en callos Tipo-l, el modo de
origen de regenerar brotes no es obvio, ya que observaciones histolégicas a este
tipo de cultivo generaron evidencia de que la regeneraciéon de plantas puede
ocurrir tanto por organogénesis como por embriogénesis somatica. En contraste,
el callo Tipo-ll (friable, embriogénico) es friable e indiferenciado, excepto por la
presencia de numerosos embriones somaticos en estado globular a través del
anillo coleoptilar. Observaciones histolégicas de callos de maiz Tipo-ll han
verificado que la regeneracion de plantas ocurre por medio de embriogénesis
somatica. La regeneracioén de plantas de callo embriogénico Tipo- Il derivado de
embriones inmaduros ha sido el sistema mas reproducible de regeneracion y/o
transformacion descrito para maiz (O’Connor-Sanchez et al., 2002). Frame et al.
(2000) describen tres distintas histologias de callo tipo I (pre-embriogénico,
embriogenico temprano y embriogénico tardio) y proponen que los callos pre-
embriogénicos pueden ser particularmente déciles en transformacion por
biobalistica debido que poseen 1-2 capas gruesas de unidades embriogénicas que
caracterizan la morfologia de su superficie y que sirven como blanco del

bombardeo.
2.2.1.1 Embriogénesis somatica en maiz a partir de embriones inmaduros
Para todas las especies de cereales el tejido escutelar de embriones inmaduros es

un explante adecuado, del cual, pueden ser regeneradas plantas fértiles en altas

frecuencias via embriogénesis somatica (Brettschneider, et al.1997).



Segun los resultados de Bohovora et al. (1995) son cuatro los factores que afectan
el desarrollo de callo embriogénico en maiz: 1) El tamafio de los embriones
inmaduros (longitud 6ptima de 1.0-1.5 mm), 2) El genotipo, 3) El medio de cultivo

de callos y 4) El ambiente donde crecieron las plantas iniciales.

De acuerdo a la clasificacion de Armstrong y Phillips (1988) de los callos
embriogénicos (Tipo-l y Tipo-ll) en maiz, Carvalho et al. (1997) y Frame et al.
(2000) mencionan que el callo Tipo | es facilmente obtenido de embriones
inmaduros de maiz, mientras que el callo Tipo Il tiende a ser iniciado en menor
frecuencia en este mismo tipo de explantes y es obtenido de pocos genotipos, sin
embargo este es el mas preferido ya que debido a su naturaleza friable permite el
establecimiento de suspensiones celulares, cultivo de protoplastos y algunos tipos
de manipulacién in vitro, asi como a mantener la habilidad de regenerar plantas
por mas tiempo. La regeneracién de plantas de callo embriogénico Tipo- I
derivado de embriones inmaduros ha sido el sistema mas reproducible de
regeneracion y/o transformacion descrito para maiz (O’Connor-Sanchez et al,,
2002).

2.2.1.2 Embriogénesis somatica en maiz a partir de embriones maduros

Desde 1992, Zhong et al. demostraron que los meristemos de maiz obtenidos de
semillas maduras son morfologicamente elasticos y pueden ser manipulados para
producir multiples brotes y embriones somaticos en maneras relativamente
independientes del genotipo por simple variacion de las condiciones de cultivo in

vitro.

O’Connor-Sanchez et al. (2002), modificaron el protocolo de Zhong y encontraron
que, bajo condiciones de Iluz primero obtuvieron callos organogénicos;
subsecuentemente, en oscuridad, algunas regiones de los callos generaron
estructuras parecidas a las embriogénicas; las cuales cambiandolas a la luz

produjeron callo organogénico. Con esto probaron que la interconversién de callo



organogénico a callo embriogénico es posible en maiz. Ademas de que los callos

obtenidos mostraron una alta capacidad de regenerar plantas.

Por su parte Sidorov et al.(2008) utilizé como explantes secciones nodales de
plantulas de maiz, que fueron cortadas longitudinalmente en dos piezas,
observando la iniciacion directa de cultivo embriogénico de callo Tipo- I, el cual fue

similar al que se genera utilizando embriones inmaduros.

Los resultados de Zhong et al. (1996) y Sidorov et al. (2006) fueron confirmados
por Martinez (2008) quien utilizé tanto meristemos como secciones nodales de

plantulas generadas de semillas inmaduras.

2.3 Transformacion genética del maiz

La produccién de organismos transgénicos implica la alteracién de la composicion
genética de los organismos (Desmond, 1994), por otros medios que no son la
fusion de gametos u otras células, implicando la integracion de genes en el
genoma nuclear de la planta (Birch, 1997). Esta tecnologia hace posible introducir
en plantas, genes provenientes no solo de otras especies vegetales
evolutivamente distantes, sino incluso de hongos, virus, bacterias y animales
(Herrera y Martinez, 2007).

2.3.1 Transformacion utilizando el método de agroinfeccion

El primer método disefiado para la transformacion de células vegetales surgi6 del
estudio detallado del mecanismo de infeccion de la bacteria fitopatégena
Agrobacterium tumefaciens. En el afio de 1983 se report6 el primer caso exitoso
de la expresion de un transgen en células vegetales, al siguiente afio se obtuvo la
primera planta de tabaco transgénica (Herrera y Martinez, 2007). Este método

tiene ventajas cémo el de transferir segmentos relativamente largos de ADN con



pocos rearreglos y la integracion de pocos numeros de copias dentro del

cromosoma de la planta (Ishida et al., 1996).

Se pensaba que el método de transferencia de genes por el meétodo de
Agroinfeccién era limitado solo a plantas dicotiledéneas ya que las
monocotiledoneas no son hospedantes naturales de Agrobacterium tumefaciens
(Ishida et al., 1996), pero uno de los primeros trabajos sobre trasformacion de
maiz con Agrobacterium fue el realizado por Gould et al. (1990) quien utilizo
apices como explantes y la cepa EHA1 de Agrobacterium con el plasmido pGUS3,
obteniendo pocas plantas transgénicas. Con el tiempo se logré la transformacion
utilizando embriones inmaduros de la linea A188, utilizando vectores super-
binarios, con lo cual se reportaron frecuencias de transformacion de entre 5y 30%
(Ishida et al., 1996). También se mejord la técnica usando vectores binarios
estandar, los cuales tienen la ventaja de no utilizar plasmidos muy grandes y
genes de virulencia adicionales, y usando 400 mg L de L-cisteina durante la
cocultivaciéon de embriones inmaduros de maiz Hi |l se logré una eficiencia de
transformacion de 5.5% (Framme et al., 2002). En otro trabajo donde se utilizo
callos embriogénicos Tipo | como explantes derivados de secciones nodales de
plantulas, se observo que al utilizar 2.2 mg L™ de picloram y 0.5 mg L' de 2,4-D
en el medio de induccion la frecuencia de transformacion vario de 2 a 11%
(Sidorov et al. 2006). Otra mejora al método de Agroinfeccién fue la de utilizar
medios bajos en sales y el uso de la combinacion de antioxidantes L-cisteina y
dithiothreitol (DTT) durante el estado de infeccién de Agrobacterium en embriones
inmaduros, obteniendo asi frecuencias de transformacion del 12 a 18% (Vega et
al., 2008).

2.3.2 Transformacion utilizando el método de biobalistica
La biobalistica (balistica biologica) consiste en la introduccion directa por métodos

fisicos de acidos nucleicos a células vegetales. El método fisico por el cual se

introduce el ADN consiste en el bombardeo de tejidos con microparticulas
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cubiertas con el ADN o con cualquier otra biomolécula que se pretenda introducir a

las células vegetales (Herrera y Martinez, 2007).

Klein et al. (1989, 1988), demostré expresion transitoria y estable, con gen GUS
(B-glucoronidasa) y el gen de resistencia a kanamicina respectivamente,
bombardeando embriones inmaduros y células en suspension de maiz.
Parametros tales como la cantidad de particulas de oro usadas por bombardeo,
velocidad de las particulas, tiempo de precultivo del escutelum antes del
bombardeo y tratamientos osmoéticos del tejido blanco antes y despuées del
bombardeo fueron analizados en lineas H99, A188 y Pa91 y las cruzas de A188 x
H99 y Pa91 x H99 de las cuales se obtuvieron plantas transgénicas tolerantes al
herbicida Basta (Fosfinitricina PPT) (Brettschneider, 1997); por su parte Gordon-
Kamm et al. (1990) lograron plantas de maiz transgénicas resistentes al mismo
herbicida, bombardeando cultivos en suspensién de las lineas A188 x B73 y A188
x B84. Y se han desarrollado y caracterizado eventos tolerantes a Glifosato (N-
fosfonomethyl-gicina) (Heck et al. 2005). También se ha reportado la
transformacion genética de maiz usando bombardeo de particulas de callos
organogénicos-embriogénicos derivados de apices de brotes. (O’Connor-Sanchez
et al., 2002)

2.4 Aplicaciones de la ingenieria genética para el mejoramiento del maiz

Al igual que el fitomejoramiento tradicional, la biotecnologia se ha enfocado
principalmente en la busqueda de incrementos en la produccién y proteccion de
los cultivos agricolas contra plagas y enfermedades. Sin embargo se pueden
llegar a beneficiar la industria, el ambiente y la salud humana y animal,
produciendo no solo variedades tolerantes a plagas, enfermedades y condiciones

adversas, sino plantas capaces de producir insumos de alto valor economico y

ambiental.
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Un ejemplo claro de lo anterior, es el interes mostrado en genes provenientes de
la bacteria Bacillus thuriengiensis, que codifican para proteinas cristalinas con
propiedades insecticidas conocidas como d-endotoxinas; las cuales cuando son
ingeridas por los insectos ejercen su toxicidad mediante la unién a células
intestinales del tracto digestivo ocasionando una lisis osmotica. De éstas las
proteinas llamadas Cryl son activas contra lepidopteros (Herrera y Martinez,
2007), y han sido usadas para incrementar el nivel de resistencia a plagas de
insectos como el gusano de la mazorca de maiz, gusano soldado de otono, el
barrenador de maiz y barrenador de cafia de azucar. Bohorova et al. (1999 y
2001) confirmaron la resistencia a estas plagas asi como la induccién del gen y su
expresion estable en lineas de maiz tropical. Primero usando los genes Cry1Aby
Cry1Ac y posteriormente con el gen Cry71Ab y la fusion traduccional del gen
Cry1B- Cry1Ab. Por otra parte, al realizar una fusién (BtRB) de la d-endotoxina
Cry1Ac (Bt) con el dominio de union a galactosa de la cadena-B de ricina no toxica
(RB), provee a la toxina con adicionales dominios de union, lo cual incrementa el
numero potencial de interacciones a nivel molecular en los insectos. Plantas de
maiz y arroz transformadas con este gen fueron significativamente mas toxicas

que aquellas que contenian unicamente el gen Bt (Mehlo et al, 2005).

En otro trabajo se transformaron lineas élite de maiz con un gen que codifica una
lectina, GNA: Galanthus nivalis L. aglutinina, el cual tiene efectos detrimentales
significativos en afidos y otros insectos homopteros, bajo el control de un promotor
especifico de floema por el método de agroinfeccion. Se observo que algunas
plantas analizadas sintetizaban el gen GNA a niveles de 0.22% de la proteina total
soluble e incrementaron la resistencia al afido Rhopalosiphum maidis y la

produccion de ninfas fue reducida en 46.9% (Wang et al. 2005).

En cuanto a trabajos sobre la mejora de la calidad en la alimentacion humana en
maiz, una promisoria estrategia es la introduccién, a través de la ingenieria
genética, de genes que codifican proteinas con alto valor nutricional dentro de

cultivos con importancia agronomica. Por esta razén Rascon-Cruz et al. (2004)
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introdujeron un gen que codifica para la proteina Amarantina que es una globulina
11S de ADNc de amaranto (Amaranthus hypochondriacus) en maiz, confirmando
con analisis moleculares su integracion asi como su procesamiento y estable

acumulaciéon dentro del endospermo en maiz.

Las proteinas reguladoras CFB son factores de transcripcion que trabajan como
switches que activan multiples genes de aclimatacion a frio y respuestas a estrés
por sequia, y se han encontrado en Arabidopsis EI gen DREB1A/CBF3 se
introdujo en maiz, por el método de biobalistica y utilizando como explantes
semillas cortadas de maiz, y fue detectado en 18 lineas transgénicas ademas de
que las plantas de estas lineas tuvieron significante tolerancia a frio, sequia y

salinidad comparadas con las no transformadas (Al-Abed et al., 2007).

La trehalosa (a-D-glucopiranosil «-D-glucopiranésido) juega un importante papel
fisiologico como un protector de estrés abiotico en un gran numero de organismos;
causando un efecto protector sobre las enzimas y membranas celulares, evitando su
desnaturalizacién, durante la presencia de sequias extremas (Mascorro et al., 2005).
Por ingenieria genética, se hizo la fusion traduccional de un gen que codifica
trehalosa-6-fosfato sintasa /fosfatasa (TPSP) que incluye regiones de codificacion de
Eschericha. coli otsA y del otsB (codificando para TPS y TPP respectivamente), con
lo cual en un solo evento de transformacion se obtienen plantas que sobre producen
trehlaosa con una gran eficiencia catalitica. Con esta construccion se obtuvieron
plantas transgénicas de arroz las cuales acumularon trehalosa en cantidades de
hasta 1 mg/g de peso fresco, lo que les confirio tolerancia a sequia, salinidad vy frio,
sin alteraciones negativas en la morfologia y el desarrollo (Garg et al., 2002). Miranda
et al. (2007) construyeron la fusion traduccional quimérica trehalosa-6-fosfato sintasa
/fosfatasa (TPS-TPP) pero de levadura y la sobreexpresaron en Arabidopsis thaliana,
obteniendo lineas con un incremento significativo de tolerancia a sequia, heladas,
salinidad y calor. Este gen puede ser usado en maiz y otros cultivos importantes para

conferir dichas ventajas.
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ll. MATERIALES Y METODOS

3.1 Regeneracion por embriogénesis somatica

3.1.1 Material vegetal

Se evaluo la capacidad de regeneracion por embriogénesis somatica en 10 lineas
de maiz azul (establecidas en el laboratorio del 25-septiembre-07 al 11-enero-08)
y 20 lineas de maiz blanco (establecidas en el laboratorio del 29-septiembre-08 al
10-febrero-09) (Cuadro 1), a cargo del Dr. José de Jesus Lopez Reynoso en
Programa de Mejoramiento Genético de Maiz del Departamento de Fitotecnia de
la Universidad Autonoma Chapingo (UACh), las cuales han sido sometidas a
seleccion en anos anteriores por sus caracteristicas fisicas y alto rendimiento. La
investigacion se realizé en el Laboratorio de Ingenieria Genética del Departamento

de Fitotecnia de la UACh en Chapingo.

Cuadro 1. Lineas de maiz blanco y azul de la UACh evaluadas en su capacidad

de regeneracion por embriogénesis somatica.

Lineas de Maiz Azul Lineas de maiz Blanco
ChAzE1 ChBI101 ChBI301
ChAzE2 ChBI102 ChBI303
ChAzE3 ChBI103 ChBI305
ChAzE4 ChBI201 ChBI306
ChAzES ChBI202 ChBI307
ChAzEG6 ChBI203 ChBI308
ChAzE7 ChBI204 ChBI309
ChAzES ChBI205 ChBI310
ChAzE9 ChBI206 ChBI401
ChAzE10 ChBI208 ChBl402
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3.1.2 Establecimiento del cultivo in vitro
3.1.2.1 Esterilizacion del material vegetal

Previo al establecimiento in vitro se llevé a cabo la desinfestacion, la cual consistio
en que a cada mazorca se le quitaron las bracteas que la cubren asi como los
estigmas (Figura 1-A), para hacer una esterilizacién superficial sumergiéndolas
primeramente en etanol al 70% por 3 minutos y después en hipoclorito de sodio
(Clorox®) al 50% mas Tween 80 por 30 minutos (Figura 1-B). Después las
mazorcas fueron enjuagadas tres veces con agua desionizada estéril, esto dentro

de la campana de flujo laminar.

Figura 1. Establecimiento del cultivo in vitro de embriones
inmaduros de maiz. A) Elotes de maiz listos para esterilizar y
extraer embriones. B) Esterilizacion. C) Extraccion de embriones D)
Colocacion de los embriones en medio de cultivo.
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3.1.2.2 Explantes

Se utilizaron como explantes embriones inmaduros (Figura 2), de 20 a 26 dias
después de la polinizacion y de un tamafo que varié de 1.0 a 1.5 mm, los
embriones inmaduros fueron asépticamente removidos de los granos de la
mazorca haciendo un corte con el bisturi y extrayendolos con la ayuda de una
espatula (Figura 1-C) para posteriormente colocar 15 embriones con la cara plana
hacia abajo (Figura 1-D y Figura 2) en cajas de Petri estériles de 100x15 mm
(25ml).

3.1.3 Induccion de callo embriogénico
3.1.3.1 Medios de cultivo
Las lineas de maiz azul se probaron en dos medios de cultivo:

e Medio N6C1SN (Bohorova, 1995) el cual consiste de medio basal N6 (sales N6
y vitaminas N6: tiamina HCL 1mg/L, piridoxina HCI 0.5 mg.L™, acido nicotinico
0.5 mg.L" y glicina 2.0 mg.L") mas caseina hidrolizada 200 mg.L", L-prolina
2.302 mg.L", sacarosa 30 g.L‘1, acido 3,6-dicloro-O-anisico (Dicamba) 2 mg.L
"y nitrato de plata 15.3 mg.L™".

e Medio MSE3, el cual se compone de sales Murashige y Skoog (1962)
suplementado con Vitaminas MS, myo-inositol 100 mg.L", piridoxina-HCL 1.0
mg.L™, tiamina HCL 10 mg.L" mas L-asparagina 150 mg.L‘1, sacarosa 60 g.L‘1

y acido 2 4-diclorofenoxiacético (2,4-D) 2.5 mg.L™".
El pH de ambos medios fue ajustado con NaOH a 5.7 en un potencidometro (pH

211 HANNA instruments), y se adicionaron 8 g.L"' de agar (bacto agar, Merck)

antes de la esterilizacion.
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Mientras que las lineas de maiz blanco solo fueron evaluadas en el medio
N6C1SN.

Medio de induccién

i

v

Uil e Bl R
Subcultivos \

Medio de
T /7 regeneracion

Figura 2. Representacion esquematica de micropropagacién por embriogénesis
somatica de maiz, adaptada de Bronsema et al., (1997). A) Embrién cigético
inmaduro. B) Embrién cigético inmaduro colocado en el medio de cultivo con el
escutelum hacia arriba. C) Callo tipo-I. D) Callo tipo-Il. E) Brote embriogénico.
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Una vez preparado el medio se vacié 500 ml en botellas de vidrio (Pyrex) de un
litro, para esterilizar en una autoclave (Electric Presure Steam Sterilizer Modelo
No. 25X) durante 25 min. Después de esterilizado, se dejo enfriar a una
temperatura de aproximadamente 50 a 60 °C para poder incorporarlo en cajas de
Petri.

3.1.3.2 Condiciones de cultivo

Los embriones fueron incubados en oscuridad a 26 °C por 4 a 6 semanas en una
camara de incubacion (VWR brand Modelo 1510E). Haciendo cuando menos 1 o
dos sub cultivos en el mismo medio antes de transferir los callos al medio de

regeneracion.

3.1.3.3 Caracteres evaluados

Al terminar el periodo de induccién de callo embriogénico se contabilizé el
porcentaje de callos embriogénicos (PCE) con base en el numero de explantes
que formaron callos embriogenicos. De igual manera en cada linea se evaluo el
tipo de callo que proliferoé del escutelum en los explantes, tipo |, relativamente duro
y con callos embriogénicos u organogénicos compactos (Figura 2-C) y tipo I,
blando, friable, de color blanco cremoso y con numerosos embriones somaticos en

estado globular (Figura 2-D).

El diseno estadistico fue completamente al azar usando como tratamiento cada
linea con los embriones usados como explantes, el numero dependio del material
disponible. Se realiz6 una comparacion multiple de medias de rangos en cada una
de las variables (PCE, PCTIl y PCTII) con la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis
con un a=0.05 en el paquete estadistico SAS 9.0 (2002).
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3.1.4 Induccion de brotacion
3.1.4.1 Medios de cultivo

La obtencion de brotes germinados a partir de embriones somaticos (Figura 2-E),
se hizo transfiriendo los callos embriogénicos a frascos gerber y cajas magenta
con medio de regeneracion MS que consta de sales Murashige y Skoog (1962)
100% suplementado con vitaminas MS, myo-inositol 100 mg.L’1, piridoxina-HCL
1.0 mg.L", tiamina HCL 10 mg.L" mas L-asparagina 150 mg.L"', 20 g.L" de
sacarosa, 0.5 mg.L" AIAy 1 mg.L’1 de BAP. El pH fue ajustado con NaOH a 5.7,y
se adicionaron 8 g.L'1 de agar antes de la esterilizacion. El medio se esterilizo en
las mismas condiciones que los medios anteriores (inciso 3.1.3.1) y se incorpor6

en frascos de vidrio o cajas magenta.
3.1.4.2 Condiciones de cultivo

Los callos fueron incubados en cuartos de crecimiento a 26° C bajo fotoperiodo de
16 horas de luz y 8 de oscuridad, proporcionada por lamparas de luz blanca fria

fluorescente de una intensidad luminica de 68 pmol. m?s™.
3.1.4.3 Caracteres evaluados

Se evalud la regeneracion de los callos embriogénicos de dos maneras 1)
Contabilizando el numero de callos que presentaron formacion de brotes (Figura
2-C) para después transformarlo a porcentaje en base al total de callos evaluados,
tomando como brotes aquellos con un tamafio mayor o igual a 1 cm, y se asigno
a esta variable el nombre de: Porcentaje de Regeneracion (PR); 2) Contabilizando
el numero de brotes germinados por explante con respuesta de regeneracion y por
cada linea de maiz evaluada, Brotes por Explante (BE). Estas variables se
midieron a las 2 semanas después de colocar los callos en medio de regeneracion

en las lineas de maiz azul y a las 4 semanas en las lineas de maiz blanco.
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El diseno estadistico fue completamente al azar usando como tratamiento cada
linea y como repeticion cada explante. Y se realizé una comparacion multiple de
medias de rangos para las variables respuesta PR y NB con la prueba no
parametrica Kruskal-Wallis con un a=0.05 en el paquete estadistico SAS 9.0
(2002), para determinar si existian diferencias significativas entre lineas. Ademas
para determinar el efecto de los medios de cultivo utilizados sobre las variables

respuesta PR y NB se realizé una comparacion de proporciones binomiales.
3.1.5 Induccion de raiz

3.1.5.1 Medio de cultivo

Los brotes germinados obtenidos que alcanzaron una altura de 5 cm
aproximadamente en los callos embriogénicos se cortaron con ayuda del bisturi y
se transfirieron a medio de enraizamiento en tubos de ensaye o cajas magenta,
conteniendo Sales MS Murashige y Skoog (1962) 100 %, vitaminas MS, myo-
inositol 100 mg.L", sacarosa 20 g.L" y 1 mg.L" ANA. El pH fue ajustado con

NaOH a 5.7, y se adicionaron 8 mg.L™"' de agar antes de la esterilizacion.
3.1.5.2 Condiciones de cultivo
De igual forma fueron incubados en camaras de crecimiento a 26° C por 4

semanas bajo fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad con una intensidad

luminica de 68 umol. m? s™' proporcionada por lamparas blancas fluorescentes.

20



3.1.6 Adaptacion ex-vitro

3.1.6.1 Condiciones de cultivo

Para realizar la transferencia a suelo a las plantas se les eliminé el agar lavando
las raices con agua destilada, a continuacion se trasfirieron a vasos de unicel de
300ml utilizados como maceta, con una mezcla de peatmoss 50% y agrolita 50%
como sustrato, cada maceta fue cubierta con una bolsa de plastico por 2 semanas
para una mayor adaptacion, y se mantuvieron en la camara de crecimiento, una
vez transcurrido este tiempo se trasladaron a un invernadero para observar la

sobreviviencia y las posibles variaciones morfoldgicas surgidas en las plantas.

3.1.6.2 Caracteres evaluados

Después de 4 semanas se evaluo el porcentaje de supervivencia (PS) de cada
una de las lineas que se transfirieron al invernadero. Ademas se tomaron al azar
algunas de estas plantas y se crecieron hasta la obtencion de semilla en las lineas
azules, mientras que para las lineas blancas solo se pudo hacer estas

observaciones hasta el estado de plantula.

3.2 Protocolo de regeneracion

En la figura 3 se sefialan los pasos seguidos en el protocolo de regeneracion por
embriogénesis somatica de las lineas de maiz evaluadas (Cuadro 1) en la

presente investigacion.
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Establecimiento del cultivo in vitro

[ 1) Crecimiento de plantas | 4 meses
v
l 2) Cosecha de mazorcas —’ 5 min
.
| 3) Esterilizacion | 40min
'
I 4) Aislamiento de embriones —' 60 min
'
I 5) Induccion de callo embriogénico —I 4 a 6 semanas

Regeneracion in vitro

i

LS) Germinacion de embriones ] 4 semanas

.

iz ) 4
i 7) Induccion de raiz ‘ SRR
l 8) Transferencia a suelo l 60 min
Aclimatacion y crecimiento
. . l 2
9) Aclimatacion semanas
10) Desarrollo de plantas —i 4 meses

Figura 3. Protocolo de regeneracion por embriogénesis somatica de maiz.
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3.3 Transformacion genética por el método de agroinfeccion

3.3.1 Material vegetal

Se utilizaron dos lineas provenientes del Centro Internacional de Mejoramiento
Genético de Maiz y Trigo (CIMMyT), la linea tropical CML72 (amarilla) y la linea
subtropical CML216 (blanca), las cuales fueron utilizadas en trabajos anteriores
expresando una alto porcentaje de regeneraciéon (Bohorova et al., 1995), asi como
10 lineas de maiz blanco y 11 lineas de maiz azul donadas por el Programa de
Mejoramiento Genético de Maiz del Departamento de Fitotecnia de la Universidad
Autonoma Chapingo (UACh) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Lineas de maiz desarrolladas en la UACh y utilizadas para intentar la

trasformacion por el método de agroinfeccion.

Lineas de maiz azul Lineas de maiz blanco
ChAzE11 ChBI102
ChAzE12 ChBI204
ChAzE15 ChBI206
ChAzE16 ChBI301
ChAzE17 ChBI304
ChAzE18 ChBI306
ChAzE19 ChBI307
ChAzE20 ChBI310
ChAz 218 ChBI308
ChAz 548 CML219372
ChAz 717

Las lineas CML72 y CML216 fueron cultivadas en macetas durante los meses de
febrero a junio y de marzo a julio de 2008, mientras que las lineas de maiz blanco

y azul fueron sembradas en el mes de mayo y cosechadas a finales del mes de
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agosto y principios del mes de septiembre de 2008 en los campos experimentales
de la UACh.

Se utilizaron como explantes embriones inmaduros extraidos de 21 a 30 dias
despues de la polinizacion en las lineas de CIMMyT y de 18 a 28 dias después de

la polinizacion en las lineas de la UACh.

3.3.2 Iniciacion y mantenimiento de callos

La desinfestacion, extraccion de explantes e iniciacion del cultivo para llevar a
cabo la agroinfeccion se realizé de la misma manera que en la regeneracion por

embriogénesis somatica (incisos 3.1.2.1y 3.1.2.2).

Una vez extraidos los embriones cigéticos fueron colocados con la cara plana
hacia abajo en cajas petri de 100 x 15 mm que contenia el medio de iniciacion
N6C1SN (Bohorova, 1995) el cual fue preparado en las mismas condiciones como

se indica en el inciso 3.1.3.1.

Los embriones se incubaron en éste medio, en oscuridad y a 26° C por un periodo

de 1 a 19 dias antes de realizar la agroinfeccion.

3.3.3 Genes quiméricos

Para realizar la transformacion de las lineas de maiz se construyeron tres genes
quimericos: 35S::ScTPS1TPS2::NOS (Figura 1 del Anéxo 1), Rd29A::ScTPS1-
TPS2::NOS (Figura 2 del Anéxo 1)en el vector pGreen0229 (Hellens et al., 2000) y el
gen reportero 35S.:GUSInt (Vancanneyt et al., 1990). Con el promotor 35SCaMV del

virus mosaico de la coliflor se espera obtener expresion constitutiva fuerte y de

distribucion ectépica, con el promotor Rd29A de Arabidopsis thaliana, la expresion del

transgen estara regulada por el estrés abidtico (sequia, salinidad, frio o calor). La
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cepa LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens se empled para transferir las

construcciones a los explantes de maiz.
3.3.4 Iniciacion del cultivo de Agrobacterium

Las tres cepas de Agrobacterium se tomaron directamente de los viales que se
encontraban en glicerol a -20° C. Las bacterias se incubaron por 3 dias a 28° C en
medio LB (Sigma L-3152) solidificado con 8.0 g L' de bacto- agar (Difco) y fueron
seleccionadas con rifampicina 100 mg L' y kanamicina 50 mg L' hasta que se
formaron colonias aisladas. Las colonias de Agrobacterium se tomaron a partir de
este cultivo y se hizo una re-inoculacion en 5.0 ml de medio liquido LB en tubos de
centrifuga de 15 ml de capacidad. Los cultivos se crecieron hasta una densidad

optica D.Oss0= 0.6 a 0.8 para la mayoria de los cultivos.

3.3.5 Agroinfeccion

El protocolo para realizar la agroinfeccion fue modificado del presentado por Vega et.
al. (2008) las modificaciones hechas en los medios de cultivo pueden observarse en
el cuadro 3. La preparacion de éstos medios siguié las mismas especificaciones que

se mencionan en el inciso 3.1.3.1.

3.3.5.1 Inoculacion

Los embriones que habian sido aislados y sembrados en medio N6CS1, fueron
removidos de éste medio y colocados en cajas de Petri de 100x15 mm sin medio
donde se les aplico 1 ml de medio A (Cuadro 3) haciendo 3 lavados con él,
después de los lavados se les adicion6 1 ml de la suspension de Agrobacterium

dejando que se inoculara por 10 min aproximadamente.
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Cuadro 3. Medios de cultivo utilizados para el desarrollo de callos embriogénicos,
modificados de Vega et al. (2008).

Composicion del Unidad por .
s litro Concentraciones

A B (o] D1 D2 E F
Sales N6 g 2.0 2.0 4.0 4.0 4.0 - -
Sales MS g - - - - - 4.3 2.9
Sacarosa g 685 30 30 30 30 60 30
Glucosa g 36.0 - - - - - -
L- prolina g 0.7 0.7 0.7 0.7 07 - -
MES g 0.5 .5 0.5 0.5 0.5 - -
2,4-D mg 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 - -
Vitaminas N6, 1000X ml 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 - -
Vitaminas MS, 1000X ml - - - - - 1.0 1.0
Glycina mg - - - - - 2.0 2.0
Nitrato de plata mg 085 085 085 - - - -
L-cisteina g - 0.4 - - - - -
DTT g - 015 - - - - -
Acetociringona uM - 100 - - - - -
pH 52 58 5.8 5.8 5.8 56 56
Agar g - 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0
Ticarcilina mg - - 250 250 250 250 -
PPT mg - - - 1.5 3.0 3.0 -
Kanamicina mg - - - 50 50 50 e

3.3.5.2 Cocultivo

Una vez trascurrido los 10 min de inoculacion se retiré el excedente de bacteria y
los embriones fueron transferidos a cajas de Petri de 100x15 mm que contenian el
medio B (Cuadro 3). Las cajas con los embriones se mantuvieron en cocultivacion
por 2 a 6 dias en oscuridad y a 26 °C.
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3.3.5.3 Maduracion

Los embriones fueron transferidos a cajas petri 100 x15 mm con medio C (Cuadro
3) por 5 a 12 dias, el cual no contenia herbicida pero si el antibiotico ticarcilina
para eliminar la bacteria, durante este tiempo los embriones se subcultivaron en el
mismo medio 1 6 2 veces para evitar la proliferacion abundante de la bacteria asi
como para mantenerlos en estado de reposo y que iniciaran el desarrollo de callo

embriogénico.
3.3.5.4 Seleccion

La seleccion para GUSint se llevo a cabo con 50 mg L' de kanamicina y para los
genes con la construccion bifuncional ScTPS71-TPS2 en el vector pGreen0229, se
llevo a cabo en dos fases: la primera seleccion se realizé en el medio D1 (Cuadro
3) el cual contenia 1.5 mg ' de herbicida PPT: 2-Amino-(Metilfosfinil) acido
butanoico (fosfonitricina, Duchefa) y se realizé por 1 o 2 semanas. Posteriormente
se realizd una segunda seleccion adicionando 3.0 mg L de PPT al medio D2
(Cuadro 3) donde el callo se mantuvo de 2 a 5 semanas. Las cajas Petri se

mantuvieron en la camara de incubacion en oscuridad y a una temperatura de
26°C.

3.3.5.5 Regeneracioén

Con el fin de propiciar la germinacion de los embriones somaticos formados en los
callos embriogénicos, se transfirieron a medio de regeneracion E (Cuadro 3), en el
cual se siguid6 manteniendo la seleccion con 3.0 mg L' de PPT, y los callos
mayores a 1 cm fueron divididos en piezas mas pequenas asi como los que tenian
partes opacas o no resistentes al herbicida fueron quitadas del callo. Las cajas de
Petri fueron incubadas en cuartos de crecimiento a 26° C bajo fotoperiodo de 16
horas de luz y 8 de oscuridad, proporcionada por lamparas de luz blanca fria

fluorescente con una intensidad luminica de 68 umol. m?s™.
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Una vez que los brotes embriogénicos crecieron se trasfirieron a cajas magenta
con medio de enraizamiento F (Cuadro 3) y fueron mantenidos en las mismas
camaras de crecimiento bajo las mismas condiciones, hasta que tuvieran

suficientes raices para poder transferirlos a suelo.

3.3.5.6 Adaptacion ex-vitro

Las especificaciones de la realizaciéon de éste paso se pueden observar en el
inciso 3.1.6. Una vez realizado la adaptacion las plantulas se trasladaron a un

invernadero para observar la sobreviviencia y realizar los analisis moleculares.

3.3.5.7 Caracteres evaluados

Se determind el numero de brotes germinados de los callos embriogénicos y el

numero de plantas obtenidas por linea y por construccion.

3.3.6 Caracterizacion molecular por PCR de las plantas transformadas

A las plantas obtenidas en la regeneracion se les realizaron analisis moleculares,
para lo cual primeramente se extrajo el ADN de las plantas, posteriormente se
amplificaron las secuencias del gen GUSint (B-glucuronidasa) por medio de la
tecnica de PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa) y por medio de PCR
multiplex para amplificar dos loci: el ScTPS7, asi como un control interno del

genoma del maiz, que en este caso fue parte del gen de u-zeina.
3.3.6.1 Extraccion de ADN gendmico
A cada planta se le cortaron 200 mg de tejido de hojas jovenes, que no tuvieran

ningun dafo o areas necroticas y se colocaron en bolsas de plastico para ser

transportadas al laboratorio.
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El método de extraccion utilizado fue adaptado del empleado por Dellaporta et at.,

(1983) y consistio de los siguientes pasos:

1) Se tomaron aproximadamente 200 mg de tejido vegetal y se molieron
minuciosamente en nitrégeno liquido en un mortero preenfriado.

2) El tejido vegetal ya molido se colocé en tubos eppendorf de 1.5 ml, donde se
adicionaron 750 pl de buffer de extraccion (Anexo 2). Se mezclé suavemente y se
calenté a 65°C en un termoblok (VWR Scientific Product Modelo No. 8292) por 10
minutos invirtiendo los tubos ocasionalmente.

3) Pasado este tiempo se afiadido 200 pl de una solucién 5M de acetato de
potasio, se mezclo por inversion y se mantuvo los tubos en hielo por 30 minutos.
4) Posteriormente se centrifugoé a 14000 rpm por 20 minutos.

5) El sobrenadante (450 pl por tubo) se transfirio a dos tubos eppendorf nuevos
con 500 ul de isopropanol (del congelador) cada uno. Y se dejo incubar por 30
minutos a -20°C.

6) ElI ADN flotante se recupero dando un pulso el la microcentrifuga (Eppendorf
Modelo 54156), se decanto el sobrenadante y el pelet se disolvido (Anexo 2) con
200 pl TE juntando el ADN a un solo tubo.

7) Se anadio 2 pl de una solucion de ARNasa y se dejo incubar por una hora a
37°C.

8) Transcurrido este tiempo se afadié 20 ul de acetato de sodio 3M y 200 pl de
isopropanol frio (del congelador) y se incubd por 40 min a -20°C.

9) Posteriormente se dio otro pulso en la centrifuga y el pellet se lavo con etanol
al 70%, dos veces.

10) El pellet se seco en el termoblok y se resuspendiéo en 20 ul de TE y se

almaceno a 4°C.
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3.3.6.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

3.3.6.2.1 Iniciadores

Se utilizaron tres pares de iniciadores:

a) Iniciadores para el gen NPTII (agroinfeccion con GUSint).

NPTII-5° 5-AGA TGG ATT GCA CGC AGG TTC -3
NPTII-3° 5-GAA GAA CTC GTC AAG AAG GCG -3’

Amplifica un fragmento de 780 pares de bases

b) Iniciadores para el gen ScTPS7 (agroinfeccion con el gen quimérico
35S::ScTPS1TPS2::NOS y con Rd29A::ScTPS1-TPS2::NOS).

TPS1-5": 5'-CCGCTCGAAGGGTACTCACATACAGAC-3’
TPS1-3:5- CGGGGTACCGCATCGGGTTCATCAG-3°

Amplifica 1.59 kb del gen ScTPS1 y tiene secuencias para enzimas de restriccion.
Xhol en TPS1-5"y Kpnl en TPS1-3".

c) Iniciadores para el gen a-zeina, como control positivo interno (Se utilizd soélo
para la reaccion descrita en b), en PCR multiplex, buscando amplificar ambos

loci (ScTPS1y a-zeina).

MT6: 5-TGC TTG CAT TGT TCG CTC TCC TAG-3°
MT7: 5-GTC GCA GTG ACATTG TGG CAT-3’

Amplifican un fragmento de 329 pb.
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3.3.6.2.2 Mezcla de reaccion

Para poder amplificar los genes se utilizé la mezcla sefialada en el Cuadro 4:

Cuadro 4. Mezcla de reacciéon utilizada en el PCR para amplificar los genes
NPTII, ScTPSP y a-zeina.

Componentes Volumen Volumen (pl)
(ul) ScTPS1-TPS2
NPTII +
a-zeina
Buffer PCR 10X —con Mg 5 8
MgClI2 0 0
Mezcla dNTPs 2 2
Primer 1 (forward) (MT6) - 2
Primer 2 (reverse) (MT7) - 2
Primer 1 (forward) (TPS17-5’) - 2
Primer 2 (reverse) (TPS1-3’) - 2
Primer 1 (forward) (NPTII-5) 2 -
Primer 2 (reverse) (NPTII-3’) 2 -
ADN templado 1 2
Taq polimerasa (5 u/ul) 0.2 0.2
Agua desionizada estéril 38 a3
Volumen final 50 50

Concentracion de componentes: dNTPs, 0.2 mM; primers, 10 uM; ADN, 50-100 ng.,ul"

La mezcla de reaccion se preparé para ambas muestras, sin anadir el ADN
templado; la secuencia que se siguié para la mezcla fue: agua, buffer, dNTPs,
iniciadores y Taq polimerasa. El coctel fue separado por alicuotas y el ADN de las

distintas muestras se afadié en una concentracion de 1y 2 ul.

31



3.3.6.2.3 Programa de amplificacion

Se siguié el siguiente programa de amplificacién en un termociclador (Termo
Hybaid):

1. Temperatura de inicio: 94°C por 3 min

2. Temperatura de desnaturalizacion  94°C por 1 min

3. Temperatura de alineamiento 48°C-60°C por 1 min
4. Temperatura de extension 72°C por 1 min

5. Temperatura de salida 72°C por 10 min
Tiempo total 3 horas

Del programa principal (2, 3 y 4) se aplicaron 40 ciclos de amplificacion. Al finalizar
el programa de amplificacion, las muestras se analizaron electroforéticamente en

un gel de agarosa (1.5%) y a 120 volts. El gel fue tefiido con bromuro de etidio y
documentado con una camara (Kodak EDAS 290).

3.3.7 Protocolo de transformacion genética por el método de agroinfeccion

En la figura 3 se sefalan los pasos seguidos en el protocolo de agroinfeccion de

las lineas de maiz evaluadas (Cuadro 2) en la presente investigacion.
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Iniciaciéon y mantenimiento de callos

1) Crecimiento de plantas X dias
l 2) Cosecha de mazorcas 5 min
l 3) Esterilizacion I 40 min
l In6culo
I 4) Aislamiento de embriones { 60 min
6) Cultivo de A. tumefaciens 3 dias
l en medio LB
[ 5) Iniciacion en medio de cultivoJ 1 a 19 dias i
—{ 7) Preparacion del inoculo 5 min
Cocultivo L l
A
l 8) Inoculacion J 10 min
r 9) Cocultivo (Medio B) 2 a 6 dias
Maduracion X
‘ 10) Medio C } 5a 12 dias
Seleccion l
| 11) 1ra. Seleccion (Medio D1) l 2 semanas
‘ 12) 1ra. Seleccion (Medio D2) i 2 a 5 semanas
Regeneracion in vitro
( 13) Germinacion de embriones (Medio E) 4 semanas
' 14) Induccioén de raiz 4 semanas
v
Aclimatacion y crecimiento
Caracterizacion molecular
| 15) Transferencia a suelo ] 60 min
18) Corte de segmentos de 15 min
¢ = hoja
l 16) Aclimatacion | 4 semanas l
I 19)Extraccion de ADN y
[ 17) Desarrollo de plantas | caracterizacion molecular por 6 hrs
8 y 12 semanas PCR
|

Figura 4. Protocolo de transformacion genética por el método de agroinfeccion.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Porcentaje de Callo Embriogénico (PCE)

Las 30 lineas probadas produjeron callo embriogénico, 10 de maiz azul (en ambos
medios N6C1SN y MSE3) y 20 de maiz blanco (en el medio N6C1SN), (Cuadros 5
y 6). Sin embargo la comparacion de proporciones binomiales determin6é que el
medio N6C1SN (71.48%) fue igual (a=0.05) al medio MSE3 (66.46%) en la

formacion de callo embriogénico en las lineas de maiz azul.

Numéricamente los resultados obtenidos coinciden con los encontrados por
Bohovora et al. (1995) quienes encontraron que al utilizar el medio N6C1SN, 79%
de las lineas probadas produjeron callo embriogénico mientras que con el medio
MSE3, solo 58%. Por el contrario en otra investigacion se encontré que la
respuesta promedio en la Frecuencia de Induccién de Callo Embriogénico post-
infeccion fue mas grande (65%) en medio MS que usando el medio N6 (45%)
(Frame et al. 2006).

En cuanto a la respuesta del PCE dentro de las lineas de maiz azul (Cuadro 5), de
aquellas que fueron inducidas en el medio N6C1SN la linea ChAzE9 obtuvo el
mas alto porcentaje (100%) y a su vez fue estadisticamente superior (0=0.05) al
resto de las lineas probadas, lo cual indica que fue la mejor linea en este medio.
Por otra parte de las que fueron inducidas en el medio MSE3 las lineas ChAzE10,
ChAzE9 y ChAzE2 obtuvieron los mas altos PCE (96.67, 90 y 88.33%) y fueron
estadisticamente iguales y superiores (0=0.05) al resto. También podemos
observar en el cuadro 5 que esas mismas lineas tienen un alto porcentaje de
formacion de callo embriogénico en ambos tipos de medio, por lo cual podrian ser
tomadas en cuanta para realizar investigaciones futuras. Mientras que las lineas
ChAzE1, ChAzE3 y ChAzE6 produjeron callo embriogénico en un solo tipo de

medio, en el medio N6C1SN en las dos primeras y el medio MSE3 en la tercera, y
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fueron estadisticamente inferiores por lo cual no seria recomendable se usaran en

futuras investigaciones.

Cuadro 5. Porcentaje de callo embriogénico y caracteristicas fisicas de los callos
embriogénicos formados en las lineas de maiz azul.

MEDIO DE CULTIVO N6CS1 MEDIO DE CULTIVO MSE3

LINEA PCE PCTI PCTII PCE PCTI PCTII

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
ChAzE1 50.0 ab* 00 c 50.0 ab 00 c 00 c 00 c
ChAzE2 60.0 ab 30.0 b 30.0 ab 88.33 a 250 b 63.33 a
ChAzE3 50.0 ab 0.0 ¢ 50.0 ab 00 c 00 ¢ 00 c
ChAzE4 66.67 ab 00 c 66.67 ab 26.67 bc 2667 b 00 c
ChAzES5 83.33 ab 83.33 a 00 b 50.0 abc 0.0 c 50.0 ab
ChAzE6 00 b 00 c 00 b 60.0 ab 60.0 ab 00 c
ChAzE7 76.67 ab 76.67 a 00 b 50.0 abc 00 c 500 a
ChAZzES 93.33 ab 93.33 a 00 b 70.0 ab 46.67 ab 23.33 bc
ChAzE9 100 a 0.0 c 100 a 90.0 a 90.0 a 00 c
ChAzE10 63.33 ab 00 c 63.33 ab 96.67 a 96.67 a 0.0 ¢

Promedio”  71.48 70.83 60.0 66.46 57.50 46.67

Desv. Est.’ 18.03 28.83 23.47 2427 30.72 16.77

PCE= Porcentaje de Callo Embriogénico; PCTI= Porcentaje de Callo Tipo |; PCTII=
Porcentaje de Callo Tipo Il. *Valores con la misma letra implica que no existe diferencia
significativa de acuerdo a la prueba Kruskal-Wallis con un 0=0.05. TSe considero6
Unicamente las lineas que mostraron respuesta.

En cuanto a la formacion de callo embriogénico en las lineas de maiz blanco, las
cuales fueron evaluadas unicamente en el medio N6C1SN, se puede observar
(Cuadro 6) que el 50 % de las lineas (10 lineas) tuvieron un PCE del 100% las
cuales también fueron superiores estadisticamente (0=0.05) al resto de las lineas
y el PCE mas bajo (0=0.05) fue de 36.67 % de la linea ChBI203. El hecho de que
la mitad de las lineas formaran callo embriogénico puede deberse a que el medio
N6C1SN con 15.3 mg L' de AgNO3 (nitrato de plata) donde crecieron los
embriones ayudd a una buena obtencion de callo embriogénico, como sucedio en
el trabajo de Valdez-Ortiz et al. (2007) quienes encontraron que al utilizar el medio
N6C1 (Bohorova et al. 1995) suplementado con 15 mg L' de AgNO3 favorecio a
la produccion de callo en aproximadamente 80% de los embriones inmaduros
contra 58.2% en embriones inmaduros que crecieron en medio sin AgNO3. Y
Hernandez-Garcia et al. (2007) encontraron que dosis de 1y 2 mg L' de 2,4-D

producen mayores porcentajes de callo embriogénico que 5 mg L™, mientras que
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al aplicar Dicamba en las mismas tres dosis la produccién de callo embriogénico

fue la misma en lineas de maiz blanco tropical.

Bohovora et. al. (1995) sefalan que los factores que influencian la expresion de
totipotencia en el cultivo de células son, genotipo, composicion del medio de
cultivo, reguladores de crecimiento y tamafo del embrion. Lo anterior queda
confirmado en esta investigacion al observar que no todas las lineas produjeron

callo embriogénico en la misma frecuencia.

Cuadro 6. Porcentaje de callo embriogénico y caracteristicas fisicas de los callos
embriogénicos formados en las lineas de maiz blanco.

LINEAS PCE (%) PCETI (%) PCETII (%)
ChBI102 100.00 a* 5455 ed 4545 ef
ChBI103 71.43 ¢ 71.43 ab 0.00 h
ChBI204 67.86 c 67.86 cd 0.00 h
ChBI205 100.00 a 50.00 e 50.00 de
ChBI206 70.59 ¢ 58.82 d 11.76 g
ChBI208 50.00 d 25.00 f 25.00 g
ChBI101 5152 d 0.00 g 51.52 def
ChBI306 64.29 c 0.00 g 64.29 cd
ChBI305 100.00 a 0.00 g 100.00 a
ChBI307 100.00 a 82.86 ab 17.14 gh
ChBI308 100.00 a 0.00 g 100.00 a
ChBI301 100.00 a 100.00 a 0.00 h
ChBI309 93.94 b 0.00 g 93.94 ab
ChBI310 100.00 a 20.69 f 79.31 bc
ChBI201 50.00 d 0.00 g 50.00 ef
ChBI202 100.00 a 0.00 g 100.00 a
ChBI303 100.00 a 50.00 e 50.00 def
ChBI203 36.67 e 0.00 g 36.67 g
ChBI402 100.00 a 0.00 g 100.00 a
ChBI401 50.00 d 0.00 g 50.00 def
Promedio ' 80.31 58.12 60.30
Desviacion Est. ' 22.51 22.98 29.26

PCE= Porcentaje de Callo Embriogénico;, PCETI= Porcentaje de Callo
Embriogénico Tipo |; PCETII= Porcentaje de Callo Embriogénico Tipo II.
*Valores con la misma letra implica que no existe diferencia significativa de
acuerdo a la prueba Kruskal-Wallis con un a=0.05 de acuerdo a la prueba
Kruskal-Wallis con un a=0.05. 'Se consideré Unicamente las lineas que
mostraron respuesta.
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4.1.2 Caracteristicas fisicas de los callos en las lineas de maiz azul

En las lineas de maiz azul, donde se utilizaron tanto el medio de cultivo N6C1SN
como el medio MSE3, ambos tipos de medios indujeron en la mayoria de las

lineas la formacion de callo tipo | y/o de callo tipo Il (Cuadro 5).

El callo tipo | tiende a ser iniciado y regenerado hasta planta en mayor frecuencia
que el callo tipo Il en las lineas de maiz (Carvalho et al., 1997), esto concuerda
con lo encontrado en esta investigacion ya que en el cuadro 5 se puede observar
mayores promedios de produccion de PCTI (Porcentaje de Callo Tipo I) en las

lineas de maiz azul.

4.1.2.1 Callo Tipo |

En el cuadro 5 se observa que, usando el medio de cultivo N6C1SN sélo 40% de
las lineas (4 de 10 lineas) formaron callo tipo I, mientras que usando el medio
MSE3 60% de las lineas (6 de 10 lineas) formaron este tipo de callo. Lo anterior
coincide con lo encontrado por Bronsema et al. (1997) quienes en la linea A188 al
aplicar mayor concentracion de sacarosa (6%) en el medio de cultivo, muy
parecida a la dada por el medio MSE3 (60 g L"), obtuvieron mayor proliferacion de

callo embriogénico tipo |

La variable PCTI (porcentaje de callo Tipo I) en el medio de cultivo N6C1SN las
lineas ChAzES8, ChAzE5 y ChAzE7 fueron superiores estadisticamente (a=0.05)
mientras que en el medio de cultivo MSE3 la linea ChAzE10 y ChAzE9 se
comportaron estadisticamente superiores (0=0.05) a las demas lineas (Cuadro 9).
Y que las lineas ChAzE1 y la linea ChAzE3 no produjeron este tipo de callo en
ninguno de los dos medios de cultivo utilizados. Las fotografias de lineas con callo

tipo | pueden ser observadas en la figura 5.
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4.1.2.2 Callo Tipo Il

Al utilizar el medio de cultivo N6C1SN 60% de las lineas produjeron callo tipo Il
mientras que usando el medio MSE3 solo 40% de las lineas produjeron éste tipo
de callo. Lo anterior coincide con lo encontrado por Bronsema et al.(1997) quienes
en la linea A188 al aplicar menor concentracion de sacarosa (2%) en el medio de
induccion, muy parecida a la dada por el medio N6C1SN, hay mayor proliferacion
de callo embriogénico tipo Il. Y en la investigacion de Armstrong y Green (1984)
encontraron que el adicionar L-prolina incrementé linealmente las frecuencias de
iniciacion de callo friable (tipo Il) y la formacién de embrioides. Por su parte
Valdez-Ortiz et al. (2007) observaron que 15 mg L' de Nitrato de Plata es el nivel
optimo para la induccion de callo embriogénico Tipo Il. Y en esta investigacion el

medio usado (N6C1SN) cuenta con ambos componentes.

Con medio de cultivo N6C1SN la linea que formd este tipo de callo en mayor
proporcién (100%) y a la vez tuvo un comportamiento estadistico superior (a=0.5)
fue la linea ChAzE9 (Cuadro 5); mientras que las lineas ChAzE2 y ChAzE7 (con
63.33% y 50% respectivamente), fueron estadisticamente superiores (a=0.5) al
resto utilizando el medio MSE3. La linea ChAzE6 no formé éste tipo de callo en
ninguno de los dos medios de cultivo utilizados. Las fotografias de lineas con callo

tipo Il pueden ser observadas en la figura 5.
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Figura 5. Tipo de callo embriogénico formado en las lineas de maiz azul. (A)
Callo embriogénico tipo | de la linea ChAzE7. (B) Callo embriogénico tipo | de la
linea ChAzE9. (C) Callo embriogénico tipo | de la linea ChAzE8. (D) Callo
embriogénico tipo | de la linea ChAzE10. (E) Callo embriogénico tipo Il de la
linea ChAzE2. (F) Callo embriogénico tipo Il de la linea ChAzE7. (G) Callo
embriogénico tipo Il de la linea ChAzES5. Las flechas indican la presencia de
embriones somaticos escutelares.
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4 1.3 Caracteristicas fisicas de los callos en las lineas de maiz blanco

Las lineas de maiz blanco fueron sembradas unicamente en el medio de cultivo
N6C1SN. El tipo de callo Il se formo6 en 85% de las lineas (17 lineas), mientras
que el callo tipo | se formé en 50% de las lineas (10 lineas) y en promedio se
produjo en mayor frecuencia el tipo de callo Il (60.30%), mientras que el tipo de

callo | solo se produjo en un 58.12% (Cuadro 6).

Estos resultados concuerdan con los encontrados por Bronsema et al. (1997)
quienes indican que baja concentracion de sacarosa (2%), estimula la formacion
de callo embriogénico tipo Il. Y difieren de los encontrados por Bohorova et al.
(1995) quienes utilizaron el mismo medio, pero obtuvieron callo tipo | en 77% de
todas las lineas evaluadas y callo tipo Il en 23% de las lineas. De la misma
manera Hernandez-Garcia et al. (2007) lograron en la mayoria de las lineas de

maiz blanco tropicales la induccion de callo tipo .

La linea ChBI301 fue estadisticamente superior (a=0.5) a las demas lineas
produciendo, al 100% el callo tipo |I. Mientras que las lineas ChBI305, ChBI308,
ChBI202, y ChBI402 produjeron al 100 % el callo tipo Il y fueron superiores
estadisticamente (a=0.5) a las demas lineas. Estas lineas pueden ser
consideradas para usarse en trabajos posteriores (Cuadro 6). En la figura 6

pueden observarse algunos de los callos procedentes de estas lineas.
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Figura 6. Tipo de callo embriogénico formado en las lineas de maiz blanco. (A)
Callo embriogénico tipo | de la linea ChBI206. (B) Callo embriogénico tipo Il de
la linea ChBI202. (C) Callo embriogénico tipo Il de la linea ChBI401. (D) Callo
embriogénico tipo Il de la linea ChBI203.

4.2 Evaluacion de la regeneracion

4.2.1 Regeneracion obtenida en las lineas de maiz azul

Para inducir la germinacion de los embriones somaticos, los callos fueron

transferidos a medio de regeneracién MSR (inciso 3.1.4.1 y Figura 7-A).

Al realizar la comparacion de proporciones binomiales se detecté que el resultado
de la variable Brotes por Explante (BE) fue igual (a=0.05) al utilizar como medio de
induccion el medio N6C1SN, con un promedio 3.0 brotes germinados por explante,

0 el medio MSE3, con un promedio de 1.2 brotes germinados por explante.
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Cuadro 7. Regeneracion obtenida en las lineas de maiz azul inducidas en los
medios N6C1SN y MSE3, a las 8 semanas después de la induccion de
los explantes.

LINEA Medio de Cultivo N6C1SN Medio de cultivo MSE3
BE (num) PR (%) BE (num) PR (%)
ChAzE1 3 ab” 80 0 a* 0
ChAzE2 2.4 ab 80 0.8 a 0
ChAzE3 0.6 ab 20 0 a 40
ChAzE4 2 ab 80 06 a 0
ChAzE5 56 a 80 0 a 40
ChAzEG 0 b 0 0 a 0
ChAzE7 2.8 ab 80 0 a 0
ChAzES8 5 ab 80 0 a 0
ChAzE9 2 ab 40 0 a 0
ChAzE10 3.2 ab 80 22 a 40
Promedio T 3.0 68.9 1.2 40.0
Desv. Est. ' 15 22.6 0.9 0.0

PR= Porcentaje de Regeneracion, BE= Brotes por Explante. *Valores con la
misma letra implica que no existe diferencia significativa de acuerdo a la
prueba Kruskal-Wallis con un a=0.05 de acuerdo a la prueba Kruskal-Wallis
con un a=0.05. "Se considerd Gnicamente las lineas que mostraron respuesta.

Lo mismo sucedio, al realizar dicha comparacion (a=0.05) para la variable
Porcentaje de Regeneracion (PR) en el cual no se detecto diferencias entre los
dos medios de los cuales provenian los callos utilizados, siendo igual el PR al
utilizar como medio de induccion el medio N6C1SN o el medio MSE3. Sin
embargo en el cuadro 7 se puede observar que numericamente los callos que
provienen del medio de iniciacion N6C1SN obtuvieron un PR del 68.9% en
promedio, mientras que los que callos que procedieron del medio de iniciacion
MSE3 sélo obtuvieron un PR promedio del 40%.

En el cuadro 7 también podemos observar que al usar como medio de iniciacion
el medio N6C1SN, la linea ChAzE5 tuvo la mayor produccion de brotes por
explante siendo superior a las demas estadisticamente (a=0.05) y la mayoria de
las lineas (9 de 10 lineas) produjeron brotes, mientras que al utilizar como medio
de iniciacién el medio MSE3 solo las lineas ChAzE2, ChAzE4 y ChAzE10
produjeron brotes siendo iguales estadisticamente (0=0.05) a las que no los

produjeron.
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Estos datos coinciden con los encontrados por Bohorova et al. (1995) quienes
observaron que la composicion del medio usado para la formacion de callo influye

en la determinacion de la regeneracion.

4.2.1 Regeneracién obtenida en las lineas de maiz blanco

Las lineas de maiz blanco se iniciaron unicamente en el medio N6C1SN vy al
inducir la germinacion de los embriones somaticos se observo que unicamente las
lineas ChBI103, ChBI206, ChBI208, ChBI307, ChBI201 y ChBI203 produjeron
brotes (de 0.2 a 1.19 BE), pero la linea ChBI103 fue estadisticamente superior al

resto (a=0.05) produciendo 1.19 BE y 80% de PR (Cuadro 8).

Cuadro 8. Regeneracion obtenida en las lineas de maiz blanco inducidas en el
medio de cultivo N6C1SN, a las 10 semanas después de la induccion
de los explantes.

; PR BE
LINEA %) Kiira.
ChBI102 0 00 d
ChBI103 80 119 a
ChBI204 0 00 d
ChBI205 0 00 d
ChBI206 60 023 ¢
ChBI208 40 020 ¢
ChBI101 0 00 d
ChBI306 0 00 d
ChBI305 0 00 d
ChBI307 40 048 ¢
ChBI308 0 00 d
ChBI301 0 00 d
ChBI309 0 00 d
ChBI310 0 00 d
ChBI201 60 053 b
ChBI202 0 00 d
ChBI303 0 00 d
ChBI203 60 021 ¢
ChBI402 0 00 d
ChBI401 0 00 d

Promedio’ 56.66 0.47

Desv. Est' 13.74 0.34

PR= Porcentaje de Regeneracion: BE= Brotes embriogénicos por
Explante. Tratamientos con la misma letra son estadisticamente
iguales de acuerdo a la prueba Kruskal-Wallis con un a=0.05. ' Se
consider6 unicamente las lineas que mostraron respuesta.
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En cuanto a la regeneracion Bohorova et al. (1995), Carvalho et al. (1997) y
Hernandez-Garcia et al. (2007) mencionan que la clasificacion de callos
embriogénicos no necesariamente implica regenerabilidad. Valdez-Ortiz et al.
(2007) encontraron que al aplicar nitrato de plata en el medio de cultivo de

induccion generd un incremento significativo en las tasas de regeneracion.

4.3 Supervivencia de plantas aclimatadas y variacion morfologica

Los brotes que crecieron de manera adecuada y que generaron una buena
produccién de raices (Figura 7-B) fueron colocados como lo marca el inciso

3.1.6.1 en aclimatacion.

Cuadro 9. Plantas regeneradas a través de embriogénesis somatica y porcentaje
de supervivencia de lineas de maiz azul, después de 12 semanas de
induccion de los explantes.

. Plantas Supervivencia
Linea
regeneradas %
ChAZE1 0 0
ChAzE2 10 40
ChAzE3 0 0
ChAzE4 8 62.5
ChAzZE5 3 33.3
ChAzEB 0 0
ChAzE7 20 65
ChAzES8 5 60
ChAzE9Q 8 87.5
ChAzE10 5 20
Promedio’ 8.42 52.61
Desv. Est. ' 52 21.10

TSe considerd unicamente las lineas que mostraron respuesta.

En las lineas de maiz azul (Cuadro 9 y figura 7-C) los porcentajes de
supervivencia (PS) van de 0 a 87.5 % siendo la linea ChAzE9 la del mas alto PS.
Y fue solo en la linea ChAzE7 en la cual se pudo obtener semilla. En la
caracterizacion morfolégica se pudieron observar algunas deformaciones como
achaparramiento, crecimiento de pelos y granos en las inflorescencias masculinas

asi como falta de polen (Figura 7-D).
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Lo anterior se debe a que al regenerar plantas de maiz es igualmente frecuente
obtener variacion somaclonal (anormalidades genéticas y citogeneticas) tanto de
plantas provenientes de callo tipo | como de plantas provenientes de callo tipo Il
Las variaciones observadas incluyen cambios en cualidades heredadas cualitativa
y cuantitativamente, cambios en numero y estructura de los cromosomas y

rearreglos en el ADN mitocondrial (Armstrong y Phillips, 1988).

En el Cuadro 10 se puede observar que tan solo dos de las 20 lineas de maiz
blanco evaluadas lograron sobrevivir, esto principalmente fue debido a un
problema de Damping-off presentado durante la aclimatacion de las plantulas; a
pesar de eso se puede observar que estas dos lineas en promedio lograron un

porcentaje de supervivencia de 69.45%.

Cuadro 10. Plantas regeneradas a través de embriogénesis somatica y porcentaje
de supervivencia de lineas de maiz blanco, después de 14 semanas
de induccion de los explantes.

) Plantas Superviencia
Linea 5
regeneradas /o
ChBI102 0 0
ChBI103 18 55.56
ChBI204 0 0
ChBI205 0 0
ChBI206 0 0
ChBI208 0 0
ChBIM101 0 0
ChBI306 0 0
ChBI305 0 0
ChBI307 12 83.33
ChBI308 0 0
ChBI301 0 0
ChBI309 0 0
ChBI310 0 0
ChBI201 2 0
ChBI202 0 0
ChBI303 0 0
ChBI203 2 0
ChBl402 0 0
ChBI401 0 0
Promedio* 85 69.45
Desv. Est* 6.83 13.85

Tratamientos con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo
a la prueba Kruskal-Wallis con un a=0.05. Se considerd Unicamente las
lineas que mostraron respuesta.
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Figura 7. Regeneracion y obtencién de plantas a través de cultivo in vitro en lineas
de maiz blancos y azules. (A) Regeneracion de brotes embriogénicos. (B)
Enraizamiento in vitro, de brotes provenientes de la embriogénesis somatica. (C)
Plantas obtenidas de las lineas de maiz azul. (D) Deformacion en la inflorescencia
masculina en plantas de las lineas azules.
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4.4 Agroinfeccion

En total se agroinfectaron 25 lineas de maiz siguiendo el protocolo del inciso 3.3.6
(Figura 8), 2 obtenidas del CIMMyT y 23 desarrolladas en la UACh.

Con la construccion Rd29A::ScTPS1-TPS2::NOS se agroinfectaron 20 lineas (9
azules, 9 blancas y 2 de CIMMyT); con la construccién 35S::ScTPS1TPS2::NOS
se agroinfectaron 18 lineas (9 azules, 7 blancas y 2 de CIMMyT) y con la
construccion 35S::GUSint se agroinfectaron 9 lineas (4 azules, 3 Blancas y 2 de
CIMMyT).

El numero total de embriones agroinfectados fue de 1388 (Cuadro 11), de los
cuales 756 fueron agroinfectados con la construccion Rd29A::ScTPS1-
TPS2::NOS, 448 con la construccion 35S::ScTPS1TPS2::NOS y 184 con la
construccion 35S..GUSInt.

4.4.1 Formacion de callo

En cuanto al tipo de callo obtenido, se encontré6 que hubo cuatro tipos callo, 1)
Callo embriogénico tipo | (Figura 9-A), 2) Callo embriogénico tipo Il (Figura 9-B).
Los dos tipos de callo anteriores se presentaron en las lineas CML 216 Y CML 72,
como se esperaba ya que estas lineas estaban totalmente probadas, mientras que
en las lineas de maiz que no habian sido utilizadas anteriormente se formaron
estos tipos de callo solo en 9.3% de las lineas probadas. 3) Callo con ambos tipos
de callo, tipo | y tipo Il (Figura 9-C) también formado en las lineas CML 216 Y CML
72,y por ultimo 4) Callos granulares no embriogénicos, emergidos del lado axial
del embrién (Figura 9-D) estos se produjeron en las lineas de maiz azul y blanco

en un 60%, es decir en la mayoria de las lineas.
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Figura 8. Protocolo de trasformacién. A) Inoculacion. B) Cocultivo y maduracion. C)
Primera seleccion con 1.5 mg I de PPT. D) Segunda seleccion con 3.0 mg I de PPT.
E y F) Regeneracion y seleccion.
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Cuadro 11. Numero de explantes utilizados en la transformacion genética por el
método de agroinfeccion por linea y construccion utilizada.
Rd29A::ScTPS1-

TPS2 NOS 35S::ScTPS1TPS2::NOS 35S::GUSInt

Linea Num Linea Num Linea Num
ChBI102 19 ChBI102 8 ChBI102 6
ChBI206 10 ChBI206 25 ChBI306 7
ChBI204 25 ChBI204 23 ChAzE11 5
ChBI301 32 ChBI301 17 ChAzE15 4
ChBI304 22 ChBI304 T ChAzE17 16
ChBI306 45 ChBI307 15 ChAzE20 12
ChBI307 29 ChBI310 16 CMMYT 2143-12 14
ChBI308 16 ChAzE11 12 CML216 47
ChBI310 28 ChAzE12 32 CML72 73
ChAzE11 19 ChAzE15 9
ChAzE16 34 ChAzE17 8
ChAzE17 23 ChAzE18 9
ChAzE18 21 ChAzE20 18
ChAzE19 27 ChAz 218 18
ChAzE20 58 ChAz 548 24
ChAz 218 21 ChAz 717 17
ChAz 548 20 CML216 95
ChAz 717 35 CML72 95
CML216 110
CML72 162
TOTAL 756 448 184

En esta parte es muy importante resaltar que las lineas de maiz azul y blanco
utilizadas para intentar la transformacién no habian sido probadas en su
capacidad para formar callo embriogénico, por lo cual, de antemano se sabia del
riesgo que se corria de no obtener plantas trasformadas por la incapacidad de
estos genotipos de formar callo embriogénico, sin embargo se identificaron, 4
lineas de maiz azul que formaron callo embriogénico y que produjeron brotes
(Cuadro 12).
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Figura 9 Caracteristicas fisicas de los callos obtenidos en las lineas de maiz
agroinfectadas. (A) Callo embriogénico tipo | de la linea CML 216 y (B) Callo
embriogénico tipo Il de la linea CML 216. (C) Callo con ambos tipos de callo
tipo | y tipo II. E) Callo granular no embriogénico.

4.4.2 Resistencia a PPT y kanamicina

Una de las formas de comprobar la insercion del transgén fue someter a los callos
a 50 pl I'" de Kanamicina 6 de 1.5y 3 mg I'' del herbicida PPT, en esta seleccion
se puedo observar que 90% de los callos y 43.79% de los brotes fueron
resistentes a estos componentes (Figura 10-A) lo cual implicaria la suposicion de
que las plantas generadas de ellos podrian haber integrado los genes de interes;
ya que al someter a plantas no transformadas al herbicida PPT, como se muestra

en la figura 10-B, éstas murieron.
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4.4.3 Evaluacion de regeneracion

Sélo se obtuvieron un total de 137 brotes de cinco lineas diferentes (Cuadro 12),

de las dos proporcionadas por CIMMyT y de 4 lineas de maiz azul.

Cuadro 12. Brotacion y enraizamiento de plantas obtenidas en los experimentos
de agroinfeccion.

Construccion Linea Brotes Plantas enraizadas
(num) (num)
CML 216 26 3
CML72 14 0
RA29A:ScTPS1-TPS2-NOS ~ ChAZE20 - 0
ChAZE19 1 0
ChAZE17 1 0
TOTAL 44 3
CML 216 52 4
358-ScTPS1TPS2.Nos ~ ChAZE20 . 0
ChAZE18 1 0
TOTAL 57 4
CML 216 19 6
355::GUSInt ChL72 18 5
ChAZE20 1 0
TOTAL 36 11

En cuanto a la adaptacion al suelo, se lograron enraizar en total 18 plantas
(29.03%) de éstas; 3 plantas fueron de la linea CML216 con la construccion
Rd29A::ScTPS1-TPS2::NOS , 4 plantas de la linea CML216 con la constriccion
35S::GUSint y 6 plantas de la linea CML216 y 5 plantas de la linea CML72 con la
construcciéon 35S::GUSInt (Cuadro 12).
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Figura 10. Seleccion y regeneracion de brotes embriogénicos posiblemente
trasformados. (A) Seleccion de callos y brotes transformados. (B) Linea no
trasformada crecida en medio sin herbicida (izquierda) y linea no
trasformada mantenida en medio de regeneracion con herbicida (derecha)
la foto fue tomada 20 dias después de la transferencia a medio de cultivo
con herbicida. (C) Linea de maiz en medio de enraizamiento. (D) Plantula
adaptada lista para transferencia a suelo. E y F) Plantas de maiz
posiblemente transformadas.
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4.5 Caracterizacion molecular por PCR de las plantas transformadas

Al realizar la electroforesis (Figuras 11 y 12) se pudo corroborar que las plantas
obtenidas no integraron los genes de interés en la transformacion, el gen GUSint o
el gen de la trehalosa (ScTPSP), por lo cual solo se obtuvieron falsos positivos. Al
localizar el gen a-zeina en todas las muestras con ADN de maiz (Figura 11 carriles
c a |) se puede comprobar que no existié ninglin problema en la realizacion tanto
de la extraccion de ADN como de la realizacioén del PCR, que serian unos de los

motivos por los cuales no se hubieran podido detectar los genes de interés.

780 pb

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para detectar el gen
GUSint en plantas de maiz transformadas por agroinfeccion. Carril a:
Marcador de peso molecular (1 kb Ladder). Carriles b, ¢, d, e, f, g, h,iy]
lineas trasformadas con el gen GUSint. Carril j: Control positivo ADN de
planta no transgénica + gen GUSint. Carril k: Control negativo (mezcla de
reaccion sin ADN).
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Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para detectar el gen
ScTPSP en plantas de maiz transformadas por agroinfeccion. Carril a:
Marcador de peso molecular (1 kb Ladder). Carriles ¢, d, e y f controles
negativos (plantas transformadas con el gen GUSint). Carril | control negativo
(planta no transgénica). Carriles g, h, i, j y k lineas trasformadas con el gen
ScTPSP. Carril m: Control positivo ADN de planta no transgeénica + gen
ScTPSP + gen a-zeina. Carril n: Control negativo (mezcla de reaccion sin
ADN).

La produccion de plantas genéticamente transformadas depende de dos cosas 1)
la habilidad para integrar los genes foraneos dentro de las células blanco y 2) la
eficiencia con la cual las plantas son generadas de células transformadas

genéticamente (Bohorova et al., 1995).

De acuerdo a los resultados obtenidos podriamos agregar que, otro punto muy
importante para obtener plantas transformadas es, la seleccion aplicada en las
células transformadas, mediante el uso de la dosis mas alta del herbicida y la
oportunidad de aplicacion después de la agroinfeccion. Por lo cual para mejorar
este trabajo es necesario hacer pruebas en el sistema de seleccion, tanto en la
dosis de fosfonitricina a aplicar sobre los callos en cada genotipo asi como el
numero de dias después de la agroinfeccion a los cuales se debe aplicar, ya que
en este trabajo la presion de seleccion utilizada de 50 mg L' de Kanamicina ¢ de
1.5y 3 mg L del herbicida PPT fue muy baja y los 5 a 12 dias que transcurrieron

después de la agroinfecion para aplicar la seleccion pudieron ser muchos.
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De acuardo a Frame et al. (2000) también se debe hacer una separacion de los
callos tipo Il (pre-embriogénicos, tempranos y tardios) para transformar los callos
preembriogénicos ya que estos autores encontraron una mayor eficiencia de la

transformacion en callos pre-embriogénicos.
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V. CONCLUSIONES

En las lineas de maiz evaluadas hubo respuesta favorable en los diferentes
materiales en cuanto a la formacion de callo embriogénico y la regeneracion de

plantas obtenidas.

Los componentes del medio no influyen en la formacion del callo embriogenico, en

las caracteristicas fisicas de los callos ni en la regeneracion de plantas

La linea de maiz azul ChAzE5 puede considerarse para realizar trabajos
posteriores de regeneracion o transformacion genética debido a que en ella se

obtuvo la mas alta regeneracion.

La linea de maiz blanco ChBI103, puede ser utilizada en experimentos de

transformacion ya que fue superior a las demas en la regeneracion.

Se recomienda en investigaciones futuras, adecuar los métodos de regeneracion y
seleccién de las lineas a utilizar antes de proceder a implementar un método de

transformacion, sobre todo en los siguientes aspectos:

El potencial de regeneracion in vitro tiene respuesta diferencial acorde con los
genotipos evaluados, por lo que se debe considerar el incremento de peso en los

callos y numero de estructuras embrionarias formadas por callo cultivado.

Estudiar la generacion de curvas de respuesta a fosfonitricina, para determinar la
dosis adecuada de seleccion por herbicida y la oportunidad de aplicacion despues
de la agroinfeccion, y asi evitar escapes de plantas no transformadas durante la
seleccion. Posteriormente se deben realizar ensayos con el gen reportero

35s::GUSint para determinar el éxito de la agroinfeccion.
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VIii. ANEXOS

Anexo 1. Vectores
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Figura 1. Vector pGreenll 0229 (35S::ScTPS1-TPS2::NOS), con el gen quimerico
35S::ScTPS1-TPS2::NOS expresado ectopica y constitutivamente, y el gen de
seleccion nos::bar para la seleccion durante la transformacion.
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Figura 2. Vector pGreenll 0229 (Rd29A::ScTPS1-TPS2::NOS) con el gen quimerico
Rd29A::ScTPS1-TPS2::NOS con el promotor Rd29A inducible por sequia y por frio y el
gen de seleccién nos::bar para la seleccion durante la transformacion.
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Anexo 2. Soluciones y Buffers

Buffer de extraccion:

NaCl 500 mM

EDTA 50 mM

Tris-HCI 100 mM, pH 8.0
SDS 1.3%

B-mercaptoetanol  0.2%

Buffer de dilucion:

Tris-HCI 50mM, pH 8.0
EDTA 10mM

Buffer TE:

Tris-HCI 10mM, pH 8.0
EDTA 1mM

Buffer 10X para PCR:

Tris-HCI 200 mM, pH 8.4
KCI 500 mM

Buffer de dilucién de la Taq polimerasa:
Tris-HCI 20 mM, pH 8.0
EDTA 0.1 mM

DTT 1.0 mM

Glicerol 50 %

Estabilizadores
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