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RESUMEN

LA VARIACION EN LA EXPRESION GENICA DE CALLOS DE MA{Z
LIMITA LA DETECCION DE GENES TRANSACTIVADOS

Martha Herndndez-Rodriguez. Maestria en Ciencias en Horticultura. Universidad

Auténoma Chapingo. José Oscar Mascorro-Gallardo. Director de Tesis.

Se evalud la factibilidad de usar callos embriogénicos de maiz A188 como sistema para
transactivar genes despu€s de la sobreexpresién de genes reguladores. Los callos se
indujeron con 4cido 3,6-dicloro-o-anisico (Dicamba) en embriones inmaduros y se
transformaron con biobalistica con los factores de transcripcién de antocianinas C1 y R.
Los resultados de mejor expresién transitoria (P<0.05) se encontraron en callos con tres
dias en medio fresco de induccién, estresados en medio N6 con maltosa 0.33 M antes
del bombardeo. Se esperaba encontrar al menos 10 genes transactivados de la ruta
metabolica de antocianinas, pero el agrupamiento de similitud de 5850 marcadores
cDNA-AFLP detect6 mas diferencias dentro de los callos que aquellas asociadas con la
presencia de los transgenes. Los AMOVAS confirmaron una variabilidad de 92-100 %
para cada callo evaluado. Se sugieren el efecto del Dicamba y la vaﬁacién somaclonal

como causa de la variabilidad en la expresién.

Palabras clave: callos de maiz, expresion génica, biobalistica, cDNA-AFLP.
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ABSTRACT

VARIATION IN GENE EXPRESSION IN MAIZE CALLUS TISSUE LIMITS

DETECTION OF TRANSACTIVATED GENES

Martha Hernandez-Rodriguez. Master of Science in Horticulture. Universidad

Autonoma Chapingo. José Oscar Mascorro-Gallardo. Thesis advisor.

The feasibility of using embryonic callus of maize as a system for determining targets
of transcription factors was determined. Callus was induced from immature embryos
using Dicamba (3,6-dichloro-o-anisic acid), and was transformed biolistically with the
anthocyanin transcription factors C/ and R. The best transient expression results
(P<0.05) were found with young calli incubated for three days in fresh induction media,
then stressed with N6 media containing 0.33 M maltose, and then transformed. It was
expected to observe at least 10 transactivated genes associated with the anthocyanin
pathway, but the comparison of 5850 cDNA-AFLP markers detected more differences
due to the callus tissue itself than to the presence of transgenes. AMOVAS confirmed a
variability of 92-100 % in each callus that was evaluated. It is suggested that the effect
of Dicamba and somaclonal variation caused the observed variability in gene

expression.

Key words: maize callus, gene expression, somaclonal variation, cDNA-AFLP.

XVii



I. INTRODUCCION

Las proteinas son macromoléculas producto de la expresion de los genes. Algunas son
generadas de manera constitutiva, mientras que otras son formadas especificamente,
como respuesta a sefales del desarrollo o del ambiente, mediante un mecanismo
conocido como transduccién de sefiales. Estas moléculas se forman por la traduccion
del RNA mensajero que proviene de la transcripcién de los genes. Para que este proceso
ocurra se requiere de la integracién de un aparato basal de transcripcién, pero su
regulacion requiere del ensamblaje adicional de factores de transcripcién especificos.
Estos factores pueden ser basales o regulatorios. Los primeros son aquellos con los que
minimamente se expresa el gen. Los segundos son los que activan o reprimen su

expresion de un modo controlado temporal y espacialmente (Singh, 1998).

Entre los factores de transcripcion regulatorios se encuentran CI (colored 1) y R (red)
cuya coexpresion esta involucrada en la biosintesis de antocianinas, una de las rutas mas
conocidas y estudiadas, principalmente en maiz, Petunia y Antirrhinum donde se
conoce con detalle la serie de pasos que guia la formacién de los sustratos de las
enzimas estructurales y regulatorias (Holton y Cornish, 1995). Como en esta ruta, otros
procesos celulares también ocurren en serie, pero solamente han sido clonados algunos
de los genes implicados. Las técnicas que se emplean para detectar y aislar genes son
variadas; su factibilidad técnica varfa dependiendo del protocolo que se emplee y del
organismo que se adopte para la expresion y deteccién de los genes. Por otro lado, la

disponibilidad de bancos de datos con secuencias genémicas completas es un factor que



también contribuye a la busqueda de la posible funciéon de los genes, mediante la
comparacion con secuencias de genes ya reportados. Bajo estos argumentos, resulta
interesante y atractivo desarrollar una técnica que permita detectar genes que participen
en cierto proceso celular, después de la sobreexpresion de genes regulatorios asociados.
En este aspecto, los callos embriogénicos de maiz podrian emplearse como sistema para
el andlisis rutinario de la expresién inducida de genes. Al provenir de un embrién tnico
y mantenerse en estado indiferenciado, los callos embriogénicos de maiz se virtian
como clones. Sin‘ embargo, los cambios citogenéticos asociados con el cultivo in vitro,
debilitan la permanencia genémica intacta de las células que los conforman. No
obstante, la produccién de callo en un perfodo relativamente corto, es una ventaja que
~ permite tener suficiente material para probar ensayos de transformacién. Por lo
previamente expuesto, en este trabajo se plantearon el objetivo e hipétesis adelante
descritos. Para su cumplimiento, se emplearon la biobalistica como técnica para
expresar ectopicamente C/ y R en callos de maiz A188 y una versién de cDNA-AFLP

como técnica para identificar genes inducidos por la sobreexpresién de C/ y R.



OBJETIVO
Evaluar la factibilidad de desarrollar una técnica de deteccién de genes después de su
transactivacion en callos embriogénicos de maiz, tomando como modelo la ruta

biosintética de las antocianinas.

HIPOTESIS
Es posible detectar genes involucrados en una misma via metabélica después de la

sobreexpresion de genes reguladores en callos embriogénicos de maiz A188.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1. Embriogénesis somatica y tipos de callo en maiz

El proceso por el que un explante o grupo de células somaticas diploides o haploides
desarrollan un individuo pasando por estados embrioldgicos caracteristicos sin la fusién
de gametos, se conoce como embriogénesis somatica (Williams y Maheswaran, 1986,
citados por Franzs y Schel 1991). Este proceso se ha reportado para cerca de 250
especies de plantas y puede ser promovido en la mayoria de las células vegetales,
principalmente en aquellas que provienen de meristemos o embriones, donde la
desdiferenciacion genera células en condicién totipotente capaces de ori ginar una planta
completa. La obtencién de un organismo como tal, inicia con la formacién de una masa
tisular indiferenciada llamada callo. Estas estructuras se forman como respuesta a
estimulos hormonales como el de las auxinas, quev son los reguladores del crecimiento
empleados para la induccion de callos (Chawla, 2002). En maiz, existen reportes de
formacion de callo a partir de secciones de hojas (Conger et al., 1987), embriones
maduros (Wang, 1987), paniculas y espigas inmaduras (Zhong er al., 1992), pero la
fuente preferida para la formacién de callos son los embriones cigoticos inmaduros
(Armstrong, 1994; Brettschneider e al., 1997). En estas estructuras, las células que
responden al estimulo de las auxinas son las células escutelares de la region coleorrizal
y del epiblasto (Vasil er al., 1985; He et al., 1990). Para maiz se ha descrito el
desarrollo histolégico de callos de lineas maiz como A188 y de algunos hibridos, en

estos reportes la induccién siempre se hizo con 2,4-D. Al respecto, Fransz y Schel



(1991), documentaron que los callos de maiz A188 se inician cuando el escutelo se
transforma en un tejido translicido y suave compuesto por grandes agregados de células
muy vacuoladas y por unidades embriogénicas de células pequefias e isodiamétricas.
Los agregados celulares estdn rodeados de grandes espacios intercelulares que dan al
callo su apariencia fragil. Las unidades embriogénicas, por otra parte, se distinguen
también por ser densamente citopldsmicas. A pesar de que existe divergencia acerca del
origen unicelular o pluricelular del embrién, Vasil y colaboradores (1985) sefialaron que
el desarrollo de los embriones sométicos de maiz muestra la serie de etapas
morfoldgicas caracteristicas del embrién cigdtico que van del estado globular, de
corazon, y de torpedo al estado cotiledonar (Abbe y Stein, 1954). Estas observaciones,
en cambio, contrastan a los reportes de otros autores, para quienes fue dificil detectar
embriones con un eje embrionario plenamente formado; Unicamente pudieron visualizar

embriones en estado globular (Fransz y Schel, 1991).

La distincion del eje embrionario en los embriones es uno de los criterios que se usa
para discriminar los callos organogénicos de los embriogénicos. Para maiz, este grado
de diferenciacion, aunado a la friabilidad (grado de asociacién entre las células) y el
modo de regeneracién (por embriogénesis u organogénesis) ha permitido clasificar los
callos regenerables en tipo I y tipo II. Los cultivos de callos tipo I no son friables y
deben ser subcultivados con ayuda de pinzas y escalpelo, regeneran mediante
embriogénesis somadtica y organogénesis, y son altamente diferenciados (porque con
frecuencia presentan estructuras foliares y embriones somaticos en estados avanzados

de maduracion en medio de mantenimiento). Por otro lado, los callos tipo IT son muy



friables y a veces pueden subcultivarse con espatula, regeneran casi exclusivamente via
embriogénesis somdtica y son relativamente indiferenciados (presentan numerosos
embriones en estado globular que no pasan a otro estado en medio de mantenimiento).
Armétrong (1994) también sefiala que la clasificacién no es absoluta y algunos callos
pueden tener caracteristicas de émbas clasificaciones. A pesar de que la generacion de
callos tipo II es muy dependiente del genotipo, éstos son los preferidos para algunas
aplicaciones, entre las que se encuentran el establecimiento de cultivos en suspension y

la transformacion con biobalistica.

2.2. Transformacién permanente y transitoria de maiz con biobalistica.

La biobalistica es una técnica que surgi6 como alternativa para transformar
monocotiledoneas (Klein ez al., 1987). Inicialmente, la transformacién de estas plantas
se hizo en células en suspension (Fromm ez al., 1986) y en protoplastos (Rhodes ez al.,
1988) con métodos que inclufan la electroporacion o la coprecipitacién con fosfato de
calcio; sin embargo, estos métodos requerian la remocién de la pared celular como parte
del sistema de transformacion, lo que limitaba el potencial de regeneracion de las
c€lulas transformadas. En maiz, la transformacién con microproyectiles a alta velocidad
o biobalistica es el método més empleado para transformar establemente este cultivo.
En otros cultivos, de dicotiledéneas principalmente, la transformacién mas frecuente se
realiza con Agrobacterium tumefasciens porque se evitan las inserciones multiples del
transgén (ya sea completo o en trozos) que suelen ocurrir con la biobalistica.

Recientemente se reporté la transformacién eficiente de maiz con Agrobacterium



(Ishida er al., 2003). Las monocotiledéneas, como el maiz, no son hospederos naturales
de la bacteria, lo que en un principio limité el uso extensivo de este sistema de
transformacion. A pesar de este avance, la transformacién con microproyectiles a alta
velocidad o biobalistica es el método mas empleado para transformar maiz u otras
plantas donde no se conocen vectores ni cepas de Agrobacterium (Sripaoraya et al.,
2001). Para ensayos de expresion transitoria, la biobalistica es una técnica rapida y
adecuada que puede ayudar a monitorear la expresién de genes reporteros como C1 y R.
Como en otras técnicas, la aplicacién del protocolo precisa requisitos biolégicos y

fisicos que se deben estandarizar antes de su generalizacién.

2.2.1. Condicion fisica del tejido blanco a transformar

La condicion fisica mds importante que requiere tener el tejido antes del bombardeo, es
la condicién hidrica. El contenido de una célula deshidratada ejerce menos presion
sobre la membrana celular que una célula turgente; de esta forma, el impacto de un
microproyectil no la rompe y se evita liberar el contenido celular. Para
osmoacondicionar una célula o grupo de células se precisa cultivarlas en un medio con
potencial osmético més negativo que el intracelular. Diferentes productos se usan como
osmorreguladores. Los carbohidratos-alcohol como el sorbitol y el manitol son los mas
empleados (Cérdenas y Villegas, 2002), pero también carbohidratos metabolizables
como la maltosa pueden emplearse. Ademas de ser pilares energéticos, los
carbohidratos pueden funcionar como osmolitos en concentraciones altas para evitar
que los tejidos se hiperhidraten (Chawla, 2002). El agua, como solvente universal, es

necesaria para el mantenimiento de los seres vivos, pero también su abundancia puede



ser letal. Los carbohidratos, por su estructura son capaces de atrapar agua haciendo mas
negativo el potencial osmoético del medio de cultivo, de esta manera permiten que el
flujo del agua se dé por absorcion y no por difusién. El tiempo que un tejido se
encuentre en un medio osmoético influird negativamente en la turgencia celular
(Salisbury y Ross, 1994), lo que favorece la penetracién de las particulas (Vain et al.,
1993; Kemper er al., 1996). Bajo esta condicién, bacterias (Shark er al., 1991),
ascomicetos como S. cerevisae (Armaleo et al., 1990), células en suspensién, (Vain et
al., 1993) y embriones inmaduros (Kemper et al., 1996, Brettschneider ez al., 1997) han
incrementado el indice de transformacion estable o transitoria cuando se han sometido a

acondicionamento osmaético previo al bombardeo.

2.2.2. Condicion bioldgica del tejido blanco a transformar

Los reportes acerca de la condicién biolégica de las células para ensayos de expresion
transitoria se infieren de experimentos de transformacion estable, que casi siempre van
acompafiados de cotransformaciones control con genes reporteros. En este caso, la
literatura sobre transformacién (que persigue en su mayoria regenerar plantas) aporta
datos sobre la transformacién de tejidos de diferentes edades. En callos embriogénicos
de maiz A188, los embrioides tienden a desarrollarse asincrénicamente, de forma que
embrioides en diferentes estados de desarrollo pueden encontrarse al mismo tiempo en
el callo (Fransz y Schel, 1991). A pesar de ello, la condicién biolégica remite el uso de
células y tejidos en condicién juvenil. Al respecto, He y colaboradores (1990) sugieren
emplear callos en etapas tempranas de formacion para reducir la aparicién de quimeras.

Por su parte, Armstrong (1994) recomienda usar cultivos jévenes de células en



suspension porque conforme envejecen los cultivos, la regeneracion y predisposicion de
las células a la transformacion disminuye. El envejecimiento de un cultivo no
necesariamente proviene del tiempo que ha permanecido como tal, también dentro de
un periodo de subcultivo los tejidos envejecen; en este sentido, Sellmer y colaboradores
(1994) senalan que el subcultivo frecuente o una concentracién mads alta de 2.4-D
garantiza mantener cultivos jovenes porque evita la maduracién de los embriones. En
general, la edad del tejido no es el factor mas limitante para la transformacion con
biobalistica, esta técnica ha demostrado ser efectiva para transformar tejidos de
cualquier edad, como lo demostraron Wan y colaboradores (1995) quienes
transformaron callos de maiz de tres afos de edad, la limitacion parece estar asociada a
factores intrinsecos de periodos largos de cultivo como son la pérdida de capacidad de

regeneracion y la variacion somaclonal.

2.3. Antocianinas

2.3.1. Las antocianinas y los genes estructurales de la ruta

Las antocianinas son la clase mas conspicua de los flavonoides. Estos metabolitos
secundarios son responsables de la pigmentacion floral de la mayoria de las plantas. La
ruta biosintética que las genera también incluye enzimas involucradas en la sintesis de
otros flavonoides (Figura 1A) que tienen diversas funciones ecoldgicas entre las que se
incluyen proteccion de las plantas contra la luz UV, patdgenos e insectos, viabilidad y
germinacion del polen, interaccion con simbiontes y mediacion del transporte de

hormonas (Madhuri y Reddy, 1999).
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Figura 1. Ruta de las antocianinas en maiz. Las enzimas se muestran en negritas y en

italicas los genes estructurales que las codifican. PAL: fenialanina amonio-liasa; CHS:

calcona sintasa;_CHI: calcona isomerasa; F3H: flavanona 3-hidroxilasa; DFR:

dihidroflavonol reductasa; AS: antocianidin sintasa; 3GT: UDPglucosa flavonoide 3-

oxy-glucosiltransferasa; GST: glutation S-transferasa. C2: colored2, whp: white pollen,

AI: anthocyaninl, A2: anthocyanin2, Bz/: bronzel

, Bz2: bronze?2.
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Esta ruta se ha estudiado ampliamente desde principios del siglo XX y es una de las
rutas mejor caracterizadas a nivel genético, bioquimico y molecular en Zea mays L,
Petunia hybrida y Anthirrinhum majus donde los genes estructurales y algunos genes
regulatorios ya fueron clonados (Holton y Cornish, 1995). Recientemente la
caracterizacion se hizo para una cuarta especie, Ipomoea purpurea, que ademds
permitio analizar los patrones de evolucién entre los genes de la ruta (Rausher er al.,
1999). Estos antecedentes permiten que la ruta sea un buen modelo para estudiar la
expresion de genes ya que el producto, un pigmento rojizo, es facilmente cuantificable
tanto en presencia como en intensidad (Ludwig er al., 1990). Existen seis genes
estructurales de la ruta que Selinger y Chandler (1999) consideran comunes a todas las
angiospermas. Estos autores los han dividido en dos grupos. Los productos de los genes
“rio arriba” (Figura 1A), como la calcona sintasa (CHS), la calcona isomerasa (CHI), la
flavanona 3-hidroxilasa (F3H) y la dihidroflavonol reductasa (DFR) también son
precursores de otros flavonoides que no son antocianinas, en tanto que los productos de
los genes “rio abajo” (Figura 1B), como la antocianidin sintasa (AS) y la UDPglucosa
flavonoide  3-oxy-glucosiltransferasa  (3GT), son precursores especificos de

antocianinas.

2.3.2. C1 y R, factores de transcripcién de la via de las antocianinas

Los factores de transcripcién son protefnas que modulan el mecanismo regulatorio mas
importante de todos los organismos: el control transcripcional del gen.
Estructuralmente, los factores de transcripcién eucariéticos tienen un dominio de unién

al DNA involucrado en el reconocimiento del gen que van a modular, y un dominio
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efector responsable de su actividad activadora o represora. El dominio de unién al DNA
de los factores de transcripcion es el dominio mds conservado, lo que permite que estos
genes se agrupen en un numero reducido de familias. Dos ejemplos de esta
conservacioén son el dominio myb y el domino myc. Por su parte, los genes regulatorios
que han sido clonados de la rﬁta de las antocianinas se clasifican en dos clases que
incluyen homdlogos de estas familias de activadores transcripcionales. Una clase es la
familia R que consiste de genes que codifican proteinas MYC y contienen un dominio
basico hélice-giro-hélice (bHLH) caracteristico de otros activadores transcripcionales
como Max y MyoD1 (Purugganan and Wesler, 1994). Esta familia también comprende
dos series de genes regulatorios en maiz, el locus R (que incluye los alelos S, Lc¢ ySn)y
el locus B (que incluye los alelos B-Peru y B-1). La segunda clase es la familia C que
consiste de genes que codifican proteinas que contienen el dominio myb-I similares a
otros genes eucari6ticos regulatorios como c-myb, un proto-oncogén de vertebrados, y
glabrous, un gen que controla la formacién de tricomas en Arabidopsis (Paz-Ares et al.,
1987). En maiz, esta familia comprende los genes c/ y pl. Ambas familias tienen genes
ortologos en Petunia y Anthirrinhum que codifican proteinas similares con diferentes
patrones de expresion (Holton y Cornish, 1995; Mol, et al., 1998). La expresion de
antocianinas es el resultado de la interaccién combinatoria de miembros de las dos
familias, los cuales necesitan ser coexpresados para que la biosintesis ocurra, como lo
demostraron estudios donde se indujo la produccién de estos pigmentos en tejidos
usualmente no pigmentado como embriones y aleuronas incoloras (Goff et al., 1990),

raices y mesocdtilos (Ludwig ez al., 1990) y callos embriogénicos (Fromm, 1994).
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2.4. cDNA-AFLP, una técnica para detectar diferencias en la expresiéon de genes

Una de las técnicas que se emplea para investigar a gran escala la expresion diferencial
de los genes es la de cDNA-AFLP. Esta técnica se basa en el analisis de marcadores

moleculares obtenidos por amplificacién selectiva por PCR de fragmentos de cDNA. La

técnica consiste de tres pasos: 1) fragmentacién de cDNAs con enzimas de restriccion,
2) ligacion de adaptadores en los cDNAs digeridos; y 3) amplificacién selectiva de los
fragmentos (Money et al., 1996). La eficiencia y reproducibilidad de la técnica ya se ha
reportado (Bachem ez al., 1996) y aunque no cuantifica la magnitud absoluta o relativa
de la abundancia de los transcriptos como la técnica de microarreglos, los cDNA-AFLP
son utiles para identificar nuevos transcriptos. Esta técnica ha demostrado ser mads
confiable que otras técnicas que también investigan la expresién génica diferencial
como el despliegue diferencial (Liang y Pardee, 1992) que usa iniciadores usualmente
de 10 bases de longitud para amplificar un subconjunto de cDNAs. El despliegue
diferencial presenta ciertas limitaciones, una de ellas es la generacién de falsos-
positivos, por lo que muchas veces las bandas que se aislan y clonan no suelen ser
reconocidas en los ensayos tipo northern. Una segunda limitacién, es que no es tan
eficiente como la cDNA-AFLP para intensificar los cambios en la expresién de los
transcriptos raros. La tercera limitacién radica en la pobre reproducibilidad. Estas
limitantes son consecuencia de la temperatura baja de alineamiento que se requiere para
desemperiar el despliegue diferencial. La técnica de cDNA-AFLP, en cambio, emplea
iniciadores largos (entre 18-24 bases) y especificos (Vos et al., 1995). Como resultado,

las temperaturas de alineamiento que se usan en el paso de amplificacién son mucho
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mads altas que las que se emplean en el despliegue diferencial, lo que proporciona buena
reproducibilidad y la generacion de verdaderos-positivos (Don er al., 1991). A pesar de
estas ventajas, la amplificacion de transcriptos raros diferencialmente expresados es
baja con la cDNA-AFLP, probablemente por la competencia con los transcriptos mas
abundantes. Finalmente, como en otras técnicas como los microarreglos, donde se
asocia la expresion de los genes con la hibridacién fluorescente con fragmentos de
genes ya conocidos, la técnica de cDNA-AFLP es atil para investigar cambios en la

expresion de genes ya conocidos o no identificados.
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ITI. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se llevé a cabo en el Centro de Biotecnologia Aplicada del Centro
Internacional de Mejofamiento de Maiz y Trigo (Cimmyt), localizado en El Batén,
Texcoco, México. La estrategia experimental involucrd tres etapas: a) induccién de
callos a partir de embriones inmaduros de maiz, b) expresién transitoria mediante
biobalistica de C/ y R en callos de maiz; y c) anélisis de marcadores cDNA-AFLP para

detectar fragmentos asociados con la sobreexpresién de C1 y R (Figura 2).

3.1. Inducciéon de embriogenésis somatica

La linea de maiz AIl88, caracterizada por su elevado potencial embriogénico
(Armstrong y Green, 1985) se escogio para obtener los embriones inmaduros. Para ello,
mazorcas que se polinizaron planta a planta, se cosecharon entre 15-18 dias después de
la polinizacion. Posteriormente, las mazorcas sin espatas se desinfectaron en una
solucion de hipoclorito de sodio (6% de ingrediente activo) al 30 % (v/v) y 200 pl i
de Tween 20 durante 30 min, para luego enjuagarlas con agua esterilizada. De los
granos de estas mazorcas, se seleccionaron embriones con tamafio entre 1.0 y 1.5 mm
(estado 1y 2, de acuerdo con Abbe y Stein, 1954), mismos que se colocaron con el eje
embrionario en contacto con medio N6 de induccién contenido en cajas de Petri de

60x15 mm. Dicho medio fue una versién del medio de cultivo N6 (Chu ez al., 1975)
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Figura 2. Diagrama de la estrategia experimental que muestra desde la induccion de

callos hasta el analisis de los datos y la posible identificacién de genes.
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modificado por Bohorova y colaboradores (1999a) pero suplementado con 3 mg L' de

acido 3,6-dicloro-o-anisico (Dicamba) (Cuadro 1). Tanto la desinfeccion como el

rescate y cultivo de los embriones se realizaron dentro de una campana de flujo laminar

(Veco®, MEx.).

Cuadro 1. Composicion del medio N6 empleado para la induccion de embriogénesis

somatica en embriones inmaduros de maiz A188.

Componente mg L' mM Componente mg L™ mM
(NH4)>SO,4 463 3.50 Glicina 2 0.0266
KNO;3 2833 28.02 Acido nicotinico 0.5 0.0040
CaCl,.2H,0O 166 1.13 Tiamina HCI 0.5 0.0014
KH,PO,4 400 2.94 Piridoxina HCI i 0.0048
MgSOy4 93 0.77

L-prolina 2300
MnSO4.H>O 59.7 0.353 Caseina hidrolizada 200
ZnS0O,4.7H,O 15 0.052 sacarosa 30000
H;BO; 16 0.258 | Dicamba 3
KI 8 0.048 | agar 8000
FeS0O4.7H,0 278.5 0.1
Na,EDTA 372.5 0.1 pH 5.8

Una vez sembrados los embriones, se mantuvieron bajo oscuridad total a 26 °C dentro

de una camara de crecimiento Biotronette (Lab-Line Instruments, Co., USA) para

motivar la induccién de los callos. Una semana después, se realizé una inspeccion
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visual con un estereomicroscopio Leistz Wild® M3Z para detectar los primeros signos
de embriogénesis somatica. Los embriones que mostraron estos signos se cultivaron
nuevamente para generar los callos, en tanto que aquellos embriones que presentaron
lento crecimiento o germinacion vigorosa se desecharon. Los callos se cambiaron a
medio fresco de induccién caida 14 6 21 dias y se mantuvieron bajo los mismos

parametros de crecimiento empleados para la induccién.

3.2. Vectores de expresion

Se emplearon dos pldsmidos para inducir la biosintesis de antocianinas. Uno de ellos
fue el p35SC1 (construido por Goff ez al., 1990) que consiste de la regién promotora del
CaMV 35S, el primer intrén del gen Adhl de maiz, el cDNA del gen CI y la sefial de
poliadenilacién de nos. El segundo pldsmido fue pSRL349 (Ludwig er al., 1990)
integrado por el promotor CaMV 35S, el cDNA del gen Lc(R) y la sefial de terminacién
del gen nos (Figura 3). Ambas construcciones fueron proporcionadas por M. Raishada
de la Universidad de Stanford, USA. La cantidad de estos plasmidos se incrementé con
transformaciones que se hicieron en células competentes de Escherichia coli cepa
DH5a1, de acuerdo con Sambrook y colaboradores (1989). Los plasmidos recombinantes
se purificaron mediante minipreparaciones en las que se utilizaron los reactivos y
protocolo del Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega Corp.,
USA). El control del tamafio de los insertos se verific en geles de agarosa al 1.5 %

(p/v) con tincién en bromuro de etidio.
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Figura 3. Mapa de los plasmidos p35SC1 y pSRL349 que contienen los cDNAs de los

genes C/ y R, respectivamente.
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3.3. Cotransformacion de los callos

Se llevo a cabo mediante biobalistica con microproyectiles de oro y el sistema de
liberacion de particulas PDS-100/He Biolistic (Bio-Rad®, Germany) impulsado por gas
helio. La cotransformacién se basé en el protocolo establecido por Bohorova y
colaboradores (1999a) y todo el proceso se efectué dentro de una cdmara de flujo
laminar (Veco®, Méx.). El procedimiento consistié en homogeneizar una alicuota de 50
pl de microproyectiles de 0.6 um de didmetro (40 mg ml”, preparadas de acuerdo al
Bio-Rad® Instruction Manual) en un sonicador 8891 (Cole Parmer, USA) por 120 s,
para luego cubrirlos con 2.5 ul de cada plasmido (1 ug ul'). Inmediatamente después,
sobre esta mezcla se adicionaron 50 ul de CaCl, 2.5 M mas 20 ul de espermidina 0.1 M.
La mezcla resultante se agitd en un vortex durante 15 min para después centrifugarse a
12,000xg durante 2 min. El sobrenadante se elimind. El precipitado que se obtuvo se
lavé con 240 pl de etanol al 75 % (v/v), se resuspendid y volvid a centrifugarse a la
misma velocidad y tiempo. Finalmente, el precipitado se disolvio en 240 ul de etanol
absoluto y se coloco en hielo. De esta suspensién se tomaron 5 pl (ca. 42 pg de
particulas) para dispersarlos sobre una membrana (Bio-Rad®, USA) previamente

esterilizada por 5 min con etanol al 70 % (v/v). El DNA en la membrana se dejo secar

brevemente antes de efectuar los disparos. Por cada muestra se preparé una membrana.
Antes de la transformacion, los callos se sometieron a estrés osmotico en medio de

induccion con maltosa 0.33 M durante 4 6 16 horas. Bajo esta condicion, s6lo una vez

fueron bombardeados. Los microproyectiles se dispararon empleando los siguientes
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pardmetros: discos con presién de ruptura de 1100 psi (Bio-Rad®, USA), vacio de 50
cm (2077) de Hg, 25 mm entre el disco de ruptura y la membrana, 80 mm entre la malla
de detencion y el tejido a bombardear. Por dltimo, los callos se cambiaron a medio N6

de induccién sin maltosa después del bombardeo.

3.4. Diseno experimental y evaluacion de los datos

Este estudio comprendi6 dos series de experimentos que se realizaron con la finalidad
de optimizar la expresi6n transitoria de C/ y R, y dos experimentos independientes que
~se hicieron para buscar genes activados o reprimidos por la sobreexpresién de CI y R
mediante marcadores cDNA-AFLP. En cada experimento, los callos que se usaron

fueron de tipo II, es decir, altamente embriogénicos.

La primer serie de experimentos tuvo como objetivo determinar el mejor periodo de
pretratamiento osmético que registrara la mayor expresion transitoria de CJI y R. Para
ello, los callos se colocaron en medio de induccién con maltosa 0.33 M por0,4y 16 h
antes del bombardeo. El disefio que se aplicé fue completamente al azar con tres
repeticiones (3 dias seguidos), siendo el testigo callos no sometidos a estrés. La segunda
serie de experimentos se realizé para conocer en cuil momento de la primera semana de
subcultivo el callo manifestaba la expresién temporal mas alta. En este caso, se

transformaron callos con 1 a 7 dias de subcultivo, todos sometidos a 16 horas de estrés
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osmotico. Para cada dia se emplearon callos control no sometidos a estrés. En este
experimento el disefio fue un factorial 2x7 completamente al azar con dos repeticiones.

Para ambos expén’mentos, la variable respuesta fue el nimero de células pigmentadas
de rojo oscuro por callo transformado; el conteo de estas células se hizo 48 horas
después del bombardeo, para lo cual se empleé un esteromicroscopio Leistz Wild®
M3Z. En los dos experimentos, las unidades experimentales fueron cajas de Petri con
porciones de callo de 200 mg. La informacién se analizé6 manualmente con los datos
promedio tomando como base los modelos estadisticos para los disefios que se

emplearon (Clarke, 1984).

En los experimentos restantes siempre se emplearon callos con tres dias en medio fresco
de induccion, estresados 16 horas antes de ser bombardeados y congelados 72 h después
de la transformacion. En el caso del experimento A se compararon dos tratamientos con
tres repeticiones: callos sin transformar y callos transformados con los factores de
transcripcion. Para los cDNA-AFLP, se evaluaron ocho combinaciones de iniciadores
selectivos (Cuadro 2) y una temperatura de alineamiento (52 °C). Finalmente, el
experimento B involucrd cuatro tratamientos también con tres repeticiones: callos sin
transformar, callos estresados osmdticamente, callos bombardeados sin plasmido pero
estresados osméticamente y callos transformados con CI y R también bajo estrés
osmotico. Se evaluaron 12 combinaciones de iniciadores selectivos (Cuadro 2) y dos

temperaturas de alineamiento (52 °C y 56 °C).
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Los marcadores generados en estos experimentos se capturaron mediante lectura visual
en hojas EXCEL version 2000. De ellos, se construy6 una matriz de datos binarios para
cada experimento, donde el digito 1 indicé presencia y el 0 ausencia del fragmento. De
esta matriz se obtqu un indice de polimorfismo (IP, cociente entre el nimero de bandas
polimorficas y el nimero total de bandas en comin) y las matrices de similitud donde se
aplicé el coeficiente de Jaccard: a/(n-d), donde a es el nimero de bandas en comun entre
dos genotipos; n, es el nimero de bandas polimoérficas del escrutinio y d, es el niimero
de bandas ausentes en los dos genotipos. De dichas matrices de similitud se obtuvieron
los agrupamientos basados en el método UPGMA. Ambos procedimientos se efectuaron
con el paquete NTSYSpc 2.02 (Rohlf, 1997). Los marcadores AFLP también se
sometieron a un AMOVA (Andlisis Molecular de Varianza) para obtener el valor de F y
la variacion explicada entre y dentro de tratamientos; para esta situacién, el AMOVA es

interpretado como un ANOVA convencional (Excoffier et al., 1992).

3.5. Preparacion del RNA total

Para este proceso, todo el material que se empled se dejé libre de RNAsas, lo cual
requirio esterilizacién previa en autoclave y re-esterilizacién con calor a 95 °C durante
48 horas, o con 1200 uJ de radiacién UV durante 2 min en un UV Stratalinker™ 1800
(Stratagene Inc., USA). Por otro lado, el agua con la que se prepararon las soluciones se

esteriliz6 por una noche con dietil pirocarbonato (agua-DEPC) al 0.1% (v/v) para
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después re-esterilizarse en autoclave. Durante este proceso se siguieron las normas de

seguridad para el manejo y desecho de los reactivos tox1cos.

3.5.1. Extraccion y cuantificacion

Cada callo se molié por separado en un mortero con nitrégeno liquido evitando la
hidratacion del tejido. Este tejido se vacio en un tubo Eppendorf de 2.5 ml y el RNA
total se extrajo con el reactivo desnaturalizador-disociador TRIZOL® Reagent
(Invitrogen, USA). El precipitado de RNA que se obtuvo se sec6 a 56 “C por 2 min y se
disolvié en 100 ul de agua-DEPC. Una dilucion 150x de RNA total se cuantificé con el
espectrofotémetro DU®-65 (Beckman Co., USA). Se asumid que una unidad de

absorbancia a 260 nm de RNA es igual a 40 ug ml”' de RNA (Sambrook er al., 1989).

3.5.2. Determinacion de la calidad de RNA total

Se efectu6 migrando el RNA bajo condiciones desnaturalizantes en base al protocolo de
Lehrach y colaboradores (1977) pero modificado para conseguir una nitida resolucion
del RNA (Goldberg, 1980; Sheiness y Sullivan, 1986). De cada muestra se tomé 1 pug
de RNA total, disuelto en 6 pul de agua-DEPC, y se adicion6 a un volumen de 19.2 ul
compuesto por 12.5 pl de formamida, 4.0 pl de formaldehido (37%), 2.5 ul de MAE
10x (MOPS 200 mM, acetato de sodio trihidratado 50 mM, EDTA disédico 10 mM, pH
7.0 ajustado con KOH) y 0.2 pul de bromuro de etidio (10 mg ml™') para tener un
volumen final de 25.2 pul. Esta alicuota se desnaturalizé a 65 °C por 5 min e
inmediatamente despué€s se mantuvo en hielo por otros 5 min para luego cargar

solamente 25 ul en un gel de agarosa al 1.2 % (p/v).



El gel se preparé como sigue: 0.6 g de agarosa Nusieve (FMC, Rockland, NY, USA) se
fundieron en 42.3 ml de agua-DEPC mds 5 ml de MAE 10x, la mezcla se dej6 enfriar
hasta 55 °C y luego se afiadieron 2.7 ml de formaldehido (37%). La mezcla se vacié en
un molde previamente limpiado con NaOH 0.4 M y enjuagado con agua-DEPC. Se dej6
evaporar dentro de una campané de extraccion por 30 min antes de cargar las muestras.
El amortiguador de migracién fue MAE 1x. Las muestras se migraron en corriente
constante de 75 V por 1.5 h. El RNA se consider6 de buena calidad y sin degradacién si
las bandas del rRNA eran nitidas y no presentaban barridos. La documentacién del gel

se hizo con el paquete Kodak 1D Image Analysis Software (New Haven, CT, USA).

3.6. cDNA-AFLP

La version de cDNA-AFLP que se empleé en este estudio se basé en los protocolos
descritos por Vos er al. (1995), y Money et al. (1996), y adaptada por E. Perotti del
Cimmyt para la deteccion cromogénica y quimioluminiscente de marcadores AFLP
(Hoisington er al., 2001). La mayoria de los reactivos empleados fueron de Invitrogen
(USA), excepto en los casos que son sefialados en el texto. El agua que se usd para
ajustar los volimenes se obtuvo de Sigma (Cat. W-3500). Los oligonucledtidos de
adaptadores e iniciadores se adquirieron de OPERON Technologies, Inc. y los
termocicladores usados para las PCR fueron DYAD Dashboard DNA Engine (DYAD™,

USA) y Engine Tetrad PTC-225 (MJ Research DNA, USA).
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3.6.1. Sintesis del cDNA de una sola cadena (ss-cDNA)

Se hizo con el método de oligo(dT) de acuerdo con el protocolo para RT-PCR de
Invitrogen (USA). Cinco microgramos de RNA total se mezclaron con 1 pul de DNasa
Amp Grade (1 U ul™") y agua-DEPC para tener un volumen final de 9 ul. Esta alicuota
se incubd 15 min a temperatura ambiente. Inmediatamente después se adicioné 1 ul de
EDTA 25 mM y luego se calenté a 65 °C. De este RNA, se tomaron 8 ul para
mezclarlos con 1 pul de mezcla de ANTPs 10 mM, 1 ul de oligo(dT),, , (0.5 pg ul™), 2 ul
de amortiguador 10x para enzima SUPERSCRIPT II RT, 4 ul de MgCl, 25 mM, 2 ul de
DTT 0.1 M, 1 ul de Rnasa Inhibitor Out (40 50 U ul™) y 2 pul de SUPERSCRIPT II RT
(50 U ul™). Esta mezcla se incub6 10 min a temperatura ambiente y luego a 42 °C por 2
h para permitir la sintesis de los ss-cDNA. La integridad de estas moléculas se verifico
amplificando parte del gen de actina con iniciadores diseflados en base a la secuencia
del gen actinel de maiz (accesion J01238 de la base de datos del NCBI) con el
programa OLIGO 4.0 Primer Andlisis Software for Macintosh. Los iniciadores se
denominaron  Actf2 (5-CCTGAAGATCACCCTGTGCT-3’) y Actr2 (5-
GCAGTCTCCAGCTCCTGTTC-3’). El volumen de reaccién de cada muestra fue de
10 p1 [1 pl de ss-cDNA, 2 ul de Actr2 2 uM, 2 pl de Actf2 2 uM y 5 pl de REDTagq™
(Sigma R-2648, USA)]. La amplificacion se hizo con el siguiente programa: un ciclo de
desnaturalizacién a 94 °C por 2 min, 30 ciclos de amplificacion de 94 °C por 30 s, 56 °C
durante 1 min y 72 °C por 1 min, y un ciclo final de extensién a 72 °C por 5 min. Como
control positivo se amplificé parte del gen actinel de DNA genémico de maiz y
también se incluy6é un control negativo que contenia todos los reactivos de la PCR

excepto DNA. Los productos de la PCR se migraron en geles de agarosa Nusieve al 1 %
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(p/v) y se tifieron con bromuro de etidio de acuerdo con Hoisington y colaboradores

(2001).

3.6.2. Sintesis del cDNA de cadena doble (ds-cDNA)

Para sintetizar los ds-cDNA todos los reactivos se mantuvieron en hielo; el proceso fue
asi: 19 pl de ss-cDNA de cada reaccién se mezclé con 6 ul de amortiguador 10x
(Tris'HC1 50 mM, pH7.5; 10 MgCl, 10 mM, DTT 1 mM, BSA 50 ug ml”', dNTP mix
20 uM, Sambrook et al., 1989) para la DNA polimerasa I, 0.135 ul de RNasa H (4 U ul’
", 1 ul de DNA polimerasa I (10 U pl™) y agua para 60 pl. Todo se mezcld en un
vortex y se bajo con una réapida centrifugacion. La mezcla se incubd a 16 °C por 2 h
para permitir que la sintesis ocurriera. Posteriormente, las enzimas se inactivaron a 70
°C por 10 min. Los ds-cDNA se precipitaron con 6 ul de acetato de sodio 3 M pH 5.2,
més 180 ul de etanol absoluto frio y luego se mantuvieron a -80 °C por una hora.
Después se centrifugaron a 14,000xg por 60 min a 8 °C. El precipitado se resuspendi6
en 60 pl de agua. La integridad de los ds-cDNA se verific6 amplificando parte del gen

actinel de la misma manera como se hizo para los ss-cCDNA.

3.6.3. Digestion de los ds-cDNA

Los ds-cDNA se fragmentaron usando dos endonucleasas de restriccion que generan
extremos cohesivos: Msel, de cuatro pares de bases y corte frecuente y EcoRI de seis
pares de bases y sitio de corte menos frecuente. La digestién involucrd primero la
accion de Msel, para lo cual de cada muestra se mezclaron 18 pl de ds-cDNA con 23.25

ul de H,0, 5 pl de amortiguador para Msel (React 1 10x) y 0.5 ul de Msel (5 U ul’,
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Invitrogen, USA). Esta mezcla se incub6 a 37 °C por 2 h. Inmediatamente después, se
adicionaron 1 ul de NaCl 5 M y 0.25 ul de EcoRI (10 U ul!, Boehringer Mannheim,
Inc., USA). De nuevo, las reacciones se incubaron a 37 °C por 2 h. Por dltimo, las

enzimas se inactivaron a 70 °C por 15 min.

3.6.4. Ligacion de adaptadores en los ds-cDNA digeridos

Se usaron dos adaptadores, uno especifico para el cDNA digerido con Msel y el otro
para el ¢cDNA fragmentado con EcoRI. Antes de la ligacién, los adaptadores se
formaron alineando los respectivos oligonucledtidos sense y antisense (Cuadro 2) de
Msel (50 uM) y de EcoRI (5uM) con el siguiente programa: desnaturalizacion a 95 °C
por 5 min, alineacién a 65 °C por 10 min y extensién a 37 °C por 10 min. Los
adaptadores de cadena doble se ligaron a los ds-cDNA digeridos anadiendo por cada
reaccion 5 ul de H»0, 2 pl de amortiguador de ligacién 5x, 1 ul de adaptador Msel 50
pM, 1 pl de adaptador EcoRI 5 uM y 1 ul de T4 DNA ligasa (1 U ul™). Se incubé a

temperatura ambiente por 2 h, para después mantener la ligacién a -20 °C.

3.6.5. Preamplificacion del cDNA ligado a adaptadores

Se realiz¢ utilizando iniciadores con sélo una base selectiva (Cuadro 2), para ello, 4 ul
de la reaccién de ligacion se afadieron a la mezcla de preamplificacion [2.5 ul de
amortiguador 10x para la Taq polimerasa, 1.40 ul de iniciador Msel-C 10 uM, 1.40 ul
de iniciador EcoRI-A 10 uM, 2 ul de mezcla de dNTPs (2.5 mM de cada nucleétido),
0.75 pl de MgCl, 25 mM, 0.20 ul de Taq Polimerasa 5 U'p,l'l, 12.75 pl de H,0] para

obtener un volumen final de 25 ul por reaccién. Cada una de ellas se amplificé con un
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un ciclo final de extensién a 72 °C por 4 min. Los productos de la pre-amplificacion se
diluyeron adicionando 55 ul de H,0 en cada reaccion. La calidad de la preamplificacion
se verificé cargando 5 ul de cada cDNA preamplificado mas 2 ul de SGB 5x (Tris-
Base 1 M pH 8.0, EDTA 0.05 M pH 8.0, 25% de sacarosa, 2mg ml™" de azul de
bromofenol, 2 mg ml"' de xileno cianol) en un gel de agarosa Nusieve al 2 % (p/v),

usando 100 ng de ¢X174/Haelll como marcador de peso molecular.

Cuadro 2. Oligonucledtidos utilizados para la formacion de los adaptadores y
secuencias de iniciadores empleados para la pre-amplificacién y la amplificacion

selectiva de fragmentos cDNA-AFLP.

Tipo de oligonucledtido Secuencia
adaptador EcoRI, sense 5’-CTCGTAGACTGCGTACC-3
adaptador EcoRlI, antisense 5’-AATTGGTACGCAGTC-3’
adaptador Msel, sense 5"-GACGATGAGTCCTGAG-3’
adaptador Msel, antisense 5 ’—TACTCAGGACTCAT-B’
Iniciador pre-selectivo EcoRI 5’-GACTGCGTACCAATTCA-3
Iniciador pre-selectivo Msel 5"-GATGAGTCCTGAGTAAC-3’
Iniciador selectivo EcoRI * 5’-GACTGCGTACCAATTCAGG-3
Iniciador selectivo Msel 5’-GATGAGTCCTGAGTAAC(A/G/T)N-3""

* Marcado con digoxigenina.

' N se refiere a cualquiera de las bases A, C, Go T,
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3.6.6. Amplificacion selectiva del cDNA preamplificado

Se hizo con iniciadores con tres bases selectivas (Cuadro 2). Para cada muestra, el
volumen de reaccion fue de 10 ul (1 pul de producto pre-amplificado, 2 pl de iniciador
Msel-CN(N) 5 uM, 2 ul de iniciador EcoRI-AN(N) 2 uM marcado con digoxigenina, y
5 ul de REDTag™ (Sigma R-2648, USA). El programa de amplificacién considerd una
temperatura astringente de alineamiento (“touchdown PCR”, Don et al., 1991) vy
consisti6 en un ciclo de desnaturalizacién a 94 por 2 min, 6 ciclos a 94 °C por 30 s, 62
°C a 56 °C (disminuyendo 1 °C por ciclo), 72 °C por 1 min, 29 ciclos de 94 °C por 30s,
56 °C por 1 min y 72 °C por 1 min, y un ciclo final de extensién de 72 °C por 5 min.
Cuando la temperatura de alineamiento fue de 52 °C el programa fue el mismo, excepto

que la temperatura de astringencia fue de 59 °C a 52 °C con reduccion de 1 °C por ciclo.

3.6.7. PAGE y deteccion de los fragmentos amplificado

Los fragmentos amplificados se detectaron cromogénicamente con nitrato de plata o
con quimioluminiscencia con CSPD (Tropix Cat. #CD100, 10 mg ml™') de acuerdo con
Hoisington y colaboradores (2001). La deteccion cromogénica se hizo en geles de
acrilamida al 8 % con el sistema de electroforesis vertical ATTO AE-6220 de 13 x 14
cm y 1 mm de espesor (Tokio, Japan, geles pequefios), en tanto que la deteccion
quimioluminiscente se realizé en geles de secuenciaciéon de acrilamida al 6% (geles

grandes de 50 x 38 cm) con el sistema BioRad Sequencing Gel Apparatus (USA).

30



3.7. Confirmacion molecular de la expresion de R en los callos

Se llevd a cabo en moléculas de ds-cDNA con iniciadores disefiados en base a la
secuencia del locus R (accesiéon X15806 del NCBI data bank). Para su disefio se empled
el programa OLIGO 4.0 Primér Analisis Software for Macintosh. Las secuencias de los
iniciadores fueron Rforward-2 (5’-TCTGCGACGAAATGGACCTG-3’) y Rreverse-2
(5’- AGTGACTTGAGGACGAGGAACAT-3’ ), los cuales rindieron un amplicén de
348 pb, y Rforward-3 (5’-CGCAGAGATTGCTGAAGAAAGTG-3’) y Rreverse-3 (5’-
TCATTATTGCCACGGGAGGG-3’) que amplificaron un producto de 298 pb. El
volumen de reaccion fue de 10 ul (1 ul de cDNA, 2 ul de iniciador forward 2 uM, 2 ul
de iniciador reverse 2 uM y 5 ul de REDTaq™ (Sigma). El programa de amplificacién
y la deteccién de los amplicones se hizo de igual forma como se realiz6 para el gen de

actina.
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IV. RESULTADOS

4.1. Induccion de los callos

Los pn'méros signos de embriogénesis somdtica se detectaron una semana después de
cultivar los embriones. Estos signos fueron pequefias protuberancias dispuestas en la
region coleorrizal del escutelo. Dos semanas después, estas protuberancias generaron un
pequefio callo formado por embrioides en estado globular sin suspensores visibles. Este
callo se aisl6 de los restos del eje embrionario y se cultivé nuevamente para promover
su proliferacion. Cuatro semanas después, el callo sobresalié por ser tipicamente de tipo
I, como lo describen Armstrong y Green (1985). Sin embargo, en los ciclos
subsecuentes de proliferacién su morfologia cambié de un estado embriogénico y
friable (tipo IL, Figura 4) a un estado mixto donde, ademis de los embrioides, también

se apreciaron pequefios sectores organogénicos (callo tipo I).

Este cambio morfoldgico siguié un patrén ciclico a pesar de iniciar cada periodo de
proliferacién (subcultivo cada 21 dias) con segmentos embriogénicos. Este cambio fue
como sigue: los primeros siete dias, el callo se mantuvo embriogénico con coloracién
amarillenta y translicida; sobre los embrioides se apreciaron mintsculas protuberancias,
indicio de la formaci6én de nuevos embrioides; el tejido en el cual estaban sostenidas
estas estructuras, denominado “estrato tisular” por Wernicke y colaboradores (1982),
empez0 a agrandarse y a mostrar una superficie suave, ondulada y brillante; en algunas

zonas tambi€n denot6 formacién de protuberancias. No se pudo apreciar la bipolaridad
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del embrion caracteristica de las gramineas, es decir, un eje embrionario dispuesto en un

escutelo y sostenido por un suspensor (Kiesselbach, 1980).

Figura 4. Callo tipo II de maiz A188 creciendo en medio N6 complementado con 3 mg
L' de Dicamba. El callo tiene tres dias en cultivo de mantenimiento y sobre €l se

aprecian embrioides somaticos en estado globular de acuerdo con Abbe y Stein (1954).

Entre los dias 8 y 16 del ciclo de proliferacion, la coloracién del callo se tornd de
amarillenta a blanquecina en algunos sectores dependiendo del estado de maduracion de
los embrioides, siendo amarillentos y translicidos los embrioides mds jovenes.
Continué apreciandose el crecimiento escalonado de embrioides sobre otros embrioides,

y en algunos de ellos se noto el alargamiento del coledptilo. El estrato tisular continué

creciendo, originando protuberancias y areas con tricomas.
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Finalmente, del dia 17 al 21, el callo fue suave y embriogénico en su mayor parte, pero
en algunas dreas se aprecié duro y organogénico, lo que significé una combinacién de
callo tipo I'y tipo II; la coloracién sélo cambi6 en las regiones organogénicas donde el
color blanco predoming; la génesis de los embrioides continué igual; en cambio, la
organogeénesis permitié detectar tricomas, alargamiento de coledptilos con apreciacién
del poro coleoptilar, estructuras foliares anchas y gruesas o muy delgadas y alargadas.
El estrato tisular sigui6 creciendo, se volvi6 compacto en algunas regiones y en otras se
desprendio facilmente; en ocasiones se pudo visualizar el arreglo paralelinervado de

grupos de células, semejante a la vascularidad de las monocotiledéneas.

~ Este seguimiento morfolégico de los callos de AlI88 indicé que bajo el efecto del
Dicamba, no es factible la proliferacién y mantenimiento continuo de callo tipo II
durante un periodo largo (21 dfas). Sin embargo, la observacién de un estado altamente
embriogénico durante la primera semana de subcultivo, determiné que se realizaran
ciclos de proliferacién cada 14 dias para mantener un estado tisular sin una aparente
organizacion. Por consiguiente, sélo se usaron callos tipo II para los ensayos de

expresion transitoria que en seguida se describen.

4.2. Ensayos de expresion transitoria

Los experimentos preliminares para expresar ectépicamente CI y R, revelaron una

expresion baja y heterogénea de sefiales transitorias. Varios factores pudieron influir en
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ello. Entre éstos se incluyeron los parametros de bombardeo, el tratamiento osmatico
previo al bombardeo y el estado de crecimiento de los callos. Una revisiéon sobre los
pardmetros de bombardeo (Klein et al., 1988; Goff et al., 1990; Ludwig er al., 1990,
Fromm, 1994; Wan et 4al., 1995; Brettschneider er al., 1997; Bohorova, ef al., 1999b)
indic6é que los pardmetros empleados estuvieron dentro de los usualmente empleados
con éxito. Respecto al tratamiento osmotico y la etapa de crecimiento del tejido.
reportes sobre el tema sefialan que se encuentran entre los criticos para obtener una
transformacion eficiente (Armaleo er al., 1990; He et al., 1990; lida et al., 1991, Vain et
al., 1993, Kemper et al., 1996; Fromm, 1994). Debido a ello, se traté de encontrar la
mejor condicién que proporcionara la mayor cantidad de puntos antocianinicos en

callos tipo II. Los datos sobre los.bioensayos efectuados se presentan a continuacion.

4.2.1. Influencia del tratamiento osmotico

Aunque en los medios de cultivo son varios los carbohidratos que se usan como
osmorreguladores, en este trabajo solamente se usé maltosa 0.33 M como agente
osmotico. Bajo esta situacion, un efecto altamente significativo (P=0.01) se encontrd
para los callos estresados osméticamente 16 h antes del bombardeo, donde el promedio
de senales transitorias fue nueve o tres veces superior, respecto al expresado por callos
sometidos so6lo 4 horas o a ningun estrés osmotico respectivamente (Cuadro 3). Por otra
parte, aunque se observo que la expresion transitoria ocurrié en éualquier parte del callo
hubo regiones donde ésta se concentrd (Figura 5a), principalmente en las zonas jovenes

donde se apreciaban conglomerados de pequefios embrioides (Figura 5b).
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Cuadro 3. Efecto del periodo de estrés osmotico antes y después del bombardeo sobre

la expresién transitoria de C/ y R en callos de maiz A188".

Horas bajo estrés Numero de puntos antocianinicos
Antes Después Dia | Dia 2 Dia 3 Promedio
0 4 174° 46° 38° 86
4 4 221° 288° 246° 251
16 4 5187 7407 902? 720

" El experimento se hizo por triplicado aplicando siempre un disefio completamente al azar. Cada dia representa un
experimento; asimismo, se presenta el promedio de los tres experimentos. Los conteos de los puntos antocianinicos
se realizaron 48 despuds del bombardeo y cada valor dentro del Cuadro es el promedio de tres cajas de Petri con ca.
200 mg de callo Tipo Il cada una. Valores con letra distinta son estadisticamente diferentes a P=0.05 de acuerdo con

la prueba de Duncan.

Figura 5a. Expresion ectopica de C/ y R en callos de maiz A188. Cada uno de los
puntos rojos es una célula transformada y en el texto es referida como senal transitoria.
Su deteccion inicio entre las 16-20 horas después del bombardeo. Ocasionalmente,
algunas senales permanecieron hasta dos semanas después de su deteccion inicial. b.

Magnificacion de un sector del callo (125x).
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4.2.2. Influencia de los dias de subcultivo

La mejor respuesta de las zonas jévenes a la transformacién observada en el ensayo
anterior, llevo a determinar si en la primera semana del ciclo de proliferacién de los
callos, existia un momento particular que favoreciera la expresion transitoria de CI y R.
Al respecto, la mayor expresion transitoria se registré en callos que tenfan 1-3 dias en
medio fresco cual fuera que haya sido el estrés osmdético (Cuadro 4). Como se esperaba,
el nimero de puntos antocianinicos fue mayor en los callos bajo estrés y aunque esta
respuesta tuvo un efecto altamente significativo (P=0.01), no se aprecié una definicién
regular porque hubo cierta variacién; por ejemplo, los callos con 2, 5 6 7 dias en medio
fresco tuvieron una respuesta estadisticamente igual. No obstante, la obtencién de
valores altos de puntos antocianinicos en callos con 1-3 dias de subcultivo fue lo que

guié a emplear este tipo de callos para los experimentos posteriores.

Cuadro 4. Expresion transitoria de CI y R en callos de maiz A188 con diferente

periodo en medio fresco antes de su transformacién’.

Tiempo bajo estrés Dias en medio fresco N6
(horas) 1 2 3 = 5 6 ]
0 | 174 46° 38" 6 12° 20 9°
16 526" 216" 1244° 116* 236° 138 344"

T Los datos dentro del cuadro son el valor promedio de puntos antocianinicos contados 48 h después del bombardeo
de dos experimentos. Estos datos se analizaron en un disefio factorial 2x7 completamente al azar, donde 2 se refiere a
los tratamientos de estrés y 7 a los dfas de cultivo en medio fresco. Unicamente se presenta la comparacién de los
promedios entre niveles de factores porque el objetivo de este experimento fue encontrar en qué dia y bajo cudl
periodo de estrés habia mayor expresién. Valores con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo con

Tukey (P=0.05).
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4.3.1. Calidad de los moldes primarios: RNA y cDNAs

Establecido el tratamiento osmdtico y la etapa de subcultivo del callo con mejor
respuesta a la transformacion, la bisqueda de genes regulados por CI y R, se hizo con la
técnica de cDNA-AFLP, la cual es una herramienta ttil para detectar diferencias en la
expresion de los genes. Por lo tanto, la calidad y cantidad de la molécula primaria, en
este caso el RNA, es crucial para su buen desempefio. En este sentido, la carga igual de
la molécula molde fue importante para evitar el sesgo en la amplificacién. La
demostracién de cargar cantidades iguales de RNA se aprecia en el luminograma de la

Figura 6a, donde las bandas del RNA ribosomal se observan nitidas y homogéneas.

Adicionalmente, la integridad del RNA también es un factor que influye en la sintesis
de los cDNA. Una manera de probar si no hubo contaminacién con DNA genémico
antes de la sintesis de los cDNA, fue amplificando un gen de expresién constitutiva
como actinel. Para ello, el disefio de iniciadores especificos a este gen, consider6 la
presencia de un intrén, por consiguiente, si durante la PCR los iniciadores se alinearon a
un molde de DNA gendmico, el amplicén serfa mas grande comparado con el producto
obtenido en moldes de cDNA. En la Figura 6b se pueden observar bandas de 332 pb
que corresponden a alineamientos en moléculas de cDNA y una banda cercana a 600 pb
que se obtuvo con DNA genémico. Resultados iguales se obtuvieron para la

amplificacion de actinel en los ds-cDNA.
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Figura 6a. Patrones de bandeo de RNA total. Se carg6 1 pg por carril. b. Amplicones
del gen actinel obtenidos en DNA gendmico y en ss-cDNA. El marcador de peso

molecular es $X174/Haelll (MW).

Ademds de amplificar parte de actinel, también se amplifico parte del gen R para
detectar su expresion molecular. R es uno de los genes implicados en la regulacion de la
biosintesis de las antocianinas y la confirmacién de su expresion molecular apoyaria la
deteccion visual que se obtuvo en los callos transformados. La Figura 7 muestra los
amplicones que se( obtuvieron con iniciadores especificos para R en moléculas de ds-
cDNA. Los amplicones se generaron en los callos donde hubo transformacién pero no
en los callos sin transformar. Ademas, la intensidad de las bandas correspondi6 con la
magnitud de la expresion, es decir, a mayor niimero de puntos antocianinicos mayor
intensidad de las bandas. Esto se corrobor6 con el callo que tuvo una baja expresion (9
puntos antocianinicos, datos no mostrados) donde el amplicén de R no se detectd
(carriles 3-4 de la Figura 7). Dos amplificaciones mas mostraron resultados similares;
por lo tanto, los callos transformados que no revelaron amplicones no se consideraron

para los analisis de marcadores moleculares.
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Figura 7. Amplicones obtenidos con iniciadores especificos al gen R en moléculas de

ds-cDNA. El marcador de peso molecular es $X174/Haelll (MW).

4.3.2. Repetibilidad de la técnica

Se realizaron dos pruebas de reproducibilidad de la técnica con una diferencia de seis
meses entre una y otra con el RNA extraido de tres callos sin transformar y tres callos
transformados con CI y R. Para ello, se usaron ocho combinaciones de iniciadores. Las
amplificaciones se realizaron en el mismo termociclador con cDNAs recién sintetizados
del mismo RNA y sintetizados seis meses antes. También se migraron en el mismo gel
de secuenciacion (Figura 8). Los perfiles de bandeo revelaron 1578 marcadores cDNA-
AFLP, que siempre fueron los mismos, excepto por dos ocasiones donde el perfil de una
y otra prueba no correspondié totalmente. Por consiguiente, la reproducibilidad del
patron de bandeo que se obtuvo permiti6 confiar en las reacciones de amplificacién

subsecuentes.
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4.3.3. Tamafio y migracion de los fragmentos

En general, el tamafio de las bandas fue de 50-600 pb, lo cual se preveia por el barrido
de fragmentos obtenidos en la pre-amplificacién. Después de la amplificacién
especifica, la migracién de los fragmentos se hizo en dos tipos de geles, uno de
secuenciacion con deteccion quimioluminiscente con CSPD y otro de migracién en
geles pequefios (13x14 cm) con deteccién cromogénica con nitrato de plata. El nimero
de fragmentos amplificados oscil6 entre 70-120 cuando la migracién se hizo en geles de
secuenciacion, en cambio, cuando los fragmentos se corrieron en geles pequefios, el
rango estuvo entre 20-68 bandas (Cuadro 5). Inicialmente, la migracién de los
fragmentos se realizé en geles de secuenciacion, pero debido a la legibilidad que se
obtuvo con el despliegue en geles pequenos, se decidi6 realizar la migracién en este tipo
de geles para limitar el nimero de bandas y la reduccién del costo y trabajo de la

técnica.

4.4. Analisis de los marcadores cDNA-AFLP

Los marcadores se originaron de dos experimentos: el experimento A, que compard
solamente callos sin transformar y callos transformados con CI y R, y el experimento B,
que traté de discriminar bandas que provenian de una situacién particular (callos sin
transformar, bajo estrés osmético, estresados por el bombardeo y callos transformados

con CI y R). Cada experimento se analizé por separado.
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4.4.1. Experimento A: callos sin transformar vs callos transformados

De los 1578 marcadores cDNA-AFLP que se generaron en este experimento se obtuvo
el indice de polimorfismo (IP) para ejecutar un analisis rapido de la informacién
(Cuadro 5). Este IP fue muy cercano a 1.0, lo que en otros términos se interpreté como

una enorme variabilidad.

Cuadro 5. Fragmentos cDNA-AFLP de callos de maiz A188 sin transformar y

transformados con C/ y R.

Iniciadores Total de Bandas

EcoRI Msel bandas polimoérficas i
AGG CAA 32 25 0.78
AGG CAC 38 28 0.74
AGG CAG 29 22 0.76
AGG CAT 28 23 0.79
AGG CTA 38 30 0.79
AGG CTC 68 58 0.85
AGG CTG 38 28 0.78
AGG CTT 30 24 0.80

Se analizaron tres repeticiones por tratamiento. La deteccién se hizo en geles pequefios de poliacrilamida. EI nimero
total de bandas incluy6 las bandas detectadas a los largo de un carril comiin a todas ellas. Las bandas polimorficas
fueron aquellas que no estuvieron presentes al menos una vez entre todas las muestras evaluadas. 'IP, indice de

polimorfismo es igual al cociente entre las bandas polimérficas y el nimero total de bandas en comin.

El IP permiti6 tener una panorama general de la variabilidad de las muestras: pero su
limitacién para proporcionar informacién acerca del origen de la variabilidad guild a
realizar un escrutinio de los perfiles de bandeo. Del andlisis detallado que se hizo para

cada uno de los perfiles de bandeo de los callos, se encontraron fragmentos Gnicos a uno
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0 dos callos dentro de un mismo tratamiento pero ausentes en los demds (Cuadro 6);
también se detectaron bandas reprimidas en algunos callos, y al mismo tiempo, bandas
comunes a todos los callos pero diferentes en intensidad (Figura 8). Solamente una
ocasion se pudo observar un fragmento comtin a todos los callos sin transformar, pero
no presente en los callos transformados. A partir de esta informacién surgié la sospecha
de que los individuos que conformaban cada tratamiento tenian més diferencias que

aquellas asociadas con el tratamiento per se.

Cuadro 6. Bandas diferencialmente expresadas en callos sin transformar (cn) y en

callos transformados con C/ y R (CT)".

Nimero de bandas Unicas en:

Iniciadores 1 callo 2 callos
EcoRI Msel cn CT cn T
AGG CAA 2 0 7 1
AGG CAC 8 0 4 0
AGG CAG 0 0 4 0
AGG CAT 7 3 2 0
AGG CTA 0 0 7 1
AGG CTE 8 3 8 4
AGG CTG 6 4 5 5
AGG CTT g 3 3 0

"Cada tratamiento estuvo conformado por tres callos (repeticiones).
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Callos sin transformar Callos transformados

1 2 3 4 5 6

Figura 8. Perfil de bandeo que muestra bandas diferencialmente expresadas (M),
reprimidas (&) o comunes a todos los callos pero diferentes en intensidad (=»). Cada
par de carriles compara amplificaciones que se realizaron con seis meses de diferencia.

La amplificacion se hizo con EcoRI-AGG/Msel-CTT.

Lo anterior se confirm6 con el analisis de agrupamientos como se muestra en la Figura
9. En este caso, los marcadores distinguieron agrupamientos con coeficientes de
similitud bajos, los cuales oscilaron de 0.399 a 0.688, lo que en otros términos significo
que de 10 fragmentos, s6lo 4 a 7 fueron iguales. En este caso, los callos sin transformar
(cn) se agruparon con un coeﬁcie;nte de similitud de 0.438 y los callos transformados
(CT) con un coeficiente ligeramente menor de 0.399. No obstante este resultado, los
callos cn fueron mas variables que los callos CT; e independientemente del tratamiento,

el polimorfismo entre los callos fue muy notable.
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Figura 9. Dendograma de 1578 marcadores cDNA-AFLP generados por ocho

combinaciones de iniciadores en callos de maiz A188 y agrupados en base al

coeficiente de similitud de Jaccard. cn; callos sin transformar, CT; callos

transformados. Los nimeros 1, 2, y 3 son las repeticiones de cada uno de los

tratamientos. Se utilizo la técnica de agrupamientos UPGMA.

El AMOVA que se hizo para este experimento, confirmé estadisticamente que las
diferencias en los perfiles de bandeo provinieron de diferencias entre los individuos y
no por los tratamientos. En este caso, el valor de F no fue estadisticamente significativo,
pero la varianza explicada dentro de las repeticiones de cada tratamiento fue muy
grande (100%), lo que sefialé que las diferencias en los perfiles de expresién

provinieron de los individuos y no de los tratamientos (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Anilisis molecular de varianza de 1578 marcadores cDNA-AFLP obtenidos

de callos de maiz A188 sin transformar y transformados con C/ y R.

Fuente Suma de Componentes Porcentaje de
de variacion g1 cuadrados de varianza variacion
Entre tratamientos 1 33.667 -0.33333 -0.97
Dentro tratamientos 4 138.667 34.666 100.97
Total 5 172.333 34.333
Valor de F: 0.00971 NS

El analisis estadistico se efectué de acuerdo con Excoffier er al., 1992.

" Grados de libertad.

Las diferencias de expresion pudieron tener diferentes origenes, ya sea del propio
cultivo, del estrés osmético al que son sometidos los callos antes del bombardeo, del
bombardeo en si, o de la regulacién de CI y R. Estos resultados conllevaron al
desarrollo del experimento B que trat6 de discriminar los fragmentos que provenian de

una condicién particular.

4.4.2. Experimento B: origen de la variabilidad en la expresién de los callos

En este experimento se generaron 4272 marcadores cDNA-AFLP. Al igual que en el
experimento A también se obtuvo el IP, el cual oscil6 entre 0.33 a 0.70 (Cuadro 8). Por
otra parte, también se encontraron bandas diferencialmente expresadas dentro de un
tratamiento particular, pero la discriminacién que se hizo al comparar los perfiles de
bandeo de los callos, revelé que estas bandas se detectaron entre todos los tratamientos

y no solamente para callos transformados con CI y R (Figura 10). En este experimento,
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el agrupamiento no revel6 mayores cambios como lo indica el dendrograma de la

Figura 11. Aunque en este experimento, se acusé un incremento en el coeficiente de

similitud (rango 0.72 a 0.89), de cualquier forma los grupos se formaron con

coeficientes se similitud bajos y al menos un individuo de cada tratamiento vari6 en su

perfil de expresion respecto a los demas.

Cuadro 8. Fragmentos cDNA-AFLP de callos sin transformar, bajo estrés osmdtico,

bombardeados sin plasmido y transformados con CI y R.

Iniciadores Total de Bandas

EcoRI Msel bandas polimérficas IP'
AGG CAA 26 12 0.46
AGG CAC 24 8 0.33
AGG CAG 41 20 0.48
AGG CAT 37 18 0.37
AGG CGA 41 24 0.58
AGG CGC 36 19 0.53
AGG CGG 29 18 0.62
AGG CGT 36 21 0.58
AGG CTA 39 27 0.69
AGG CTC 23 13 0.57
AGG CTG 41 26 0.63
AGG CTT 20 14 0.70

La deteccioén se hizo en geles pequefios de poliacrilamida. Se analizaron tres repeticiones por tratamiento. El niimero

total de bandas incluy6 las bandas detectadas a los largo de un carril comtn a todas ellas. Las bandas polimérficas

fueron aquellas que no estuvieron presentes al menos una vez entre todas las muestras evaluadas. ' IP, indice de

polimorfismo es igual al cociente entre las bandas polimérficas y el ndmero total de bandas en comn.
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Figura 10. Perfil de bandeo que muestra bandas reprimidas (&) o comunes a todas las
muestras pero diferentes en intensidad (=) de callos evaluados en diferentes

condiciones. La amplificacion se hizo con EcoRI-AGG/Msel-CTA.

Por ejemplo, los individuos 1 y 3 del tratamiento de callos sin transformar (N6) se
agruparon con una similitud de 0.86, su compaifiero faltante el callo 2, se agrup6 con
ellos hasta una similitud de 0.81. Para los individuos transformados (C/R) el
agrupamiento completo de los tres individuos ocurrié hasta 0.81, igual que en callos
normales; los callos estresados tanto osmdticamente como por el bombardeo (Au) se
agruparon con una similitud de 0.77 y de ellos el individuo 3 fue igual al individuo 1 de
los callos transformados con C1/R; por ultimo, los callos sometidos sélo a estrés
osmotico (osm) presentaron la mayor variabilidad, ya que el agrupamiento de los tres

individuos se did con un coeficiente de similitud de 0.72.
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Coefficient
Figura 11. Dendograma en base al coeficiente de similitud de Jaccard de 4272
marcadores cDNA-AFLP generados con 12 combinaciones de iniciadores en callos de
maiz A188 sin transformar (N6), estresados osméticamente (osm), bombardeados sin
plasmido (Au) y transformados con CI y R (C/R). Las repeticiones de cada tratamiento
son indicadas con los nimeros 1, 2 y 3. Se utilizé la técnica de agrupamientos

UPGMA.

Finalmente, estos resultados fueron reforzados por el AMOVA, donde se encontré que
para este experimento si hubo diferencias significativas (P=0.05) para los efectos de los
tratamientos, sin embargo, la varianza explicada dentro de tratamientos (92.3 %) fue
aun mas alta que la generada entre ellos (7.7 %); por lo tanto, se confirmé nuevamente
que el peso de la expresion de los individuos dentro de cada tratamiento fue superior

que los efectos generados por los tratamientos (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Anilisis molecular de varianza de 4272 marcadores cDNA-AFLP obtenidos

de callos de maijz A188 sin transformar, bajo estrés osmético, bombardeados sin

plasmido y transformados con C/ y R.

Fuente Sumade  Componentes Porcentaje
de variacién g 1" cuadrados de varianza de variacién
Entre tratamientos 3 66.417 1.54630 7.71
Dentro tratamientos 8 148.00 18.500 92.29
Total 11 217.417 20.046
Valor de F: 0.07714 *

El andlisis estadistico se efectué de acuerdo con Excoffier ez al., 1992.

" Grados de libertad.
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V. DISCUSION

5.1. La embriogénesis y la organogénesis fueron procesos simultaneos favorecidos

por el Dicamba y una probable causa de la variabilidad de expresién en los callos

En este trabajo se evalu la factibilidad de desarrollar un sistema de monitoreo de genes
en callos de maiz mediante la busqueda de genes regulados por los factores de
transcripcion CI 'y R. Teéricamente, los callos de maiz representarian ventajas
asociadas a su origen Unico y morfologia homogénea. Sin embargo, los perfiles de
bandeo de los callos sin transformar (Figuras 8 y 10) llevaron a concluir que esto no es
asi. Los callos de maiz presentaron una 'gran variacién de expresion cuya precisa
causalidad no se determind, pero una de las posibles fuentes pudo haber llegado de la
promocion de procesos morfogénicos que el Dicamba indujo en los callos. No obstante
que el consenso de la literatura sefiala al 2,4-D como la hormona cominmente empleada
para la induccién de callos (Armstrong y Green, 1985; Vasil er al., 1985; Vain et al.,
1993; Armstrong, 1994; Kemper et al., 1996, Brettschneider et al.,1997; Ishida et al.,
2003), la decision de usar Dicamba se basé en el hecho de que esta hormona manifiesta
una capacidad superior para inducir callo respecto al 2,4-D (Close y Ludeman, 1987).
Por lo tanto, la idea de tener suficiente tejido en un periodo corto de cultivo que
soslayara en lo minimo la variacién somaclonal, resultaba atractiva. En este sentido, la
formacién de callo inducida por el Dicamba coincidi6 tanto en sitio de inicio como en
secuencia de desarrollo con los reportes que sobre el tema existen (Vasil ef al, 1985; He

et al., 1990; Fransz y Schel, 1991; Bohorova et al., 1995).
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Las implicaciones de usar Dicamba,‘ se reflejaron en una rdpida multiplicacién de los
callos, pero también en una ciclica y periédica diferenciacién tisular, facilmente visible
al final de cada subcultivo. Estos resultados llevaron a clasificar los callos de este
trabajo como mixtos, es decir entre tipo I y tipo II, lo cual difiere de la clasificacién de
Armstrong (1994), quien sefiala a A188 como linea modelo para la generacién de callos
tipo II. Por otro lado, estos resultados coinciden parcialmente con los de Ishida y
colaboradores (2003), quienes reportaron la formacién de callos tipo I en embriones

inmaduros de A188 estimulados con 2,4-D.

Las observaciones anteriores determinaron que se realizaran subcultivos cortos y
frecuentes para sostener el estado embriogénico de los callos. Una rutina que en
realidad es una regla que impide la maduracién de los embrioides y mantiene los
cultivos jovenes (Sellmer er al., 1994). Sin embargo, la condicién juvenil y
embn'vogénica de los callos no garantizé tener estructuras cripticas en proceso de
organogénesis al momento del bombardeo. No obstante, los callos que se transformaron
con CI'y R siempre se apreciaron juveniles, una condicién reportada como favorable

para la transformacién (Armaleo ez al., 1990; Tida ez al., 1991; Fromm, 1994).

Como el crecimiento y la diferenciacién es simultdneo con el uso de Dicamba, es
probable que la dualidad de procesos morfogénicos que esta hormona promueve, sea un
motivo de la vériabilidad en la expresion de los callos. Adn asf, un estado poco
diferenciado como el que el 2,4-D estimula en maiz A188 (Armstrong, 1994) o en trigo

(Wernicke et al., 1986), tampoco puede ser garantia de una 'expresic’)n homogénea.
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Ambas hormonas pueden promover la embriogénesis de novo, pero su efecto sobre el
crecimiento es distinto. El 2,4-D afecta el crecimiento del eje embrionario, quizas por
- ello es posible apreciar embrioides con una region apical y suspensor, asi como un
retraso en la diferenciacién (Fransz y Schel, 1991). Al respecto, algunos autores
prefieren el estado desdiferenciado para transformar, porque de alguna forma se evita la
aparicion de quimeras. Sin embargo, se ha demostrado que sostener un estado
desdiferenciado puede conllevar una fuerte mutagénesis (Armstrong y Phillips, 1988;
Buiatti y Bogani, 1999; Sala er al., 1999; Zhang et al., 1999; Landi et al., 2002) que
puede cambiar la expresion génica de los organismos. El Dicamba, en cambio, no
parece afectar el crecimiento del eje embrionario, pero su permisién para que ocurra la
regeneracion en algunos embrioides al mismo tiempo que algunas células inician la
embriogénesis, también pudo haber influido en la variabilidad de la expresion y quizas
también para no detectar embrioides plenamente formados. Se sugiere, por lo tanto, que
esta mezcla de procesos resulté inconveniente para el objetivo de este trabajo por una

tedrica activacion simultdnea de genes asociados a embriogénesis y organogénesis.

5.2. Un largo pretratamiento osmoético en callos Jjovenes favoreciéo la

transformacion con biobalistica y quizas alter6 su expresién génica

El tratamiento con mejores resultados para expresar transitoriamente CJ y R fue aquel

que se hizo con callos jévenes estresados osméticamente 16 horas antes del bombardeo

(Cuadro 4, seccién de Resultados). Estas dos condiciones, edad de los callos y periodo
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largo de estrés osmético, son consideradas importantes para la transformacién (Fromm,
1994; Vain et al., 1993) y posiblemente también fuente de variabilidad en la expresién.
Al respecto, cada cambio a medio de cultivo fresco favorece la renovacién de los callos.
Las células jovenes que se generan, tienen mds citoplasma (Fransz et al., 1991) respecto
a las células viejas que son altafnente vacuoladas. La acumulacién de antocianinas se da
en estos organelos (Holton y Cornish, 1995; Mol et al., 1998), lo cual indicarfa que si
las células viejas resultan transformadas, acumularian mas pigmento que las células
jévenes. Este razonamiento es antagénico con los resultados de este trabajo (Cuadro 4),
los cuales sefialaron que los callos con menos dias de subcultivo consiguieron mas
células expresando CI y R. Incluso las regiones que al microscopio se apreciaron como
las mas jovenes fue donde la expresi6n se concentré (Figura 5b). Una explicacion a este
efecto implicaria que las células jévenes de alguna forma desarrollaron mas vacuolas o

incrementaron la superficie de la membrana de las ya existentes.

En relacién al efecto del estrés osmético sobre la expresién transitoria, varios
investigadores han documentado que el tiempo que un tejido se encuentre en un medio
osmotico influye negativamente en la turgencia celular (Salisbury y Ross, 1994), una
condicion que favorece la penetracion de las particulas, porque las células no se rompen
con el impacto de ellas (Vain et al., 1993; Kemper er al., 1996). En este sentido, los
resultados de este trabajo indicaron que un periodo de 16 horas en medio con maltosa
0.33 M predispuso mejor las células a la transformacién que un perfodo de 4 horas. Este
periodo de tiempo es sefialado por algunos autores como el idéneo para la

transformacién en protoplastos (Vain er al., 1993) y escutelos de maiz precultivados
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varios dias antes del bombardeo (Kemper er al., 1996; Brettschneider ez al.,1997), asi
como en ascomicetos como Saccharomyces cerevisiae (Armaleo et al., 1990). Si un
periodo de 4 horas ha sido reportado como el que brindé la mayor transformacion en
estructuras pequefias como células, protoplastos y escutelos, no fue incongruente la
suposicién de que un periodo mas prolongado tuviera un mejor efecto en callos de maiz.
Como contraparte, la expresion de los callos registré su mayor variabilidad con este
tratamiento como se muestra en el Figura 11. Una respuesta a ello no fue posible
formularla debido a que la variabilidad pudo haber llegado de la modulacién de genes
responsables de la tolerancia al estrés osmotico, a la embriogénesis, organogénesis o a

los cambios géneticos asociados al cultivo in vitro.

5.3. Los callos fueron virtualmente clones y no presentaron una expresion

molecular homogénea

Los callos que se emplearon en este trabajo provinieron de embriones inmaduros
obtenidos de la misma mazorca polinizada s6lo una vez. Cada embrion inmaduro
originé un callo. Tedricamente cada callo fue un clon. Al igual en otros sistemas de
cultivo, los callos manifiestan altas tasas de crecimiento que en cada subcultivo se
reflejan en aumento del tejido (Chawla, 2002). Estas dos caracteristicas, es decir,
uniformidad genética y alta replicacion continua, calificaria los callos de maiz como un
sistema conveniente para el desarrollo de ensayos de monitoreo génico. Por un lado, se

tendria al alcance una fuente relativamente inagotable de material y por el otro, podrian
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visualizarse diferencias asociadas con la sobreexpresion de algin gen regulatorio.
Omitiendo la ventaja de tener callo suficiente para la experimentacion, en este trabajo el
panorama de monitoreo génico no di6 resultados positivos debido a que los perfiles de
bandeo fueron muy variados. Este resultado podria interpretarse de dos formas; por una
parte, podria ser que los callos fueron clones que difirieron en su expresion, o bien,
fueron callos cuya heterogeneidad en la expresiéon fue producto de cambios en la

secuencia de su acido nucleico originada por el cultivo in vitro.

Esta interpretacion provino del analisis de los cDNA-AFLP, que revel6 que ain cuando
cada réplica de callo provino del mismo embrién, el polimorfismo que presentaron fue
“extraordinariamente envidiable para quien busca variabilidad molecular. Dicho
polimorfismo podria tener origen en diferencias en el desarrollo de las estructuras que
componen el callo (Vasil er al.,, 1985; Fransz y Schel, 1991) y en la variacion
somaclonal asociada con el cultivo in vitro (Armstrong y Phillips, 1988; Buiatti y
Bogani, 1999; Sala et al., 1999; Zhang et al., 1999). Si se adicionan otros factores como
concentracion de auxina, estrés osmotico, bombardeo o integracion de un gen

regulatorio, el panorama de la expresiéon molecular puede tornarse complicado.

En este sentido, los resultados demostraron que aunque los callos de maiz A188
parezcan morfolégicamente homogéneos, realmente no lo son. El agrupamiento de casi
6000 marcadores cDNA-AFLP confirmé que a nivel de expresion, los callos de maiz
A188 no fueron clones. Si asi fuera, se esperaria que al menos los callos sin transformar

se hubieran agrupado con coeficientes altos de similitud, lo que traducido en perfiles de
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bandeo reflejara monotonia. Por otra parte, aunque se emplearon callos con diferente
tiempo en cultivo (3 meses para el experimento A y 7 meses para el experimento B), no
existen datos en la literatura que sefialen el momento en que inicia la variacion
somaclonal. Se sabe qué este fenémeno es dependiente del tiempo y que la acumulacion
de los cambios gendmicos (amplificaciéon del DNA, deleciones, rearreglos, metilacion)
incrementa con el tiempo bajo cultivo (Zhang ez al., 1999). Las Figuras 8 y 10, de la
seccion de Resultados, presentan secciones de luminogramas donde se aprecian bandas
activadas, reprimidas o que difieron en intensidad. Es probable que este perfil de
expresion halla obedecido a alteraciones gendmicas que determinaron cambios
metabdlicos y cambios fenotipicos, ocultos o visibles, que en dltima instancia llegaron
de cambios en la transcripcion de los genes. Estos cambios fueron diferentes entre un
callo y otro ain dentro del mismo tratamiento (93 % de variacion para los callos del
experimento A y 100 % de variacion para los callos del experimento B), una respuesta
que es semejante al reporte de Sala y colaboradores (1999) sobre variacion somaclonal
realizados con DNA gendémico de diferentes plantas transgénicas empleando diferentes
técnicas para el andlisis de genomas como RFLP, RAPD; AFLP, RAMP y SSR, en este
reporte la variacién se comparé mediante un IP (indice de polimorfismo calculado como
el porcentaje de secuencias polimérficas de DNA) que oscilé de 0.9 a 80. En el presente
trabajo, la comparacion se hizo a través del IP y de AMOVAS y en cada una de ellas, el
consenso fue el mismo: cada callo difiri6 en su expresién independientemente del

tratamiento al que fue sometido.

37



VI. CONCLUSIONES

La factibilidad de buscar genes regulados por los factores de transcripciéon CI y R,
usando un sistema basado en callos de maiz, presenté limitaciones asociadas con la
variabilidad en la expresién génica de los callos. Se sugiere que la variabilidad de la
expresion en los callos de maiz, llegé de factores asociados a la morfogénesis per se del

callo y a cambios genéticos relacionados con el cultivo in vitro.
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