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C.B.V. Control de balas vacias

C.S.B. Control sin bombardear
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1. RESUMEN

El maiz es un cultivo importante en todo el mundo, por lo que de forma continua se ha buscado su
mejoramiento, principalmente en su productividad y tolerancia ante diferentes factores ambientales
coémo la sequia, la cual es un fendmeno que afecta procesos biol6gicos como la fotosintesis, el
metabolismo de los carbohidratos y el metabolismo energético. La seleccion agronémica clasica es
un método de mejoramiento que se ha empleado durante mucho tiempo, sin embargo, este proceso
involucra resultados a largo plazo.

Por otro lado, la ingenieria genética ha permitido desarrollar plantas con caracteristicas
agronomicas mejoradas que les confieren ventajas en su desarrollo y con rendimientos estables,
tal es el caso de los organismos genéticamente modificados (GMQO) conocidos como transgénicos.
Sin embargo, existe gran controversia sobre su bioseguridad y su impacto al medio ambiente, por
la mezcla de materiales genéticos entre diferentes especies que no son sexualmente compatibles.
Como alternativa se han desarrollado otras técnicas de produccion de GMO, la cisgénesis e
intragénesis; metodologias que implican que las plantas so6lo deben ser transformadas con material
genético derivado de la propia especie 0 de especies estrechamente relacionadas.

Actualmente se han reportado modificaciones intragénicas en diferentes cultivos. Aunado a esto,
una investigacion reciente ha reportado la transformacion intragénica de maiz mediante la sobre-
expresion de la proteina Rubisco activasa (Rca) de maiz, que se encuentra involucrada en la
fotosintesis.

Otro de los genes de interés que se ha tomado en cuenta para la mejora de esta especie, es la
dehidrina DHN1 o Rab 17. Estas proteinas son altamente hidrofilicas y se consideran responsables
de las reacciones que confieren tolerancia ante factores de estrés, entre ellos la deshidratacion. En
este trabajo se busco estandarizar la técnica de intragénesis para la modificacion de la expresion
de genes, obteniendo un total de 8 plantas de maiz transformadas que son capaces de sobre-
expresar de manera inducible a la DHN1 y un total de 4 plantas de maiz transformadas que sobre-
expresan a la Rca de manera constitutiva. Los resultados de este trabajo son una importante
aportacion, que podrian representar en un futuro la reduccion de tiempo y trabajo en el
mejoramiento del cultivo de maiz, en paises donde los GMO que utilizan transgenes son poco

aceptados, como es el caso de México.



2. ANTECEDENTES

2.1 El maiz como cultivo con centro de origen en México

El Maiz, originalmente de la palabra taina maisi 0 maiji, es una planta de grano grande que tiene
coémo ancestro a un pasto alto conocido como teocinte. Zea mays tiene cuatro subespecies,
huehuetenangensis, parviglumis, mays y mexicana, siendo esta Ultima endémica del altiplano
central y norte de México. Nuestro pais es considerado centro de origen y domesticacion del maiz,
con evidencia de su introduccién en Sudamérica (Regiones Andinas), hace aproximadamente 2,200
a 1,900 afios y su dispersién en Norte América aproximadamente hace 2,100 afios. La evidencia
biol6gica y arqueoldgica muestra que la evolucion del maiz dependié no solo de un proceso de
seleccion natural, sino de un proceso complejo donde se combinaron la presion bioldgica y cultural,
teniendo a los humanos como los responsables de la seleccion de las mejores semillas de acuerdo
a sus necesidades, con la finalidad de tener una mayor productividad o para un mejor crecimiento

en condiciones especificas (Dominguez et al., 2017).

2.2 Métodos de mejoramiento de cultivos

2.2.1 Mejoramiento agronémico tradicional

La seleccion agrondmica clasica, es un método empleado durante décadas para el mejoramiento
de los cultivos. En esta técnica se seleccionan individuos con caracteristicas fenotipicas deseadas,
tales como: altura de planta, ancho de hoja, nimero de granos por mazorca, o tolerancia a la sequia,
entre otros. Posteriormente, dichos individuos se reproducen realizando cruzas y seleccionando
nuevamente a los individuos a través varios ciclos agronémicos, con la finalidad de generar una
variedad con una o varias caracteristicas que le provean ventajas agrondmicas a la planta.

En el mercado existen diferentes tipos de maices mejorados, de manera general se clasifican en
variedades de polinizacion libre e hibridos de polinizacion cerrada; las primeras tienen un mejor
aprovechamiento en areas con potencial productivo de medio a marginal, mientras que los hibridos,
en areas con buen potencial productivo. Las variedades mejoradas se caracterizan por tener una
poblacién variable en su altura, tamafio de la mazorca, color y tamafio de la hoja. También muestran

variabilidad en jilote y espiga, ademas de la precocidad. Adicionalmente es posible sembrar la



semilla de la cosecha sin degradarse, lo que tiene un costo de 30 a 40 por ciento menor que la de
cualquier hibrido (Gémez et al., 2006).

Otro ejemplo de mejoramiento es la investigacion realizada en el Colegio de Postgraduados
(COLPOS) campus Montecillo, en el Estado de México, en colaboracién con la Facultad de
Quimica, UNAM; se cuantifico la proteina Rubisco activasa (Rca) en cultivos de maiz de la variedad
Zacatecas, mejoradas después de 23 ciclos de cultivo agricola (Zo a Z23), por medio de “seleccién
masal visual estratificada”. Como resultado se obtuvo que en las plantas del ciclo Z23 se incrementa
la actividad y la cantidad de Rca en comparacién con la Zo, teniendo como consecuencia una mayor
capacidad fotosintética y un mayor rendimiento en estos cultivos. En esta institucion también se han
desarrollado, por este método, lineas de maiz tolerantes a la sequia tales como la L14 y L16. Sin
embargo, el tiempo empleado para obtener resultados fue extenso y dependié de las condiciones
climaticas con las que se llevo a cabo, teniendo la gran desventaja de que en algun ciclo agronomico
la semilla producida no sea suficiente para continuar con la técnica (Molina, 1988; Morales et al.,
1999; Zarco-Perello et al., 2005).

2.2.2 Ingenieria genética y la controversia de la produccion de organismos

genéticamente modificados (GMO) transgénicos

Los nuevos avances en la ingenieria genética aplicada a mejoramiento de cultivos han demostrado
gue es posible el desarrollo de variedades genéticamente mejoradas con mayor rendimiento
agronoémico, calidad nutricional y tolerancia ante estrés bidtico y abiotico. Como evidencia de la
mejora nutrimental, existen reportes donde en cultivos de papa se induce la expresion de la
albumina de amaranto 1 (AmA1l), como consecuencia se observa un aumento de la actividad
fotosintética, teniendo un crecimiento en su biomasa y con ello un aumento moderado en el
rendimiento del tubérculo (Chakraborty et al., 2010). En el caso del maiz, hay estudios exitosos
donde se logra el mejoramiento de la composicion de aminoacidos esenciales, como el de la lisina
(O’Quinn, 2000). Por otro lado, la introduccion de genes de resistencia, es un ejemplo de
mejoramiento genético que provee ventajas para la supervivencia de los cultivos y que, al mismo
tiempo, fungen como marcadores para la seleccion, ya sea positiva 0 negativa; esto se debe a que
éstos genes codifican para la produccion de alguna enzima que le confiere resistencia a la planta
frente algun agente téxico, como los plaguicidas o herbicidas, mismos que se emplean para eliminar
a las plagas tipicas que afectan a los cultivos (Que et al., 2014). Como ejemplo de lo anterior esta

la introduccion del gen HPT, higromicina fosfotransferasa, en plantas de maiz que desarrollan
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tolerancia a la higromicina B, antibiético aminoglicésido que inhibe la sintesis de proteinas en
bacterias y hongos (Walters et al., 1992). También se ha introducido el gen EPSPS (sintasa del 5-
enolpiruvilshikimato-3-fosfato) de Agrobacterium spp. que le otorga al maiz tolerancia al herbicida
Glifosato (Heck et al., 2005). Lo anterior demuestra que GMO como los transgénicos, pueden ser
una buena alternativa para hacer frente a la gran demanda mundial de alimentos de alta calidad.

A pesar de los evidentes beneficios nutricionales y del creciente cultivo de variedades transgénicas
en todo el mundo, se ha generado gran controversia en cuanto a su bioseguridad y la introduccion
de genes de diferentes especies, especialmente en paises que se consideran centro de origen,
como es el caso del maiz en México, en donde la Ley de Bioseguridad de Organismos
Genéticamente Modificados, publicada el 18 de marzo de 2005 en el Diario Oficial de la Nacion,
limita la siembra de GMO en territorio nacional. Entendiendo por organismo genéticamente
modificado cualquier organismo vivo, con excepcion de los seres humanos, que ha adquirido una
combinacion genética generada a través del uso especifico de técnicas de la biotecnologia
moderna, superando las barreras fisiologicas naturales de la reproduccion o de la recombinacion y
gue no son técnicas utilizadas en la reproduccion y seleccion tradicional. Es por ello que no solo los
transgénicos son regulados por esta ley, sino que también se consideran a los organismos

transformados por otros métodos biotecnoldgicos de edicion del material genético.

2.2.3 Intragénesis y Cisgénesis como una alternativa en la mejora de especies
Frente a la controversia de la produccién de transgénicos en cultivos de consumo humano, se han
desarrollado nuevas metodologias de mejoramiento genético, de las que se desprenden la
cisgénesis e intragénesis; ambos conceptos implican que las plantas sélo deben ser transformadas
con material genético derivado de la propia especie, o de especies estrechamente relacionadas
capaces de reproduccion sexual (Baeksted-Holme et al., 2013). La cisgénesis, selecciona la
secuencia completa de un gen, desde el promotor hasta el terminador, siendo ésta la que se
introduce con la finalidad de expresar el producto que codifique la secuencia; en cambio, en la
intragénesis, es posible seleccionar partes de varios genes de todo el repertorio genético de la
especie modificada, haciendo posible realizar construcciones quiméricas que sirvan para la sobre-

expresion, o incluso, para el silenciamiento de cierto producto en la transcripcion (Figura 1).
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Figura 1. Representacion esquemaética de los componentes de construcciones intragénicas y cisgénicas. A) Repertorio
de genes compatibles B) Figura representativa de una construccién de expresién cisgénica. C) Figura representativa
de una construcciéon de expresién intragénica. D) Figura representativa de una construccion de silenciamiento
intragénica. Imagen tomada de Baeksted-Holme et al., 2013.

Actualmente se han reportado modificaciones intragénicas en cultivos como papa (Chawla et al.,
2012; Rommens et al., 2008) y trigo (Gadaleta et al., 2008) y frutales como manzana (Joshi et al.,
2011; Vanblaere et al., 2011) entre otros. Aunado a esto, en una investigacion reciente realizada
en la Facultad de Quimica, se reporté la transformacion intragénica de maiz mediante la sobre-
expresion de la proteina Rubisco activasa de maiz (Rca), proteina que se encuentra involucrada en
la eficiencia de la fotosintesis, esta construccion se compone del promotor de la subunidad pequefia
de Rco, la region codificante de la Rca y el terminador de la subunidad pequefia de la Rco.
(Almeraya et al., 2016). La sobre-expresion de Rca mediante este método, se compar6é con
resultados obtenidos para la misma proteina con el mejoramiento tradicional a través de 23 ciclos
agronomicos (Morales et al., 1999); concluyendo, que el método de intragénesis puede lograr
resultados semejantes al mejoramiento agronémico tradicional en menor tiempo.

Estas técnicas constituyen alternativas para el desarrollo y la comercializacién de plantas

genéticamente modificadas, incluso en paises donde este tipo de cultivos son poco aceptados.
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2.3 El maiz y la sensibilidad al estrés por sequia

La sequia representa un problema para los cultivos a nivel mundial, debido al cambio climatico y la
escasez de agua dulce asociada con el crecimiento poblacional (Hu et al., 2014; Lobell et al., 2014).
El maiz es un cultivo importante en nuestro pais ya que es la base de la alimentacion y es sensible
a la sequia, dado que, la mayor parte de su cultivo se realiza en temporal, con las lluvias. Bajo
condiciones de poca disponibilidad de agua, principalmente en la floracion, hay procesos biolégicos
que son afectados, tales como la fotosintesis, el metabolismo de los carbohidratos y el metabolismo
energético, reduciéndose la productividad de grano, lo que se atribuye principalmente al
acortamiento de la longitud de la mazorca (Zarco-Perello et al., 2005).

A pesar de que las variedades nacionales son capaces de adaptarse a diferentes ambientes,
creciendo tanto en climas con temperaturas altas y con poco riego, COmo en regiones con
temperaturas bajas, se estima que los cambios climaticos extremos ocurriran en un futuro cercano,
lo cual podria comprometer a la gran mayoria de los cultivos a nivel mundial, afectando entre ellos
al cultivo de maiz (Bellon et al., 2011).

No esta totalmente esclarecido como la transcripcion de genes responde al estrés por sequia.
Existen estudios de perfiles transcriptomicos en lineas de maiz tolerantes (RIL 70), sometidas al
estrés hidrico, que demuestran una respuesta temprana en los eventos de sefalizacion asociados
con la homeostasis de la turgencia, establecidos por la regulacion de la biosintesis de la pared
celular (Min et al., 2016). Lo anterior hace interesante el estudio de proteinas que participan en
estos procesos de tolerancia a la sequia y entre las que se han reportado se encuentran las

dehidrinas.
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2.4 Proteinas de interés para el mejoramiento genético del maiz

2.4.1 Las dehidrinas

Las proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant), son una familia de proteinas que tienen
diversas funciones en las plantas, ya que ademas de estar presentes durante las etapas tardias del
desarrollo de la semilla, participan en las respuestas que confieren tolerancia a varios tipos de estrés
abidtico (Liu et al., 2017). Las dehidrinas forman parte del grupo Il de las LEA, éstas se inducen en
tejidos vegetativos por diferentes factores que pueden causar deshidratacién celular (sequia,
salinidad, frio, etc.) (Close et al., 1996). Estas proteinas son altamente hidrofilicas ya que contienen
una alta proporcion de aminoacidos polares y una baja proporcion de aminoacidos hidrofébicos,
ademas de la ausencia de residuos de triptofano y cisteina. Las dehidrinas se clasifican con base
en sus secuencias conservadas conocidas como segmentos Y-, S- y K, y se dividen en cinco

subgrupos estructurales: YnKn, YnSKn, KnS, SKn y Kn (Koag et al., 2009) (Figura 2).

Segmento Y Segmento S
(T/V) DEYGNP SSSSSSSS

Segmento @
Polar, ricoen Gly o Alay
Pro

\.

CD D K

\ /

Segmento K
EKKGIMDKIKEKLPG

Figura 2. Orden de los dominios estructurales de DHN1 de Zea mays, que pertenece al subgrupo estructural Y1SKz,
ya que tiene un solo Segmento Y, uno S y dos segmentos K.
Imagen tomada de Koag et al., 2009.

Las dehidrinas también se conocen como RAB (responsive to ABA) y COR (cold-regulate proteins),
ya que se ha observado su participacion como proteinas protectoras en el tratamiento con acido

abscisico y la tolerancia al frio (Tripepi et al., 2011; Rorat et al., 2006).
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En lineas transgénicas de Arabidopsis, transformadas con el gen de la Dehidrina OesDHN, se ha
demostrado que se puede inducir la sobre-expresion de esta proteina, mediante el sometimiento de
la planta a estrés hidrico (Chiappetta et al., 2015). Por otro lado, en el estudio realizado por
Hernandez en 2015, se analizo el perfil de dehidrinas en una variedad comercial (Tuxpefio V-535)
y dos lineas de maiz (L13 y L14, desarrolladas en el COLPOS) con diferente tolerancia a la sequia.
Los resultados obtenidos demostraron que la L14 (linea tolerante a la sequia) en condiciones de
estrés expresa una dehidrina en particular, la DHN1 también conocida como RAB 17; es importante
mencionar que en la variedad Tuxpefio V-535 también se observé dicha expresién, pero en menor

proporcién, haciendo de este gen un buen candidato para el mejoramiento por intragénesis en maiz.

2.4.2 Rubisco activasa (Rca)

La fotosintesis, es el principal proceso fisioldgico que impulsa el crecimiento de las plantas. El ciclo
de Calvin-Benson, también conocido como fase obscura de la fotosintesis, es donde ocurre la
sintesis de carbohidratos. La parte inicial de este proceso, se le conoce codmo carboxilacion, en
ésta, la enzima ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa (RubisCO), interactia con la RuBP
(ribulosa 1,5-bisfosfato) y con el CO. del medio ambiente, fija al CO2 y genera dos moléculas de 3-
fosfoglicerato, que se pueden fosforilar para la produccién de 1,3-bifosfoglicerato y asi continuar
con el ciclo (Figura 3); o para utilizarse cdmo sustrato en otras vias metabdlicas (Carmo-Silva et al.,
2015). A pesar de que la RubisCO es una enzima muy abundante, no es eficiente ya que puede
inhibirse por azlcares que bloquean sus sitios activos, en esta situacion la chaperona molecular
Rubisco activasa (Rca) facilita la disociacion de los fosfatos de los azucares inhibidores del sitio
activo de RubisCO de una manera dependiente de ATP (Spreitzer et al., 2002), asi la RubisCO

toma su conformacion activa y continua con el proceso de fijacion de COo.
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Figura 3. Ciclo de Calvin-Benson que se compone de tres etapas: Fijacidn, reduccién y regeneracion, en la primera es
donde ocurre la fijacién de CO2. Imagen tomada de (Buchanan et al., 2000).

Se ha demostrado que la fotosintesis es muy sensible a la sequia y al estrés calérico (Chaves et al.,
2009). Las limitaciones metabolicas se han asociado con la sintesis de ATP (Flexas et al., 2006), la
menor disponibilidad de ATP, a su vez, afecta la regeneracién de RuBP, lo que limita la fijacién de
CO.. Adicionalmente se ha demostrado que las altas temperaturas perjudican la activacion de la Rca,
gue se convierte en la causa principal de la disminucion de la fotosintesis en respuesta a la

temperatura elevada.
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3. JUSTIFICACION

Debido a que la sequia es un fendmeno que afecta el desarrollo y la productividad de cultivos como
el maiz, la Rcay la DHN1 pueden ser consideradas como proteinas de interés para el mejoramiento
genético de éste. Por ello resulta plausible el disefio de construcciones intragénicas para inducir la
sobre-expresion de estas proteinas, asi como la transformacion de plantas de maiz, esto con la
finalidad de obtener variedades mejoradas que puedan ser tolerantes al estrés por sequia y que,
potencialmente presenten mejores rendimientos a nivel de productividad en grano, brindando una

alternativa de mejoramiento genético utilizando herramientas biotecnologicas.

4. HIPOTESIS

La sobre-expresion constitutiva de Rca y la sobre-expresion inducible de DHN1 por el método

intragénico, ocasionaran cambios fenotipicos relacionados al crecimiento de las plantas.

5. OBJETIVO GENERAL

Transformar y caracterizar plantas de maiz que sobre-expresen a las proteinas Rca y/o DHN1

utilizando construcciones intragénicas.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

5.1.1 Transformar callos embriogénicos de maiz mediante biobalistica, con las construcciones
intragénicas disefiadas para la sobre-expresion constitutiva de la proteina Rca y la sobre-expresion
inducible de la proteina DHN1.

5.1.2 Regenerar plantulas de maiz a partir de los callos embriogénicos bombardeados.

5.1.3 Aclimatar a los individuos regenerados, a las condiciones del invernadero.

5.1.4 Someter a estrés hidrico a las plantas que pudieron integrar la construccion de DHN1.

5.1.5 Identificar a los individuos que integran la construccién intragénica, por medio de PCR.

5.1.6 Identificar a aquellos individuos que sobre-expresen Rca y/o DHN1 por medio de
inmunodeteccion.

5.1.7 Evaluar las caracteristicas fenotipicas de las plantas transformadas.
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6. DISENO EXPERIMENTAL

En la Figura 4 se describe, de manera breve, cada etapa del disefio experimental que se siguio
para cumplir con los objetivos planteados.

Realizar ensayos de biobalistica con
las construcciones intragénicas, en
callos embriogénicos de maiz

Regenerar y aclimatar plantas a
partir de callos embriogénicos de

maiz
! }
Plantas de maiz que se e 2 Plantas de maiz que se
Identificacion de las .
bombardearon con la bombardearon con la construccion

I construcciones D—

construccion para la sobre- . . para la sobre-expresion inducible
intragenicas por PCR

expresion constitutiva de Rca de DHN1

I }

Extracciony Estrés por
cuantificacion de supresion
RCA de riego

‘ )

Inmunoensayos de Western Blot .
Inmunoensayos de Extraccion y

Western Blot para pa;z I:ioe;rt;fg:rraei:; 'Bﬂ;lfgzs cuantificacion de
identificar a los q P DHN1

o manera inducible
individuos que

sobre-expresan RCA

Figura 4. Disefio experimental.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Material bioldgico

Para realizar los ensayos de biobalistica, se emplearon callos embriogénicos de maiz de la variedad
Tuxpefio VS-535, los cuales fueron proporcionados por el Laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales del Departamento de Bioquimica de la Facultad de Quimica, UNAM.

La variedad VS-535 es una variedad comercial que se destaca por tener una altura de la planta
mayor o igual a 3 my tamafo de la mazorca mayor a 20 cm, por lo que es atractiva para la cosecha
de elote; su grano es blanco dentado cristalino, con buena calidad para la molienda tradicional. Se
ha mostrado muy buena adaptacion en regiones céalidas y semisecas, tales como Tierra Caliente,
Norte, Centro y Montafia. Su floracion es de 53 a 55 dias y alcanza su madurez fisioldgica a los 120
dias (Gomez et al., 2006).

7.2 Bombardeo y regeneracion de plantas a partir de callos embriogénicos de maiz

7.2.1 Construcciones intragénicas

Se trabajé con dos construcciones intragénicas previamente disefiadas por el grupo de
investigacion (Figura 5), una para la sobre-expresion inducible de DHN1 y la otra para la sobre-
expresion constitutiva de Rca (Almeraya et al., 2016); la construccion de la DHN1 esta compuesta
por un promotor de DHN1, la region codificante de la DHN1 y el terminador de la subunidad pequefia
de la Rubisco (Rco). Es importante destacar que el promotor presenta elementos de respuesta a
acido abscisico lo cual la hace inducible ante el estimulo de estrés por sequia. Por otro lado, la
construccion intragénica de Rca se compone del promotor de la subunidad pequefia de Rco, la
region codificante de la Rca y el terminador de la subunidad pequefia de la Rco. Esta construccion

fue diseflada por Almeraya (2016) en su tesis de doctorado.
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A)

B)

Figura 5. Diagramas de las construcciones intragénicas. A) Construccion intragénica para la sobre-expresion inducible

de DHNL1. La construcciéon se compone por el promotor de la DHN1, la secuencia codificante de la DHN1 y el terminador

de Rco.
B) Construccion intragénica para la sobre-expresion de Rca. La construccion se compone del promotor de la Rco, la

secuencia codificante de la Rca y el terminador de Rco.
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7.2.2 Medios de cultivo

Se utiliz6 medio N6P en la etapa de proliferacién y medio MS sin hormonas en la etapa de
regeneraciéon. El medio N6P se compone por sales N6 y vitaminas del céctel 20 2 mg/L, kinetina
0.1 mg/L, adenina 10 mg/L, prolina 2.76 g/L, hidrolizado de caseina 200 mg/L, sacarosa 30 g/L,
gelrita 3.3 g/L, pH 5.7. El medio MS se compone de sales y vitaminas MS, sacarosa 30 g/L, gelrita
3.3 g/L, pH 5.7 (Garrocho-Villegas et al., 2012).

7.2.3 Condiciones de bombardeo

Para cada bombardeo se emplearon 0.3 g de callos embriogénicos, situados en el centro de una
caja Petri con medio de cultivo N6P y se realizaron dos disparos con particulas de tungsteno (0.5
mg) revestidas con 0.8 pg de DNA de cada construccion intragénica, en porciones de callos
separados y en un mismo lote de callos para tratar de incorporar las dos construcciones en un
mismo individuo (Sanford et al., 1993; Garrocho-Villegas et al., 2012; Almeraya et al., 2016), de tal
manera que se generaron cuatro grupos de callos bombardeados con las siguientes combinaciones:
Rca, DHN1 (A), Rca + Ay controles, ya sea sin bombardear (C.S.B) o controles de balas vacias
(C.B.V).

7.2.4 Etapa de proliferacion

Una vez realizado el bombardeo, las cajas Petri con los callos se incubaron por 24 horas en
obscuridad y a temperatura de 25 + 2°C. Pasado ese tiempo, se realizé una resiembra a medio N6P
fresco y se incubd en las mismas condiciones por aproximadamente tres semanas, haciendo una
resiembra cada vez que se requirio, la cual consistié en quitar las partes oxidadas (obscuras) del
cultivo; y en dividir los callos en frascos con medio de cultivo fresco, cuando su proliferaciéon fuera
tal que ya no hubiese espacio en el contenedor. Este proceso se realizdé durante tres meses para

tener suficiente biomasa para realizar el proceso de regeneracion.
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7.2.5 Etapa de regeneracion

En esta etapa se realizaron resiembras a medio MS sin hormonas, cada tres semanas; estos
cultivos se incubaron a temperatura de 25°C * 2 y luz blanca artificial con fotoperiodos de 16 horas
de luz por 8 horas de obscuridad, tiempo en el que los callos empezaron a presentar zonas de color
verde. Una vez que se tenian plantulas con tallo y raiz, éstas se pasaron a contenedores
individuales con medio MS. Se utilizaron frascos mas grandes cuando la planta regenerada requirio
mas espacio para desarrollarse.

7.2.6 Etapa de aclimatacion

Finalmente, las plantas regeneradas que presentaron raiz y tallo fuerte se transfirieron a bolsas de
plastico negro con el sustrato organico Sunshine No. 3 y se cubrieron con bolsas de plastico
trasparente para que los individuos se fueran aclimatando a las condiciones de humedad relativa y
temperatura del invernadero (Figura 6). Es importante mencionar que las plantas regeneradas
corresponden a cuatro ensayos de bombardeo en diferentes fechas.

Aclimatacion de los
cultivos en condiciones de
humedad relativa y
temperatura del
invernadero

Sistema de
propagacion de callos
embriogénicos de maiz

Figura 6. Proceso de transformacion y regeneracion de plantas a partir de callos embriogénicos de maiz.

Los medios utilizados fueron N6P para la etapa de proliferacion y el medio MS (sin hormonas) para la etapa

de regeneracion.
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7.3 Estrés por supresion de riego

Para esta prueba se utilizaron plantas de maiz regeneradas a partir de callos embriogénicos que
fueron bombardeadas con la construccion inducible para la sobre-expresion de DHN1; asi como
plantas controles que fueron bombardeadas con balas vacias (C.B.V), e individuos regenerados a
partir de callos embriogénicos, pero que no fueron parte de los ensayos de biobalistica, nombrados
como callo sin bombardear (C.S.B). Estos individuos se aclimataron a las condiciones de
temperatura y humedad relativa del invernadero. Un dia antes de iniciar la prueba de estrés, las
plantas se regaron con suficiente agua hasta que todo el sustrato estuviera completamente himedo;
posteriormente se colocd papel aluminio sobre la boca de bolsa para cubrir el sustrato, esto con la
finalidad de que el agua que se evapore sea por la traspiracion de la planta y no por su evaporacién
desde el sustrato; después, se les suprimié el riego hasta por 13 dias, pesando la bolsa con la
planta y sustrato hasta que se observé peso constante, en ese momento se finalizo el experimento.
Se tomaron muestras de hojas (2 cm?) de la parte central de la Ultima hoja extendida, se congelaron
en nitrégeno liquido y almacenaron hasta su procesamiento. Estas muestras se utilizaron para
extraer proteina y asi caracterizar si las plantas son capaces de sobre-expresar de forma inducible

a la DHN1 por el estrés por sequia.

7.4 Extraccion de DNA e identificacion de la construccion intragénica

Para identificar la presencia de las construcciones intragénicas en los individuos transformados con
Rca y DHN1, se necesitd, en primer lugar, realizar la extraccion de DNA a partir de hojas frescas y
posteriormente llevar a cabo un ensayo de PCR de punto final. Para este propdsito se siguio el
procedimiento descrito en el kit Thermo Scientific Phire Plant Direct PCR. Para la extraccion de
DNA semipuro, se colectaron muestras de hojas de 1 a 2 mm?, este tejido se homogeniz6 en 20 pL
de la solucién amortiguadora de dilucion que forma parte del kit. Para optimizar la extraccion, se
utilizé un pistilo de vidrio que ayuda a triturar la hoja hasta que la solucién presenta una coloracion

verde. De este extracto se tomé 1 L para realizar los ensayos de PCR.
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Dado que parte de las construcciones intragénicas estan presentes en el genoma de la planta, se
disefiaron oligonuclettidos que amplificaran segmentos que representan las zonas entre el
promotor y la region codificante, o entre la regién codificante y el terminador (Tabla 1, Figura 7).
Para el disefio se utiliz6 la herramienta Primer-BLAST del NCBI, teniendo como referencia para la
especificidad de los oligonucleétidos, la secuencias representativas del genoma de Zea mays. La
sintesis de los oligonucledtidos se solicitdo a SIGMA-ALDRICH.

Los resultados se observaron por electroforesis de geles de agarosa al 1%, utilizando TAE 1X como

amortiguador de corrida.

Tabla 1. Oligonucleétidos disefiados para la identificacion de las construcciones

intragénicas

Oligonucledtidos Nombre Secuencia 5’ > 3 Region que amplifica | Tamafio del
producto

Fw PIA-RCDHN1 | GACTTTTCTCGTGCGCCTAC Promotor/Region

., codificante
Par unién 1 DHN1 Rv PIA-RCDHN1 | GATTCCCTTCTTCCTCCTTCC 723 pb

DHN1(A)

Fw RCDHN1- TCGACCAGTACGGCAACCTA Region codificante/

» TRco terminador
Par union 2 DHN1 600 pb

Rv RCDHN1- AAGCAAGCAAAGGGTACGGT DHNL1 (A)
TRco

Fw PRco-RCRca | ATGCAGTTTTAGGCATGTTGG Promotor/Region

» codificante
Par unién 1 Rca Rv PRco-RCRca | ACTTTTGCCGTGGTAGGTCA 998 pb

RCA

Fw RCRca-TRco CGAGCAGCCCAAGATAAC Regiodn codificante/

. terminador
Par unién 2 Rca Rv RCRca-TRco GCAGAGAACTGCTGGAAAG 387 pb

RCA
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1690 pb
A)
Par unién 1 DHN1 = 723 pb <=
Par union 2 DHN1 » 600 pb -
B)
Region codificante de
Rca
Par union 1RCA mp 998 pb @
Par union 2 RCA =) 387ph 4=

Figura 7. Diagrama de las construcciones intragénicas y localizacion de los oligonucleétidos. A) Construccion
intragénica para la sobre-expresion inducible de DHNL1. La construccion se compone por el promotor de la DHN1, la
secuencia codificante de la DHN1 y el terminador de Rco. También se muestran los oligonucle6tidos utilizados para la
identificacion de los fragmentos. B) Construccién intragénica para la sobre-expresion de Rca. La construccion se
compone del promotor de la Rco, la secuencia codificante de la Rca y el terminador de Rco. Se muestran los

oligonucledtidos utilizados para la identificaciéon de los fragmentos.
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7.5 Anédlisis de la expresion de las proteinas Rca'y DHN1

Para evaluar la expresion de las proteinas Rca y DHN1 se realizaron ensayos de Western Blot con
anticuerpos especificos. Con este propdsito se siguieron los protocolos de extraccion de Yamori et
al. (2011) para Rca y el descrito por Herndndez (2015) para DHNL1. La proteina total en cada
extracto se cuantific por el método de Bradford (Sanchez et al., 2012).

7.5.1 Extraccién de proteinas para lainmunodeteccion de la proteina Rca

Se pesaron alrededor de 100 mg de hoja y se molioé utilizando nitrégeno liquido, posteriormente se
le adicionaron 800 pL de soluciébn amortiguadora de extraccion [Hepes-KOH 50 mM (pH 7.8), MgCl>
10 mM, EDTA 1 mM, DTT 5 mM, Triton X100 1% v/v] y se mezclé con agitacion en vortex.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 16,000 x g por un minuto a 4°C. Enseguida se
tomaron 230 pL del sobrenadante, y estos se colocaron en un microtubo. El producto obtenido fue
el extracto que se utilizé para medir la concentracion de proteina total por el método de Bradford
(Sanchez et al., 2012). Posteriormente se agregaron 70 pL de SDS al 10%, y la muestra se calento
a 65°C por 10 min.

7.5.2 Extracciéon de proteinas paralainmunodeteccion de la proteina DHN1

Se pesaron 100 mg de hoja y el material se molié en mortero con nitrogeno liquido. El material
molido se mezclé con la solucion amortiguadora de extraccion [Tris-HCI 120 mM (pH 8), NaCl 400
mM, EDTA 4 mM, DTT 1 mM] en proporcion 1:3 peso/volumen. La muestra se incubd por una hora
con agitacion constante a 4°C. Después, se les agregé SDS al 3% y Triton X-100 al 1% y se
mezclé en vortex para homogenizar. Se centrifugé a 14,000 x g por 10 minutos a 4°C y el
sobrenadante se calenté a 100°C por 5 minutos, luego se incubé en hielo por 30 minutos. Se
centrifugé nuevamente a 15000 x g por 10 minutos y se cuantificé la concentracion de proteina

del sobrenadante por el método de Bradford (Sanchez et al., 2012).
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La electroforesis se llevo a cabo en geles de SDS-PAGE al 16%, se cargaron 15 pg de proteina
total de cada muestra para la evaluacion de la DHN1. En el caso de la evaluacion de Rca, se
cargaron 5 pg de proteina total de cada muestra, como lo report6 Almeraya et al., 2016. La
inmunodeteccion se realizd con el anticuerpo primario anti-Rca dilucion 1:20000 (Cat. No. AS10
700, Agrisera, SWE) y en el caso de la DHNL1 se utiliz6 anti-Dehidrina (Cat. No. AS07 206, Agrisera,
SWE) dilucion 1:5000 segun correspondiera; seguido del anticuerpo secundario anti-
inmunoglobulinas G de conejo conjugado a peroxidasa de rabano (Cat. No. Sc-2004, Santa Cruz
Biotechnology, E.E.U.U.) dilucion 1:20000 y 1:10000 respectivamente; finalmente se utiliz6 el
sustrato Luminata Crescendo Western HRP (Cat. No.WBLURO0100, Milipore, E.E.U.U.), y la sefial
de las proteinas se visualizé en el fotodocumentador Chemidoc (BIORAD).

Ya que la proteina Rca es constitutiva, para conocer si las plantas que se bombardearon con la
construccion de Rca sobre-expresaban esta proteina, se hizo una normalizacién, utilizando como
control de carga a los geles SDS-PAGE. Se calcul6 el promedio de la intensidad relativa de los
controles (C.S.By C.B.V) en once membranas de WB y este valor represento el 100% de expresion,
de esa manera se calculo el porcentaje de expresion de todas las muestras probadas. Para este

analisis se empleo el software Image Lab (BIORAD).

7.6 Parametros para observar el efecto de la transformacidon sobre el fenotipo de la

planta

Para definir el efecto de la transformacion sobre el fenotipo de las plantas, se midio la altura de la
planta, el ancho de las hojas y el perimetro de los tallos de plantas en etapa reproductiva. Para
realizar lo anterior, se decidio tomar como referencia a la hoja 8 por debajo la espiga, ya que es la

gue se encuentra aproximadamente a la mitad de la altura total de la planta.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Capacidad regenerativa de los callos embriogénicos

Con el propdsito de conocer la capacidad regenerativa de los callos embriogénicos, se hizo una
prueba que consistié en determinar cuantos individuos diferenciados se obtuvieron a partir de una
cantidad conocida de callo embriogénico. Para este propdsito se utilizaron callos embriogénicos
gue no se sometieron a bombardeo, éstos se dividieron en cuatro lotes diferentes y se pesaron para
registrar su masa inicial. Posteriormente se llevé a cabo el proceso de regeneracion, registrando la
cantidad de individuos diferenciados por lote, obteniendo un promedio de 25 individuos

diferenciados al final del experimento, lo que se observa en la Tabla 2.

Tabla 2. Capacidad regenerativa de los callos embriogénicos de maiz

No. de lote Individuos diferenciados
por gramo de callo

28
15
30
28
25

Al W N P

e

Con esta prueba se determiné que en promedio se diferenciaron 25 individuos por gramo de callo
embriogénico de la variedad Tuxpefio V5-535. Sin embargo, esto no significa que estos individuos
logren sobrevivir en la etapa de aclimatacion en el invernadero ya que esto depende de la

manipulacion y el vigor de los individuos.
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8.2 Plantas regeneradas después de los bombardeos

Se realizaron tres eventos de transformacion de los callos embriogénicos de maiz por biobalistica

en diferentes fechas. El nUmero de individuos que se regeneraron en cada evento se presenta en

la Tabla 3, donde se observa que el bombardeo con ambas construcciones intragénicas tuvo

mayor cantidad de plantas regeneradas con un total de 101.

Tabla 3. Individuos regenerados por evento de transformacion de callos embriogénicos de

maiz por biobalistica

Construccién(es) Fechade Total de individuos
bombardeada(s) bombardeo Regenerados
DHNL1 (A) 23-06-2017 50
RCA 09-11-2017 58
RCA+A 13-12-2017 101
Controles Provenientes de las tres
(C.s.ByC.B.vV) fechas de bombardeo e

No todas las plantas se lograron aclimatar a las condiciones del invernadero, esto es debido a

diferentes factores, entre ellos esta la manipulacion del material durante las resiembras, pues aun

cuando se logré la diferenciacion del tejido en plantulas, algunas veces los medios se contaminaban

con hongos y levaduras, lo que comprometia su supervivencia. Por otro lado, el desarrollo de las

plantulas en el invernadero se vio afectada por un plaga de acaros que se establecié en la cAmara

del invernadero, infestando a la mayoria de las plantas de maiz, generando dafios que originaron

la pérdida de mas de la mitad del material (Figura 8).
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Figura 8. Lesiones ocasionadas por la plaga Tetranychus urticae. La infeccion con éste acaro ocasioné la pérdida de
gran parte de los individuos aclimatados en el invernadero. A) hoja sana, B) hoja infectada.
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8.3 Identificacion de las plantas que incorporaron las construcciones intragénicas

Para identificar que plantas incorporaron las construcciones intragénicas de Rca y DHN1, se
realizaron ensayos de PCR punto final. De los oligonucleétidos disefiados, se observé que los pares
de oligos con el nombre de “Par union 1A” y “Par union 2 RCA” resultaron inespecificos, pues
amplificaron un fragmento con tamafio similar al amplicon esperado, en plantas control, por lo que
no se utilizaron para la identificacion de las plantas. Para identificar la construccion de Rca se utilizd
el “Par union 1 RCA” y para identificar la construccién intragénica DHN1 se empled el “Par union 2
DHN1”. El control positivo que se utilizé fue el plasmido en el que se cloné cada construccion
intragénica, PUC 57-RCA y PUC 57-DHN1-A. Se lograron identificar 26 plantas con la construccion
de Rca, y 9 con la construccion de DHN1. Los resultados obtenidos de los ensayos de PCR se

muestran en las Figuras 9 y 10.

4
Cq Ry Rcy Rey Bcy  Rcy  Re, Re, Rcy Roy  fcy €& Cs
pb M #24 4#264#274#2&)4 }’929 4#30 4#31041?324 #33 4#34 4'?] l/#\? Z/?Cq C-

2000
1500
1000 998 pb

700

500

Figura 9. Identificacion de los individuos transformados con la construccion intragénica de Rca. Se utilizé el Par union
1 RCA que amplifica un fragmento de 998 pb que va del promotor de Rco a la regién codificante de Rca. Se incluye un
C.B.V para comprobar que los oligonucle6tidos son especificos para el intragén. Como control positivo, se utiliza el
plasmido PUC 57-RCA. M, marcador de peso molecular 1 kb plus (Thermo Scientific). C-, control negativo que no

contiene DNA en la mezcla de reaccion.
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Figura 10. Identificacion de los individuos transformados con la construccion intragénica de DHN1. Se utilizé el Par
union 2 DHN1 que amplifica un fragmento de 600 pb que va de la region codificante de DHN1 al terminador de Rco. Se
incluye un C.B.V para comprobar que los oligonucleétidos son especificos para el intragén. Cémo control positivo, se
utiliza el plasmido PUC 57-DHN1-A. M, marcador de peso molecular 12 kb plus (Thermo Scientific). C-, control negativo

gue no contiene DNA en la mezcla de reaccion.
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8.4 Evaluacion de la sobre-expresion inducible de DHN1

Los anticuerpos utilizados resultaron eficientes para la deteccion de la DHN1. Sin embargo, debido
ala aclimatacion y la plaga que ataco a las plantas, se perdié un namero considerable de individuos
que potencialmente podrian haber integrado la construccion inducible de DHN1, aun con esto, se
analizaron 53 individuos que se sometieron a estrés hidrico mediante la supresion de riego y se
estudio la sobre-expresion de la proteina DHN1 realizando ensayos de Western Blot. En la Tabla 4

se presentan los resultados de este analisis.

Tabla 4. Evaluacion de la expresion de DHN1

Construccion(es) _ the_ll de Total de individuos Plantas que
individuos aclimatados/evaluados sobre-expresan
bombardeada(s) regenerados DHN1
DHN1 (A) 50 7 5
RCA+A 101 41 3
Controles 16 5 0

En la Figura 11 se muestra un ejemplo de los ensayos de inmunodeteccion para la proteina DHN1

en plantas con estrés hidrico.
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Figura 11. Deteccién de la proteina DHN1 en plantas que se sometieron a estrés hidrico. A) Gel SDS-PAGE al 16%,
tefiido con azul de Coomassie. B) Inmunodeteccion de la proteina DHN1. Se cargaron 15 pg de proteina por carril. C)
Intensidad relativa de la sefial. C.B.V, control de balas vacias; C.S.B, control sin bombardear.
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Se observa que las plantas transformadas tienen una intensidad relativa de la sefial superior a las
plantas controles, mismas que se sometieron al estrés hidrico, lo que sugiere que hay un incremento
en la expresion de la proteina DHNL1 en plantas transformadas con las construccion intragénica de

DHN1, con respecto a los controles.

Por otro lado, se determind que las plantas transformadas sobre-expresan la proteina DHN1 de
manera inducible (Figura 12), lo cual coincide con los reportes anteriores, en donde se observa que
la intensidad relativa de la sefal es de niveles casi indetectables cuando la planta se encuentra en

condiciones normales de riego, sin estrés (Hernandez, 2015).
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Figura 12. Induccion de la expresion de DHN1 en plantas de maiz transformadas. A) Deteccion de la proteina DHN1
en plantas estresadas por supresion de riego. B) Deteccion de la proteina DHN1 en plantas sin estrés. Estas muestras
se tomaron previo al estrés, cuando las plantas estaban hidratadas. C) y D) Geles SDS-PAGE, tefiidos con azul de
Coomassie, correspondientes a ambas membranas. Las muestras A #20.1 y A #20.3 corresponden a individuos en los
gue no se identifico la construccion intragénica de DHN1 por PCR, por lo tanto no sobre-expresan la proteina con y sin

estrés, es por ello que se pudieron considerar como plantas no transformadas.
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8.5 Sobre-expresién constitutiva de Rca

En los ensayos de transformacién que se realizaron para la sobre-expresion de la proteina Rca, se
regeneraron un total de 159 individuos que potencialmente pudieron integrar la construccion
constitutiva de Rca, sin embargo, debido a las pérdidas por aclimatacion, solo se analizaron 74
plantas por Western Blot para detectar la proteina e identificar aquellas plantas que la sobre-
expresan. En la Tabla 5 se muestran los resultados de la evaluacién de la expresion de Rca, donde
se observa que de los 28 individuos aclimatados/evaluados bombardeados con las construccién de
Rca, solo 5 sobre-expresaron la proteina, mientras que de los 41 individuos aclimatados/evaluados

bombardeados con ambas construcciones (RCA+A), solo 8 sobre-expresaron la proteina.

Tabla 5. Evaluacion de la expresion de Rca

COSHTEE(EE) Total de Plantas que
individuos TfiEl e InETIEIES sobre-expresan
bombardeada(s) regenerados aclimatados/evaluados Rc:
RCA 58 28 5
RCA+A 101 41 8
Controles 16 5 0

En la Figura 13 se observa que las plantas identificadas como RCA # 4 y RCA #5 sobre-expresan
a la proteina, mientras que RCA #1, RCA# 9 y RCA#10 presentan niveles de expresion similares o
mas bajos que el promedio de los controles. En el Anexo | se encuentra el andlisis de todas las

muestras que se evaluaron.
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Figura 13. Inmunodeteccién de la proteina Rca. A) Gel SDS-PAGE al 16%, tefiido con azul de Coomassie. B)
Inmunodeteccion de Rca. C) Intensidad relativa de la sefial. Las barras rojas representan a las plantas que muestran
sobre-expresion de la Rca; mientras que las barras azules representan aquellas que no; la barra de color amarillo es el
promedio de la intensidad relativa de la sefial de los controles C.S.B y C.B.V. que se representa como el 100% de
expresion. El porcentaje de expresion de cada muestra respecto de los controles, se encuentra arriba de cada una de
las barras.

El analisis de los resultados de los ensayos de PCR y Western Blot indicd, que entre los individuos
identificados habia algunos que integraron la construccion intragénica de Rca o DHN1, pero que no
sobre-expresaron a las proteinas, esto sugiere que la planta posiblemente no integré el intragén
completo, lo que no permitié su expresion. Por otro lado se encontraron plantas con una expresion
de Rca, mayor a la de los controles, aun cuando no fue posible identificar el intragén por PCR, lo
gue indica que la variedad Tuxpefio V-535 puede tener una alta variabilidad en la expresion de esta

proteina.

En la Tabla 6 se concentraron los resultados obtenidos del andlisis de las plantas transformadas
por biobalistica. Se incluye la identificacion de las construcciones bombardeadas y el resultado de
la evaluacion de la sobre-expresion de las proteinas. Todos los individuos caracterizados, se
dividieron en cuatro grupos con el siguiente cédigo de colores: Verde, son los individuos en los que
se identificd la construccién intragénica por PCR y se sobre-expreso la proteina; Azul, son las
plantas en donde se identificé la construccién intragénica por PCR, pero no se identificé una sobre-

expresion de la proteina; Amarillo, son plantas donde no se identificé la construccion intragénica
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por PCR, pero hubo una alta expresion de la proteina; Rojo, son individuos en donde no se identifico

la construccidn intragénica y que ademas, no se observa sobre-expresion de la proteina evaluada.

Tabla 6. Resumen de los resultados de la identificacion de la construccion intragénica por PCR y

del analisis de la sobre-expresion de las proteinas por inmunodeteccion.

Construccion(es)

bombardeada(s)

Proteina
evaluada

DHN1-A

RCA

RCA + DHN1-A

RCA + DHN1-A

Total de
Individuos plantas
evaluadas
donde no se
identifico la
construccioén
intrageénica,
pero hubo
una alta
expresion
de la
proteina
0 7
1 19 28
0 23 41
8 29 41
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Tomando en cuenta solo a los individuos transformados que integraron las construcciones

intragénicas y que sobre-expresaron las proteinas, se calculd el porcentaje de la eficiencia de la

transformacion tanto para DHN1 como para Rca, tomando como 100% al total de individuos

evaluados. No obstante, hay que aclarar que esto solo es una estimacién que no puede tomarse

como un rendimiento, ya que no se pudo evaluar a todos los individuos (Tabla 7).

Tabla 7. Eficiencia de la transformacion por evento de transformacion.

Eficiencia de la

Individuos .,
ndividuos transformados transf(()or/r;lamon
Construccion(es) | Fechade Individuos aclimat;dos i
bombardeada(s) | bombardeo | regenerados |20 "o o

Rca Rca
DHN1 (A) 23/06/2017 50 7 5 | NA* | 7143 | N/A*
RCA 09/11/2017 58 28 NA* 4 N/A* | 14.29
RCA+DHNL(A) | 1371272017 101 a1 3 0 | 732 | 000

*NA (no aplica). Estos individuos fueron bombardeados solo con una construccidn intragénica, por lo que en

estos casos no aplica la evaluacion de ambas proteinas.

Se puede observar que cuando ambas construcciones se combinan en un mismo bombardeo, las

plantas integraron solo la construccion intragénica para la sobre-expresion inducible de DHN1. Sin

embargo, es importante considerar a todos los individuos que se perdieron durante la aclimatacion,

ya que éstos pudieron marcar una diferencia, de tal manera que resulta necesario resolver el

problema de las plagas y las condiciones de aclimatacion en el invernadero.
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8.6 Observaciones fenotipicas de los individuos transformados

De las 81 plantas aclimatadas y evaluadas tanto para DHN1 como para Rca, solo un total de 26
individuos lograron sobrevivir y llegar a su etapa reproductiva, después de aproximadamente 5
meses de desarrollo en el invernadero. En esta etapa se observo un desfase en la floracién de
todas las plantas, ya que primero ocurrio la exposicién de la espiga y posteriormente la de los
estigmas. Es por ello que actualmente se sigue esperando la produccion de mazorca, para asi

conocer el rendimiento de la produccion de grano.

En las Figuras 14 a 18 se comparan cada uno de los pardmetros caracterizados para definir el
efecto de la transformacion sobre el fenotipo de las plantas clasificadas en cada grupo descrito en
la Tabla 6. Las graficas son el resultado del promedio de todas las plantas clasificadas en estos
cuatro grupos, utilizando el mismo cédigo de colores (Tabla 8); para fines practicos, en las

fotografias solo se muestra un individuo de cada grupo.

Tabla 8. Cddigo de colores para la diferenciacion de las plantas caracterizadas por la

presencia de las construcciones intragénicas y/o la sobre-expresion de las proteinas Rca

y/o DHN1.
Individuos Individuos Individuos
donde se donde se donde no se
identificé la identificé la | identifico la
construccion | construccion | construccion
intragénicay | intragénica, | intragénica,
se sobre- pero no se pero hubo
expreso la sobre- una alta
proteina expreso la expresion
proteina de la
proteina
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Figura 14. Altura promedio de los individuos caracterizados con la construccién intragénica de Rca y/o con la sobre-

expresion de Rca. Se obtuvo el promedio de la altura de todas las plantas caracterizadas en los cuatro grupos.

Figura 15. Comparacion en la altura de individuos caracterizados para la construccion intragénica de Rca. Las plantas

en laimagen se encuentran en etapa reproductiva y representan una parte del total de individuos que se caracterizaron
como transformados y/o sobre-expresantes de RCA. RCA #22 (2.19 m); RCA #29 (2.14 m); R+A #25 (2.31 m); R+A

#20 (1.20 m).
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Figura 16. Promedio del ancho de las hojas de los individuos caracterizados con la construccion intragénica de Rca
y/o con la sobre-expresién de Rca. Se obtuvo el promedio del ancho de todas las plantas caracterizadas en los cuatro

grupos. La medida se realiz6 justo a la mitad de la hoja.
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Figura 17. Comparacion del ancho de las hojas de individuos caracterizados para la construccion intragénica de Rca.
Se midio la hoja nUmero 8 por debajo la espiga, ya que es la que se encuentra aproximadamente a la mitad de la
altura total de la planta. RCA #22 (6.7 cm); RCA #29 (6.8 cm); R+A #25 (6.8 cm); R+A #20 (5.9 cm).
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Figura 18. Perimetro de tallo promedio de los individuos caracterizados con la construccion intragénica de

Rca y/o con la sobre-expresion de Rca. Se obtuvo el promedio del perimetro de los tallos de todas las plantas

caracterizadas en los cuatro grupos. El tallo se midié por debajo de la hoja 8.

Con los resultados obtenidos se pudo observar que no hubo diferencia significativa en altura de
las plantas, ancho de la hoja o perimetro del tallo entre los cuatro grupos evaluados. No obstante,
hay que considerar que solo el 32% de las plantas llegaron a la etapa reproductiva debido al dafio
gue sufrieron por el desarrollo de acaros y hongos. Probablemente la respuesta seria diferente si
se hubiera logrado el desarrollo de un nimero mayor de plantas. También hay que considerar
cada planta es un evento de trasformacion diferente, por lo que el promedio de cada parametro
solo muestra la tendencia que pueden seguir los individuos transformados con la construccién

intragénica para la sobre-expresion constitutiva de Rca.
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9. CONCLUSIONES

9.1 Se lograron transformar plantas de maiz por el método intragénico, que sobre-expresen
a la dehidrina DHN1 (Rab 17) de manera inducible bajo estrés hidrico y que sobre-
expresen Rca de manera constitutiva, sin embargo no se logré la incorporacion de

ambas construcciones en un mismo individuo.
9.2 La variedad V-535, tiene variabilidad en la expresién de la Rca.

9.3 Las plantas transformadas que sobre-expresan a la proteina Rca, no tienden a mostrar
un cambio significativo en el tamafio de la planta, ancho de la hoja y perimetro del tallo

en relacion a las plantas no transformadas y los controles.

10. PERSPECTIVAS

Como perspectivas se plantea la realizacion de ensayos de Southern Blot para determinar
el nimero de copias del intragén en aquellas plantas que se identificaron como
transformadas y sobre-expresantes de alguna de las dos proteinas. Adicionalmente se
podria determinar el sitio de insercion de los intragenes. También es importante determinar
la herencia de la construccion, por lo que para este proposito se requiere la produccion de
grano. Finalmente se plantea la posibilidad de transformar plantas de maiz, con estas
mismas construcciones, con nuevas herramientas biotecnoldgicas de edicion, como es el
caso de CRISP/CASO9.
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ANEXO |

En las Figuras de la 19 a la 29, se presentan los ensayos de Western Blot realizados para la
inmunodeteccion de la proteina Rca. Para cada membrana se calcul6 el promedio de la intensidad
relativa de los controles (C.S.B y C.B.V), este valor se representé como el 100% de expresion, de
esa manera se calculo el porcentaje de expresion de todas las muestras evaluadas, utilizando el

valor de la intensidad relativa obtenida en la normalizacion.
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Figura 19. Inmunodeteccion de la proteina Rca (muestras RCA #1 a RCA #10). A) Gel SDS-PAGE al 16%, tefiido con
azul de Coomassie. B) Inmunodeteccion de Rca. C) Intensidad relativa de la sefial. Las barras rojas representan a las
plantas que muestran sobre-expresion de la Rca; mientras que las barras azules representan aquellas que no; la barra
de color amarillo es el promedio de la intensidad relativa de la sefial de los controles C.S.B y C.B.V. El porcentaje de

expresion para cada muestra, se encuentra arriba de cada una de las barras.
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Figura 20. Inmunodeteccién de la proteina Rca (muestras RCA #12 a RCA #23). A) Gel SDS-PAGE al 16%, tefiido con

azul de Coomassie. B) Inmunodeteccion de Rca. C) Intensidad relativa de la sefial. Las barras rojas representan a las

plantas que muestran sobre-expresion de la Rca; mientras que las barras azules representan aquellas que no; la barra

de color amarillo es el promedio de la intensidad relativa de la sefial de los controles C.S.B y C.B.V. El porcentaje de

expresion para cada muestra, se encuentra arriba de cada una de las barras.
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Figura 21. Inmunodeteccion de la proteina Rca (muestras RCA #24 a RCA #30). A) Gel SDS-PAGE al 16%, tefiido con

azul de Coomassie. B) Inmunodeteccién de Rca. C) Intensidad relativa de la sefial. Las barras azules representan

aquellas plantas que no muestran una expresién de Rca mayor que el promedio de los controles; la barra de color

amarillo es el promedio de la intensidad relativa de la sefial de los controles C.S.B y C.B.V. El porcentaje de expresion

para cada muestra, se encuentra arriba de cada una de las barras.
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Figura 22. Inmunodeteccién de la proteina Rca (muestras RCA #31 a RCA #34). A) Gel SDS-PAGE al 16%, tefiido con
azul de Coomassie. B) Inmunodeteccion de Rca. C) Intensidad relativa de la sefial. Las barras rojas representan a las
plantas que muestran sobre-expresion de la Rca; mientras que las barras azules representan aquellas que no; la barra
de color amarillo es el promedio de la intensidad relativa de la sefial de los controles C.S.B y C.B.V. El porcentaje de

expresion para cada muestra, se encuentra arriba de cada una de las barras.
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Figura 23. Inmunodeteccion de la proteina Rca (muestras RCA+A #4 a RCA+A #25). A) Gel SDS-PAGE al 16%, tefiido
con azul de Coomassie. B) Inmunodeteccion de Rca. C) Intensidad relativa de la sefial. Las barras rojas representan a
las plantas que muestran sobre-expresion de la Rca; mientras que las barras azules representan aquellas que no; la
barra de color amarillo es el promedio de la intensidad relativa de la sefial de los controles C.S.By C.B.V. El porcentaje

de expresion para cada muestra, se encuentra arriba de cada una de las barras.
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Figura 24. Inmunodeteccién de la proteina Rca (muestras RCA+A #28 a RCA+A #91). A) Gel SDS-PAGE al
16%, tefiido con azul de Coomassie. B) Inmunodeteccién de Rca. C) Intensidad relativa de la sefial. Las barras
rojas representan a las plantas que muestran sobre-expresién de la Rca; mientras que las barras azules
representan aquellas que no; la barra de color amarillo es el promedio de la intensidad relativa de la sefial de

los controles C.S.B 'y C.B.V. El porcentaje de expresién para cada muestra, se encuentra arriba de cada una de

las barras.
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Figura 25. Inmunodeteccion de la proteina Rca (muestras RCA+A #5 a RCA+A #13). A) Gel SDS-PAGE al 16%,
tefiido con azul de Coomassie. B) Inmunodeteccion de Rca. C) Intensidad relativa de la sefial. Las barras rojas
representan a las plantas que muestran sobre-expresion de la Rca; mientras que las barras azules representan
aquellas que no; la barra de color amarillo es el promedio de la intensidad relativa de la sefial de los controles

C.S.By C.B.V. El porcentaje de expresion para cada muestra, se encuentra arriba de cada una de las barras.
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Figura 26. Inmunodeteccion de la proteina Rca (muestras RCA+A #15 a RCA+A #27). A) Gel SDS-PAGE al
16%, tefiido con azul de Coomassie. B) Inmunodeteccién de Rca. C) Intensidad relativa de la sefial. Las barras
rojas representan a las plantas que muestran sobre-expresién de la Rca; mientras que las barras azules
representan aquellas que no; la barra de color amarillo es el promedio de la intensidad relativa de la sefial de

los controles C.S.B 'y C.B.V. El porcentaje de expresién para cada muestra, se encuentra arriba de cada una de

las barras.
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Figura 27. Inmunodeteccién de la proteina Rca (muestras RCA+A #33 a RCA+A #45). A) Gel SDS-PAGE al
16%, tefiido con azul de Coomassie. B) Inmunodeteccion de Rca. C) Intensidad relativa de la sefial. Las barras
azules representan aquellas plantas que no muestran una expresion de Rca mayor que el promedio de los
controles; la barra de color amarillo es el promedio de la intensidad relativa de la sefial de los controles C.S.By

C.B.V. El porcentaje de expresion para cada muestra, se encuentra arriba de cada una de las barras.

46



35.00

'[%100.00

l

30.00

25.00

20.00

15.00
%37.40 %37.82

10.00

Intensidad relativa de la sefial

) 500 %13.48
RCA 2 %1.93 %0.
46kpa " hiad il o Wickes: 0.00 = ro3 -

2 A A A 7 G
qu qu quq qu g %, 00,,0
R

o B % "4,,,09 s

Figura 28. Inmunodeteccién de la proteina Rca (muestras RCA+A #48 a RCA+A #89). A) Gel SDS-PAGE al
16%, tefiido con azul de Coomassie. B) Inmunodeteccién de Rca. C) Intensidad relativa de la sefial. Las barras
azules representan aquellas plantas que no muestran una expresion de Rca mayor que el promedio de los
controles; la barra de color amarillo es el promedio de la intensidad relativa de la sefial de los controles C.S.By

C.B.V. El porcentaje de expresion para cada muestra, se encuentra arriba de cada una de las barras.
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Figura 29. Inmunodeteccién de la proteina Rca (muestras RCA+A #90 a RCA+A #97). A) Gel SDS-PAGE al
16%, tefiido con azul de Coomassie. B) Inmunodeteccién de Rca. C) Intensidad relativa de la sefial. Las barras
rojas representan a las plantas que muestran sobre-expresion de la Rca; mientras que las barras azules
representan aquellas que no; la barra de color amarillo es el promedio de la intensidad relativa de la sefial de
los controles C.S.By C.B.V. El porcentaje de expresion para cada muestra, se encuentra arriba de cada una de

las barras.
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