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RESUMEN

El presente trabajo se llevé a cabo en varias etapas. Durante la primera
etapa se establecieron y caracterizaron los cuitivos de callos embriogénicos de
maiz utilizando para ello embriones cigéticos inmadures, los cuales se
inocularon en Medio N6 modificado, al cual se le adicionaron 30 g.I'1 de
sacarosa, hidrolizado de caseina y L-prolina. Como reguladores de crecimiento
se utilizaron tres auxinas: Dicamba, MCPPiy 2,4-D; en la etapa de proliferacidn
se agregb la Cinetina. De los componentes orgdnicos se probaron las vitaminas
de! medic MS, ast como una mezcla de aminodcidos y vitaminas denominada
cocktel 20. De los cuafro medios de cultivo que se probaron, todos indujeron
fa respuesta embriogénica.

En la segunda etapa se realizé la curva de tolerancia de los callos obtenidos
del medio Né' a la kanamicina, escogiéndose la concentracion de 155 mg.I™ para
seleccionar las células transformadas después del bombardes. De forma
paralela en la tercera etapa se purificé el DNA plasmidico.

En la cuarta etapa se realizaron los bombardess de los cultivos de callos
que presentaron las mayores tasas de crecimiento (N6' y N63%). Los
bombardeos fueron llevados a cabo con pistola de baja presién a tfres
distancias diferentes: 155, 105 y 8.0 cm, con microproyectiles de tungsteno
de 0.4 um de didgmetro (MB), bajo un vacio de 20-22 in Hg y una presion de
helio de 120 psi,

Los microproyectiles se encontraban cubiertos con el DNA del pldsmido
pBI426, el cual incluye una doble copia del promotor 355 del Virus del Mosaico

de la Coliflor, fusionado a las secuencias codificadoras de los genes de gus

viii



(reportero) y nptLI (marcador selectivo), asi como la secuencia de termino de
la nopalina sintetasa (Nos Ter) y el aumentador de la transcripcion del Virus
del Mosaico de la Alfalfa (AMV).

A los caflos bombardeados se les determing la actividad de f-gus 48 horas
después de realizado el bombardeo caon el fin de medir la eficiencia en la
transferencia del DNA plasmidico. Enseguida, la mitad de los callos
bombardeados fueron colocados en el medio de proliferacién y la otra mitad se
transfirié a medio de proliferacién al cual se le afiadié la kanamicina para la
celeccién de las células transformadas. La regeneracién de las plantas se fevé
a cabo reduciendo de manera gradual, subcultive tras subculiivo, el contenido
del hidrolizado de caseina, Ja L-prolina, la cinetina y las auxinas en un 25% de la
concentracién original del medio de proliferacion.

De los callos bombardeados, se obtuvo la regeneracién de plantas completas
provenientes de la germinacién de embriones somdtices, asi como la formacién
de roices y hojas, que eventuaimente, fueron probedas para determinar la
actividad de B-gus. Los resultados de esta determinacién demostraron que ios
callos embriogénicos del medio N6* eran mejores blancos para el bombardeo
que los callos del medio N6®. En busca de las condiciones que no provocaran
demasiado dafio a las células blanco, se establecié una distancia de 13 ¢m entre
el filtro del bombardeador y el callo.

Los mejores resuftados se obtuvieron en cultivos de callos del medio N&*
bombardeados a 13 cm de distancia, los cudles no fueron sometidos al agente
selectivo. De estos callos se logré la regeneracién de plantas completas, a las
cuales se les determind la actividad de p-gus, obteniendo como resultado que
un 71% de las plantas probadas resulté positivo, presenfando niveles de

expresidn de gus regulares y buenos en todos los tejidos probados,



De esta forma se establecieron las condiciones menos agresivas para la
transformacién de células embriogénicas de maiz (Zea mays raza tuxpefio) por
medio del bombardeo de particulas. Mediante la determinacién sistemdtica de
la actividad de B-gus en los callos bombardeados y las plantas regeneradas se
demostré, la expresidn estable en las células embriogénicas y la obtencion de

plantas totalmente transformadas.



I. INTRODUCCION

Los cereales fueron de las primeras plantas en ser domesticadas
aproximadamente 10 mil afios antes de nuestra era. Esta seleccién hecha por
el hombre ha sostenido el desarrollo de la civilizacion humana, proveyendo
invaluables fuentes de alimentacién y nutrientes provenientes del trigo, arroz,
maiz, cebada, sorgo, etc. Actualmente los cereales forman la parte central de
la agricultura mundial y proveen mds de la mitad de los alimentos consumidos
por el hombre. Es por estas razones que el mejoramiento de los cereales ha
sido el principal objetivo de los fitomejoradores en los (ltimos 50 afios, esto ha
dado como resultado un incremente en la produccidn y la calidad alimenticia de
las plantas que pertenecen a este grupo. Sin embargo, tales incrementos no
pueden ser sostenidos indefinidamente, debido a que el fitomejoramiento
tradicional es un proceso lento y cuidadoso que tiene fuertes limitaciones
biolégicas. Otro factor que hace insostenible esta situacidn, es el gran
aumento de la poblacién mundial ya que disminuye la disponibilidad de [a tierra
cultivable y agota las ya disponibles (Vasil, 1994)

Debido a lo arriba mencionado las técnicas de la biologia celular y molecular
se han convertido en poderosas herramientas para complementar el
fitomejoramiento tradicional, permitiendo el acceso a un amplio banco genético
a través de la transferencia de genes con caracteristicas deseables entre dos
especies sin importar su relacién taxondmica.

La transformacidn genética de especies vegetales de interés agrondmico, se
basa en la introduccidn, integracién y expresién de genes en células vegetales
que, posteriermente por medio de las técnicas del cultiva de tejidos permiten

la regeneracién de plantas transgénicas, siendo un requisito bdsico para la




obtencién de las mismas, la regeneracidn eficiente de plantas normales y
fértiles. Esto dltimo ha sido muy dificil de obtener en las gramineas debido a
su naturaleza recalcitrante al cultivo i vitro. Este obstéculo ha pedido ser
rebasado por medic del cultivo de tejidos inmaduros e indiferenciados en
estados definidos del desarroffo, sobre medios nutritivos con altas
concentraciones de auxinas sintéticas fuertes (ej. 2,4-D) que han permitido la
regeneracién de plantas de los cereales de mayor importancia (Vasil, 1994).

Entre las técnicas novedosas para la transformacion de células y tejidos
intactos destaca el bombardeo de particulas, que emplea microproyectiles
metdlicos impulsados a altas velocidades para infroducir DNA o RNA en las
células vegetales (Sanford ef al, 1987; Christou et o/, 1988). El primer
reporte en el que se utilizé un dispositivo de bombardeo fue hecho por
Sanford et al. en 1987, quienes introdujeron particulas de tungsteno cubiertas
con el RNA del Virus del Mosaico del Tabaco en células epidérmicas de cebolla
(Aftium cepa). En ese mismo afio se reporta la introduccién de DNA plasmidico
también en células de cebolla (Klein et al., 1967).

En monocotileddneas, los primeros cereales transgénicos se obtuvieron por
transferencia directa del DNA por medio de la electroporacién y tratamiento
con polietilenglicol de protoplastos. Estos experimentos fueron Hevados a cabo
con maiz (Rhodes et af, 1988), arroz (Zhang & Wu, 1988) y un pasto forrajero
(Horn et al, 1988). Hasta 1990 esta estrategia permanecid como la via
principal para transformar monocotiledéneas.  En afios recientes, la
transformacién por medio del bombardeo de parficulas cubiertas con DNA, se
convirtié en la técnica mds utilizada para transformar cereales. Ejemplos del
éxito obtenido al utilizar esta técnica son los siguientes casos: la resistencia

de arroz a la infestacién por insectos, es mediada por la presencia de proteinas




de Baciflus thuringrensisy fue obtenida -gr'acias a la introduccién de genes que
codifican para estas proteinas, via la electroporacisn de protoplastos
(Fujimoto et al, 1993); posteriormente esta misma resistencia fue lograda en
maiz usando el bombardeo de particulas cubiertas con DNA (Koziel ef af,
1993). Lo mismo sucedié con la resistencia al virus del rayado mediada por
proteinas de la cdpside, cuyos genes se introdujeron en arroz, mediante la
transformacién de protoplastos (Hayakawa et af, 1992), esta respuesta
también fue obtenida en mafz y cebada por medio del bombardeo de particulas
(Murry ef af, 1993; Wan y Lemaux, 1994). La resistencia a sulfonilurea (un
herbicida) se obtuvo utilizando el gen als de Arabidopsis thaliana, el cual fue
introducido en maiz por medio del bombardee de particulas. Asimismo la
resistencia a otro herbicida, el glufosinato, conferida por el gen bar de
Streptomyces hygroscopicus fue también introducida en varias gramineas
como: maiz (Gordon-Kamm e# al, 1990), arroz (Christou et al, 1991), trigo
(Vasil ef af, 1992), sorgo (Casas ef af, 1993}, cebada (Wan & Lemaux, 1994),
centeno (Castillo ef al, 1994) y triticale (Zimny et af, 1994) de la misma
forma.

Debido a la alta eficiencia de esta técnica para introducir el DNA en las
células, tejidos u drganos y la regeneracién de los mismos, parece ser el mejor
método para lograr una transformacién genotipo-independiente en muchos
cultivos de importancia agrondmica, traspasando asf la limitacién impuesta por
la especificided de Agrobacterium sp. para infectar dicotiledéneas y las
dificultades asociadas a la regeneracién de plantas normales y fértiles en
sistemas como los de protoplastos o las células en suspension. Debido a{la
naturaleza fisica de la técnica mencionada, teéricamente no existen

limitaciones biolégicas importantes para este proceso de introduccién del DNA,



de esta forma el genotipo no es un factor limitante.

La finalidad del presente trabajo fue el establecimiento de las condiciones
éptimas para la transformacidn de células embriogénicas de maiz (Zea tnays)
por medio del bombardeo de particulas cubiertas con el pldsmido pBI426. Con
este objetivo se utilizaron embriones cigéticos inmaduros de maiz de la raza
tuxpefio para esfablecer los cultivos celulares, ya que en estudios anteriores
(Garcia et af, 1998) habian demostrade tener capacidad para la formacion de
cultivos embriogénicos.

Este pretende ser un primer paso en el establecimiento de programas de
mejoramiento de razas criollas de maiz mediante la transformacién genética
por medio del bombardeo de particulas con genes reporteros y de marcadores
selectives, para posteriormente introducir genes que codifiquen para

caracteristicas agrondmicas deseables.



IT. ANTECEDENTES

1.0 Embriogénesis somdtica.

La embriogénesis somdtica, también Hamada asexual o adventicia, es el
proceso mediante el cual las células somdticas se desarrollan y dan origen a
plantas completas a través de estados embriogénicos caracteristicos (globular,
corazén y torpedo en dicotileddneas) sin que ocurra la fusion de gametos
(Williams & Maheswaran, 1986 citados por Fransz & Schel, 1991a).

De esta manera un embridn somdtico se puede definir como una estructura
bipolar producida de manera asexual (Raghavan et al, 1978) sin conexidn
vascular con el tejido madre. Los embriones asi formados son también
denominados singdmicos (mds que embriocides) pueste que son estructural y
biequimicamente semejantes a los embriones cigéticos (Ammirato, 1987).

La embriogénesis somdtica es un fendmeno natural bien conocido. En
muchos miembros de las Rutaceas especialmente en ffrus spp. los embriones
se desarrollan de la nucela o el tegumento circundante (Esan, 1973 citado por
Ammirato, 1983). También se ha observado que, de forma natural, los
embriones pueden desarroliarse de una gran variedad de tejidos entre los
cuales se encuentran el saco embrionarie, las sinérgidas, las antipodas, el
embridn o el dvulo mismo.

Afortunadamente este fendmeno ha sido observado de manera frecuente,
en muchas especies y familias para demostrar que no es un hecho restringido a
unos cuantos taxa. Por lo tanto, existe la posibilidad de que células de
cualquier planta bajo el estimulo y las condiciones adecuadas puedan ser

inducidas a manifestar el patrén embriogénico (Ammirato, 1983). De hecho,



son mds numerosos los fenotipos celulares que presenian embriogénesis
somdtica /n vitro que aquélos que la presentan /n vivo.

La formacién de embriones somdticos puede ocurrir en dos rutas (Sharp et
al, 1980). Ciertas células necesitan dnicamente ser colocadas sobre un medio
basal simple para comenzar el desarrollo embriogénico, mientras que otras
requieren de un medio mds complejo, en el cual se necesita del suministro de
algtin regulador del crecimiento, que generaimente, es una auxina. En el primer
caso las células se encuentran predeterminadas para el desarrollo
embriogénico, necesitando solamente las condiciones adecuadas para permitir
su manifestacién. En esta ruta conocida como embriogénesis directa, los
embriones proceden de las “Células Predeterminadas para la Embriogénesis”
(Kato & Takeuchi, 1966; Konar & Nataraja, 1965, citados por Sharp et al.,
1980). Esto ha sido observado frecuentemente en embriones cigdticos
extirpados o en las pldntulas que surgen de los mismos, usualmente en la regién
del hipocétilo.

En el segundo caso, el de la embriogériesis indirecta, las ¢élulas del explante
se encuentran ya diferenciadas o formando parte de zonas meristemdticas y
tejidos maduros. En esta ruta es necesario un tratamiento de induccién para
obligar a la redeterminacién de esas células diferenciadas y el desarrollo de
células embriogénicas determinadas. La embriogénesis indirecta proviene de la
induccién y desarrollo de “Células Embriogénicas Determinadas” (Halperin,
1966: Steward et al, 1970, citados por Ammirato, 1987)

El proceso de embriogénesis somdtica es sumamente complejo, dificit de
caracterizar y se le ha descrito como de tipo eminentemente pléstico en su
desarrollo (Ger! et af,, 1994). Esta plasticidad es el resultado de cambios en la

extensién de las etapas de la diferenciacién y el desarrolio de los embriones



somdticos. En comparacién con la secuencia normal de dichas etapas, algunos
cambios pueden ser prematuros o sufrir algin retraso, la longitud de su
expresién puede alargarse o acbrtarse, y los efectos pueden ser manifestados
a niveles celulares de tejidos u drganos. Ademds de esto, los embriones
somdticos responden a modificaciones en ef medio de cultiva, mativo por el cual
las secuencias morfogenéticas pueden ser afectadas (J. de Jong et af,, 1993).

Existe la posibilidad de que la embriogénesis somética, tanto /n vivo como n
vitro, esté regulada por mecanismos represores, y que la ausencia de os
mismos, determine su expresién (Carman, 1990). Entre los factores mds
importantes para la induccién de la embriogénesis somdtica se encuentran: el
genotipo, la efapa de desarrollo del explante (Tomes & Smith, 1985), los
constituyentes del medio de cultivo (Duncan ef al,, 1985), la presion osmética
del medio de cultivo (Close & Ludeman, 1987; Brown et al, 1989), el
metabolismo del nitrégeno (Dougal & Verma, 1978), la luz y la temperatura,
entre otros

El crecimiento y desarrolle de embriones a parfir de tejidos somdticos por
medio del cultivo de tejidos vegetales, fue descrito primero por Steward en
1958, asi como por Reinet en 1958 y 1959 (citados por Ammirato, 1983);
quienes utilizaron como explante fa raiz principal de zanahoria (Daucus carota
L)

Las principales etapas en que se divide la embriogénesis somdtica son:
induccién, crecimiento femprano, maduracién y germinacién.

En la actualidad, la lista de especies vegetales que presentan capacidad
embriogénica in vitro se ha ido incrementado gracias al esfuerzo y la acertada
eleccién de un gran nimero de tejidos utilizados como explantes para la

induccién de embriogénesis. Esta eleccién se ha enfocado principalmente a



tejidos jdvenes como los embriones inmaduros, hojas, talles, peciolos,

microsporas, polen, efc.
1.1 Embriogénesis somdtica en maiz.

Entre las especies vegetales que tradicionalmente habian demostrado ser
recalcitrantes al cultivo i witro se encuentran las gramineas (cereales y
forrajeras), de las cuales actualmente se ha lograde obtener cultivos
embriogénicos gracias al uso de embriones maduros e inmaduros, asi como de
tejidos no embriogénicos tales como: hojas inmaduras, meristemos primarios
de raiz y tallo e inflorescencias inmaduras principalmente.

Los primeros esfuerzos para establecer la regeneracién de plantas de maiz
por medio del cultivo in vitro fueron hechos por La Rue en 1949 sin mucho
éxito (Santos et al, 1984).

Hasta 1975 se disponia de cultivos de células de maiz establecidos a partir
del endospermo, de secciones de plantas recién germinadas, de inflorescencias
inmaduras y embriones maduros, en los cuales no se habia podido obtener la
regeneracion de planfas. Pero en ese mismo afio, Green & Phillips reportaron
por vez primera la regeneracién de plantas de maiz por medio del cultivo de
cailos totipotentes. Estos autores establecieron que el uso de embriones
inmaduros con una edad de 18 dias después de la polinizacién, inoculados en
medio MS modificado y suplementado con 2.0 mg.l™ de 2,4-D, eran las mejores
condiciones para generar cultives de calios a partir del escutelo de los
embriones inmaduros (Green & Phillips, 1975).

Sanchez de Jimenéz & Albores, 1979 reportaron el efecto del 24-D y el

MCPP en la induccién de callo generado de embriones maduros, tallo y raiz de




diferentes genotipos criollos de maiz; encontraron gque el MCPP puede
reemplazar el uso del 2,4-D en la induccidn y mantenimiento de los callos de
maiz.

Torné et al, 1980 lograron el establecimiento de cultivos de callos a partir
de mesocdtilos obtenidos de la germinacin in vitre de embriones inmaduros de
maiz.  Estos cultivos fueron iniciados y mantenidos sobre medioc MS
modificado. La regeneracion de plantas completas se llevé a cabo colocando a
los callos generados durante 40 dias en el mismo medio de induccion adicionado
con 0.25 mg.l"! de 24-D y 1.0 mgl' de NAA, los brotes finalmente se
transfirieron a un medio libre de 2,4-D pero con NAA y 2ip.

Lu ef af, 1982 fueron los primeros en reportar fa regeneracién de plantas
completas de maiz por medio de la embriogénesis somdtica, utifizande como
explante embriones cigéticos inmaduros de 1.0-15 mm de longitud de 12
gendtipos de mafz.  Sus experimentos mostraron que el medioc MS
suplementado con 0.5 mg.l” de 2,4-D y 12% de sacarosa fueron las mejores
condiciones para la produccién de callos embriogénicos escutelares.
Observaron también que algunos genotipos producian mds embriones somdticos
que otros.

Green & Rhodes, 1982 fueron los primeros en describir un tipo de catio
friable de maiz, el cual contaba con un rdpido crecimiento y una gran capacidad
para regenerar planfas via embriogénesis somdtica. Este tipo de callos pueden
ser iniciados y mantenidos sobre medio MS o N6 adicionado con 0.5-1.0 mg.t?!
de 2.4-D. Los cultivos embriogénicos surgieron directamente del escutelo de
los embriones inmaduros o de manera espontdnea comoe puntos de crecimiento
aislado en los cultives embriogénicos de tipe compacto.

Tiempo después estos callos embriogénicos fueron denominados, los




compactos, como callos tipe I, y los friables, como callos tipo IT (Green et af,
1983, citado por Fransz y Schel., 1991b),

Vasil et af, 1983 observaron que la mdxima proliferaciéon de callos
generados a partir de la region nodai del eje embrionario de embriones
inmaduros de maiz, se obtuvo en medio MS adicionado con 0.5-1.0 mg.I"! de 2,4-
D y 6-12% de sacarosa, pero sélo a bajas concentraciones del 2,4-D (0.25-0.5
mg.1™") y sacarosa (3%) se pudo llevar a cabo la morfogénesis.

Chang, 1483 logré la regeneracior; de plantas compietas de maiz utilizando
como explante tejidos de hojas obtenidas de embriones cigdticos inmaduros
germinados /n vitro, los callos derivados de estos tejidos fueron iniciados y
mantenidos sobre medio MS suplementado con 2.0 mg.l'1 de 2.,4-D, también se
observé la formacién de hojas y posteriormente plantas, pero sélo cuando los
callos fueron transferidos a medio N6 con 2.0 mg!! de 24-D y 0.1 mg.[” de
zeatina.

Santos ef af; 1984 propusieron un método alternativo para la cbtencién de
tejidos fotipotentes de maiz. Estos autores lograron la proliferacién de
cultivos de callos a los cuales llamaron “meristemdticos”, pues observaron que
es el meristemo nodal el que da origen a este tipo de callos. Resaltaron la
posibilidad de que éste sea un meristemo hipertrofiado originado durante el
establecimiento del cultivo, el cual puede crecer y originar plantas de la misma
manera en que lo hacen los callos totipotentes. Estos callos fueron obtenidos
del primer nodo de pldntulas que provenian de la germinacién de semillas /n
vitro. La germinacién de las semillas y la induccién de los cultivos de callos se
llevaron @ cabo en medio MS suplementado con 2.0 mgl! de 2,4-D, la
diferenciacién de brotes se realizé en el mismo medio reduciendo el 2,4-D a

0.25 mg.I"y afiadiendo 1.0 mg.I" de NAA mds 0.05 mg.t" de 2ip, la regeneracién



se llevé a cabo eliminando el 2,4-D del medio anterior. Como parte de los
esfuerzos anteriores Torné et al, 1984 utilizaron embriones inmaduros de
diferentes cultivares de maiz, los embriones fueron colocados en medio MS
suplementado con 2.0 mgl* de 2,4-D y colocados en luz, estas condiciones
provocaron la germinacién anémala de los mismos, dande origen a lo que han
sido llamados "tejidos atrofiados’, los cuales fueron utilizados para el
establecimiento del cultivo de callos. Se observé que el mismo medio utilizado
en la germinacion de las semillas produjo dos fipos de callos fotipotentes: los
callos meristemdticos y callos de un color amarillo-blanquecino. ambos fueron
capaces de regenerar plantas.

Lowe et af, 1985 lograron la regeneracién de plantas completas por medio
de la organogénesis y embriogénesis somdtica en la linea B73 de maiz.
Inocularon embriones inmaduros sobre medio MS adicionado con 0.5 mg!™ de
24-D y 12% de sacarosa, como resultado obtuvieron callos escutelares de
color blanco y consistencia compacta. Al transferir estos callos al mismo
medio pero con 2% de sacarosa se formé un callo organogénico de color verde,
el cual pudo ser separado del callo compacto. Se observé ademds que un sector
del callo organogénico puede volverse embriogénico de manera espontdneq,
pudiendo ser seleccionado fdcilmente por su friabilidad y rdpido crecimiento.

Kamo ef al, 1985 reportaron el efecto benéfico del medio N6 sobre la
produccién de callos embriogénicos friables a partir de embriones inmaduros
de la linea A188 de maiz. Observaron que la utilizacién de embriones cigéticos
inmaduros de 1.7 mm de longitud sobre medio N6, al cual se le adicionaron 0.5
mgl! de 2,4-D, 2% de sacarosa y 20 mM de prolina, son ias mejores
condiciones para el establecimiento de cultivos de callos embriogénicos

friables. Al pasar los callos generados a un medio sin 2,4-D con 6% de



sacarosa se favorecié la formacion de plantas. Estas condiciones les
permitieron la regeneracidn de plantas con tan sélo un 5-10% de anormalidades
fenotipicas (hojas rizadas o manchadas y achaparramiento).

Armstrong & Green, 1985 reportaron el efecto de la fuente de nitrégeno vy
la adicién de L-prolina sobre la formacidn de callos embriogénicos friables
utilizande como explante embriones inmaduros de maiz. Establecieron que la
adicién de hasta 25 mM de prolina al medio N6 incrementaba la frecuencia de
formacién de callo embriogénico friable y embricnes somdticas, mientras que la
adicion de 9 mM de prolina al medio MS no estimula la formacion de embriones,

Novak et al, 1987 probaron 60 lineas de maiz y un hibrido por su capacidad
para la formacidn de embriones somdticos y la regeneracion de plantas, La mds
alta frecuencia de regeneracion de plantas fue expresada en la linea CH131;
cuando esta linea fue cruzada con otra linea sin capacidad regenerativa, los
hibridos resultantes F, y BC, expresaron capacidad regenerativa, Los
resultados de cruzas reciprocas demostraron que los principales responsables
de la formacion de callos embriogénicos y la regeneracién in wtre de plantas de
maiz son genes nucleares y factores citopldsmicos. También evaluaron la
variacién semaclonal inducida por radiacicnes y, concluyendo que probablemente
no es cualitativamente diferente de la provocada por el cultivo in vitro, de
manera que podrian utilizarse las radiaciones y para la induccidn de variabilidad
genética en lineas mejoradas de maiz.

Wilkinson & Thompson, 1987 analizaron {a relacidn del genotipo con el medio
de cultivo sobre la obtencién de callo regenerable. Estos autores, al igual que
otros, resaltaron una vez mds la dependencia de la respuesta morfogenética /n
vitro del genotipo, el cual implica una gran variedad gendmica, Close &

Ludeman, 1987 demostraron que la embriogénesis somdtica puede ser inducida




por una varieded de reguladores del crecimiento vegetal, que presentan una
accidn parecida a la de las auxinas y que a pesar de las diferentes respuestas
dependientes del genotipo, algunos reguladores del crecimiento como
cloramben, dicamba y fricamba son capaces de inducir la respuesta
embriogénica en altas frecuencias en algunas fineas de maiz. Observaron
ademds, que la adicién de manitol (0 hasta 0.28 M) y ABA (0.5-1.0 mgl™) en
combinacién con varias concentraciones de sacarosa (3-12%) incrementaban la
embriogénesis, sugiriendo un requerimiento osmdético adicional en algunos
genotipos,

Kamo ef af, 1987 lograron la formacion de callo embriogénico a partir de
protoplastos de maiz derivados del hibrido A188XB73, Los protoplastos
fueron aislados a partir de cultivos embriogénicos en suspensién derivados de
callo embriogénico friable, el cual habia sido aislado de callos compactos
producidos por embriones inmadures. El medio de cultivo de los protoplastos
fue el N6 con una concentracién ptima de 4.0 mg.l"' de 24-D y 0.3 M de
manitol para inducir la divisién célular.

Wang, 1987 obtuve la regeneracidn de plantas de maiz en cuitivos de callos
embriogénicos y organogénicos establecidos a partir de embriones maduros,
sobre medio MS suplementado con 1-2 mgl? de 2,4-D. Observaron también
que el callo crecia mds lentamente y era compacto cuando se afiadian altas
concentraciones de sacarosa, la concentracion optima de este compuesto a la
cual se obtuvo la mayor induccién de callo fue de 2%.

Songstand ef al, 1992 obtuvieron la proliferacion de callo embriogénico
friable utilizando como explante inflorescencias inmaduras de maiz, las cuales
inocularon sobre medio Né suplementado con 1.0 mg.l” de 2 ,4-D, 100 mg.|" de

caseina y 25 mM de prolina. La adicién de 10 uM de AgNO3 al medio, aumentd



significativamente la formacién de este tipo de callo.

Zhong et al, 1992 regeneraron planfas de maiz colocando la parte apical de
pléntulas obtenidas de la germinacién de semillas i vitro. El explante fue
colocado en medio MS con 500 mg.l” de caseina y 9 pM de BA. La formacidn
de brotes se obtuve adicionande a este mismo medio 2.25 pM de 2,4-D, la
formacién de callo embriogénico se observé cuando se redujo la concentracién
de BA a 4.5 pM y se afiadid la misma concentracién de 2,4-D que en el caso de
la formacién de brotes. La regeneracion de las plantas se realizé en medio MS
con 2.25 pM de BA+1.8B pM de IBA,

Emons ef af, 1993 demostraron que manipulando los niveles de dcido
abscisico, dcido giberélico, L-prolina, manitol y sacarosa en el medio de cultivo
se puede regular el desarrollo de los embriones somdticos, para mejorar de
esta manera su frecuencia y uniformidad de maduracion y por afiedidura la
regeneracion, '

Emons & Kieft, 1995 demestraron la influencia del manitol sobre el
potencial embriogénico de callos obtenidos de embriones inmaduros. Este
compuesto actla como un agente que mantfiene la competencia para
embriogénesis mds que para rizogénesis e inhibe la germinacién precoz de los
etnbriones.

Puesto que la regeneracién vegetal via embriogénesis somdtica se da a
partir de una sola célula o en algunos casos de algunas cuantas células, este
tipo de regeneracidn es importante para la produccidn vegetal y la
biotecnologia en procesos tales como la propagacion clonal, multiplicacién de

hibridos Fy y especialmente para la transformacién genética (Gordon-Kamm e?

al, 1990)



2.0 Bombardeo de particulas o biobalistica.

Durante miles de afios el dnico método disponible para la introduccidn de
nuevas caracteristicas en las plantas fue el fitomejoramiento tradicional, que
implica la seleccién de individuos con caracteristicas deseables, seguida de la
hibridacién sexual y finalmente la seleccién de las plantas con el fenotipo
deseado. La desventaja de este proceso estriba en que para producir una
nueva variedad se necesitan de 10 a 15 afios.

La ingenieria genética vegetal no sélo puede acelerar este proceso, también
permite la transformacién vegetal al introducir genes, ya sea por hibridacién
somdtica o utilizando una amplia gama de técnicas desarrolladas con el mismo
fin. Entre la amplia variedad de técnicas utilizadas para la transformacion
genética de células vegetales se encuentran las que van desde el sistema
natural de transferencia genética por medio de Agrobacterium sp. y el
tratamiento quimico de protoplastos con polietilenglicol, hasta los
procedimientos fisicos que incluyen la electroporacién de protoplastos y
tejidos, la microinyeccidn, la transformacion mediada por fibras de carburo de
silicic y el bombardeo de particulas (Southgate et a/, 1995).

En log dltimos afios la técnica del bombardeo de particulas se ha convertido
en un método rutinario y confiable para la produccién de plantes transgénicas.
Esta se basa en la aceleracién de microproyectiles (tungsteno u oro) cubiertos
con DNA por medio de una descarga explosiva o un gas presurizads (ej. Didxido
de carbono, nitrégeno o helio) hasta una velocidad suficiente para penetrar la
pared celular. Una proporcidn de las células blanco permanece viable y el DNA
una vez integrado al genoma vegeta! puede ser expresado. (Southgate ef af,

1995; Vain ef af, 1995). Esta técnica ha sido ampliamente aceptada y ademds



de extender el rango de organismos que pueden ser genéticamente
transformados con diferentes fines, también tiene amplias aplicaciones en el
campo de la biologia molecular, donde se han desarrollado sistemas de
expresién transitoria para monitorear de manera rdpida la respuesta de los
genes a factores ambienfales, genéticos y tejido-especificos (Klein &
Fitzpatrick-McElligott, 1993).

Muchos métodos de transfortmacién estdn restringidos a un tipo de
explante en particular: ejemplo de esto es la transformacidn mediada por
fibras de carburo de silicio que requiere de células en suspensién para llevarse
a cabo, o la electroporacién de protoplastos los cuales necesitan bastante
tiempo para su establecimiento y mantenimiento. Comparade con estas
técnicas de transformacién, el bombardeo de particulas permite la
transformacidn de una gran variedad de células y tejidos vegetales tales como:
células en suspension, callos, protoplastos, tejides meristemdticos, embriones
inmaduros, protocarmos, coleoptilos y polen. Es asi como el bombardeo de
particulas cubiertas con DNA ha demostrado ser una técnica de fdcil empleo,

versatil y eficiente (Southgate et af, 1995).

2.1 Factores que afectan la transformacion de las células vegetales por
medio del bombardeo de particulas cubiertas con DNA.

2. 1.1 Construccion del DNA.

La recuperacién de células vegetales transformadas  requiere
construcciones de genes, que aseguren una produccién eficiente de un producto

proteico funcional, en las células blanco. Las construcciones comdnmente



usadas en la transformacién de células vegetales consisten de una unidad de
expresion que confiene una regién promotfora, un sitio de iniciacién de la
transcripeion, una porcién 5' de la secuencia lider no traducible junto con un
sitio de unién mdltiple sintético y una sefial de poliadenilacién. El sitio de unién
maltiple cuenta con varios sitios dnicos de restriccién, lo cual permite la
insercién de secuencias codificantes derivadas de genes procariéticos o
eucaridticos, incluyendo secuencias gendmicas con intrones o cDNAs. Esta
estructura permite la construccién de una gran variedad de unidades de
expresion, que en combinacién con genes reporteros, permiten una rdpida
deteccién del DNA transferido y la recuperacién de células transformadas
mediante los marcadores selectivos. La presencia del DNA introducido en las
células vegetales puede ser demostrada en las 24 horas posteriores al
bombardeo por medio de un ensayo de expresidn transitoria. Estas pruebas se
basan en la expresién de genes llamados “reporteros”, los cuales pueden
expresarse en las células adn sin haberse integrado ol genoma. De esta forma
estos genes reporteros son utilizados para demostrar la transferencia del
DNA a las células vegetales, asi como para estudiar los efectos sobre la
expresion génica debidos a las modificaciones en la construccidn del DNA
transformante (Morrish et af, 1993).

Los ensayos de expresién transitoria requieren de un producto que sea
rdpido y fécil de monitorear. El sistema reportero de gus, desarrollado por
Jefferson ef al en 1987 utiliza el gen bacteriano widA que codifica para la
enzima p-gus, la cual actdia sobre el sustrato X-gluc y forma un producto que al
oxidarse produce un precipitado color azul, de esta forma las células
transformadas pueden ser identificadas por su coloracin azul. Aunque este

sistema ha sido el mds utilizado en la transformacién de cereales, también han



sido probados genes reporteros que codifican para la produccion de
antocianinas (¢Z, 8 y R), luminicencia {Luciferasa, LUC) y el de la cloranfenicol
acetil transferasa (CAT) (Morrish ef af,, 1993).

Los genes introducidos requieren de un promotor para peder ser
expresados en las células blanco, el cual puede ser de arigen bacteriano, viral o
vegetal. El promotor 355 del Virus del Mosdico de la Coliflor (CaMV 355 por
sus siglas en inglés) se ha empleado frecuentemente con varios grados de éxito
en muchas especies vegetales, algunas veces en una doble o triple copia para
incrementar la expresion del gen introducido (Bekkaoui ef af,1990; Charest ef
al, 1993, citados por Southgate ef af, 1995). Sin embargo, aunque el CaMV
355 funciona muy bien en la mayoria de las dicotileddneas, no ha sido tan
efectivo en monocotiledéneas (Christensen et af, 1992, citado por Southgate
et al, 1995). Por esta razén se ha probade adicionalmente la accién de otros
promotores en células de maiz, cebada, frigo y arroz, para lograr un
incremento en la expresién génica. Chibbar et al, 1993 compararon la
eficiencia de distintos promotores en la transformacion de células de cebada
por medio del bombardeo de particulas. Sus construcciones incluyeron a los
promotores de la alcohol deshidrogenasa de maiz (Adhl) y el de la actina de
arroz (Actl), unidos a su respectivo primer intrén, asi como los promotores
355 del CaMV y el aumentador de ia trancripcién 355 (E355) dﬂph’cado,
fusionados al primer intrén de la Adh! de maiz o al primer intrén del locus del
achaparramiento del maiz (sh1), respectivamente, Todas estas construcciones
estaban ligadas al terminador de la nopalina sintetasa (nos). Los mds altos
niveles de expresién fueron obtenidos con el promotor de ia actina de arroz
(Actl) junto con su primer infrén, seguido por el E355 unido al intrén del shl

(Chibbar et al, 1993, citado por Southgate et al., 1995).
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El uso del promotor de maiz de la Adhl ligado a su primer intrdn en
células de maiz dio como resultads un incremento en la expresion génica en
comparacion con la expresion del CaMV 355 (Reggiarde et af, 1991, citado por
Southgate et o/, 1995). Sin embarge estudios llevados a cabo con maiz y arroz
en los cuales se utilizaron los promotores de la Adh! de maiz y el CaMV 355,
ambos con el primer intrén de la AdhL mostraron solo un ligero incremento en
la expresion de la Adhf (Bekkaoui ef af, 1990 Luehrsen & Walbot, 1991,
citados por Southgate et af, 1995). Estos resultados resaltan la importancia
del primer intrén de la Adh! de maiz el cual tiene un efecto considerable sobre
fa expresién génica en monocotileddneas.

Taylor et al, 1991, citados por Southgate ef af, 1995 utilizaron el promotor
del gen de la ubiquitina de maiz (Ubif) con su primer exén y primer intrén en la
transformacion de células de maiz, frigo, Panicum maximum, Pennisefum
Glawcum, P, purpureum y Saccharum of ficinarum. En todos los casos los niveles
de expresidn de gus fueron superiores con el Ubil, que con el Adhly su primer
intrén,

Los promotores se pueden expresar de manera constitutiva, tejido-
especifica o ser caracteristicos de un estado del desarrollo.  Su
caracterizacion y andlisis funcional es importante para el desarrollo de
secuencias que proporcionen fa expresion de genes en los sitios en que son
requeridos, por ejemplo, la expresién de genes de protfeinas de reserva en el
embridn o en tallos y hojas para la proteccién contra insectos o virus (Morrish
et al, 1993).

Las construcciones de genes fambién han sido utilizadas para la
introduccién de marcadores selectivos para la recuperacion de las células

transformadas. Entre los genes utilizados se encuentran, el nptIl que codifica



para la neomicina fosfotransferasa, confiriendo resistencia a los antibiéticos
neomicina, kanamicina, geneticina y paramomicina, el gen Apt que confiere
resistencia a la higromicing, los genes como el bar o el pat, que codifican para
la fosfotricina acetiltransferasa que confiere resistencia al herbicida bialafos

(Southgate et al., 1995).

2.1.2 Naturaleza de los microproyectiles y pardmetros refacionados con ef
disparo. :

El éxito del bombardeo con microproyectiles depende de la penetracién de
los tejidos vegetales y la transferencia del DNA con dafic minimo para las
 células blanco. Entre los pardmetros relacionados directamente con el
bombardeo se encuentran los siguientes:

La naturaleza y ef tamafio de fos microproyectiles, éstos deben ser lo
suficientemente pequeiios para penetrar los tejidos sin causar dafio excesivo a
las células, pero suficientemente grandes y densos para llevar cantidades
significativas de DNA y alcanzar el momento adecuado que les permita
penetrar las paredes y capas celulares profundas.

Birch & Franks, 1990, citados por Southgate ef af, 1995 observaron que
particulas con un didmetro de 08-1.2 gm fueron las mejores para la
transformacion de células vegetales grandes, mientras que Klein et af, 1988
reportan que el uso de particulas de fungsteno con didmetro de 1.2 ym da
niveles mayores de expresidn en células de maiz que cuando se utitizan
particulas de 0.6 6 2.4 ym de didmetro.

La forma y naturaleza de los microproyectiles puede también influir la

transformacién, tedricamente las particulas esféricas causan menos dafio a las
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células. En general las particulas de tungsteno tienen una superficie irregular
y tienden a aglomerarse durante la precipitacién del DNA a su superficie,
mientras que las de oro son casi esféricas y tienden a permanecer mds tiempo
separadas. Es requisito también que las parficulas sean de materiales
relativamente inertes para minimizar la interaccién con el DNA adherido y las
células blanco, asi como los cuidades durante su precipitacién con el DNA,

Algunes sistemas de transformacién utilizan microproyectiles de tungsteno
u oro. El tungstenc es mds barato y se encuentra disponible en una gran
variedad de tamafios pero es téxico para ciertos fipos celulares, ademds puede
sufrir oxidacién superficial, lo que afecta la eficiencia de adsorcién y degrada
el DNA adherido. El oro es bisldgicamente inerte y no resultd ser téxico para
las células utilizadas por Sanford ef af, 1993, citado por Southgate ef af,
1995, asimismo tampoco actda cataliticamente sobre el DNA adherido a su
superficie.

La cantidad de DNA precipitado sobre los microproyectiles puede afectar
significativamente el nivel de agregacién de las partficulas.  Grandes
aglomeraciones de las mismas pueden dafiar excesivamente los tejidos
bombardeados. Concentraciones mayores de 2 pg de DNA por miligramo de
tungsteno tienen un efecto negativo sobre la expresién génica (Klein et al,
1988).

La adherencia def DNA a los microproyectiles es otro factor importante en
la introduccién del DNA. El procedimiento mds utilizado para la adsorcidn del
DNA a los microproyectiles es el de Klein ef af, 1988, dlgunas veces
medificado. Este método conlleva la adicién del DNA plasmidico previamente
disuelto en una solucién amortiguadora idénea a una solucién estéril con los

microproyectiles de tungsteno, seguido por la adicidn de cloruro de calcio 2.5
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M y espermidina 0.1 M.

Los pardmetros que afectan la velocidad de los microproyectiles influyen
también en su capacidad para introducir el DNA adherido a ellos. Los niveles
de vacio dentro de la cdmara en el momento del bombardeo estdn relacionados
directamente con la velocidad de las particulas. Observaciones hechas al
incrementar el vacio de 10 a 28 in Hg mostraron un incremento de 350 veces
en la eficiencia de introduccién del DNA (Klein et af, 1988). El incremento en
la eficiencia de introduccién del DNA al aumentar el vaciv se debe
probablemente a la reduccién de la resistencia del aire que sufren las
particulas, lo que da como resultado una penetracién mds eficiente de las
paredes y membranas celulares. Como ya se menciond, la velocidad final de los
microproyectiles estd relacionada con la resistencia del aire. Por lo tanto, la
distancia recorrida por los mismos afecta su velocidad y capacidad de
penetracién.

Cuando se colocaron células de maiz de la variedad Black Mexican Sweet a
diferentes distancias del filtro del bombardeador, la mayor expresién se
observé a una distancia de 6 cm, ya que al incrementar la distancia hasta los 17
cm, la expresidn disminuye en un factor de tres tKiein et al,, 1988).

La frecuencia de transformacidn puede también ser incrementada por
medio de bombardeos miltiples. En cultivos de células en suspensién de arroz
y trigo, el incremento en la expresién génica, fue casi proporcional al nimero
de bombardeos realizados (Wang e a., 1988, citados por Morrish et af, 1993).
Al incrementar el niimero de bombardeos también se incrementa el dafio al
tejido blanco, por esta razén es importante determinar el balance entre el
dafio producido y la eficiencia en la transferencia del DNA para un tejido dado.

Generalmente los trabajos de transformacién por medio del bombardeo de
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particulas se Hevan a cabo con un solo bombardeo (Southgate ef af, 1995).

2.1.3 Seleccion del tejido blanco.

La mayor ventaja de la transformacién por medio del bombardec de
particulas es la gran flexibilidad que tiene para seleccionar el tejido blanco.
Cualquier tejido que presente la capacidad de regenerar plantas completas
fértiles, es apropiado para la transformacién por medio de esta técnica.

Sin embargo, las plantas regeneradas via embriogénesis somdtica tienen
mayor probabilidad de generar plantas totalmente transformadas, mientras
que la regeneracién via organogénesis, puede generar plantas transgénicas,
pero sélo después de repetidas selecciones del tejido blanco después del
bombardeo y durante la regeneracién. En algunos sistemas que se basan en la
regeneracién directa de las plantas, la formacidn de quimeras, las cuales son
plantas que contienen sectores transformados y no frangformados, es
inevitable: ejemplo de esta situacién es el bombardeo de meristemos apicales
de soya (McCabe et al., 1988), algodon (McCabe & Martinell, 1993), cafia de-
azdcar (Gambley et al., 1993) y maiz (Lowe et al., 1995) de los cuales, en todos
los casos se han podido obtener brotes transformados, asi come brotes
quiméricos y no transformados.

Pero cuando no se dispone de un tejido con la capacidad de regeneracién
directa, los cultivos celulares con capacidad regenerativa resultan de gran '
utilidad. Desgraciadamente, no todas las variedades comerciales pueden
producir cultivos celulares Utiles para la transformacién por medio del
bombardeo de particulas. En mafz sélo unos cuantos genotipos pueden producir

callos embriogénicos tipo II, los cuales han sido utilizados exitosamente para
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la transformacién por medio de esta técnica (Gordon-Kamm et af, 1990;
Walters ef al, 1992; Murry ef af, 1993),

Otros factores tales como las condiciones de cultivo, el estado fisioldgico y
la edad del explante pueden afectar también la eficiencia de transformacién.
La osmolaridad del medio de cultivo juega un papel importante en la
trasformacion mediada por el bombardeo de particulas. Perl et af, 1992,
citado por Southgate et al, 1995 reportaron el mantenimiento de callos de
trigo en 0.25 M de manitol antes y después del bombardeo, lo que dio como

resultado un incremento de tres a cuairo veces de la expresién transitoria de

qus.
2.1.4 Incorporacion del DNA al genoma hospedero.

La expresidn génica del DNA introducido se encuentra relacionada con la
localizacion final de las particulas dentro de la célula. Estudios realizados por
Yamashita et af, 1991, citado por Southgate et al, 1995, encontraron que
después del bombardeo, la mayoria de las células de tabaco (>90%) que
expresaban el gen gus introducido contenian una particula en su nicleo.

La expresién génica depende, entre otros factores, de la incorporacién del
DNA introducido al genoma de la célula huésped. En la transformacidn por
medio del bombardeo de particulas los niveles de expresion transitoria
sobrepasan casi siempre a los de la expresion estable. Esto puede deberse
entre otras razones a que la incorporacién del DNA transferido lleva
inicialmente a la expresién de la proteina en las células bombardeadas pereo
conforme se lleva a cabo la divisién celular, se observa una declinacidn en la

expresién génica debido a pérdidas de! gen introducido durante la duplicacion
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del DNA genémico. Los mecanismos naturales de reparacién del DNA aseguran
también que el DNA infroducido no se replique (Southgate ef af, 1995),

Otro factor importante en la reduccion de los niveles de la expresion del
gen introducido, se refiere a la metilacién de residues de citosina ya que esto
reduce su actividad tfranscripcional (Hepburn ef af, 1987, citado por
Southgate et af, 1995). Este factor es importante en el control de la
expresion tejido-especifica y puede verse amplificado bajo las condiciones de
cultivo (Dynan, 1989: Kaeppler & Phillips, 1993, citados por Southgate et af,
1995).

Klein et af, 1990, citado por Southgate et af, 1995, sugirieron que las
variaciones observadas en la expresién de gus en células en suspension de maiz
se debion a la metilacién del DNA introducide. Puede suceder también que e
DNA introducido se inserte en sitios metilados y por tanto ser susceptible de
mefilarse o que la expresidn génica pueda ser silenciada por la metilacién del
DNA en la regién promotora (Bussingler ef af, 1983, citados por Southgate et
al, 1995),

3.0 Bombardeo de particulas en maiz.

El gran desarrelle de la ingenieria genética vegetal, y en especial el del
bombardeo de particulas, ha influido de manera considercble sobre la
transformacién de monocotiledéneas ya que ha permitido la transformacién de
varios tipes celulares, y ha disminuido de manera notable la dependencia que
otros sistemas de transformacién tenian de las largas y complejas técnicas del
cultivo de tejidos. Actualmente las técnicas de culfivo /n vifro requeridas para

la transformacién de monocotileddneas son fdciles de implementar y no se
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requiere del establecimiento de cultivos de células en suspensién o la obtencidn
de protoplastos (Vain et al., 1995).

Una vez que se hubo demostrado que la aceleracidn de particulas cubiertas
con DNA podia ser usada para transferir material genético fordneo a células y
tejidos intactos, los esfuerzos se abocaron sobre el conocimiento de los
factores que afectan la introduccién del DNA por medio del bombardeo de

particulas. °

Klein et af, 1988 bombardearon cultives de células en suspensién-de maiz
con el gen gusy observaron que el nimero de células que expresaban la B-gus
era 30 veces mayor cuando se bombardeaban las células sobre un soporte de
papel filtro, que cuando sélo eran bombardeadas con una delgada cubierta de
medio liquido. Determinaron también que la eficiencia de infroduccion del DNA
estaba afectada por la talla, el ndmero y la velocidad de los microproyectiles
usados para el bombardeo, asi como por la concentracién de CaClz y
espermidina utilizados para adsorber el DNA a los microproyectiles.

Gordon-Kamm et al,, 1990 y Fromm et af, 1990 fueron de los primeros-en
lograr la regeneracién de plantas transgénicas de maiz al bombardear cultivos
embriogénicos de células en supension.

Walters et af, 1992 transformaron callos embriogénicos de maiz por medio
del bombardeo de partfculas con el gen de la higromicina fosfotransferasa, los
callos transformados fueron seleccionados con higromicina y se obtuvieron
tres lineas transformadas que presentaban una o mds copias del gen
introducido. La transmisién del gen fue demostrada en dos generaciones de
plantas fransgénicas fértiles, segregndose de manera dominante come un solo
focus, Asimismo Spencer ef al, 1992 demostraron la herencia tipo mendeliana

que sufrié el gen bar al ser introducido en cultivos embriogénicos de células en

26



suspension de maiz por medio del bombardeo de particulas. Se observé que el
gen se segregaba come una sola unidad en cuatro lineas transgénicas, pero era
inestable y presentaba una transmisién pobre en otra de las lineas obtenidas.

Vain et al, 1993 obtuvieron un incremento en la expresion transitoria y
mayor recuperacién de lineas fransformadas de manera estable al tratar
cultivos embriogénicos de células en suspensidn de maiz con 0.2 M de manitol
combinado con 0.2 M de sorbitol cuatro horas previas y 1é horas después del
bombardeo.

Murry et al, 1993 desarrollaron plantas transgénicas de maiz que
presentaban resistencia a infecciones mezcladas de los virus del enanismo y
del moteado clorético del maiz, por medio del bombardeo de particulas o la
electroporacion de cultivos de células en suspensidn con el gen que codifica
para la proteina que forma la cdpside de estos virus.

Koziel et al, 1993 fueron los primeros en bombardear embriones inmaduros
de maiz con un gen sintético que codificaba para una versién truncada de la
proteina CryIA(b) derivada de Bacillus thuringiensis. Las plantas transgénicas
resultantes se cruzaron con lineas comerciales mejoradas y dio come resultado
la obtencidn de plantas resistentes al barrenador europeo del maiz.

Register IIT et al, 1994 observaron que la expresién de los genes
introducidos por medic del bombardec de particulas puede ser de manera
tipica (como la observada por Walters, 1992 y Spencer, 1992} pero no siempre
predecible ya que se presenta una baja transmisidn y silenciacion de los
transgenes, fendmenos que pueden deberse en parte a la naturaleza del
genoma del maiz.

Wan et al, 1995 propusieron la utilizacién de callos tipo I como tejido

blanco para el bombardeo con microproyectiles ya que gran parte de las
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variedades de maiz forman callos de este tipo. Asimismo, dado que la
regeneracion de plantas fransgénicas es posible, este sistema pretende hacer
la transformacién-de maiz menos genotipo-dependiente sin limitaria sélo a las
variedades que producen callos tipo II. Con el mismo objetivo Lowe et af,
1995 bombardearon embriones cigéticos inmaduros de maiz, de fos que
regeneraron plantas quiméricas a las cuales les fue extirpado el meristemo
apical para ser subcultivado en un medio con citocining y un antibistico. De
esta forma se incrementaron y seleccionaron los sectores transgénicos para
aumentar la posibilidad de recuperar plantas totalmente transformadas que
provenian de esas lineas germinales.

Kausch et al, 1995 investigaron los efectos del bombardeo sobre cultivos
embriogénicos de células en suspension de maiz, concluyendo que aunque si bien
la recuperacién de plantas transgénicas después del bombardeo ocurre con
baja frecuencia, los requisitos minimos para la transferencia exitosa del DNA
han sido ya cubiertos y que fa optimizacién de la transformacidn puede
depender de factores adicionales como el estrés causade por el bombardeo o
tas condiciones de cultivo.

Zhong et al, 1996 demostraron la competencia para la transformacion de
las células de dpices de maiz cultivados /n vifro. Generaron plantas
transgénicas af bombardear los dpices con dos pldsmidos que contenian el gen
bary el pinIT ligados o Unicamente con el gen reportero de gus. Los dpices
transformados fueron seleccionados y multiplicados adicionando de 3-5 mg.i™
de glufosinato de amonio.

Kemper et af, 1996 lievaron a cabo estudios para optimizar la
transformacion de células competentes para la formacion de embriones

somdticos en callos de maiz inducidos del escutelo de embriones inmaduros. De
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acuerdo con el andlisis de expresion transitoria, concluyeron que ef uso de
particulas de 1.6 pm de didmetro, una presién de gas helio de 1800 psi y una
distancia de 4.2 cm del blanco produjeron fas mayores tasas de transformacion
de la tercera capa celular o atn ofras mds profundas. Estas condiciones
provocan un dafio excesivo el cual puede ser minimizado al tratar los embriones

antes y después del bombardeo con 0.8 M de manitol.
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III. HIPOTESIS

Si las plantas completas regeneradas de los cultivos de callos embriogénicos
friables, proceden de una sola célula, entonces, al transformar estos cultivos
de callos embriogénicos por medio del bombardeo de particulas cubiertas con

DNA, existen grandes probabilidades de recuperar plantas totalmente

transformadas.

1.0 OBJETIVO GENERAL

Establecer las condiciones dptimas para la introduccidn del gen reportero
de la B-gus en células embriogénicas de maiz por medio del bombardeo de

particulas.

1.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Establecer cultivos de callos embriogénicos utilizando como explante
embriones cigéticos inmaduros de maiz (15-18 dias después de la
polinizacion).

2 Caracterizar la cinética de crecimiento de los cultivos de callos para
seleccionar los medios de cultivo que proporcionen una mayor proliferacion
celular y poder determinar el momento adecuado después del subcultivo para

[levar a cabo el bombardeo.
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3. Readlizar la curva de tolerancia de los cultivos de callos a ia kanamicina para
determinar la concentracién dptima que permita seleccionar después del
bombardeo las células transformadas.

4. Determinar la distancia éptima del bombardeo de callos embriogénicos
friables de maiz para lograr una mdxima incorporacién del DNA y un minimo
dario celular.

5. Determinar la expresidn transitoria de gus mediante el ensayo histoquimico
en los callos embriogénicos de maiz bombardeados.

6. Determinar histoquimicamente la expresién estable de gus en las plantas o
cualquier estructura regenerada a partir de los callos bombardeados

sometidos y no sometidos al agente selectivo de la kanamicina.




IV. MATERIALES Y METODOS

1.0 Establecimiento y mantenimiento del cultivo de callos embriogénicos.
Los cultives de callos embriogénicos fueron establecidos a partir de
embriones cigéticos inmaduros de maiz (Zea mays raza tuxpefio), cosechados
15-18 dias después de la polinizacién y proporcionados por el Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales y Agropecuarias (INIFAP), Campo Experimental

*Zacatepec”.

1.1 Método de esterilizacion:
Los embriones se esterilizaron de la siguiente manera:

1. Se desgrana la mazorca obteniendo cada grano en forma individualizada y
sin dafio alguno.

2. Se colocan los granos en alcohol at 70% {v/v) durante un minuto.

3. Se enjuagan tres veces con agua desionizada estéril, durante dos minutos
por cada enjuague.

4. Enseguida se colocan los granos en una solucién de hipoclorito de sodio
comercial (ingrediente activo al 6%) al 50% (v/v) mds Tween 20 y Microdin®
(5 y 15 gotas por cada 250 ml, respectivamente) durante 15 minutos con
agitacién constante

5. Finalmente se realizan cuatro enjuagues de cuairo minutos cada uno con

agua desionizada estéril.

1.2 Establecimiento del cultivo de callos.
Una vez esterilizados los granos de maiz, se exfrajeron los embriones
inmaduros, los cuales se inocularon en frascos de vidrio con 20 ml de medio

nutritive N6 modificado. Los explantes fueron colocados con el eje
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embrionario en contacto con el medio y se mantuvieron durante 21 dias en
condiciones de obscuridad a una temperatura de 2542°C,

Los medios de cultivo probados consistieron de las sales inorgdnicas del
medio N6é (anexo 1), suplementados con 30 g.I"! de sacarosa como fuente de
carbone, hidrolizado de caseina y L-Prolina. Como reguladores de crecimiento
se utilizaron tres auxinas: Dicamba, MCPP y 2,4 D, en la etapa de proliferacion
se afiadié la cineting. De los componentes orgdnicos también se probaron las
vitaminas del medio MS, asi como una mezcla de aminodcidos y vitaminas a la
que denominamos cocktel 20. El pH fue ajustado antes de la esterilizacién con
NaOH 1 N a 5.8 en el medio N6° y 5.7 en los otros tres medios. Como agente
gelificante se ufilizé Phytagel 2.7 gi”. Finalmente los medios se esterilizaron
en autoclave vertical a una presion de 1.3 Kg.em® 6 18 Ib.pulg® durante 18
minutos. Cuadro 1.

Cuadro 1. Composicion de los medios de cultive utilizados en la induccién
de callos embriogénicos de maiz.

N6° N6! N6Z N63
Sales inorgdnicas | Sales inorgdnicas | Sales inorgdnicas | Sales inorgdnicas
N6 N6 Né6 N6
Vitaminas MS* Cocktel 20** " Cocktel 20** Cocktel 20**
Caseina Caseina Caseina
hidrolizada hidrolizada hidrolizada
200 mg.1" 200 mg.i! 200 mg.I"!
L-Prolina L-Prolina L-Prolina L-Prolina
2.30 gl 2304l 276 g 276 gl
Glicina Adenina sulfatada | Adenina sulfatada | Adenina sulfatada
1.0 mgl™! 10.0 mg.I'! 10.0 mg.I"! 10.0 mg I
Dicamba MCPP Dicamba 24-D
40 mgl? 2.0 mgl? 2.0 mgl? 2.0 mg.I"

*Vitaminas MS: Myo-inositol 100 mg.!”", dcido nicotinico 1 mg.i!, tiamina 2.0 mg."!,

piridoxina 1 mg.1".
**Mezcla de aminodcidos y vitaminas (ver anexo 1).




1.3 Proliferacion de callos.

En la etapa de proliferacién se agregd la cinetina, 0.5 mg.l! en el N6° y 1.0
mg.l"? en los otros tres medios, las auxinas se redujeron a la mitad de la
concentracién que tenian en el medio de induccién, los ofros componentes no
sufrieron cambios. Los subcultivos fueron hechos cada 21 dias.

Después del primer subcultivo, se inocularon 0.5 g de callo de cada uno de
los medios (dos repeticiones por medio) para obfener el peso seco dos veces
por semana durante 24 dias. Las dos repeticiones de cada medio fueron
tomadas y puestas a secar envueltas en papel aluminio en estufa de vacio a
37°C durante 48 horas, finalmente se sacaron y se pesaron en una balanza
analitica. El peso fresco se obtuvo inoculando 0.3 g de callo obtenido de cada
uno de los medios probados (cinco repeticiones por medio) y se pesaron en

condiciones de esterilidad dos veces por semana durante 24 dias.

1.4 Mantenimiento y regeneracion.

Los cultivos de callos fueron mantenidos reduciendo de manera gradual los
niveles de caseina, L-prolina y los reguladores de crecimiento cuande se
observaba la germinacién de los embriones somdticos; esto es a partir del
tercer o cuarto subcultivo.

La reduccién de la caseina, L-prolina, cinetina y las auxinas se hizo en una
primera ocasion al 50% de su concentracién original en el medio de
proliferacién; observdndose un decaimienfo muy drdstico en el crecimiento del
callo, por lo que en posteriores ocasiones se redujo primero en un 25% de la

concentracién en el medio de proliferacidn y sucesivamente se redujeron en la

34



misma proporcién subcultivo tras subcultivo hasta que fueron eliminadas
completamente del medio.

Las plantas regeneredas de la manera anterior fueron resembradas en
medio MS suplementado con 30 g.” de sacarosa y mantenidas asi hasta que
alcanzaron una talla de aproximadamente 10 cm. Después fueron transferidas
a una mezcla estéril de tierra con hojarasca (2:1) y mantenidas en condiciones

de invernadero,

2.0 Curva de tolerancia de callos embriogénicos de maiz obtenidos del
medio N6' a kanamicina. '

Se inocularen 0.5 g de callo proveniente del medio N6'en tubos de ensaye
de 50 m! que contenian 20 mi del mismo medio adicionado con kanamicina
sulfatada, en concentraciones de 0, 5, 35, 65, 95, 125, 155, 185 y 215 mg.I".
De cada tratamiento se hicieron 10 repeticiones, de las cuales se tomé el peso
fresce dos veces por semana durante 24 dias para determinar la concentracidn
en la cual el crecimiento era significativamente menor, y de esta manera

seleccionar posteriormente las células transformadas.
3.0 Purificacion del DNA plasmidico.

Es indispensable que el DNA utilizado para el bombardeo de particulas se
encuentre Jo mds puro posible. El DNA plasmidico se purificé con el siguiente

método (Brown, 1991).

1. Cultivar la cepa Escherichia coli DH5a/PBI426 (Datla et al, 1990) en 25 ml

de medio LB con ampicilina (40-50 mg.I") a 37°C durante toda la noche.
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. Centrifugar las células a 5 000 xg en rotor JA-20 por 10 minutos.

. Descartar el sobrenadante y resuspender las células en 5 ml de NaCl 10
mM, repetir la centrifugacion,

. Resuspender la pastilla en 0.6 ml de amortiguador de lisis ( Tris HCl 25 mM
[pH 8.0], EDTA 10 mM, sacarosa al 15% y Lisozima 2 mg.ml'%), incubar 20
minutos en hielo.

. Agregar 1.2 ml de solucién conteniendo NaOH 0.2 My SDS al 1%. Mezclar
suavemenie e incubar 10 minutos en hielo.

. Agregar 0.75 mi de Acetato de Sodie 3 M, pH 52  Mezclar
cuidadosamente e incubar 20 minutos en hielo. Centrifugar 15 minutos a
6500 xg en el rotor JA-20.

. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo. Agregar 5 pl de RNAsa [10

mg.ml™] e incubar 30 minutos a 37°C.

. Extraer dos veces con un volumen igual de fenol-cloroformo.

. Precipitar con dos volimenes de etanol absolufo por 3 minutos a

temperatura ambiente.

10.Centrifugar 10 minutos a 8 000 xg.

1

1
1
1

1

1.Lavar la pastilla con etanol af 70%, resuspender en 168 pl de agua estéril y
transferir @ un tubo eppendorf. Adicionar 32 ul de NaCl 5 M. Mezclar
perfectamente y agregar 200 ul de Polietilenglicol 8000 at 13%.

2.Mezclar perfectamente e incubar en hielo por una hora

3.Centrifugar en frio durante 10 minutos a 12 000 xg.

4.Descartar el sobrenadante y centrifugar nuevamente tratando de eliminar
la mayor cantidad posible de polietilenglicol.

5.Lavar la pastilla con etanol al 70%, centrifugar 5 minutos y secar en vacio 1-

2 minutos.
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16.Resuspender la pastilla en 50 pl de solucién amortiguadora TE [pH 8.0] o
bien agua estéril y cuantificar su concentracion leyendo 1 pl a 260nm.

17.Hacer una electroforesis en gel de agarosa al 1% para verificar el estado
del DNA purificade, asi como su concentracién.

18.Para verificar la presencia del inserto se deja cortando durante toda la
noche 1 pg de DNA plasmidico con las enzimas de restriccién Eco RT y Hind

I1I y posteriormente se corre una electroforesis en gel de agarosa al 1%.

4.0.Ciantificacion del DNA.

Existen dos tipos de métodos cominmente utilizados para medir la cantidad
de dcidos nucleicos en una preporacidn.  Cuands la muestra es lo
suficientemente pura, es decir sin cantidades significativas de contaminantes
como proteinas, fenol, agarosa u otro dcido nucleico, la medicién
espectrofotométrica de la cantidad de radiacién uktravicleta absorbida por las
bases es fo mds adecuado. Las lecfuras deben hacerse a una longitud de onda
de 260 y 280 nm. La lectura a 260 nm permite el céleulo de la concentracién
de dcido nucleico en la muestra. Una D O de 1.0 corresponde aproximadamente
a 50 pg.ml™ para DNA de doble cadena. Preparaciones puras de DNA poseen
valores de 1.8 a 2.0 del coeficiente D Oz0/D Ozs0. Si existe contaminacién por
otras substancias que pueden absorber radiacién ultravioleta como proteinas o
fenol, la relacién puede bajar significativamente y su adecudda cuantificacidn
no es posible,

Si la cantidad de DNA en la muestra es muy pequefia o contiene cantidades
significativas de impurezas, la cantidad de dcido nucléico puede ser estimada

por la intensidad de flourescencia emitide con bromure de etidio, éste se




intercala en las moléculas de DNA, por lo que la cantidad de fluorescencia es
proporcional a la cantidad de DNA y de esta manera puede ser visualmente

estimada {Sambrock, 1989},
5.0 Preparacidn de las particulas de fungsteno.

1. Pesar 60 mg de particulas de tungsteno de 0.4 um de didmetro (MB) y
colocarlas en un tubo de centrifuga de 15 ml.

2. Agregar 2 ml de HNO3 0.1 M y sonicar en hielo 20 minutos.

3. Eliminar el HNO3, agregar 1 ml de agua desionizada estéril, transferir la
muestra a un tubo de 2 ml y sonicar brevemente.

4. Centrifugar las microparticulas de 10-30 sequndos a 10 GO0 rpm.

5. Eliminar el agua, agregar iml de efanol absoluto (100%) y sonicar
brevemente.

6. Centrifugar las microparticulas 10-30 segundos a 10 000 rpm.

7. Eliminar el etanol, agregar 1 ml de agua desionizada estéril y sonicar
brevemente.

8. Colocar 200 p! de la suspensién en tubos eppendorf,

9. Agregar 750 pl de agua desionizada estéril a cada tubo.

10. Almacenar los tubos a -20°C.
6.0. Precipitacidn del DNA (Klein ef al., 1988).

1. En un tubo eppendorff se colocan 50ul de la suspensién de microparticulas
de tungsteno, agregar los siguientes reactivos uno a uno y agitar bien la

suspensidn entre adiciones.
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. 5 pl de DNA [lp.g.pl'l]. Procurando que el DNA no se mezcle con las

N

particulas hasta el siguiente paso.
50 pl de Cloruro de Calcio 2.5 M.
20 pl de Espermidina 0.1 M.

Agitar la mezcla durante 5 minutos.
Centrifugar durante 5-10 segundos.
Eliminar 100yl del sobrenadante,

Resuspender las particulas en el liqguido remanente.

® @ N O & oa e

Aplicar 2.5 pl de las microparticulas cubiertas con el DNA en el centro del

filtro del bombardeador.

7.0 Bombardeo con microproyectiles de tungstene con pistola de baja
presion (Bond et al., 1952)

La transfermacidn fue llevada a cabo con el DNA del pldsmido pBI426
(Datla et af, 1990) el cual fue proporcionado por la Dra. Georgina Herndndez
Delgado del Laboratorio de Cultives de Tejidos Vegetales y Transformacidn
Genética del Centro de Investigacién sobre Fijacion de Nitrégeno de la UNAM.
Este plasmido contiene el gen del marcardor selectivo de la kanamicina (npfII)
y el gen reportero de gus (uid A) ambos bajo control del promotor 35S del

CaMV. (Figura No. 1).
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Figura No. 1. Construccién del pldsmido pBI426 ufilizado en la transformacidn
de células de maiz.

Se tomaron 2.5 pl de la solucidn de particulas cubiertas con el DNA
plasmidico y se colocaron en el centro del filtro del bombardeador. la
transformacién se Hlevé a cabo con una presion de helio de 120 psi a una
distancia de 8.0, 10.5 y 155 cm entre el filtro y el tejido blanco, en un vacio de
20-22 in Hg. Una vez elegida la distancia éptima, los bombardeos posteriores
se realizaron a 13 c¢m de distancia en las mistas condiciones.

Se probaron callos embriogénicos obtenidos de los medios N6' y N6? de 10
a 14 dias después del subcultivo, los cuales fueron colocados una noche
anterior al bombardeo en cajas de Petrie de 60X15 mm con 15 ml de medio de
igual composicidn, pero gelificados con 3.0 g.I' de Phytagel. Se colocs una
porcidn extendida de callo embriogénico de 1 cm de didmetro (una capa deigada
de aproximadamente 3 mm de espesor) en el centro de la caja. Una vez
bombardeados los callos, se sellaron las cajas y se mantuvieron en incubacién a
25+2°C con fotoperiodo de 16 hr luz/8 hr obscuridad.

Dos dias después del bombardeo se eligieron al azar unos cuantos callos
para medir la expresién transitoria de gus'y los demds fueron colocados en el
medio de proliferacién del cual provenian y en medio de cultivo adicionado con

kanamicina, para la seleccion de las células transformadas hasta por seis
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Semanas.

8.0 Determinacion de la actividad de B-gus por el método histoquimico

{Jefferson, 1987).

La prueba de expresion transitoria se realizé de la siguiente manera:

. Se colocan los callos bombardeados en la solucion de X-gluc* y se incuban a

37°C por un periodo de 12 a 16 horas.

Se desecha esta solucidn y se lavan los callos dos veces con buffer "Z™ pH
Y

7.4.

3. Después se lavan con etanol al 70% cuatro veces.

. La clorofila se elimina con una mezcla de acetona-metanol (1:3), lavando con

esta solucién los tejidos el tiempo necesario, haciendo varios cambios de la

mezcla,

. Después observar el color azul producto de la reaccion, el tejide se lava

cuatro veces con buffer "Z”.

Finalmente para conservar los tejidos se cubren con glicerol al 50% y se

almacenan a 4°C.

*Ver anexo 2.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

1.0 Establecimiento y caracterizacion de la cinética de crecimiento de los
cultivos de callos embriogénicos de maiz.

Con la finalidad de encontrar un medio que favoreciera la formacidn de
embriones somdticos y proporcionara una buena proliferacion celular se
probaron cuatro composiciones de .!os medios de culfive, éstos consistieron de
las sales inorgdnicas del N6 adicionadas con 30 g.I" de sacarosa como fuente
de carbono, hidrolizado de caseina y L-prolina. Como reguladores de
crecimiento se utilizaron Cinetina y una de las siguientes auxinas: Dicamba,
MCPP y 2,4-D. De los componentes orgdnicos también se probaron las
vitaminas del MS, asi como una mezcla de aminodcidos y vitaminas denominada
cocktel 20.

Todos los medios de cultivo probados indujeron la misma respuesta, esto es
que los cultivos de callos obtenidos a partir de los embriones cigéticos
inmaduros de maiz y resembrados en cada uno de los medios ensayados, fueron
embriogénicos.  Estos callos tuvieron una consistencia friable, textura
granular, de color blanquecino a amarillento y principalmente presentaron una
alta tasa de crecimiento (Figura 2a); esta descripcién corresponde con las
observaciones previas hechas por varios autores {6reen & Rhodes, 1982;
Morrish, 1987; Vasil, 1988) en los cuftives de caflos embriogénicos de maiz
clasificados como tipo II.

En maiz se han descrito dos tipos diferentes de callos embriogénicos, los
cuales difieren uno del otro en su morfologia y las condiciones requeridas para

su mantenimiento. Los cailos embriogénicos tipo I son compactos, nodulares y
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organizados. este tipo de callos han sido observados en una amplia variedad de
hibridos y lineas mejoradas de maiz (Lu e# a/, 1982; Tomes & Smith, 1985) y
son similares a los callos embriogénicos descritos en otras gramineas (Vasil,
1985 citado por Morrish, 1987). Mientras que los callos tipo I de otras
especies pueden ser mantenidos durante largos periodes (Chandler & Vasil,
1984 citados por Morrish, 1987), en maiz este fipo de callos son dificiles de
mantener mds dlla de unos cuantos subcultivos (Lu et a/, 1982). En contraste,
los callos tipo II son suaves, friables, crecen rdpidamente y pueden mantener
su capacidad embriogénica durante largos periodos (Green, 1982; Tomes &
Smith, 1985; Vasil & Vasil, 1986 citados por Morrish, 1987). Los callos tipo II
consisten de agregados de células indiferenciadas algunas veces
entremezcladas con células wvasculares y grupos de pequefias células
meristemdticas isodiamétricas en la superficie de los agregados (Emons &
Kieft, 1991). Las células embriogénicas son pequefias, se encuentran
densamente empacadas, son de paredes delgadas, citoplasma abundante y
basofilico que contiene muchas vacuolas pequefias, gotas de lipidos y granos de
almidén (Fransz & Schel, 1991b: 1994). Esos grupos de células son comparables
a las masas proembriogénicas de la embriogénesis somdtica de zanahoria y af
estado globular de la embriogénesis cigética (Emons & Kieft, 1995).

En lo referente a la cinética de crecimiento evaluada a través del peso
seco, todos los medios fueron significativamente diferentes (P=0.05, anova de
una via), el mdximo incremento fue de 202% en el medio N6, seguido del Né!
con 198%. el N6? con 122% y por dltimo el N6° con 112%. Cabe aclarar que el
peso seco inicial fue el registrado a los tres dias después del subcuitivo y
dichos incrementos representan la ganancia de peso seco a los 24 dias

posteriores al subcultivo (Gréfica no. 1). Con respecto al peso fresco, todos
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los tratamientos resultaron significativamente diferentes (P=0.05; anova de
una via), el mayor aumento correspondid al medio Né' con 361%, en segundo
lugar se ubicé el N6° con 243% seguido del N6? can 211% y finalmente et N6°
con 200%. Tales incremenfos se dieron en relacidn al peso fresco que
presentaban los caflos el dia de la inoculacidn y representan también la
ganancia a fos 24 dias después del subcultivo (Grdfica no. 2).

Con base en los resuitados obtenidos de las curvas de peso seco y peso
fresco, se determind que los mejores cailos a bombardear con
microproyectiles cubiertos con DNA fueren los obtenidos de los medios de
cultivo denominados como N6 (2.0 mg.l"! de MCPP) y N6° (2.0 mg.|" de 2,4-D)

ya que fuvieron las mayores tasas de crecimiento (Figura 2b).
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Figura 2.

a)YCuftivos de callos embriogénicos de maiz obtenidos de la
induccién de embriones cigdticos inmaduros y resembrados en
los medios de cultivo N6%, N&' y N6”; b) Callos embriogénicos
de maiz de los medios N6' y N6’ utilizados para la
transformacién por medio del bombardeo con microproyectiles
cubiertos con el DNA del pldsmido pBI426.
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Grafica 1. Cinética de crecimiento con base en ef peso seco de {os cultivos
de callos embriogénicos de maiz en relacion con la composicién
del medio de cultivo N6.
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Grafica 2. Cinética de crecimiento con base en el peso fresco de los
cultivos de callos embriogénicos de maiz en relacién con la
composicién del medio de cultivo N6.
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2.0 Curva de tolerancia de caflos embriogénicos del medio N6' a /a
kanamicina.

E! pldsmido pBI426 ademds de codificar para la B-gus que permite
observar la expresion del gen gus, ileva incorporada la secuencia del gen de la
neomicina fosfotransferasa II. Esta enzima confiere resistencia via la
detoxificacion del antibidtico kanamicina, De esta forma, al integrarse esta
secuencia al recipiente gendmico de las células vegetales bombardeadas, la
resistencia a kanamicina se convierte en un agente que permite seleccionar
metabdlicamente las células transformadas de las que no o han sido.

Se analizé la tolerancia a kanamicina haciendo las curvas correspondientes
con callos embriogénicos obtenidos del medio N6' (2.0 mgl' de MCPP),
adicionando al medio de proliferacion concentraciones crecientes de
kanamicina sulfatada que iban desde O hasta 215 mg 1! (Gréfica no. 3).

Es importante aclarar que se eligieron los cultivos de callos del medio N6
para realizar la curva de tolerancia a kanamicing, porque estos presentaron la
mayor tasa de crecimiento en la cinética de peso fresco y ademds se disponia
de la cantidad suficiente para realizar la prueba.

Como se observa en la gréfica ndmero tres, el crecimiento de los callos se
ve reducide de manera significativa (P=0.05; anova de una via) desde los 35
hasta los 215 mg.I"! de kanamicina sulfatada, también se puede notar que existe
una gran tolerancia infrinseca de los callos de maiz al agente selectivo, ya que
atin a altas concentraciones estos pueden seqguir creciendo. Debido a estas
razones se decidié que para no provecar demasiade dafio a las células, la
seleccién de las células bombardeadas se llevaria a cabo afiadiendo al medio de

proliferacién 155 mg.i”! de kanamicina.
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Grafica 3. Cinética de crecimiento de callos embriogénicos de maiz

obtenidos del medio N6' adicionade con 0-215 mg.I"! de
kanamicina. La denominacién de cada medio indica la
concentracién de kanamicina afiadida a cada tratamiento.



3.0 FPurificacién del DNA plasmidice.

El bombardeo de particulas con microproyectiles requiere que el DNA
utilizado para la fransformacién de las células vegetales tenga un alto grade de
pureza. En este trabajo la purificacién del pldsmido pBI426 (Datla et al,
1990) se llevé a cabo por medio de una maxi-preparacion (Brown, 1991}, la cual
permitié obtener un buen rendimiento y pureza.

Una vez purificado el DNA plasmidico fue resuspendide en agua desionizada
estéril y posteriormente se leyd la absorvancia de una alicuota de esta solucién
a 260 y 280 nm, del coeficiente de D Oz0/D Oz0 se obtuvo un indice de
pureza de 1.72 que indicé que el DNA plasmidico recuperado por medio de la
maxi-preparacion tenia un grado de pureza aceptable; el valor mdximo de este
coeficiente es de 1.8 a 2.0. También se realizé una electroforesis en gel de
agarosa al 1% para ver el estado del DNA y un andlisis con las endonucleasas de
restriccion Eco RI y Hind IIT para verificar la presencia del inserto en la
solucién del DNA purificado. Finalmente esta solucion fue llevada a una
concentracidn de 1 pg de DNA por pl de agua desionizada estéril, sellada y
almacenada a 4°C hasta el momento de ser utilizada.

En la figura 3 se observa en el primer carril, como marcador de peso
molecular el DNA del fago A digerido durante toda la noche a 37°C con la
enzima Hind ITI, las tres bandas menores corresponden a tamafios moleculares
de 4.3, 2.2 y 2.0 Kb respectivamente, en el sequndo carril se puso la solucidn
del DNA plasmidico purificado sin haber sido digerido, el tercer carril
corresponde a la misma solucién, la cual fue digerida durante toda la noche a

37°C con las endonucleasas de restriccién Eco RI y Hind ITI: se pueden notar
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dos bandas, la de mayor peso corresponde al inserto de aproximadamente 3.6

Kb y la menor es equivalente al peso dei vector pUC 19.

1 2 3

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1% y andlisis con las enzimas
de restriccion Eco RI y Hind III del DNA del plasmido pBI426
purificado y utilizado en el bombardeo de células embriogénicas
de maiz: a) fusion gus-nptII de aproximadamente 3.6 Kb y b)
vector pUC 19 de 2.68 Kb.

4.0 Bombardeo de los callos embriogénicos de maiz con pistola de baja
presion.

Se bombardearon los callos embriogénicos de maiz obtenidos de la
proliferacién sobre los medios de cultivo N6' y N6° con el objetivo de
fransformar las células embriogénicas presentes en este tipo de callos y de
esta manera incrementar la probabilidad de recuperar plantas o cualquier otra
estructura totalmente transformadas provenientes de la regeneracion de

estas células,
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Del andlisis de la cinética de crecimiento que presentaron estos callos se
decidié que el mejor momento para bombardearlos era en el periodo
comprendido entre los 10 y 14 dias después del subcultive, momento en el cual
se observa el comienzo de la etapa logaritmica del crecimiento celular (grdfica
2) en esta etapa se puede presentar la sinfesis de DNA y por [o fanto son
mayores las probabilidades de que el DNA plasmidico se integre al DNA
genémico de las células de maiz. Ya que, es de aceptacidn general, que la
integracién del DNA transformante a las células vegetales requiere de la
replicacién activa del DNA. Los mejores tejidos utilizados como blanco para el
bombardeo cuentan con una poblacién numerosa de células con divisidn activa,
los cultivos embriogénicos son buenos blancos para la transformacién ya que
tienen una alta tasa de division celular, gran capacidad regenerativa y crecen
en pequefios paquetes, esto dltimo incrementa la posibilidad de recuperacién de
transformantes por seleccion metabélica {(Morris ef al, 1993).

Como meta para el establecimiento de condiciones que no provocaran
demasiado dafio en las células bombardeadas, se utilizaron para el bombardeo
microproyectiles de tungsteno de 0.4 pm de didmetro (MD), ya que sdlo se
necesita penetrar las capas celulares superficiales de los cultivos de callos
embriogénicos, sitio en el cual se encuentran las células meristemdticas o
embriogénicas y por lo tanto no se requiere de la transformacién de capas
celulares profundas; ademds estas células presentan una talla pequefia con un
promedio de 10-13 pum de didmetro (Kausch ef af, 1995). Otras observaciones
hechas por este dltimo autor resaltaron que los microproyectiles de tungsteno
de 1 um de didmetro no logran traspasar las capas superficiales de los
paquetes celulares embriogénicos de los cultivos en suspensién de maiz. por

otra parte se ha notado que, incrementando la penefracidn de las capas

b2



celulares del tejido blanco, se incrementa la mortandad de las células
superficiales penetradas (Christou et al, 1991; Taylor & Vasil, 1991). Por
consecuencia, la biologia y el desarrollo posterior de las capas celulares
superficiales pueden ser un factor importante para el éxito de la
transformacion, aunado a esto, el crecimiento de las células de maiz puede
verse afectado por las células cercanas heridas y muertas, fodo lo arriba

mencionade limita la extensién de la penetracion de las particulas.

4.1 Primer bombardeo.

Con el objetivo de determinar la distancia éptima para la transformacion de los
callos embriogénicos de maiz obtenidos de la proliferacién en los medios N6' y
N6*, se bombardearon los mismos a tres distancias: 8.0, 10.5 y 155 em, con
una presion de helio de 120 psi y un vacio de 20-22 in Hg, con microproyectiles
de tungsteno de 0.4 pm de didmetro (M5), los cuales estaban cubiertos con el
DNA del pldsmido pBI426.

Se bombardearon 10 callos de cada uno de los medios a las distancias de
155 y 105 cm, en la distancia de 8.0 cm sélo se bombardeo un callo
proveniente de cada medio de cultivo. En este primer ensayo se determine la
actividad de B-gus 48 horas después del bombardeo, esto para comparar la
eficiencia en la transferencia del DNA. Los resultados permitieron
diferenciar entre los niveles de la expresidn transitoria de gus, la procedencia

de los cultivos de callos y la distancia a la que se realizé el bombardeo (Cuadro

2).
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Cuadro 2, Expresién transitoria de gus y frecuencias de transformacién en
los callos embriogénicos de maiz bombardeados a diferentes
distancias.

Frecuencia-no. de callos positivos a la actividad de B-glucoronidasa
no. de callos ensayados para expresién transitoria de gus

' ‘ Distancia (cm)
Medio de Cultive 8.0 10.5 15,5
" 1/1 0/2 0/2
++ - -
+ +

«+«Buena expresién, azul oscuro.

«Regular expresién, azul ¢laro.

-Nula expresisn, sin color.

“La prueba de expresién transitoric no se llevé a cabo porque se contaminé el dnico calle bombardeado.

Como se puede observar en el cuadro nimero dos, los callos embriogénicos
provenientes del medio N6* presentaron mayor proporcion de transformantes
en las distancias mds lejanas al filtro del bombardeador (10.5 y 155 cm),
aunque el nivel de expresién transitoria mostrado por estos mismos callos, es
s6lo regular (Figura 4a), mientras que el nivel de expresidn del callo del medio
Né! bombardeado a 8.0 ¢m de distancia fue bueno (Figura 4b}, sin embargo en
las otras distancias no se obtuvieron callos transformados de este mismo
medio.

Es importante sefialar que los callos utilizados para el bombardeo fueron
obtenidos de la induccién y proliferacidn sobre dos medios que varian
principalmente en la auxina utilizada; en el medio N6' se afiadieron 2.0 mg.I" de
MCPP para la induccién, mientras que para el medio N6* se agregaron 2.0 mg.I"
de 2,4-D, este dltimo, una de las auxinas sintéticas mds fuertes que se
conocen. Como es sabido las auxinas y otros reguladores del crecimiento

relacionados, promueven el alargamiento de los drganos vegetales,
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incrementando la habilidad de las paredes celulares para disminuir la tensién
longitudinal a través de la relajacién de las mismas (Hohl & Schopfer, 1992).

€l afiadir MCPP o 2,4-D al medio de cultivo, podria provecar diferentes
estados de relajacion de las paredes celulares en las células embriogénicas de
los cultivos de callos del medio N6' y los del N6°. Asimismo, esta diferencia
puede verse reflejada en la eficiencia de transferencia del DNA plasmidico a
las células embriogénicas de maiz, la cual, fue de cero en los callos del medio
N6' bombardeados a 15.5 y 10.5 cm, mientras que en los callos del medio Né6*
bombardeados a las mismas distancias la eficiencia es del 75%.

Otro fendmeno que podria afectar la eficiencia de la transferencia del
DNA entre los dos cultivos, puede deberse en parte a que atin cuando se toman
los callos provenientes de los dos medios para bombardearlos entre los diez y
catorce dias después del subcultive (momento en el cual comienza la etapa de
crecimiento logaritmico), los callos del medio N6° presentan una tasa de
divisién celular mds alta que los del medic N6, en ese mismo perfodo, estos
dltimos alcanzan un periodo de crecimiento mds rdpido a partir de los 14 dias
después del subcultive, Esto puede explicarse debido al efecto del 2,4-D, el
cual provoca que los callos del medio N6® alcancen en tiempos mds cortos una
tasa de divisidn celular mayor. De esta manera a pesar de que los dos cultivos
de callos comienzan la etapa del crecimiento logaritmico al mismo tiempo, se
observa que los callos del medio N6® pueden ser bombardeados de diez a
catorce dias después del subcultivo y los callos del medio Né! probablemente
deberian haber sido bombardeados entre los 14 y 21 dias después del
subcultive para aumentar la eficiencia en la transferencia del DNA plasmidico.

Por otra parte, la recuperacidn de plantas transformaedas depende de varios

factores relacionados con el tejide blanco. Los mds criticos son la divisién de
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fas células transformadas, el crecimiento sobre medio selectivo y el
mantenimiento de la capacidad regenerativa. Puesto que la viabilidad celular es
esencial para la recuperacidn de las células transformadas, es importante
disminuir el impacto del bombardeo sobre ésta, tanto como sea posible.

Observaciones hechas por Koprek er af, 1996 al transformar varios
cultivares de cebada demosfraron que, aunque si bien es aceptado que
condiciones severas de transformacién dan como resultado, altos niveles de
expresidn transitoria de gus, la capacidad regenerativa puede ser reducida de
manera considerable. Por el contrario, condiciones menos severas, reducen el
dafio celular y no afectan significativamente la capacidad de regeneracion, ni
reducen considerablemente la expresidn transitoria de gus. Ademds como ha
sido sugerido por Russel-Kikkert, 1993 y Stiff e al, 1995 (Citados por Koprek
et al, 1996), condiciones menos agresivas en el bombardeo pueden incrementar
la frecuencia de transformacion estable.

De esta manera, aungue la transformacién de células de maiz se ha llevado a
cabo generalmente con microproyectiles de tungsteno de 1.0 pm de didmetro;
las frecuencias de transformacion estable en las plantas regeneradas (R,)
pueden variar desde el O hasta el 100% (Fromm et al., 1990; Gordon-Kamm et
al., 1990 y Spencer et al., 1992); debide a estas razones se decididé utilizar
particulas de tungsteno de 0.4 pm de didmetro, asi como buscar la distancia
optima para el bombardeo de las células embriogénicas de maiz, entre las
distancias mds lejanas d! filtro del bombardeador (entre 10.5 y 15,5 cm) para

reducir el dafio provocade a las células embriogénicas.
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Figura 4. a)Nivel de expresién transitoria de gus calificado como regular

en un callo del medio N6 bombardeado a 15.5 cm de distancia.
b)Se observa el nivel de expresion transitoria de gus calificado
como bueno en el callo del medio N6' bombardeado a 8.0 cm.
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4.2 Sequndo bombardeo.
J

Con base en los resultados del primer experimento se decidid bombardear
nuevamente los callos embriogénicos de los medios N6' y N6 en las mistnas
condiciones def primer bombardeo, pero en esta ocasidn a una distancia de 13
cm para verificar las observaciones hechas en el primer ensays y tratar de
aumentar los niveles de expresidn transitoria de gus mostrados por los callos
del medio N6* en las mayores distancias, esperando alcanzar el nivel de
expresion transitoria mostrads por el callo del medio N6' bombardeado a 8.0
cm de distancia {como en la Figura 4b).

Se bombardearon 30 callas por cada une de Jos medios en las condiciones ya
mencionadas, 48 horas después se realizé la prueba de actividad de B-gus. De
cinco callos del medio N&!' que fueron probades, sélo dos tuvieron una
expresidn transitoria regular, mientras que de los cinco callos del medio N6°
ensayados, tedos, presentaron una expresion transitoria de gus regular. En
esta segunda sesion de bombardeo se observé nuevamente que los callos del
medio N6* presentaron mayor proporcién de transformantes (5/5) gue los del
medic N6' (2/5) y de esta forma se confirmé la facilidad para la
transformacién que presentaron los callos del medio Né* en el primer
bombardeo.

Es importante aclarar que no se observé ningtin incremento entre el nivel de
expresién fransitoria de gus mestrado por los callos del‘ medio N6&°
bombardeados a 10.5 y 15.5 cm de distancia en el primer experimento y los
bombardeados a 13 ¢m del segunde ensayo, ya que se fuvieron dos problemas
que pudieron provocar que esto no sucediera; 1)previc a este ensayo se purificé

nuevamente DNA plasmidico, el cual, fue resuspendido en agua desionizada
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estéril y cuantificado espectrofotométricamente sin hacer la electroforesis
para verificar la concentracién, la cual posiblemente era menor a 1 tg de DNA
por ul de agua desionizada estéril; 2)durante el acoplamiento de las particulas
de tungsteno con el DNA plasmidico, se preparo la cantidad requerida para
bombardear los 60 callos, esto pudo haber provocado que desde que se
comenzé el bombardeo de los callos hasta que se termino, el DNA sufriera una
degradacidn al estar en contacto por bastante tiempo con el tungsteno. Estos
dos factores pudieron haberse combinado y provocaron posiblemente que no se
diera ningtin incremento en el nivel de la expresidn transitoria de gus que, como
ya fue mencionado se esperaba alcanzar un buen nivel de expresién (como en la
Figura 4b),

Los demds callos (25 por cada uno de los medios) fueron divididos en dos
grupos; el primer grupo se mantuvo en el medio de proliferacidn de! cual
provenian, N6! (12 callos) y N63 (12 callos), durante nueve semanas. el segundo
grupo se mantuvo durante seis semanas en el media de proliferacién del cual
provenian, N6' y N6*, respectivamente (13 callos de cada uno), pero se le
adicionaron 155 mg.i? de kanamicina sulfatada para permitir (nicamente el
crecimiento de las células transformadas.

La regeneracién se realizé paralelamente en los dos grupos de callos
reduciendo en cada subcultivo los niveles del hidrolizado de caseina, la L-
prolina, la cinetina, ef MCPP y el 2.4-D del N6' y N6? respectivamente. Estos
componentes se disminuyeron en un 50% de la concentracién original en el
medio de proliferacion, de manera que bastaban dos subcultivos (seis semanas)
para ser eliminados por completo del medio. De estos callos se regeneraron
una gran cantidad de raices, tanto en los callos mantenidos en el medio de

proliferacién (medio normal) como los mantenidos en el medio de seieccién
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(medio de proliferacién con kanamicina): cabe sefialar que estas raices
presentaron actividad de B-gus con un nivel de expresién regular, alin después
de nueve semanas posteriores al bombardeo, tiempo en el cual se llevo a cabo
la regeneracion de estas estructuras.

Debe sefialarse fambién, que los callos utilizados para esta sequnda sesisn
de bombardeo contaban aproximadamente con una edad de 16 semanas
posteriores al periodo de induccién y que la germinacidén de los embriones
somdticos habia sido ya abservada entre las nueve y doce semanas después de
la induccién: ademds la regeneracién se levo a cabo de la manera ya
mencionada de acuerdo con la literatura (Emons y Kieft., 1995), pero Ia
reduccidn drdstica de los reguladores de crecimiento y fos otros compuestos
provocaron un notorio decaimiento en el crecimiento def callo y posiblemente
un cambio en el patrdn morfogénetica, Cuande se disminuye la concentracién
de 2,4-D, se puede observar un tercer tipo de callo en monocotiledéneas, éste
es el callo rizogénico el cual forma sélo raices. La mds importante diferencia
entre los callos embriogénicos y los rizogénicos, es que los meristemos en los
callos embriogénicos son formados exégenamente desde una capa celular de la
protodermis en la superficie del tejido, mientras que en los callos rizogénicos
los meristemos se forman endégenamente a partir de tejide parenquimatoso en
el interior del mismo (Emons e al, 1993).

Después de los dos primeros ensayos de bombardeo se determind utilizar
para experimentos posteriores callos embriogénicos obtenidos de la induccion
y proliferacidn sobre el medio de cultivo N6*, también se eligié la distancia de
13 cm para bombardearlos, ya que a dicha distancia la eficiencia en la
transferencia del DNA plasmidico es del 100% y las condiciones no son tan

drdsticas para la sobrevivencia de los callos bombardeados.
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4.3 Tercer bombardeo.

En esta ocasion se bombardearon 50 callos provenientes de [a proliferacién
sobre el medio N6?, los cuales contaban con tan sélo un subcultivo (tres
semanas) después del periodo de induccién. La distancia entre el filtro del
bombardeador y el tejido blance fue de 13 em, las demds condiciones fueron
las ya mencionadas en el primero y sequndo bombardeos.

De los 50 callos bombardeados se fomaron af azar seis de ellos 48 horas
después del mismo para verificar la expresién transitoria de gus, se pudo
observar que todos resultaron positivos presentando niveles de expresién que
iban desde buenos hasta regulares (Figura 5).

Los 44 callos restantes se dividieron en dos grupos iguales: manteniendo la
mitad de eflos en el medio N6 de proliferacién y los restantes fueron
mantenidos durante tres semanas en el mismo medie de proliferacién pero se
fe adicionaren 155 mg.l' de kanamicina sulfatada para recuperar las células
transformadas. La regeneracién se realizé paralelamente en los dos grupos de
callos, reduciendo un 25% de la concentracidn del hidrolizado de caseina, la L-
proling, la cinetina y el 2,4-D subcultive tras subcultivo de manera que después
de cuatro subcultives (12 semanas) estos compuestos fueron eliminados por
completo del medio de cultivo,

Durante los subcultivos de los dos grupos de callos se monitored la
actividad de B-gus cuatro semanas después del bombardeo. Se encontré que
los callos que se manfuvieron en el medio de proliferacién presentaban un nivel
de expresiéon de gus bueno, y aunque los callos a los que se mantuvo con el
agente selectivo tuvieron el mismo nivel de expresidn, mds tarde se vieron

ofectados en su crecimiento, torndndose cafés debido a la oxidacién. A pesar
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de que estos callos no murieron, su crecimiento fue muy lento y asimismo, la
regeneracién ya no se llevé a cabo en forma adecuada, ya que sélo se pudo
notar la incipiente presencia de brotes los cuales no se desarrollaron (Figuras
6y7)

Del primer grupo de callos (medio sin agente selectivo) se obtuvieron los
mejores resultados, ya que se logré regenerar seis plantas completas. En estos
mismos callos se obtuvo una gran formacion de hojas en las que no se observé
una raiz principal, dichas estructuras no fueron tomadas en cuenta, aunque si
se pudo notar que algunas presentaban actividad de p-gus, solo se
seleccionaron aquellos brofes que presentaron una polaridad bien definida, es
decir, tanto la parte aérea como la raiz desarrolladas en forma evidente.
Asimismo, se hizo la prueba para determinar la actividad de p-gus en una de las
plantas regeneradas, fos resultades mostraron que dicha expresidn no sigue un
patrén de tipe mosaico, sino que es de forma regular en todos los tejidos de la
planta y el nivel de expresidon de gus' mostrade fue bueno (Figura 8).

Los hechos anteriores confirmaron parcialmente que las plantas
regeneradas a partir de los callos bombardeados fueren el resultado de la
germinacién de embriones somdficos. De las seis plantas regeneradas, las
cinco restantes fueron transplantadas a suelo y mantenidas en condiciones de
invernadero. De estas iiltimas sélo se logrd la sobrevivencia de dos plantas, las
cuales pudieron ser mantenidas durante cuatro semanas mds sin poderse
probar la expresién estable, pues a pesar de los cuidados prodigados las
plantas finalmente murieron.

En esta ocasién el pase a suelo se hizo colocande las plantas regeneradas

Unicamente en tierra negra estéril, esto posiblemente provocé que con el riego,
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la tierra se apretara y no permitiera el paso del aire, lo que aunado a la

debilidad del sistema radicular pudo haber provocado la muerte de las plantas.
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Figura 5. Resultados de la prueba de expresién transitoria de gus en los
callos embriogénicos de maiz del medio N6° bombardeados a 13
cm de distancia entre el filtro del bombardeador y la muestra.
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Figura 6. Monitoreo de la expresion transitoria de gus en los callos de
maiz cuatro semanas después del bombardeo a 13 cm de
distancia. a)callos mantenidos en medio de proliferacion Né* y
b)callos mantenidos en medio de proliferacién N6° adicionado
con 155 mg.1"! de Kanamicina sulfatada.
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Figura 7. Efectos de la seleccién de las células transformadas de las no
transformadas en los cuitivos de callos del medio Né°
bombardeados a 13 cm de distancia entre el filtro del
bombardeador y la muestra. a)medio de proliferacién en el cual
se observa la regeneracién y b)medio de proliferacion con el
agente selectivo en el cual se puede notar la oxidacién de los
callos y la escasa presencia de puntos regenerativos.
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Figura 8. Expresion estable de gus en una de las plantas regeneradas
después del bombardeo de los callos embriogénicos de maiz, con
microproyectiles cubiertos con el DNA del plésmido pBI426 a
una distancia 13 ¢m entre et filtro del bombardeador y el
blanco. Arriba partes apicales, abajo partes basales: las
porciones sin color son tejido senecente,
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4.4 Cuarto bombardeo.

Con el objetivo de obtener una mayor cantidad de plantas regeneradas y
poder confirmar la transformacion de las mismas, se bombardearon 40 callos
del medio Né3 en las mismas condiciones del tercer bombardeo, en esta
ocasién se afadid como conirol un grups de 15 callos, los cuales se
bombardearon en idénticas condiciones, pero con los microproyectiles
desprovistos del DNA plasmidico. Los callos utilizados en este cuarto ensayo
solamente habian pasado e! periodo de induccién y 12 dias en el medic de
proliferacién.

Es importante sefialar que la curva de folerancia a kanamicina de callos del
medio N6 nunca se llevé a cabo por la insuficiencia de callos de este medio;
por lo que desde el segundo bombardeo se decidié extrapolar de manera
arbitraria las observaciones hechas en los cultivos de callos del medio N6 a los
del N63, pero como se pudo observar en el tercer bombardeo, la adicidn de
kanamicina al medioc de cultivo redujo notablemente e! crecimiento de los callos
y limité totalmente la regeneracién de las plantas. Por estas razones se
decidié no usar la kanamicina para seleccionar las células transfortmadas en
este cuarto bombardeo. La regeneracidn de las plantas se realizé de igual
manera que en el bombardeo previo.

Una vez redlizado el bombardeo, 48 horas después se hizo la prueba de
expresién transitoria de gus en cuatro de los callos bombardeados, tados
resultaran positivos, tres con un nivel de expresidn bueno y el cuarto con un
nivel reqular. Del grupo testige se probaron dos callos, mismos que resultaren

negativos a la actividad de B-gus (Figura 9).
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Del grupo control se logré la regeneracién de dos plantas completas 13
semanas después del bombardeo. en este mismo perfodo, de los callos
bombardeados con el DNA del plasmido pBI426 se pudieron regenerar 21
plantas completas, de las cuales se monitorearon para actividad de p-gus
catorce de ellas de la siguiente forma: se tomd la parte basal y segmentas de
hoja de dos plantas, se pudo observar que la expresidn estable tuvo un buen
nivel y fue de forma regular en todo el tejido probado; se tomaron también dos
plantas completas, en las cuales se observé un nivel de expresién de gus
regular de manera uniforme en toda la planta. (Figura 10); a otras diez plantas
les fue cortada la hoja mds cercana a la parte basal, de estas, seis dieron
positivo a la actividad de B-gus con un nivel de expresidn regular en toda la
hoja. Esto significa que de catorce plantas que se monitorearon para la
actividad de B-gus (expresidn estable) diex dieron positive con diferentes
niveles de expresidn de gus. En el grupo control se tomd también la hoja mds
cercana a la parte basal en una de las plantas regeneradas para determinar la
actividad de p-gus, observindose que presento un tenue color azul, el cual
puede deberse a la actividad de fondo presentada por las células de maiz, pero
en ningdn momento alcanza los niveles mostrados por las plantas regeneradas
de los callos bombardeados con el pldsmido pBI426 (Figura 11).

Es importante resaltar que conforme se llevaron a cabo los ensayos de
bombardeo. se pudo alcanzar progresivamente el 100% de eficiencia en la
transferencia del DNA plasmidico a las células embriogénicas de maiz, ya
desde el tercer bombardeo gracias a la eleccidn de fos callos de! medio Né*
todos los callos probados presentaron actividad de g-gus. También se observo
un incremento en los niveles de expresién de gus. En el primer bombardeo sélo

un 20% de los callos probados presentaban un nivel de expresién bueno, un
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607% presentaba un nivel de expresion regular y el 20% restante no tuvieron
expresién de gus, para el cuarto bombardeo esta situacién fue revertida ya
que un 75% de los callos probados para actividad de p-gus dieron positivo con
un nivel de expresién bueno y solo un 25% presenta un nivel regular,

Walters et al., 1992 sefialaron que la eficiencia de transformacion estd
influenciada por la eficiencia con la cual las transformantes son recuperadas
durante el proceso de seleccion. En este trabajo la eficiencia de
transformacién no puede ser medida de fortma directa, tan sélo en el tercer
bombardeo ésta es de cero, ya que como se recordard, de todos los callos
colocados en el medio de seleccién no se logré recuperar ningiin transformante,
pero de manera indirecta, el nimero de plantas regeneradas con actividad de
f-gus, pueden ser un indicador de la eficiencia de transformacién,

En este frabajo se observé que un 71% de las plantas regeneradas en un
medio sin seleccion y probadas para actividad de p-gus dieron positive
presentando varios niveles de expresién de gus, este es un buen porcentaje si
tomamos en cuenta que aparentemente existe una proliferacién preferencial
de células transformadas y no transformadas. Al parecer la regeneracién es
mayor en células no transformadas en los tejidos embriogénicos quiméricos.
Esta preferencia fue demostrada por Fromm ef al en 1990 cuando
regeneraron 150 plantas no transgénicas f:fe callos de maiz bombardeados con
bar-gus, estos lltimos habian mostrado ser peositives a la actividad de p-gusen
al menos 50% de sus células. Estos eventos de regeneracion se dieron en
callos que no pasaron por un periode de seleccidn previo a la regeneracidén. Se
pudo demostrar que la seleccién de las células transformadas durante el

proceso de regeneracién permife recuperar plantas transgénicas, mientras que
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la no seleccion de esas células lleva a”la produccién de plantas no
transformadas.

Es importante destacar, que probablemente, debido a las condiciones de
bombardeo utilizadas en este trabajo, la proliferacién preferencial entre
células transformadas y no transformadas no se presenta; pues se pudo
observar que los sectores transgénicos de los callos bombardeados aumentan
en tamafio, aunque también existe crecimiento de los sectores no transgénicos.
Estas observaciones sugieren que las condiciones establecidas provocan daiios
minimos a las células que reciben las particulas cubiertas con ef DNA; de esta
forma, tanto las células transformadas, como las que no lo han sido, se
encuentran en condiciones semejantes para iniciar su proliferacion.

Aunque resulta légico que, para mejorar la eficiencia de transformacion se
debe de implementar el protocolo de seleccidn para los callos del medio N62, ya
que este permitiria eliminar la formacién de plantas no transformadas.
También se podria prescindir del mismo, pues como ya se menciond, el
porcentaje de plantas regeneradas que presentan expresién estable es alto.

Es de esta manera, que en este trabajo se han establecido las condiciones
adecuadas para la transformacién de células embriogénicas de maiz (Zea mays
raza tuxpefio) obtenidas de la induccién y proliferacién sobre el medio N6°,
No se descarta de ningin modo, el uso de los callos embriogénicos obtenides en
el medio N6', ya que probablemente de bombardearlos entre los 14 y 21 dias
después del subculfivo o a una distancia entre fos 8.0 y 10.5 cm podrian dar
resultados similares a los obtenidos con los callos del medio Né®. Se menciond
también que los callos utilizados en los dos dltimos bombardeos se encontraban
entre las Tres y seis semanas de edod, esto es que a lo mdxime presentcban

dos subcultivos, ya que después del tercer o cuarto subcultivo se comienza a
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observar la germinacidn de los embriones somdticos y una vez llevada a cabo la
regeneracién se pierde rdpidamente la capacidad regenerativa de estos calfos.
Esta pérdida temprana de la capacidad regenerativa de los cuitivos de callos
embriogénicos friables utilizados en este trabajo puede interpretarse como
una ventaja, ya que las células embriogénicas se ven expuestas por menos
tiempo al 2,4-D y de esta forma se puede disminuir la variabilidad dada por el
tiempo de cultivo, evitando una prolongada exposicién a los reguladores de
crecimiento. Esto también permite que el periodo que va desde la induccion de
los callos, el bombardeo de los mismos y la regeneracién de las plantas se lleve

a cabo en un periodo de 18 a 21 semanas.
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Figura 9. Expresion transitoria de gus obtenida en el cuarto bombardeo de
calios embriogénicos de maiz. El callo sin color representa al
grupo control (abajo), los calios con porciones azules fueron
bombardeados a 13 ¢m de distancia con particulas de tungsteno
de 0.4 ym de diametro (M5) cubiertas con DNA plasmidico.
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Figura 10. Confirmacién de la expresién estable en plantas obtenidas de
callos embriogénicos del medio N6* bombardeades a 13 ecm de
distancia y puestos a regenerar en un medio sin agenfe
selectivo. Los niveles de expresién de gus observados fueron
requlares en ambas plantas; los sectores sin  color
corresponden a fejidos senecentes.
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Figura 11. Expresion estable de gus, nivel regular, en segmentos de hojas

de plantas regeneradas a partir de callos embriogénicos
friobles, bombardeades a 13 cm de distancia, con
microproyectiles de tungsteno de 0.4 um de diametro (M5)
cubiertos con el DNA del pldsmide pBI426. La hoja de la
izquierda representa al control y las hojas de la derecha a los
callos bombardeados con el DNA plasmidico.
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VI. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultades obtenidos en el presente frabajo, se
concluye lo siguiente:

1. Se establecieron las condiciones menos agresivas para la transformacién de
callos embriogénicos friables de maiz por medio del bombardeo de
particulas con pistola de baja presidn.

2. Se demostrd la transformacion de células embriogénicas de maiz (Zea mays
raza tuxpefio) mediante la expresidn estable de gus en los callos
bombardeados y las plantas regeneradas a partir de los mismos.

Las mejores condiciones para llevar a cabo la transformacion de las células
embriogénicas de maiz son las siguientes:

e Los microproyectiles de tungsteno de 0.4 um de diametro son efectivos
para la transformacion de células embriogénicas de maiz, pues estas son de
tamafio pequefio y sélo se requiere transformar las capas superficiales del
tejido calloso, lugar en donde se originan dichas célulos.

e Los calles deben situarse a una distancia de 13 cm del filtro del
bombardeador.

» Los mejores blancos para ser bombardeados, son los callos obtenidos de la
induccién y proliferacién sobre el medio de cultivo N63, estos deben ser
bombardeados entre el primer y segundo subcultivo (antes de que se
presente la germinacién de los embriones somdticos) y deben tomarse entfre
los 10 y 14 dias después del subcultivo, momento en el cual comienza la etapa

de crecimiento fogaritmico.

76



o Probablemente los callos provenientes del medio Né' son también viables
para la transformacién por este mismo método, pero es necesario buscar las
condiciones éptimas para lograr un bombardeo eficaz.

« La presién de helio utilizada para el bombardeo (120 psi), asf como el nivel
de vacio en la cdmara al momento de bombardear (20-22 in Hg), habian sido
ya establecidas (Sudrez, R.R., comunicacién personal) y pueden manejarse
como condiciones generales junto con la cantidad de particulas y la
concentracién del DNA.

+ La regeneracion puede llevarse a cabo después del bombardeo reduciendo en
el medio de cultive un 25% de la concentracion del hidrolizado de caseina, la
L-proling, la cinetina y el 2,4-D, subcultivo tras subcultivo, hasta eliminarlas
completamente del medio 12 semanas después.

» Debido al alto porcentaje de regeneracion de plantas transformadas podria
prescindirse del protocolo de seleccion con kanamicina o implementar uno
que no dafie las células bombardeadas y que a su vez impida la regeneracién
de plantas no transformadas; pues como se observs, este es un paso critico

para la obtencién de plantas transgénicas.

VII. PERSPECTIVAS

Posteriormente se pretende establecer un programa de mejoramiento
genético de razas criollas de maiz por medio del bombardec de particulas con
genes que incrementen la productividad, la calidad alimenticia, la tolerancia a
factores ambientales adversos, que confieran resistencia a virus, bacterias o

insectos, o la transferencia de cualquier otra caracteristica agronémica

deseable.
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Anexo 1.Composicion de medios de cultivo y suplementos.
Medio de cultivo N6 modificade (Chu et al., 19785).

a) Solucidnes de macro y micronutrientes.

Solucién I,
COMPUESTO PM CONCENTRACION 5TOCK 10X
() mg.|" M mM.I"!
KNO3 101.10 2830 28.00 2800
CaCla.2H.0 147.02 166 1.13 L3
Mg5Q; 7H,0 246.48 185 0.75 7.5
KH2PO4 136.09 400 2.94 29.4
(NH4)2504 132.06 463 3.50 350

Para 1 | de medio se toman 100 ml de estd solucidn,

Solucion IT.

COMPUESTO PM CONCENTRACION STOCK 100X
{9) mg.[! uM.I! pI

MnSO4 H20 169.01 597 3532 3632

Zn504.7H0 28754 1.50 521 521

H3BO; 61.83 1.60 2587 2587

KI 166.01 0.80 482 482

Solucidn ITT,

FeSQ4.7H0 278.03 27.80 100.00 10 000

CiaHdN;OnoNa 2H,0 37230 37.30 100.00 10 000

Para 1| de medio tomar 10 ml de cada una de las soluciones IT y ITT.

b)Fuente de carbono.

COMPUESTO PM CONCENTRACION
{g) gt! mi!

Ci2H22011 (sacarosa) 34231 30 87.63
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¢)Requladores de crecimiento.

PM CONCENTRACION STOCK 10X

(9) my.I! ! M
2,4-D 22104 1.0 452 452
MCPP 214.50 10 4.66 46.6
Dicamba 221,00 1.0 452 452
Cinetina 215 21 10 4.64 46 .4

Para agregar 2 mg del regulador correspondiente a I | de medio se toman 20 ml
de la solucién steck correspondiente, para 1 mg se foman 10 ml.

d)Aminodcidos y otros

COMPUESTQ M CONCENTRACION STOCK 10X
(g) mg.I"! M f! uM 1!
C:HgMNO; (Glicing) 7507 10 13.32 133.2
CsHsNs./2H2504 18420 100 54.30 5430 |

Para afiadir 1.0 mg de glicina o 10 mg de adenina al medio de cultivo
correspondiente se foman 10 mi de la solucién stock por litro de medio.

e)Mezcla de aminedcidos y vitaminas denominada cocktel 20.

COMPUESTO PM CONCENTRACION STOCK 100X
(9) mg.l‘l M mM.I!
L-asparaging 150.10 10.0 66.62 6,66
L-arginina 174,20 10.0 57.40 574
L-dc. aspdrtico 133.10 75 56.35 5.63
Glicina 75.07 230  306.38 30.64
Glutamina 146.10 600 41067 41.06
Ac. glutdmico” 147.10 75 51.00 5.10
Biotina (Vit. Bg)* 244.30 1.0 4,10 0.41
Ac, félico (Bo)* 44140 1.0 2.26 0.23
Ac. nicotinico(B3) 123.10 1.5 12.18 1.22
Piridoxina {(Bg) 205.60 1.5 7.30 0.73
Riboflavina (Bz) 376.40 0.1 0.26 0.03
Tiamina (B1) 337.30 30 8.90 0.89
Myo-inositol 180.16 1450  804.84 80.48
Urea 60.06 450  749.25 74.92

Para preparar 1 | de medio se toman 10 ml del cocktel.
*Disclver con 3 gotas de NaOH 1 N,
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Medio MS (Murashige & Skoog, 1962}

COMPUESTO PM CONCENTRACION STOCK 100X
(q) mgt”! mM 1! mM.I-1

Solucién I

NH4NO3 80.040 1650 20.6 2060

KNO;3 101.108 1900 18.8 1880

Solucién IT

Mg504.7Hz0 246480 3700 15 150

MnSO4H0 169.010 %9  1X107? 1

ZnS504.7H:0 287.540 86 3X10° 3

CuS04.5H0 249680 25X10° 1x10* 1X102

Solucién TIT

CaCls.2H:0 147.020 440.00 3.0 300

KL 166.010 0.83 5X10° 5X10

CoCl; 237.930 25X10° 1X10* 1X10°2

Solucion TV

KH2PO4 136090 17000 125 125

HiBO3 61,860 6.20 1X10?! 10

NazM004.2H,0 241950 2.5X107 1X10° 1x10"!

Solucion V

FeS504.7H;0 278.028 2780 1x10! 10

EDTA.2H:0 372.300 37.30  1X10? 10

Fuente de carbono

Sacarosa 342 310 3000 B7.63
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Vitaminas

COMPUESTO P CONCENTRACION STOCK 100X
() mg.I" pMI! pM.It
Tiamina 337.270 2.0 b.93 593
Piridoxina 205.640 1.0 490 490
Ac. nicotinico 123.110 10 8.12 812
Myo-inositol 180.160 100.0  555.00 5510
Glicina 75070 20 26.64 2664

Para preparar 1 | de medio se toman 10 ml de cada una de las soluciones
arriba mencionadas.
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Anexo 2. Soluciones para preparar X-Gluc (10X) y medir la
expresion transitoria de gus (Jefferson et al., 1967).

I)Amortiguador de fosfato de sodio™

Pesar Volumen Concentracién Stock
NaH2PO4.H20 1.38g 50mldH0 200 mM 39 ml
+
NazHPO4 284g 100mldH0 200 mM 61 ml
100ml 1t M
2)Ferrocianuro de potasio**
Pesar Volumen Stock
KsFe(CN)e.3H0 0.211qg 100 ml dH0 5 mM
3)Ferricianuro de potasic™*
Pesar Volumen Stock
KsFe(CN), 0.164 g 100 ml dH20 5 mM
4)EDTA*
Pesar Volumen Stock
CroH1aN2C1oNaz 2H:20 3724q 100 mi dH-0 100 mMm
5)Tritén X-100*
Stock
1 ml de Tritdn X-100 en 99 de dH.0 1%

*Esterilizar en autoctave durante 18 minutos a 1.3 kg.cm'® & 18 Ib.pulg®,
~Esterilizar por filtracién en membrana millipore™ de 0.22 ym de didmetro.
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Preparar solucion de X-Gluc de la siguiente manera en condiciones de

esterilidad:

Concentracidn Stock 10X Para 25 mi

(mM) (mh)
Amortiguador de
Fosfato de sodio 1000 iM 25

pH7.0

EDTA : 10.0 100 mM 25
Ferricianuro de Potagio 0.5 5 mM 2.5
Ferrocianuro de Potasio 05 5 mM 25
Tritén X-100 05 5 mM 2.5
X-Gluc en DMSO 1.0 mg.mi? 25 mg/150 ul de DMSO

Aforar a 25 m! con agua desionizada estéril.
Una vez preparada esta solucién se almacena a -20°C y se descongela
lentamente al momento de utilizarla.

Soluciones para medir expresion fransitoria de gus.

a)Buffer "Z" pH 7.4*

CONCENTRACION Pesar/500 mi
{mM) (9)
NOH2P04.H20 40 2.76
NazHPO4 60 426
Kl 10 0.37
Mg504.7H:0 1 012

b)Etanol al 70%
| 350 m! de etanol abseluto + 150 ml de agua desionizada estéril.

cYAcetona-Metanol (1:3)
| 166 ml de acetona + 333 ml de metanol.

d)Gliceral al 50%*
| 250 ml de glicerol absoluto + 250 ml de agua desionizada

*Esterilizar en autoclave 18 minutos a 1.3 kg.cm™® 6 18 Ib.pulg™®.
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